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RESUMO

As tiorredoxinas peroxidases (TPx), constituem um grupo de proteinas antioxidantes
que vém sendo bastante estudadas pela sua atuagdo na decomposi¢do de diversos tipos
peréxidos, como o H,O,, peroxinitritos e perdxidos organicos. A capacidade de
decomposicdo de peroxidos pelas TPx estd relacionada a presenga de uma cisteina
conservada denominada de cisteina peroxidasica (Cysp). A maioria das TPx possuem
uma segunda cisteina (cisteina de resolugdo - Cysg) a qual forma um dissulfeto com
Cysp ap6s a decomposi¢do de um perdxido. Adicionalmente, a atividade peroxidasica,
algumas TPx possuem atividade de chaperona molecular e também estdo envolvidas em
processos de sinalizagdo de crescimento celular induzidos por hidroperdxidos. Ja foi
demonstrado que a isoforma citosolica de TPx de Schizosaccharomyces pombe é capaz
de interagir diretamente com uma MAPK (Styl) através da formacdo de um dissulfeto
misto entre as proteinas, que ¢ estabilizado quando a Cysg ¢ substituida por um residuo
de serina. Entretanto, nenhuma interacao deste tipo foi descrita para outros organismos.
Em Saccharomyces cerevisiae ocorre uma isoforma de TPx no ntcleo (nTPx) e a
revisdo da literatura demonstra a relevancia desta proteina na manutencdo do
silenciamento dos teldmeros e decomposicdo de perdxidos organicos no nucleo. Estudos
em escala protedmica utilizando espectrometria de massa e duplo hibrido indicam a
associacdo de nTPx com MAP quinases, entretanto, apesar de sua localizacdo e
participacdo em processos biologicos de relevancia, trabalhos relacionados com nTPx
sdo escassos. Estudos em escala protedmica relataram a interacgao fisica entre nTPx e as
proteinas Mec3, Gtsl, Pcll e Dog2 relacionadas a sinalizagdo celular ou manutencao do
silenciamento telomérico. No entanto, ndo foram efetuados estudos pontuais visando
confirmar estas interagdes como também averiguar a possibilidade das interagdes entre
nTPx e as proteinas supracitadas serem estabelecidas através de dissulfetos mistos. Este
trabalho teve por objetivo a avaliagdo de interacdes previamente descritas na literatura
entre n'TPx e Mec3, Pcll e Dog2 por meio da expressdo e purificagdo destas proteinas e
avaliacdo in vitro de interagdes como também in vivo através de ensaios de duplo
hibrido. Diversos esforcos com diferentes abordagens foram efetuados, entretanto nao
foi possivel a superexpressdao de Mec3, Pcll, Dog2, indicando um efeito toxico destas
proteinas sobre as linhagens utilizadas. Por outro lado, obtivemos grande sucesso na
superexpressio de nTPx e nTpx“''* (8 mg e 10 mg por litro de cultura de células) em
linhagens de Eschericchia coli BL21 (DE3) C43, o que representa a primeira vez que
estas proteinas foram expressas sem trucamentos. Também foi possivel expressar na
mesma linhagem a proteina Gtsl. Estes resultados abrem a possibilidade de estudos
posteriores visando a determinagdo de suas estruturas tridimensionais, por metodologias
como cristalografia de raios-X ou ressonancia magnética nuclear (RMN). Por fim, os
resultados de interagdo in vivo utilizando a técnica de duplo hibrido em levedura,
confirmaram a interacdo entre nTPx e Mec3, Gtsl e Dog2. Entretanto ao contrario dos
resultados descritos na literatura, nao foi detectada interagdo entre nTPx e Pcll,
reforcando que experimentos pontuais sdo necessarios em adi¢do aos experimentos de
larga escala.

Palavras-chave: Tiorredoxinas Peroxidases. Crescimento Celular. Silenciamento
Telomérico.



ABSTRACT

The thioredoxin peroxidase (Tpx) is a group of antioxidant proteins that has been
widely studied due to its role in the decomposition of different peroxides such as H,O,,
peroxynitrite and organic peroxides. The ability of peroxide decomposition by Tpx is
related to the presence of a conserved cysteine called peroxidatic cysteine (Cysp). Most
Tpx has a second cysteine (resolving cysteine - Cysg) which forms a disulfide with Cysp
after peroxide decomposition. In addition to the peroxidase activity, some Tpx have
molecular chaperone activity and are also involved in signaling of cell growth induced
by hydroperoxides. It has been demonstrated that the Tpx cytosolic isoform of
Schizosaccharomyces pombe is able to interact directly with MAPK (Styl) via mixed
disulfide, which is stabilized when the Cysg is replaced by a serine residue.
Saccharomyces cerevisiae have a nuclear isoform of Tpx (nTPx) and review of the
literature shows the importance of this protein in maintaining the telomere silencing and
decomposition of organic peroxides in the nucleus. Scale proteomic studies using mass
spectrometry and two-hybrid indicate the nTPx association with MAP kinases.
However, despite its location and participation in biological processes of relevance,
works related to nTPx are scarce. Scale proteomics studies reported the physical
interaction between nTPx and Mec3, Gtsl, Pcl and Dog2. These proteins are related to
cell signaling or maintenance of telomeric silencing. However, no specific studies were
performed to confirm these interactions and if they are established by mixed disulfides.
This study aimed to evaluate the interactions previously described in the literature
between nTPx and Mec3, Pcll, Dog2 and Gtsl through the expression and purification
of these proteins and in vitro evaluation of interactions as well as in vivo tests using
two-hybrid. Several efforts were made with different approaches, nevertheless it was
impossible overexpression of Mec3, Pcll, Dog2, indicating a toxic effect of these
proteins on the strains used. Furthermore, we found great success in overexpression of
nTPx and nTpx“"'*® (8 mg and 10 mg per liter of cell culture) in Eschericchia coli strain
BL21 (DE3) C43. This is the first time that these proteins were expressed in native
form. It was also possible to overexpress the Gtsl protein in the same strain. These
results could lead for new approaches in future studies in order to determine these three-
dimensional structures, by methods such as X-ray crystallography or nuclear magnetic
resonance (NMR). Finally, the results obtainedusing the technique of two-hybrid yeast
confirmed the interaction in vivo among nTPx and Mec3, Gtsl, Dog2. However,
opposing the results described in the literature, no interaction was detected between
nTPx and PCL1, emphasizing the necessity of specific experiments in addition to the
large-scale ones.

Key Words — Thioredoxin Peroxidase. Cell Growth. Telomeric silencing.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.

Figura 12.

Figura 13

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Cadeia transportadora de elétrons de mamiferos.........ccocceeeeeviveeeesieneeecieeeenne,
Classificagao das TPX......ccciioiiiiiiiciiecee et e
Redugdo de hidroperéxidos e relagdo com o sistema redutor das TPx...............
Diferentes formas oligoméricas de CTPXL........c..cccvecvveviiciieciiecieeeece e
Resultado da extracdo de DNA de S. cerevisiae............coouveeeveecveecceeeaceeannnn.
Resultado da amplifica¢ao dos genes n7TPx, Mec3, Dog2, Pcll e Gtsl..............

Resultado de dupla digestdo de n7Px com Bam HI e Nde 1 por diferentes
PETIOAOS A€ tRIMPO. ... eeeuiieieeiieieeieeie ettt ettt et ettt e e enee s

Alinhamento de trechos dos sequenciamentos dos genes Dog2, nTPx, Mec3,
Pcll e GtsI ligados ao plasmideo pET15b.......cccvvviveviriinciiniieeceeeeeeen

Teste de expressdo das proteinas N'TPX € Dog2.......ccccevvevievienienieiieieeen,
Teste de expressdao de NTPx € Dog2 a 20°C.......coovevivieriieriieriieieeeeeeieeeeieeas
Expressdo de nTPx e Dog2 em BL21 (DE3) C43.......ccocviiviveciieieeeeeeeeeen
Purificacdo de nTPx por meio de cromatografia de afinidade............c..ccoe....
Avaliagdo da decomposic¢do de perdxido de hidrogénio por meio da oxidagdo do DTT

Resultado de seqiienciamento e andlise do plasmideo pETI15b-

Resultado dos procedimentos de purificagdo de nTPx“"" ...,

Resultado de indugdo da expressdo das proteinas Dog2, Mec3 e Pcll em
BL2I(DE3....itteitteeite ettt ettt ettt ettt et e e sttt e st e s bt e s bt e e bt e s bt e e bbeenbteesibeeeabeesabeeen

Resultado de purificagdo por IMAC do extrato proteico de linhagens de E. coli
BL21 (DE3) carreando plasmideos (pET15b) para a expressdo das proteinas
PCI1, MEC3 € DIOZ2...ooniiieieeeeecee ettt ettt et eebe e sabeaenseaens

Resultado de indugdo da expressdo das proteinas Pcll, Mec3 e Dog2 em
linhagens de E. coli BL21(DE3) @ 20° C.....oovouieuiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeee e

Resultado de indugdo da expressdo das proteinas Pcll, Mec3 e Dog2 em
linhagens de E. coli BL2I(DE3) C43....c.oioiiiieeeeeeeteeeeee e

Resultado de purificagdo por IMAC do extrato proteico de linhagens de E. coli
BL21(DE3) C43 carreando plasmideos (pET15b) para a expressdo das
proteinas Pcll, Mec3 € DOZ2......cccviiiiiiiieieecieecee ettt e

Teste de expressdo das proteinas Mec3, Pcll e Dog2 em Origami

45

48

49

49

50

51

51

53

54

55

56

57

57

58



Figura 22.

Figura 23

Figura 24.
Figura 25.

Figura 26.

Figura 27

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.

Figura 36.

Resultado de purificagao por IMAC do extrato proteico de linhagens de E. coli
Origami (DE3) carreando plasmideos para a expressdo das proteinas Pcll

IMEC3 € DIOZ2....eeiieeeee ettt ettt e nteenareeea 60
Resultado de indugdo da expressdo da proteina Gts1 em BL21(DE3)................ 61
Resultado dos procedimentos de purificacdo de Gts1.......occoeveerieiiiiiiinieiieieeeee 61
Resultado de inducdo da expressdo da proteina Gts1 em BL21(DE3) C43...................... 63
Resultado dos procedimentos de purificacdo de Gts1.......occoeoeevieiiiieiinieiieiescecee 63
Representacao do sistema duplo hibrido de levedura.............cecveieiieieniicenieeeee, 67
Mapas dos plasmideos de duplo hibrido pPGADT7AD e pGBKT7...................... 68

Alinhamento de trechos dos sequenciamentos dos genes, nTPx Dog?2, Pcll,
Gtsl e Mec3, ligados aos plasmideos de duplo
08 10) 4 e [ TSP PSSRSO 70

Eletroferograma do sequenciamento do plasmideo pGBKT-nTPx“""5 ... 71

Resultado dos ensaios de duplo hibrido para avaliagdo de interagcdes nTPx x

Mec3 € NTPX X DIOG2...cuiiieiiieieeeieeeee ettt ettt et e s 72
Resultado dos controles negativos e positivos utilizados nos ensaios de duplo

hibrido de em meio seletivo contendo t=BOOH............ccccoociiiiiiieieiiieeceeee 74
Resultado de ensaio de duplo hibrido para n'TPx X Mec3.......cccccccveevveenviennenns 74
Resultado dos ensaios de duplo hibrido para n'TPx x Dog2.........cccecvveivevrennnnne 75
Resultado dos ensaios de duplo hibrido para n'TPx X GtSl.......cccecevvvveevenrennnenns 75
Resultado dos ensaios de duplo hibrido para n'TPx x Pcll......ccooveiiveiieninnnnene. 76



LISTA DE ABREVIATURAS

ATP Adenosina Trifosfato

CDK Ciclina dependente de quinase
cTPx1 Tiorredoxina Peroxidase citosolica |
cTPx I1 Tiorredoxina Peroxidase citosolica 11
cTPx III Tiorredoxina Peroxidase citosolica III
Cysp Cisteina peroxidasica

Cysr Cisteina de resolugao

Dog2 2-deoxyglucose-6-phosphate phosphatasel
DTT 1,4 Ditiotreitol

EROs Espécies Reativas de Oxigénio

Gpx Glutationa peroxidase

Gtsl Glycine Threonine Serine repeat protein 1
H,0, Peroxido de Hidrogénio

Hogl High Osmolarity Glycerol response
IPTG Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida
LB Luria-Bertani

MAPK Proteina quinase ativadora de mitose
Mec3 Mitosis Entry Checkpoint 3

MPF Fator promoter de fase M

mTPx Tiorredoxina Peroxidase mitocondrial
NADPH Nicotimida Adenina Dinucleotideo Fosfato -H
nTPx Tiorredoxina Peroxidase nuclear

0," Radical anion superoxido

ODggo Densidade optica de 600nm

OH Hidroxila

‘OH Radical Hidroxila

Pcll Pho85 Cyclinl

PCR Reacdo em cadeia da polimerase
PMSF Fluoreto de fenilmetilsulfonila

Prx Peroxirredoxina

SA Sitio Ativo

SDS Duodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida -SDS
Srx Sulfiredoxina

TAE Tris-acido Acético-EDTA

TEM Microscopia Eletronica de Transmissao

TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilenediamina

TPx Tiorredoxina Peroxidase

Tris tris(hidroximetil)aminometano

TrxR Tiorredoxina Redutase

Trx Tiorredoxina

Tsal Thiol specific antioxidant protein 1

X-Gal 5-bromo 4 chloro 3 indolyl-beta-D-galactopyranoside
X-0-Gal 5-bromo 4 chloro 3 indolyl-alpha-D-galactopyranoside
Yapl Yeast activator protein 1

YPD Yeast extract-Peptone- Dextrose



Sumario

1 INTRODUCAO
1.1 Espécies Reativas d& OXIZENIO .....ccoueeuiriiiieiieniieie ettt ettt st sttt ettt e e e e et ens
1.2 Proteinas Antioxidantes: Tiorredoxinas Peroxidases..........cceoceveeriererienieiieniee e
1.3 Caracteristicas Cataliticas € Estruturais das TPX ........cccccovieiiiiiiiiieeeeee e
1.4 TranSAUGAO de SINAL.......c.eiiiiiieiiiiieeee ettt e sre e e e e e aaeestbeesrae e tbeensae e rbeesneenes
1.5 Tiorredoxina Peroxidase NUCIEAT........c..coceririririiieiiieeeserceee et
2  OBJETIVO GERAL
2.1 ODbJetiVOSs ESPECITICOS. ..uuiiuiieeiiriieitieiieie ettt ettt ste et e et et e eteesteesteesseessessaesseesseenseensenns
3  MATERIAIS E METODOS
3.1 REAGEINLES ...ttt e st et e e st e st e e s it e e abeesnbeensbeessteenabeebbeenaeenns
32 Meios de Cultura e Linhagens de Bactérias € Leveduras..........cccooeieiininiiiinieieceeeee,
33 Extracdo de DNA gen0mico de S. COreVISIAE .......cuuumumminimiiiiaieieieee et
34 Amplificacdo dos Genes POr PCRu.......ccooiiiiiiiiiee et
35 Reacdo de 1igag@o COM PTZSTI/ ..oouieieeeeeeee et
3.6 Obtengao dos transformantes em E.coli DHS0l........cocviieiiiiiiiecieecieee et
3.7 Mini preparacao plasmidial..........ccoccverieriiiiiiiiiiiieriee e ens
3.8 Dupla digestao Bam HI € NAe L.........c.ooieiieiieiieeeeeestee ettt ens
3.9 Reacgdo de 1igagdo €M PET 15D ...c..ooiiiiiiiecieciee ettt s es
3.10  Triagem dos tranSfOrMANTES...........ccvecvieierieriieiieie ettt et eee e e steesteesbeesaeesaesseesbeesseessesseenes
3.11  Mutacao sitio dirigida de NTPX ......ccocciiriiiiiiieiieecere ettt
3.12  Sequenciamento dos PlasmidOS........c.eecvieviiiiiieriiiiecee ettt ettt ees
3.13  Transformacdo em E. coli BL21 (DE3), BL21 (DE3) C43 e Origami (DE3).......cccccocvenennnene
3.14  Purificag@o das proteinas reCOmMbINANLES ..........cceevveeruiieeiieirierieerieeeee et ere e eenesee e sreesse e
3.15  Ensaio de atividade de nTPx através da oxidagcdo do DTT .....cccceviieeiiiiciieeiieecieeeeecee e
3.16  Construgdo dos plasmideos de duplo hibrido..........cccceeiiriiiiiiriiiieeeeeeee e
3.17  Reacdo de digestdo de pGADT7 € pPGBKTT ..ooouieiiiiieiieieeieteeee et
3.18  Preparo de células competentes de S. CerevisSiae..........cuuvimmirnirieniieniesieeece e
3.19  Transformacgao das linhagens de S. Cerevisiae ..........ccoovumnimniniinieniienieeeceee e
320  Cruzamento das Linhagens Y2HGOIA € Y187 ....ccovveoieviiiiiiieriieieeieee et
321  Confirmag@o da interagdo entre as Proteinas.........ccccerveereerreerueerieeieseeseesseesseseeseesseesseessenens
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.2 Extragdo do DNA gendmico de S. CEreViSiae ........cuuumumminomniiiiiieieieeese sttt
43 AMPLIfICACAD AOS GOIES ...ttt ettt ettt ettt ettt et eeaesbeenbean
4.4 Ligacdo dos genes €M PTZSTI/ .. .ccueeieeeee ettt eae
4.5 Ligacdo dos genes nTPx € Dog2 em PETLISD ...oc.ooiiiiiiiiiiiiieee e
4.6 Expressao das Proteinas NTPX € DOZ2.......cc.oociirieiieiieiieieeetee et
4.7 Ensaio de atividade de nTPx através da oxidagdo do DTT .......ccceevvieeiiiiiieeiiecieecee e
4.8 Mutagdo Sitio Dirigida de NTPX ....cceeciiiiiiieiee et es
4.9 Experimentos de Expressao das Proteinas Mec3, Dog2, Pcll € Gtsl ......cccoecvveieriieciieieeiennnns
4.10  Indugdo da expressdo em linhagem E. coli BL21 (DE3) C43......ccoiooiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeiens
4.11  Expressdo em E. coli Origami (DE3).......cocoiiiiiiiiiiieeeeee e
4.12  Avaliagdes de interagdes proteicas utilizando o sistema duplo hibrido ............ccceeeeveeiieienens

5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6 REFERENCIAS

15

15
17
18
22
24

32
32
30

30
30
31
32
33
33
34
34
35
35
36
36
37
38
39
39
39
40
41
41
42

43

43
43
44
45
48
51
52
54
57
59
65

77
79



1 INTRODUCAO

1.1 Espécies Reativas de Oxigénio

Espécies reativas de oxigénio (EROs) s3o produzidas durante o
metabolismo normal de organismos aerobicos e, em determinadas condigdes, seus
niveis podem aumentar consideravelmente gerando uma condi¢@o de estresse oxidativo
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Quantidades elevadas de EROs podem causar
danos a biomoléculas e estdo relacionadas a processos bioldgicos normais ou deletérios
e doencgas genéticas degenerativas como o mal de Alzheimer, processos inflamatérios,
diabetes, cancer e envelhecimento. Segundo Stadtman e colaboradores (1990), a
presenca destas espécies, mesmo em pequenas quantidades, representa risco para a
c¢lula em virtude da sua grande capacidade de danificar componentes celulares.

EROs tais como o radical 4nion superdxido (0,%), peroxido de
hidrogénio (H,0;) e o radical hidroxila (*OH) sdo formados durante o metabolismo
aerdbico normal (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). A cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial ¢ a principal fonte de ATP nas células e, portanto, é essencial para
a vida aérobia. Entretanto, durante a produg¢do de energia, um pequeno nimero de
elétrons "vaza" como radical anion superoxido (0,°) e peroxido de hidrogénio (H,0,) e
dados na literatura apontam que cerca de 0,1 a 5% de todo o produto da cadeia
transportadora de elétrons escapa na forma de O,* e H,0,. Estas moléculas podem
receber elétrons através de reagdes com metais divalentes, pela reagdo de Fenton (1) ou
diretamente pela reacdo de Haber Weiss (2) e formar o radical hidroxila (*OH) que por
sua vez ¢ altamente reativo e conseqiientemente extremamente toxico para a célula
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

(1) Fe*" 0, > Fe*™ + 0, Reacdo de Fenton

(1) Fe* + H,0, > Fe’™ + OH + *OH
(2) H,0, + 0,* > O, + *OH+ OH Reacdo de Haber-Weiss

A figura 1 representa a cadeia transportadora de elétrons de mamiferos e

os complexos responsaveis pelo transporte.
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Figura 1. Cadeia transportadora de elétrons de mamiferos. Os elétrons entram na cadeia
transportadora por diferentes pontos. Nos complexos I e II, os elétrons oriundos do catabolismo de acidos
graxos ¢ do glicerol 3-fosfato sdo transferidos para a ubiquinona (Q). A ubiquinona desloca-se na
membrana interna da mitocondria transferindo os elétrons para o complexo 3. O citocromo C (C),
transfere os elétrons para o complexo IV e ocorre a etapa final da cadeia, onde os elétrons sdo transferidos
para o oxigénio, aceptor final, gerando H,O. Compilado de COX e MICHAEL (2011).

Durante muito tempo acreditou-se que a producdo de EROs era, em
principio, prejudicial para as células (RHEE e col., 2006). No entanto pesquisas tém
demonstrado que a sinalizacdo celular por EROs existe ¢ é essencial para a vida. Este
tipo de sinalizagao ¢ denominada sinaliza¢ao redox (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007; WITENBOURN, 2008; LUKOSZ e col., 2010). As EROs possuem uma ampla
gama de agdo por causa de sua capacidade de interagir com quase todas as moléculas
bioldgicas, sendo que seu modo de acdo ¢ também dependente da localizagdao de suas
moléculas-alvo (LUKOSZ e col., 2010). Estudos demonstraram que algumas EROs
enddgenas como o H,O, sdo produzido nas células de forma transiente em resposta a
ativacao de receptores da superficie celular e tem sido reconhecido como um importante
mensageiro intracelular sendo capaz de ativar e inativar fatores de transcri¢do, canais de
membrana, enzimas metabdlicas e também modular vias dependentes de calcio e
fosforo, principalmente através de oxidagdes de residuos de aminoacidos que contém
tidis como metioninas ¢ cisteinas (KANG e col.,, 2005; RHEE e col.,, 2006;
WINTERBOURN, 2008; WINTERBOURN e¢ HAMPTON, 2008). No caso das
cisteinas estas oxidagdes podem resultar em uma ampla variacao no estado redox. Estes
incluem o tiolato (-S°) através de uma transicao de um elétron, acido sulfénico (-SOH) e
dissulfeto (-S-S) por uma transicdo de dois elétrons, acido sulfinico (-SO,H) por uma
transicao de quatro elétrons e eventualmente, acido sulfonico (-SO3;H) por uma transi¢ao
de seis elétrons (FORMAM e col., 2010). Esta variagdo pode atuar na

ativacdo/repressdo ou mesmo na modulacdo da atividade enzimatica, como também
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promove a formagdo de dissulfetos intra e/ou intermoleculares que estio relacionadas a
transi¢des estruturais entre formas oligoméricas distintas, que podem ter grandes
implicagdes na func¢ao de proteinas e complexos proteicos (HALL e col,, 2009). Embora
a concentracdo de H,O, gerado no nivel intracelular em resposta a estimulagdo seja da
ordem de micromolar, a sua presenga mesmo por um curto periodo de tempo representa
um risco a célula, pois pode ser convertido em espécies radicalares toxicas como o *OH

e O° que podem danificar componentes celulares (KANG e col., 2005; RHEE, 2006).

1.2 Proteinas Antioxidantes: Tiorredoxinas Peroxidases

Proteinas antioxidantes utilizam diversas formas de catalise para a
decomposicdo de EROs. Uma das mais importantes e muito estudadas atualmente sao as
proteinas que apresentam o aminoacido cisteina em seus sitios ativos € possuem
mecanismo catalitico baseado na oxidacdo e reducdo do grupo tidl presente na cadeia
lateral deste aminoacido (FORMAM e col., 2010; FERRER-SUETA e col., 2011;
NAGYE col., 2011).

Dentre as enzimas que degradam H,O, utilizando cisteinas, damos um
papel de destaque as tiorredoxinas peroxidases (TPx), também conhecidas como
peroxirredoxinas (Prx) (RHEE e col., 2005). Essa classe de proteinas foi descrita
inicialmente em Saccharomyces cerevisiae por Kim e colaboradores (1985) e foi
denominada de Thiol specific antioxidant protein 1 (Tsal), pois foi sugerido que a
especificidade por tidis se devia a suposta capacidade de inativagdo de EROs centrados
no enxofre. Posteriormente foi demonstrado que Tsal ¢ uma peroxidase dependente de
tiol, assim sua especificidade por tidis se devia ao fato que somente esses redutores
regeneram sua forma oxidada (RHEE e col., 2005). A importancia desta proteina como
antioxidante foi evidenciada em ensaios especificos de pressdo oxidativa incubando a
levedura em 100% O,, ou por ensaio na presenca de Fe’", resultando em um aumento na
sintese de Tsal, chegando até 0,7% do total de proteinas soluveis produzidas, ou seja,
uma das proteinas soluveis mais abundantes da célula. Em seguida, foi evidenciado que
o redutor fisioldégico de Tsal era a proteina tiorredoxina (Trx), que sera detalhada
posteriormente, esta proteina também recebeu a denominacdo de tiorredoxina

peroxidase citosolica I (cTPxI) (PARK e col., 2000). Inicialmente as tiorredoxinas
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peroxidases foram identificadas em microrganismos e posteriormente em diversos
organismos, desde Archea até plantas e mamiferos (TRIVELLI e col., 2003; RHEE e
col., 2005; FLOHE e HARRIS, 2007).

Em nivel celular estas proteinas apresentam varias isoformas podendo ser
encontradas nos mais diversos compartimentos celulares. Em S. cerevisiae, as isoformas
c¢TPxI, II e III estdo localizadas no citossol, mTPx na mitocondria e nTPx localizada no
ntcleo (PARK e col., 2000). Alguns trabalhos apontaram que a eficiéncia catalitica para
decomposi¢io de H,O, das TPx (~10° M s™') eram menores que a da catalase (~10°

-1 -1 A
s ). Mas estudos recentes tém

demonstrado que a eficiéncia catalitica das TPx podem alcancar 10° M’ s

(PARSONAGE ¢ col., 2005; OGUSUCU e col., 2006; HORTA e col., 2010). Além de

M s ou glutationa peroxidase (~10° M

decompor H,0, ja foi demonstrado que as TPx sdo capazes de decompor com elevada
eficiéncia catalitica peroxidos de nitrito, peroxidos organicos e até mesmo peroxidos de
aminoacidos e proteinas (PARK e col., 2000; MUNHOZ ¢ NETTO, 2004; REINARTZ
e col., 2008; HORTA e col., 2010).

Em S. cerevisiae cTPxI apresenta na fase log de crescimento celular
cerca de 378000 moléculas por célula (mol/cel), cTPxII apresenta 4820 (mol/cel),
cTPxIIl 16228 (mol/cel), mTPx apresenta 4510 (mol/cel) e nTPx 1840 (mol/cel)
(GHAEMMAGHAMI e col., 2003). A titulo de comparagdo, enzimas antioxidantes
muito estudadas como a catalase citosolica, catalase peroxissomal e a glutationa
peroxidase citosolica estdo presentes em menor propor¢ao que cTPxI (320, 600 e 8000
mol/cel, respectivamente) o que demonstra que as isoformas compartimentalizadas
(mTPx e nTPx) possuem uma abundancia significativa. Neste contexto, as TPx
aparentam ter papel de grande importancia para a célula em virtude de diversas

caracteristicas como representacio, abundancia e eficiéncia catalitica.

1.3 Caracteristicas Cataliticas e Estruturais das TPx

Diferente de outras proteinas envolvidas no combate ao estresse
oxidativo, as tiorredoxinas peroxidases ndo possuem grupamentos prostéticos, mas
possuem um residuo de cisteina em seus sitios ativos (SA), denominada de cisteina
peroxidasicas (Cysp), envolvido diretamente na reducdo dos peroxidos (NETTO e col.,

2006). A grande maioria das TPx ja descritas possui um segundo residuo de cisteina,
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denominada de cisteina de resolucdo (Cysg) € ambas estdo envolvidas no ciclo catalitico
(RHEE e col., 2005; HALL e col., 2010; NAGYE e col., 2011; WOOQOD e col., 2003,
HORTA e col., 2010).

De acordo com suas caracteristicas estruturais e pelo nimero de cisteinas
presentes no sitio ativo, as TPx podem ser divididas em trés classes: 1-Cys, que
possuem somente uma cisteina em seu sitio ativo; as 2-Cys tipicas, que possuem duas
cisteinas e durante o ciclo catalitico formam um dissulfeto intermolecular; e as 2-Cys
atipicas, que também possuem dois residuos de cisteina, mas diferentemente das
anteriores formam uma ponte dissulfeto intramolecular (WOOD e col., 2003). As
diferentes classes de TPx sdo representadas na figura 2. Recentemente foi proposta uma
nova classificagdo que leva em conta aspectos estruturais do sitio ativo e divide as TPx
em seis subfamilias (AhpC-Prx1, TPx, BCP-PrxQ, Prx5, Prx6 ¢ AhpE) (NELSON e
col., 2011).

A) 1-Cys - TPx

B1) 2-Cys Tipica B2) 2-Cys Atipica

Trx/Trr/NADPH

S—S

Figura 2. Classificagdo das TPx. Classificacdo das TPx conforme o nlimero de cisteinas presentes no
sitio ativo: A) 1- Cys TPx: compreende as tiorredoxinas peroxidases que possuem apenas uma cisteina em
seu sitio ativo. Seu sistema redutor ¢ pouco estudado, segundo Monteiro (2007), essa classe de proteinas
pode ser reduzida por acido ascorbico. B) 2-Cys TPx. Possuem duas cisteinas em seus sitios ativos, uma
cisteina peroxidasica (em preto) e uma cisteina de resolu¢do (em cinza). B1) 2-Cys TPx Tipica.
Apresenta-se em forma de dimero, em sua forma oxidada forma ligacdo dissulfeto entre a cisteina
peroxidasica de um mondmero com a cisteina de resolugdo de outro mondmero. B2) 2-Cys TPx Atipica.
Apresenta-se na forma de monomero e forma ligagdo dissulfeto entre a cisteina peroxidasica e a cisteina
de resolugao.

Nas TPx apds a redugdo dos perdxidos ocorre a oxidagdo do residuo
catalitico, sendo necessario que estas proteinas tenham seus residuos de cisteina
reduzidos para que possam degradar uma nova molécula de perdxido (Figura 3). Com
excecdo das formas 1-Cys, para as quais foi recentemente demonstrado que podem ser
reduzidas também por acido ascorbico (MONTEIRO e col., 2007), a grande maioria das
TPx sdo reduzidas por uma proteina de baixo peso molecular, altamente conservada

durante a evolucao, denominada de tiorredoxina (Trx). Os elétrons necessarios para a
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reducdo das TPx sdo oriundos também de residuos de cisteinas presentes nos SA das
Trx (YOSHIOKA, 2006). Apos a transferéncia de equivalentes redutores as cisteinas de
Trx se tornam oxidadas em dissulfeto e sdo reduzidas pela enzima TrxR utilizando
elétrons provenientes do NADPH (OLIVEIRA e col., 2010). O sistema redutor
composto por Trx, TrxR e NADPH ¢ denominado de sistema tiorredoxina. A figura 3

ilustra a transferéncia de elétrons entre peroxidos (ROOH), TPx, Trx e TrxR.

NADPH R-OOH

-SH § -SH

FAD u

OXI1

X XSH X S XSH
S -S

-SH

NADP* FAD I [ ¢ R-OH

S -SH -S

TrxR Trx TPx
Figura 3. Reducdo de hidroperoxidos e relacio com o sistema redutor das TPx. TPx na forma
reduzida reage com um perdxido liberando H,O, no caso da redu¢ao de H,O,, ou um alcool, no caso de
peroxidos organicos, tornando-se oxidada formando uma ligacdo dissulfeto entre as duas cisteinas de
TPx. TPx oxidada é reduzida por Trx e volta a sua forma reduzida. Trx oxidada ¢é reduzida pela proteina
TrxR (Tioredoxina redutase) com elétrons provenientes de NADPH.

Com excecdo das 2-Cys atipicas todas as TPx se encontram na forma de
dimeros obrigatorios (WOOD e col., 2003; OLIVEIRA e col., 2007). Entretanto,
algumas TPx 2-Cys tipicas em determinadas condi¢des podem formar estruturas mais
complexas, como decameros, através da organizagdo de cinco dimeros (a2[5]) (WOOD
e col., 2003; OLIVEIRA e col., 2007, ARANE col., 2009). A fung¢do celular destes
oligdmeros era desconhecida, até¢ 2004 quando Jang e colaboradores demonstraram em
seus estudos novas fungdes celulares e atividades das TPxs em leveduras. Quando os
niveis de perdxidos estdo moderados cTPxI e ¢TPxII se comportam como peroxidases,
mas em condi¢des de alto estresse oxidativo e/ou choque térmico estas proteinas
apresentam atividade de chaperona molecular, com conseqiiente eliminagdo da atividade
peroxidasica. Esta atividade apresentada por ¢TPxI foi de 3 a 5 vezes mais eficiente do
que as descritas para chaperonas reconhecidamente eficientes como a-cristalina e
Hsp16.5 (JANG e col., 2004). Esta mudanga na atividade ¢ efetivada através de uma
reorganizacdo estrutural, obtida através oligomerizagdo dos dimeros formando
decameros do tipo [a2]5 e estruturas de maior peso molecular (Figura 4). Quando as
doses de peroxidos sdo muito altas, a reorganizacdo ¢ regulada pela hiperoxidacdo da

cisteina peroxidasica com formagdo de cisteina acido sulfinico (Cysp-SO,H) ou cisteina
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acido sulfonico (Cysp-SO3H). Este processo acarreta na perda da atividade peroxidasica
dessas proteinas, pois estes intermediarios ndo podem ser reduzidos por Trx. Entretanto,
Biteau e colaboradores (2003) demonstraram que a forma hiperoxidada (Cysp-SO,H)
pode ser reduzida (Cysp-SH) através da acdo da sulfirredoxina (Srx), uma proteina de
baixo peso molecular dependente de ATP, Mg”" e um tiél, a qual pode restaurar a
capacidade peroxidasica de TPx. Entretanto, a oligomerizagao por choque térmico ainda
¢ pouco compreendida. Cabe salientar que posteriormente ao trabalho inicial, ja foi
detectada a atividade de chaperona de TPx de diferentes organismos, incluindo humanos
(MOON e col., 2005; CHUANG e col., 2006; KUMSTA e col., 2009; AN e col., 2010).
Adicionalmente, nas formas decaméricas de TPx também ja foi detectada atividade
peroxidasica (JANG e col., 2004; HALL e col., 2009).

Devido as caracteristicas apresentadas, foi proposto o monitoramento do
estado de oligomerizacdo das TPx como marcador celular de resposta ao estresse
oxidativo e térmico (LIM e col., 2008). Os motivos da agregacao de proteinas devido ao
choque térmico estdo diretamente ligados a desnaturagdo parcial ou total das proteinas e
como conseqiiéncia, ocorre a exposi¢cdo dos sitios hidrofobicos de diferentes proteinas
levando a agregagdes ndo especificas (JANG e col., 2004). Adicionalmente sob
condigdes de estresse oxidativo os tidis presentes na superficie da proteina podem
contar para a formacdo de dissulfetos inespecificos entre proteinas, o que também
resulta em agregacdo (DALLE-DONNE e col., 2007; THORPE e COPPOCK, 2007).
Leveduras mutantes Actpx] sdo sensiveis a choques de temperatura e acumulam
proteinas agregadas quando ocorre choque térmico (JANG e col. 2004). Neste contexto,
a atuacdo das TPx como chaperonas parece ter grande importancia uma vez que
recentemente foi detectada forte interacao entre TPx e ribossomos (TROTTER e col.,

2008; SIDERI ¢ col., 2010).
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Figura 4. Diferentes estruturas quaternarias apresentadas por Tpx 2-Cys tipicas. A).Formagdo de
uma estrutura dimérica. B) Jungdo de cinco estruturas diméricas formando um decamero. C) Conexao de
decameros formando uma super chaperona. As imagens superiores A ¢ B foram geradas por PyMOL
(http://www.pymol.org/) e imagem C compilada de Meissner e col. 2004. As imagens inferiores
representam as estruturas quaternarias de cTPxI observadas por microscopia eletrdnica de transmissdo
(TEM). A barra de escala (em branco) equivale a 10nm. Imagens inferiores foram compilada de Jang e
col., 2004.

14 Transduc¢ao de Sinal

Por muitos anos o peréxido de hidrogénio (H,O;) foi visto como um
subproduto do metabolismo aerébico. Em razdo do poder oxidante do H,O,, assumiu-se
que quanto mais rapida fosse sua eliminag¢ao, melhor seria para o metabolismo celular.
Atualmente sabe-se que as células produzem H,O, para mediar diversas respostas
fisiologicas, tais como a proliferagdo celular, diferenciacdo e migragdo (RHEE, 2005).
Umas das fontes de producao de EROs nas células se da pela agdo das enzimas NADPH
oxidases, conhecidas como Nox (LAMBETH e col., 2004). Essas enzimas apresentam
ampla distribuicdo nos tecidos e promovem a redu¢do do oxigénio molecular a radical
anion superoxido a custas de elétrons doados por NADPH, entdo o superdxido pode ser
convertido em H,O; pela enzima superoxido dismutase (LAMBETH e col., 2004).

Recentemente, um novo papel para as TPx tem sido demostrado onde
essas enzimas consomem H,0, em baixas concentra¢des, mas acabam sendo inativadas
em altas concentragdes, sendo oxidadas a cisteina 4cido sulfinico (WINTERBOURN e
HAMPTON, 2008). Assim, sua atividade como antioxidante ¢ colocada em discussao,
pois as tiorredoxinas peroxidases atuam como antioxidantes em determinadas
condicdes. Desta forma, postulou-se que as TPx podem estar envolvidas em transdugdo
de sinais redox (WINTERBOURN ¢ HAMPTON, 2008).

Acredita-se que a forma de acdo dos oxidantes, ocorre levando a eventos
de oxidacao e reducao de tidis protéicos (HALL e col., 2009). A oxidacao de tidis de
proteinas pode alterar sua atividade, sua forma e, conseqiientemente, suas caracteristicas
de ligacdo aos seus substratos ou mesmo na interagdo com outras proteinas. Entretanto,
para se alcangar os critérios de sinalizacdo, ¢ necessario que ocorra a oxidacdo
preferencial de proteinas e residuos especificos € o processo necessita ser rapido e
reversivel (WINTERBOURN e HAMPTON, 2008). No entanto, para que a mensagem

seja interpretada corretamente, ¢ necessario que os niveis de H,O, sejam extremamente
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regulados, uma vez que a hiperoxidagdo ou mesmo a hipoxidacdo dos alvos celulares
poderia tornar todo o processo comprometido. Desta forma, a modulagdo de seus niveis
¢ de suma importancia para que ocorra uma resposta celular adequada nos processos em
que participa (STONE e col., 2006; FORQUET e col., 2008).

Em Schizosaccharomyces pombe, a proteina Styl (uma MAP quinase) e
seu ativador Wisl (MAPKK) s3o necessarias para o controle do ciclo celular e, assim
como seus correspondentes em mamiferos (JNK e p38, respectivamente), sdo ativados
por estresse osmotico, térmico e oxidativo, sendo que esta via ¢ regulada negativamente
por Trx (LIU e col., 2000). Recentemente, Veal e colaboradores (2004) demonstraram
que SpcTPxI, proteina equivalente a PrxII de mamiferos, responde pela ativagao de Styl
por meio da formacdo de uma ponte dissulfeto misto entre Styl-SpcTPxI, através da
Cys”® de Sty. Os autores observaram que a cisteina peroxidasica (Cysp™) estd
diretamente envolvida neste processo uma vez que substitui¢do deste residuo por uma
serina impossibilita a formag¢do do complexo. De forma contraria, células expressando
SpcTPxI carreando uma substituicio Cys—>Ser na cisteina de resolu¢do (Cysg'®),
apresenta uma grande elevacdo do numero de complexos Sty-SpcTPxI, quando
comparados com o tipo selvagem. Adicionalmente a expressdo heteréloga de cTPxI'"*
de S. cerevisiae também leva ao aparecimento de complexos protéicos entre Sty-
SpcTPxI, o que demonstra a conservagdo desta via em S. cerevisiae (VEAL e col.,
2004).

S. cerevisiae possui o fator Hogl (High osmalarity glycerol 1) que
corresponde a Styl de S. pombe, apresentando 82% de identidade (90% de
similaridade). Esta proteina foi inicialmente descrita pela observagdo que Ahogl
apresenta grande atraso no crescimento em meios hiperosmoticos. Posteriormente, a
proteina foi caracterizada como uma MAPK que estd envolvida em diversas vias de
sinalizagdo, e sua dele¢do afeta largamente a expressao génica e a progressao do ciclo
celular em G1 e G2 (WESTFALL e col., 2004). Também em S. cerevisiae, foi descrito
um mecanismo semelhante de regulacdo Styl-cTPxI para o ativador de transcri¢do
Yapl (Yeast activator protein 1). Yapl estd largamente envolvido em eventos de
ativacdo de transcricao de diversas proteinas envolvidas na resposta celular ao estresse
oxidativo, incluindo as TPx (WU e col., 1994; LEE e col., 1999). Nesta levedura, o
ativador de transcricdo forma uma ponte dissulfeto transitoria com GPx3 (uma tiol
peroxidase relacionada com as TPx) durante os eventos de ativagdo gé€nica promovida

por Yapl (DELAUNAY e col., 2002). Cabe ressaltar que recentemente as GPx estao
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sendo consideradas como uma nova classe de TPx (HORTA e col., 2010). Bozonet ¢
colaboradores (2005) demonstraram que SpTPxI de S. pombe ¢é essencial para a
manutencdo da atividade de Papl, o fator de transcri¢do equivalente a Yapl de S.
cerevisiae. Os autores também demonstraram que o papel de SpTPxI ¢ dependente de
um gene homologo a sulfiredoxina de S. cerevisiae e de mamiferos, demonstrando
dados adicionais a regulacdo descrita para S. cerevisiae ¢ mamiferos (CHANG e col.,
2004; JANG e col., 2004).

Iwai e colaboradores (2010) descreveram que cTPxIIl de levedura
também estd envolvida na ativacao de fatores de transcri¢ao. Foi constatado que ¢ TPxIII
possuindo uma substituicdo na cisteina localizada na posi¢do 120 pode interagir
covalentemente com Cadl, um fator de transcri¢do da familia Yapl que contém dois
dominios que sdo semelhantes aos dominios em Yapl: um dominio bZIP e um dominio
carboxi-terminal rico em cisteinas. Esta ligacdo dissulfeto ocorre entre a cisteina 62 de
cTPxIIl e Cadl e ¢ fortemente induzida por peréxidos organicos (tert-
butilhidroperdxido — --BOOH) e resulta na indu¢ao da transcricdo da proteina Hsp82,
que possui funcdo de chaperona molecular (IWAI e col., 2010). J4 foi descrita também
interagdes entre cTPxIII de S. cerevisiae e Yakl, uma serina treonina quinase envolvida
no controle de crescimento celular, e também com Ckal, um componente da
holoenzima caseina quinase envolvida no crescimento e proliferacao celular (HO e col.,
2002; KROGAN e col., 20006).

Como pode ser observado acima, os trabalhos da literatura atual apontam
envolvimento das TPx 2-Cys tipicas na transdugdo de sinal. Entretanto, os estudos de
interacdes em escala protedmica também apontam relagdes de TPx 2-Cys atipicas com
proteinas envolvidas no crescimento celular. Contudo, ndo hd nenhum trabalho que
relata interacdes entre 2-Cys atipicas com proteinas reguladoras do ciclo celular por
meio de interagdes covalentes, através de dissulfetos mistos como descrito entre cTPxI

de S. pombe e Styl.

1.5 Tiorredoxina Peroxidase Nuclear

A tiorredoxina nuclear (nTPx) possui dois residuos de cisteinas, um

107 112

localizado na posi¢do 107 (Cys ') e outro na posigdo 112 (Cys ) e € classificada como
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uma 2-Cys TPx atipica, pois forma um dissulfeto intramolecular (CHA e col., 2003;
CHOI e col., 2005), ainda, de acordo com a nova classificacdo pertence a subclasse 5,
uma das menos estudadas até o presente momento (NELSON e col., 2010). Estudos
comparativos sobre a atividade peroxiddsica de nTPx para H,O,, +~-BOOH (tert-
butilhidroperéxido) e Cu-OOH (hidroperéxido de cumeno) demonstraram que nTPx
possui maior atividade na decomposi¢ao de alquil hidroperoxidos (Cu-OOH > ~-BOOH
> H,0,) (CHA e col., 2003; CHOI e col., 2005). Esses dados indicam que nTPx possui
maior afinidade por substratos hidrofébicos e volumosos. Esta atividade de alquil
hidroperéxido redutase também ja havia sido relatada para outra tiorredoxina peroxidase
de levedura, cTPxIII, que atua no citoplasma (PARK e col., 2000).

Como mencionado anteriormente, S. cerevisiae possui em sua fase log de
crescimento 1840 unidades de nTPx, uma quantidade significativa para uma proteina
localizada somente no nucleo, quando comparada a outras proteinas com fungao
antioxidante como a catalase (CAT) que se localiza no citoplasma e possui 319
moléculas por célula na fase log de crescimento e a glutationa peroxidase (GPx)
localizada no citoplasma e nticleo e apresentando 2010 moléculas por célula na fase log
de crescimento (GHAEMMAGHAMI ¢ col., 2003). Varias fungdes tém sido
relacionadas a nTPx, tais como papel no silenciamento telomérico, regulacdo das
dimensdes do telomero e também na decomposicao de alquil-hidroperéxidos durante a
fase log de crescimento celular (SINGER e col., 1998; CHA e col., 2003; IZAWA ¢
col., 2003). Segundo Singer e col. (2003), a super expressao de nTPx tem um forte
efeito sobre o silenciamento telomérico e sobre o crescimento do telomero. Segundo
estes mesmos autores, nTPx pode nao ser exigida pela telomerase, mas possivelmente
deve interagir com algum fator exigido neste processo. A fun¢do de nTPx no
metabolismo telomérico ja foi cogitada uma vez que inicialmente ela foi chamada de
Dot5 (disrupter of telomeric silencing), ¢ depois foi caracterizada como uma
tiorredoxina peroxidase (PARK e col., 2000).

Em leveduras, quando células sdo cultivadas em um meio liquido rico,
onde a maior fonte de carbono sdo carboidratos fermentaveis, ocorrem duas fases
distintas de crescimento, seguidas por uma fase estaciondria na qual as células deixam
de se dividir (CHA e col.,, 2003). Na primeira fase as células satisfazem suas
necessidades energéticas principalmente por fermentacdo (CHA e col., 2003) e a
segunda fase de crescimento ¢ iniciada quando a fonte de carbono fermentavel se esgota

e as células deixam de produzir energia através da fermentacdo e passam a respirar

25



consumindo o etanol produzido durante a fase fermentativa. Este processo resulta em
grandes mudangas fisiologicas, principalmente pela maior produgao de EROs devido a
ativacdo da cadeia de transporte de elétrons e, conseqiientemente, ocorre a ativagdo de
genes que respondem por proteinas antioxidantes, dentre estas proteinas a nTPx (CHA e
col., 2003). Estudos revelam que a atividade transcricional de nTPx ndo ¢ ativada
durante a primeira fase exponencial de crescimento. Portanto, isso sugere a
possibilidade de que o gene de n7Px pode ser induzido na fase diatuxica de crescimento
celular atuando como uma alquil hidroperoxidase (CHA e col., 2003).

A grande diversidade de funcdes atribuidas a nTPx pode estar
relacionada a sua capacidade de interagdes com outras proteinas responsaveis por
diversas fungdes celulares, como crescimento celular, resposta a choque térmico,
silenciamento telomérico e regulagdo do tamanho do telomero (IZAWA e col., 2003;
CHA e col., 2003). Desta forma interagdes com diferentes proteinas podem conferir a
nTPx uma ampla variedade de fun¢des celulares. Estudos protedmicos de larga escala
revelam a deteccao de diversas proteinas capazes de efetuar interagdes com nTPx (HO e
col., 2002; ITO, e col., 2001; PTACEK e col., 2005; KROGAN e col., 2006). A
avaliacdo dos resultados revela a interacdo com importantes fatores relacionados a

eventos como crescimento celular e silenciamento telomérico (Tabela 1).

Tabela 1. Proteinas que interagem com nTPx.

Proteina Funciao Referéncia

Crescimento Celular Corda e col., 1999

Mec3 Silenciamento Telomérico Torre-Ruiz e Lowndes, 1999
Check Point de DNA Majka e Burgers, 2003

Gtsl Crescimento Celular Yaguchi e Tsurugi, 2003

Chaperona Molecular

Espinoza e col, 1994

Pcll Crescimento celular Iwaki, e col, 2004

Estresse oxidativo
Dog2 Estresse osmotico Tsujimoto, e col. 2000

A seguir os fatores apresentados acima sao detalhados.

Mec3
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Mec3 ¢ uma proteina de localizacdo nuclear envolvida em processos
celulares de reparo de DNA, controle do crescimento celular e silenciamento telomérico
(WEINERT e col., 1994; CORDA e col., 1999; TORRE-RUIZ ¢ LOWNDES, 1999;
MAIJKA e BURGERS, 2003).

Em células eucarioticas os cromossomos devem estar totalmente
replicados e integros antes que a mitose se inicie (WEINERT e col., 1992). Neste
contexto, existe um controle negativo da mitose denominado de verificagdo do DNA
(DNA checkpoint) (WEINERT e col., 1992). Neste controle de ciclo celular, a mitose é
interrompida em determinados pontospara que ocorram 0s reparos necessarios para a
continua¢do do ciclo celular (WEINERT e col., 1992). A proteina Mec3 funciona em
complexo com os fatores nucleares Rad9, Rad17 e Rad24, todos envolvidos no controle
do ciclo celular e reparo de danos ao DNA (WEINERT e col., 1992). Segundo Weinert
e colaboradores (1992) as células de levedura possuem dois pontos importantes de
checkpoint, sendo um no inicio da fase S e outro no inicio da fase G2 da mitose. Na fase
G2 sdo exigidos seis fatores para que a célula fique retida nesta fase e ocorra a
reparacdo do DNA (Rad9, Rad17, Rad24, Mecl, Mec2 e Mec3). J4 para a célula entrar
na fase S sdo essenciais as proteinas Mecl e Mec2.

Umas das fungdes relatadas para Mec3 ¢é o seu envolvimento no processo
de silenciamento telomérico (CORDA e col.,, 1999; LONGHESE e col.,, 2000),
indicando que os processos de crescimento celular e silenciamento telomérico podem
estar intensamente relacionados. Os dados na literatura apontam o envolvimento de
proteinas de reparo de DNA, como Mec3, na manutengdo dos telomeros (CORDA e
col.,, 1999, LONGHESE e col.,, 2000). Além da enzima telomerase, os teldmeros
apresentam proteinas em intima relacio com DNA telomérico, que fornecem tanto
efeito de protecdo dos teldmeros como também atuam impedindo o acesso da
telomerase apds a replicagdo da célula (GRANDIN ¢ CHARBONNEAU, 2007).
Estudos recentes demonstraram a interacao de Mec3 com Stel, uma proteina requerida
para silenciamento telomérico e integridade do telomero (CORDA e col., 1999). Esses
autores demonstraram que delecdes de Mec3 levam a um aumento de cerca de 100pb no
tamanho dos teldomeros. Mec3 e Stel possivelmente possuem papel indireto na
regulacdo do tamanho dos telomeros através da ativacdo da expressdo de genes
envolvidos neste processo ou mesmo de forma direta através da interagdo com outros
fatores protéicos (CORDA e col., 1999; LONGHESE e col.,, 2000). Longhese e
colaboradores (2000) demonstraram que nao apenas Mec3, mas Rad9, Rad17, Rad24 e
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Mecl também possuem grande importancia na manutencao dos telomeros, o que indica
que além do checkpoint de DNA estas proteinas possuem grande importancia na

manuten¢do da integridade telomérica.

Pcll

Pcll ¢ uma proteina envolvida na regulacdo do crescimento celular em
situacdo de privacdo de nutrientes e também possui papel importante na regulacdo do
ciclo celular entre a fase G1 ¢ S (ESPINOZA ¢ col, 1994; IWAKI e col, 2004). Pcll faz
parte de uma ampla familia de proteinas CDKs, conhecida como familia Pcls, as quais
sao divididas em duas subfamilias baseadas na similaridade das seqiiéncias da regiao do
sitio ativo Pho80 ¢ Pcl (MEASDAY e col., 2002; HUANG e col., 2007). A subfamilia
Pho80 ¢ composta pelas proteinas Pho80, Pcl6, Pcl7, Pcl8 e Pcll0, e possuem grande
importancia na regulacdo do metabolismo em resposta a alteragdes ambientais
(MEASDAY e col., 2002; HUANG e col., 2007). J& a segunda subfamilia compreende
as proteinas Pcll, Pcl2 e Pcl9. Essas proteinas possuem maior expressao na fase G1 do
ciclo celular. Pcl9 e Pcl2 sdo expressas em maior quantidade no final da fase M e inicio
da fase G1, sendo que Pcl2 ¢ expressa até o final da fase G1 e Pcll ¢ expressa no final
desta fase. Esses dados indicam que Pcl9 tem um papel no inicio da fase G1, ja Pcll e
Pcl2 aparentam ter um papel redundante na regulacdo do ciclo celular no final da fase
G1 (MEASDAY e col., 2002; HUANG e col., 2007).

Futcher (1996) relata a participacdo de 11 ciclinas no ciclo celular de S.
cerevisiae. As proteinas Clnl, 2, 3, 4, 5 ¢ 6 se ligam a Cdc28 e ativam eventos do ciclo
celular. As proteinas Pcll e Pcl2 se ligam e ativam a Pho85. As diferentes ciclinas
presentes em um organismo muitas vezes sobrepdem suas fungdes, o que acaba
tornando seu papel celular controverso. De uma forma mais simplificada a proteina
CIn3, principal fator responsavel acompanhamento do crescimento da célula, ativa a
transcri¢ao dos fatores de transcrigdo SPF e MPF, que ocasionam a transcri¢do de Clnl,
ClIn2, Pcll, Pcl2, CIb5, Clb6 e muitos outros genes envolvidos na sintese da parede
celular e na replicagdo de DNA. CInl e CIn2 sdo as principais proteinas envolvidas no
inicio da fase star, ponto onde a célula obrigatoriamente entra na fase S (FUTCHER,
1996). CInl e CIn2 sao provavelmente auxiliados por Pcll, CIb5 e Clb6, sendo que
estas duas Ultimas sdo as principais responsaveis pelo inicio da fase S, mas também

apresentam sobreposi¢do de fun¢des com Clnl e Cln2 na fase G1 e com CIb3 e Clb4 na
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fase G2/M. CIb3 e Clb4 sdo os principais responsaveis pelos primeiros eventos da
mitose como a formacado do fuso mitotico enquanto que Clbl e Clb2 sdao os principais
responsdveis pelos eventos de final da mitose e alongamento do fuso mitdtico

(FUTCHER, 1996).

Dog2

A proteina Dog2 ¢ um membro da familia das proteinas fosfatases de alto
peso molecular, e estd envolvida em processos celulares de respostas ao estresse
oxidativo e osmotico. Dog2 ¢ encontrada no citoplasma e nticleo e células na fase log de
crescimento apresentam em média 2400 moléculas desta proteina (NORBECK e col.,
1996; RANDEZ-GIL e col., 1995; TSUJIMOTO e col., 2000).

Tsujimoto e colaboradores (2000) demonstraram a importancia de Dog2
em resposta ao estresse oxidativo e osmético, através do aumento da expressdo quando
submetidas a estresse oxidativo com -BOOH e também por estresse osmotico. Dog2 ¢
regulado em resposta ao estresse osmotico pelos fatores de transcrigdo Snfl, Psb2 e
Hogl. Hogl ¢ uma quinase que ¢ fosforilada por Psb2, resultando na resposta ao
estresse osmoético. Mutantes para os fatores Pbs2 e Hog2 possuem a expressdo
diminuida de Dog2 quando expostas a estresse osmoético. J& mutantes Snfl e Hogl
possuem total perda da expressio de Dog2 o que sugere que estas proteinas
cooperativamente transmitem sinal de estresse osmoético para o promotor de Dog?2
(TSUJIMOTO e col., 2000). A exposi¢ao a gradientes hiperosméticos induz as células a
expressdo de proteinas que regulam as respostas celulares a esse tipo de estresse
(NORBECK e col., 1996). Enquanto os estudos protedmicos de larga escala revelam a
associag¢do entre Dog2 e nTPx, vale a pena relembrar que o homoélogo em S. pombe
Hogl (Styl) ¢ capaz de formar dissulfeto misto com a forma citosolica de TPx (spTPx)
(VEAL e col., 2004), o que pode sugerir uma grande intimidade desta via com

diferentes TPx.

Gtsl

A proteina Gtsl esta relacionada a resisténcia ao calor na fase
estacionaria quando a célula encontra-se em crescimento aerobio e também esta
envolvida no crescimento celular, estando envolvida na determina¢do do momento da

mitose (YAGUCHI e TSURUGI, 2003). O nome Gtsl deriva de repeticdes dos
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aminoacidos glicina, treonina e serina presentes na proteina, sendo descrita inicialmente
por Mitsui e col. (1994) os quais relataram o envolvimento de Gtsl no crescimento
celular. Quando o gene desta proteina ¢ deletado as células de S. cerevisiae iniciam o
processo de brotamento prematuramente, ocasionando a formagdo de células menores.
J& quando ela é super expressa na célula, o brotamento ¢ retardado e células
anormalmente grandes sdo formadas, o que indica que Gtsl possui grande importancia
na sincronia do crescimento celular (MITSUI e col., 1994).

Yaguchi e colaboradores (1996) estudaram diferentes funcdes da proteina
Gts1, tolerancia a temperatura, esporulagdo e tempo de vida das células e se referem a
Gtsl como uma proteina pleiotrofica, isto ¢ com diferentes fungdes celulares. Foi
constatado neste estudo que Gtsl possui fungdo na resisténcia a choque térmico na fase
estacionaria de crescimento celular. Isso foi determinado através da comparacdo entre
linhagens de S. cerevisiae Agtsi, selvagem e uma linhagem que super expressa Gtsl e
constatou-se que através da analise da taxa de crescimento apos choque térmico de 50°
C que a linhagem que super expressava Gtsl obteve uma maior taxa de crescimento
quando comparado ao tipo selvagem e a Agts/. Neste mesmo estudo também se
constatou que Gtsl possui uma influéncia sobre o processo de esporulagdo de S.
cerevisiae, pois quando super expressa, aumenta a esporulagdo. Também foi relatada a
influéncia na longevidade de S. cerevisiae, sendo que linhagens Agts/ apresenta um
tempo de vida inferior ao apresentado pela levedura selvagem e pela linhagem que
super expressa Gtsl (YAGUCHI e col., 1996).

Adicionalmente, a proteina Gtsl também estd envolvida na ativagdo da
transcricdo das proteinas Hsp104 e Tpsl. Enquanto que Hsp104 possui atividade de
chaperona, a funcdo metabolica de Tpsl € restringir a quantidade de glicose que vai
para a via glicolitica, assim esta proteina seria umas das responsaveis pela transi¢do do
metabolismo fermentativo para o metabolismo respiratdrio (XU e col., 2007). Os
processos de ativagdo da transcricao de Tpsl ocorrem através de interagdes entre Gtsl e
a proteina Snfl, a qual atua como um sensor metabolico em eucariotos, e regula
diversas reagdes metabolicas dependendo do estado energético da célula (XU e col.,
2007).

Coletivamente, os dados presentes na literatura apontam importantes
funcdes de proteinas envolvidas em eventos como resisténcia a choque térmico,
ativacao de fatores de transcricdo e controle do ciclo celular. Entretanto, estas interagdes

foram detectadas somente por experimentos em larga escala e a confirmacao cuidadosa
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destas interagdes ¢ bastante desejavel uma vez que os processos relacionados possuem
elevada importancia biologica. Adicionalmente, estudos recentes demonstram interagao
direta de TPx, ou proteinas relacionadas (GPx), com fatores de transcrigdo e MAPK
através de dissulfetos mistos transitorios (DELAUNAY e col., 2002; VEAL e col.,
2004; IWAI e col.,, 2010). Cabe-se ressaltar que nos complexos detectados a
substituicdo da Cysg por um residuo de Ser leva a estabilizagdo dos complexos gerados
e sugere que Cysgr seja necessaria para a reducdo do dissulfeto misto entre TPx e seu
alvo bioldgico. Entretanto, apesar da aparente importancia de nTPx, nenhum estudo

abordando este tipo de interagdo foi descrito na literatura até o momento.
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2 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo a confirmagao de interagdes entre nTPx e
as proteinas envolvidas na sinalizagdo celular relacionadas a crescimento ou
manuten¢do do silenciamento telomérico Mec3, Gtsl, Pcll e Dog2, os quais foram
observados por experimentos em escala protedomica. Também foi objetivo desta
investigacdo constatar se as interagdes descritas sdo efetuadas através de dissulfetos
mistos entre nTPx e os fatores supracitados. Dados da literatura apontam associagdes
transitorias entre TPx e fatores de transcrigdo e MAPK que se tornam estdveis com a
substitui¢do de Cysg. Desta forma foi gerado o mutante nTPx“''*® ¢ expresso em
sistemas heterdlogos assim como as proteinas nTPx, Mec3, Gtsl, Pcll e Dog2, visando
ensaios de co-purificacdo apds estresse oxidativo por peroxidos. A obtencdo de
complexos unidos por dissulfetos mistos poderia permitir experimentos de cristalizagdo
e determinagdo da estrutura 3D dos complexos, permitindo uma analise detalhada das

interacoes moleculares. Também foi nosso objetivo utilizar construgdes em sistema

duplo hibrido para avaliar in vivo se as interacdes ocorrem por meio de dissulfetos.

2.1 Objetivos Especificos

1) Clonagem, expressao e purificagdo de nTPx; 2) Obtenc¢ao, expressao e purificacdo do
mutante nTPx“''*%; 3) Clonagem, expressdo e purificacio de Mec3, Gtsl, Pcll e Dog2;
4) Co-purificacdo de nTPx/nTPx“"'*® com Mec3, Gtsl, Pcll e Dog2; 5) Identificagao
dos peptideos envolvidos nas ligacdes através de espectrometria de massa; 6)

Experimentos de duplo hibrido envolvendo nTPx/nTPx“"'*® ¢ Mec3, Gtsl1, Pcll e Dog2.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Peptona, triptona, extrato de levedura, NaCl, agar, etanol, isopropanol,
acido acético, glicose, brometo de etideo, acrilamida, bisacrilamida, persulfato de
amoénia, TEMED, acetato de litio, polietileno glicol 3350, dimetil sulféxido, ampicilina,
canamicina, IPTG, X-gal, X-a-gal foram adquiridos junto a Sigma e Merck. Enzimas de
restri¢cdo, marcadores de peso molecular, agarose, 7ag DNA polimerase, High Fidelity
DNA polimerase, T4 DNA ligase, oligonucleotideos, areobasidina, foram adquiridos

junto a Invitrogen, GE Healthcare, Fermentas, New England BioLabs e Clontech.

3.2 Meios de Cultura e Linhagens de Bactérias e Leveduras

a) Meios de cultura para bactérias:

1- LB: 0,5% de NaCl, 0,5% de extrato de levedura, 1% de peptona. Quando o meio
foi utilizado para selecdo de mutantes foram adicionado ampicilina al00 pg/ml + 2
png/ml de X-Gal.

2- SOC: 0,3% de extrato de levedura, 2% de triptona, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de
KCl, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO4 e 20 mM de glicose.

b) Meios de Cultura para Leveduras:

1- YPD: extrato de levedura 1%, triptona 2% e glicose 2%.
2- Meio Minimo (SD) (-Leu/-Trip): 20 mg/l hemisulfato de adenina, 20mg/l de

arginina HCI, 20mg/l de histidina monobasica HCI, 30mg/l de isoleucina, 30mg/l de
lisina HCl, 20mg/l de metionina, 50mg/I de fenilalamina, 200 mg/l de treonina, 30mg/1
de tirosina, 20mg/1 de uracila, 150mg/l de valina, 0,17% de fonte basica de nitrogénio

sem aninodacidos, 2% de glicose e 0,5% de (NH4),SOs.
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*Os meios de cultura solidos foram preparados adicionando-se agar em

uma concentragao final de 2%.

c) Linhagens de Escherichia coli

1. E. coli DHS5o: F° - F’ (Z80dlacZ (lacZ)M15) (lacZYA-argF)UI169 recAl endAl
hsdR17 (ri,my

2. E. coli BL21 (DE3): [F, amp T, hsdSy (r5 my ), gal, dem (DE3);

3. E. coli XL1Blue: (gendtipo: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F" proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)]).

4. E. coli Origami (DE3): Aara-leu7697 araD139 AlacX74 galE galK rpsL
AphoAPvullphoR F'[lac + (laclq)pro] gor522::Tn10 (Tetr) trxB::kan (DE3)

5. E. coli BL21 (DE3) C43: F— ompT gal dcm hsdSB(rB- mB-)(DE3).

d) Linhagens de Saccharomyces cerevisiae

1. S. cerevisiae BY4741: Mat a; His3Al;, Leu2 A0; Metl540:Ura3 A0,

2. S. cerevisiae Y2HGold: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4,
gal804, LYS2: GALIUAS - GallTATA-His3, GAL2yss — Gal2pyrq — Ade?2
URA3::MELI1y s—Mell 474 AURI-C MELI:

3. S. cerevisiae Y187: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trpl-901, leu2-3,
112,gal44, gal804, met—, URA3 : : GALIyus— Gall ryrq4— LacZ, MELI

e) Plasmideos

1. Clonagem: pTZ57r/t (Fermentas);
2. Expressdo: pET15b (Novagen);
3. Duplo Hibrido: pPGADT7 e pGBKT7 (Clontech);

3.3 Extracdo de DNA genomico de S. cerevisiae
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O DNA foi extraido da linhagem de S. cerevisiae BY 4641 pelo método
do fenol/cloroférmio conforme AUSUBEL e colaboradores (1998).

3.4 Amplificacdo dos Genes por PCR

Os oligonucleotideos utilizados foram desenhados a partir de seqiiéncias
dos genes presentes nos bancos de dados especificos para S. cerevisiae
(http://www.yeastgenome.org/) e sdao apresentados na tabela 1. Para a clonagem
direcional dos genes nTPx, Dog2, Pcll e Mec3 foram inseridas seqiiencias adaptadoras
para as enzimas de restricdo Nde I e Bam HI, ja para o gene Gts/ foram inseridos
seqiiéncias adaptadoras para as enzimas Nde | ¢ Xho 1 , pois este gene possui um sitio

para Bam HI no seu interior.

Tabela 1. Oligonucleotideos

Oligonucleotideos Seqiiéncia

Especificos

nTPxF 5" CGCGATCCATATGATGAGGTTTAGGAGTTCTTCCCATAGC 3’
nTPxR 5 CGCAAGCTTGGATCCGGAAATGTAAAATTCAATCAGCTTG 3’
MEC3F 5 CGCGATCCATATGATGAAATTAAAATTGATAGTAAATGG 3’
MEC3R 5> CGCAAGCTTGGATCC TTACAAGCCCTTCGATCTTGC 3°
GTSIF 5> CGCGATCCATATGATGGCGCCCATCTTTAGAAATTACC 3’
GTSIR 5> CGCAAGCTTGGATCCTCAAGCTGATTGAATTTTACATTTCC 3’
PCLIF 5" CGCGATCCATATGATGTGTGAATACAGCAAGGCTC 3°

PCLIR 5" CGCAAGCTTGGATCCTTAAAACCCATGTTGACTC 3°

DOG2F 5 CGCGATCCATATGATGCCACAATTTTCAGTAGATC 3’

DOG2R 5> CGCAAGCTTGGATCCTTAATCTCTCGTCAAAGGG 3’
Mutagénicos

nTPx“""*°F 5 TCTCCACCATCTTCTTTCAATGGG 3’

nTPx“""*R 5 CCCATTGAAAGAAGATGGTGGAGA 3’

Seqiienciamento

T7 Promoter 5° TAATACGACTCACTATAGGG 3’

T7 Terminator 5’ TGCTAGTTATTGCTCAGGCGG 3’

*QOs nucleotideos sublinhados representam sitios de restricdo. *Os nucleotideos em
vermelho representam os codons substituidos (Cys—Ser).

As reagdes de amplificacdo foram efetuadas em volume final de 50ul e
consistiram em: 5yl de tampdo sem magnésio (10x); Sul MgCl, (25mM); 4ul DNPs
(2,5mM); 5,0 ul DNA molde (100 ng/ul); 2,5ul iniciador direto (15 pmol); 2,5 ul
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iniciador reverso (15 pmol); 0,5 ul High Fidelity DNA-polimerase (5U/ul) e 25,5ul
H,O Mili-Q. A amplifica¢do foi realizada em termociclador Eppendorff Mastercycle,
sendo que o programa 6timo para a amplificacdo consistiu de desnaturacgao inicial de 4
minutos a 95° C seguido de 30 ciclos de: 15 seg/ 95°C, 15 seg/ 60°C e 1 mi/68°C. Os
produtos das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%
contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml) e foram visualizados e foto documentados
utilizando o transluminador UV acoplado ao documentador ImageQuant 150 (GE

Healthcare).

3.5 Reacgdo de ligacio com pTZ57r/t

Ap6s a reagdo de amplificagdo, as amostras foram purificadas em kit de
purificacio GeneJET™ Gel Extraction Kit (Fermentas), seguindo as orienta¢des do
fabricante e as reagdes de ligacdo com o plasmideo pTZ57r/t foram realizadas na razao
molar de 4:1, sendo adicionados 4 equivalentes de amplificado para 1 equivalente de
vetor. Para um correto escalonamento da reacdo a concentragdo de inserto/plasmideo foi
calculada utilizando a seguinte formula.

Vetor(ng) x Tamanho do Fragmentos(kb) x razio molar inserto : plasmideo = ng de inserto
Tamanho do vetor (kb)

As reagdes de ligagdo foram efetuadas em volume de 20 pl e consistiram:
2,0 ul tampao (10x); inserto (0,52 pMol de volume final); 0,5 ul DNA ligase (5 U/ul);
1l plasmideo pTZ57r/t (55 ng/ul) e H,O Mili-Q para completar volume. As reacdes de
ligagdo foram entdo incubadas a 22°C por uma hora e as amostras foram dialisadas por

30 minutos em membrana de didlise VSWP25 (Millipore).

3.6 Obtencio dos transformantes em E.coli DH5a

Bactérias E. coli DH5a eletrocompetentes foram preparadas conforme
descrito por AUSUBEL e col. (1998). Em 40 pl de E. coli eletrocompetentes foram
adicionados 5 pl (~25 ng) do plasmideo pTZ57r ligado ao gene de interesse. A
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eletroporagdo foi realizada em eletroporador Eppendorf 2550, utilizando cubetas de gap
0,2 mm. Posteriormente as bactérias foram cultivadas a 37°C/1h em meio SOC e em
seguida as culturas foram plaqueadas em meio LB/ampicilina/X-gal. As placas foram
acondicionadas a 37°C/16h. As colonias brancas foram isoladas e cultivadas em 5 ml de

meio LB/ampicilina a 37°C/16hs/250rpm.

3.7 Mini preparacio plasmidial

A metodologia utilizada para extracdo de todos os plasmideos neste

estudo foi a lise alcalina, descrita AUSUBEL e col., (1998).

3.8 Dupla digestao Bam HI e Nde 1

Os plasmideos pTZ57r ligados aos genes de interesse foram submetidos a
reagdo de clivagem com as enzimas Bam HI e Nde 1. Para a digestdo utilizou-se de 1-
10pg de DNA plasmidial. Apesar de muitas tentativas ndo foi possivel a recuperagdo
dos insertos apos a digestdo, entdo se optou pela digestdo do produto de amplificacdo
com Bam HI e Nde 1 e ligacao direta do inserto no plasmideo de expressao pET15b. A
reacdo de digestdo foi efetuada em volume final de 50ul consistindo de: 10ul de tampao
(2x); 37 ul DNA amplificado (~20ng/ul ); 2,5 pl Bam HI (5 U/pl); 2,5 pl Nde 1 (5U/ul)
e 25,5 ul H,O Mili-Q. Apoés esse procedimento os produtos da amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,6% contendo brometo de etidio (0,5
ug/ml) e extraidos do gel com o auxilio de um bisturi estéril sob luz UV (A=365nm). As
amostras foram purificadas utilizando o kit de purificagdo GeneJET Gel Extraction Kit
(Fermentas), seguindo as instru¢des do fabricante. O produto da purificacdo foi
quantificado através de eletroforese em gel de agarose 0,8%, contendo brometo de
etideo (0,5 pg/ml) e utilizando padrdes com massas moleculares de concentracdes

conhecidas. As digestdes foram utilizadas entdo para a ligagdo com o plasmideo de

expressdao pET15b e plasmideos de duplo hibrido (pGADT7 e pGBKT?7).
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3.9 Reacio de ligacdo em pET15b

Ap6s a reacdo de dupla digestdo os genes foram ligados a plasmideos de
expressdo pET15b gentilmente cedidos pela Dr. Karen Fulan Discola (USP/SP). A
reacdo de ligagdo foi realizada na razdo molar de 8:1, inserto/vetor, respectivamente.
Para um correto escalonamento da reacdo a concentracdo de inserto/plasmideo foi
utilizada a formula apresentada para ligacdo dos genes com o plasmideo pTZ57r/t. A
reacdo foi realizada em volume de 20 pl e constituiu de: tampao 2,0 pl (1x); 1,0 pl
plasmideo pET15b (50 ng/ul); inserto variavel (~100ng); 0,5 ul DNA ligase (5 U/ul) e
H,O Mili-Q para completar o volume. As reacdes de ligagdo foram entdo incubadas a
20°C/1h e dialisadas por 30 minutos em membrana de dialise VSWP25 (Millipore) e
utilizados para transformar linhagens de E. coli DH5a, conforme a metodologia
apresentada previamente para pTZ57r. A selegdo dos clones foi realizada em placas
LB/ampicilina as colonias foram inoculadas em 5ml de meio LB/ampicilina e apos
crescimento (37°C/16hs/250rpm) a uma aliquota de 50 pl foi adicionado 50 ul de
glicerol estéril ([ ] final 50 %) para preservacdo em biofreezer (-80°C). O restante da

cultura foi utilizada para mini preparagdo plasmidial conforme descrito anteriormente.

3.10 Triagem dos transformantes

A triagem dos transformantes foi realizada por PCR. A reagao de PCR
utilizando como DNA molde o plasmideo pET15b teve volume final de 10 pl e
consistiu de: 1ul de tampdo sem magnésio (10x); 1ul MgCl, (25mM); 1ul DNPs
(2,5mM); 1,0 ul DNA molde (100 ng/ul); 0,5ul iniciador direto (15 pmol); 0,5 ul
iniciador reverso (15 pmol); 0,1 pl 7ag DNA-polimerase (5U/ul) e 4,9ul H,O Mili-Q. A
reacdo foi realizada em termociclador Eppendorff Mastercycle, seguindo os seguintes
pardmetros: desnaturagdo inicial de 4 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de

15seg/95°C, 15seg/60°C e 2min/72° C.
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3.11 Mutacio sitio dirigida de nTPx

Apos a confirmagdo por PCR da ligagdo entre pET15b/nTPx foi realizada
a reagdo de mutagdo de nTPx do cddon cisteina na posi¢ao 112. A mutagdo foi realizada
por reagao de PCR com iniciadores especificos que substituem o cddon da cisteina
(TGT) por serina (TCT), utilizando o Kit QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene). O volume da reacdo de mutagdo foi de 50pul, sendo: 2,5 pl tampao (10 x);
1 ul DNTPs (10 mM); 0,5ul iniciador direto (15 pmol); 0,5 ul iniciador reverso (15
pmol); 0,5 ul PfuUltra HF DNA polimerase (5 U/ul) e 3 pl plasmideo pET15b/nTPx
(50 ng).

Apbs a reagdo de amplificacdo a amostra foi submetida a digestdo com
10 U da enzima Dpn 1, para degrada¢ao dos plasmideos originais metilados (sem a
mutac¢ao) ou hibridos hemimetilados (contendo a mutagao em somente uma das fitas) a
37°C/1h. Posteriormente os plasmideos foram dialisados utilizando membrana de dialise
VSWP25 (Millipore) e 5 pl foram utilizados para eletroporacdo de E. coli XL1 Blue,
seguindo a metodologia apresentada anteriormente. Posteriormente as bactérias foram
plaqueadas em meio LB/ampicilina e cultivadas a 37°C/16h. As colonias foram isoladas
e cultivadas em meio LB/ampicilina a 37°C/16h/250rpm. Os plasmideos foram isolados
conforme descrito anteriormente e foi realizada uma eletroforese em gel de agarose
0,8% contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml) para verificar a integridade dos

plasmideos.

3.12 Sequenciamento dos plasmideos

Os plasmideos ligados aos genes nTPx, Dog2, Pcll, Mec3, Gtsl e
nTPx“!'% foram extraidos por meio do método de hidrélise alcalina, amplificados
conforme descritos anteriormente utilizando oligonucleotideos especificos para cada
gene e os produtos das amplificagdes foram utilizados em reagdes de sequenciamento.
Para as reagdes de sequenciamento foi utilizado o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle

Sequencing (Applied Biosystems).
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A reacdo foi realizada em 10pl e consistiu de: 2 ul Big Dye terminator;
1ul Tampao Big Dye; 1 pl iniciador (T7 direto/reverso); 23 ng produto de PCR; agua
Milli-Q para completar o volume. A reacdo de sequenciamento foi realizada no
termociclador Mastercycle (Eppendorf). O programa consistiu em uma desnatura¢do
inicial a 95°C/Imin e 25 ciclos de 96°C/30segs, 50°C/5segs e 60°C/4min. Apods a reagao
de sequenciamento foram adicionamos 15 pl da reacdo (10 pl da reagdo de
sequenciamento + 5 pl de agua Milli-Q) na microplaca com Sephadex™ G-50 Fine
DNA Grade (GE Healthcare), as amostras foram centrifugadas por 5Smin/2100rpm e
coletadas em microplacas. Em seguida, foram aquecidas a 95°C por 15 minutos para
secagem, ressuspendidas e submetidas para sequenciamento no Centro de Estudos do
Genoma Humano da USP-SP (http://genoma.ib.usp.br/) em sequenciador ABI 3730
DNA Analyser (Applied Biosystems).

3.13 Transformacao em E. coli BL21 (DE3), BL21 (DE3) C43 e Origami (DE3)

Linhagens de E. coli BL21(DE3), BL21 (DE3) C43 e Origami (DE3)
eletrocompetentes foram preparadas segundo AUSUBEL e col. (1998). A
transformagdo foi realizada por eletroporagdo conforme descrito anteriormente. Para a
expressao das proteinas foram preparados 1 ml de pré-in6culo em meio LB contendo o
antibiotico apropriado (levando em conta a linhagem e o plasmideo utilizado). O pré-
inéculo foi cultivado a 37°C/16h/250rpm. Posteriormente este foi inoculado em 50 ml
de meio LB/antibidtico e incubado a 37°C/250rpm até atingir a DOgg entre 0,6 - 0,8.
Neste momento foram adicionados 1 mM de IPTG, para indugdo da expressdo das
proteinas, € as culturas entdo foram acondicionadas a 37°C/3h/250rpm. Logo apds a
inducdo as culturas foram transferidas para tubos de 50 ml e centrifugadas a
4°C/20min/3000rpm. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram ressuspendidas
em 25 ml de H,O Milli-Q autoclavada e centrifugadas a 4°C/20min/3000rpm. O
sobrenadante foi descartado e a cultura ressuspendida em 10 ml de H,O Milli-Q
autoclavada e centrifugada a 4°C/20min/3000rpm. O sobrenadante foi descartado e as

células foram ressuspendidas em 20 ml de tampao fosfato (20 mM de fosfato de sodio,
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0,15 M de NaCl, pH=7,4) contendo 10 mM de PMSF ¢ 0,2 mM de azida sdédica. O
rompimento das cé€lulas bacterianas foi realizado através de sonicagdo em sonicador
Fisher Scientific Model 100 (30% de amplitude) e o acidos nucléicos removidos por
meio de tratamento com sulfato de streptomicina ([ |final = 1%) por 15 minutos em
banho de gelo. Apo6s este tratamento o produto de rompimento das células foi
centrifugado a 4°C/20min/3000rpm. O sobrenadante e os precipitados foram coletados
separadamente e uma aliquota da parte soltivel e uma da parte insoluvel foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, para verificar em qual das
fases as proteinas estdo sendo expressas. Para este procedimento a fase insoluvel foi
ressuspendida em 1 ml de craking buffer (60 mM TrisCl pH 6.8, 1% (v/v) 2-
mercaptoetanol, 1% (v/v) dodecil sulfato de sddio, 10%(v/v) glicerol e 0,01% (v/v) azul
de bromofenol) e mantida a 100°C/5mim. Apds esse processo 10 pl da fase insolavel e
10 ul da fase soluvel foram reduzidos com 500 mM DTT a 4°C/30min, fervidas e
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Para as proteinas nTPx e
nTPx“'"*® foram realizadas expressdes em escala maior utilizando 500 ml de meio e 10

ml de pré indculo.

3.14 Purificacio das proteinas recombinantes

A purificacdo das proteinas foi realizada através de cromatografia de
afinidade por metais imobilizados (IMAC) em colunas His-trap (GE Healthcare) de
volume 1 ml. Primeiramente a coluna foi lavada com 15 ml de H,O Milli-Q seguida
pelo carregamento da coluna com niquel através da passagem de 3 ml de NiSOy4 (0.1
M). Apos estes procedimentos a coluna foi lavada com 5 ml de H,O Milli-Q, seguido de
3 ml de Start Buffer (20 mM de fosfato de sodio, 0,15 M de NaCl ¢ 50 mM de
imidazol), em seguida foram aplicados 10 ml do extrato proteico seguido de aliquotas
de 3 ml de solugdes com concentragdes crescentes de imidazol (100, 150, 200 e
500mM) até atingir a concentragdo final de 500 mM de imidazol. Neste processo foram
recolhidas aliquotas de 1,5 ml em tubos eppendorf e 100 pl de cada aliquota foram
utilizados para avaliar a presenga de proteinas com o reagente de Bradford. Aliquotas de

10 pl foram reduzidas com DTT (500 mM de concentracdo final) e foram submetidas a
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eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Apos a padronizagdo da purificacdo as

proteinas foram purificadas em cromatografo AKTAPrime (GE Healthcare).

3.15 Ensaio de atividade de nTPx através da oxida¢ao do DTT

Para determinar se a proteina nTPx expressa estd possuindo atividade
peroxidésica foi realizado um ensaio de atividade através da oxidagdo do DTT. Esse
procedimento foi realizado conforme Iyer e Klee, 1973. As condi¢des experimentais
utilizadas foram: (Branco) 1mM de azida, 100 mM de DTPA, 10 mM de hepes, 10mM
de DTT, ImM de H,0,. (Reagdao) ImM de azida, 100 mM de DTPA, 10 mM de hepes,
10mM de DTT, ImM de H,O, e 12,5 uM de nTPx. A oxidacdo do DTT foi monitorada

espectrometricamente a 310nm.

3.16 Construcio dos plasmideos de duplo hibrido

Os plasmideos pGADT7 e pGBKT?7 (Clontech) foram eletroporados em
DHS5a para propagacao conforme descrito anteriormente para os plasmideos pET15b. A

extracdo dos plasmideos foi realizada através de midi preparacdo alcalina conforme

SAMBROOK e RUSSELL, 2001.

3.17 Reaciao de digestao de pGADT7 e pGBKT7

Os plasmideos pGADT7 e pGBKT?7 foram digeridos com as enzimas de
restricdo Bam HI e Nde 1 conforme descrito anteriormente para o plasmideo pTZ57r.
Para estes procedimentos foram utilizadas enzimas da empresa New England Biolabs. A
reacdo foi realizada em volume de 50 pl e consistiu de: Sul tampao (1x); Sul plasmideo
(200ng); 2 ul Bam HI (20 U/ul); 1,5ul Nde 1 (20 U/ul) e 36,5 ul HO Mili-Q. Apods a
reacdo de dupla digestdo os plasmideos foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose 0,6% contendo brometo de etidio (0,5 pg/ml) e extraido do gel com o auxilio de
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um bisturi estéril sob luz UV (A 365nm). As amostras foram purificadas utilizando kit
de purificagdo GeneJET Gel Extraction Kit (Fermentas), seguindo as instru¢des do
fabricante. Os produtos das purificagdes foram quantificados através de eletroforese em
gel de agarose 0,8%, contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml) e utilizando padrdes com
massas moleculares de concentragcdes conhecidas. A reagdo de ligagdo foi realizada na
razdo molar de 10:1, amplificado/vetor, respectivamente, seguindo a férmula indicada
anteriormente para as construgdes utilizadas para expressdo das proteinas. O volume da
reacdo foi de 20 pl e consistiu de: 2,0 ul tampao (1x); Sul inserto (20ng/ul); 1ul
plasmideo (50ng/pl); 0,5 ul DNA ligase (5 U/uL) e 11,5ul H>O Mili-Q.

A reagdo de ligagdo foi efetuada a 4°C/12hs e as amostras foram
dialisadas por 30 minutos em membrana de didlise VSWP25 (Millipore) e utilizados
para transformar linhagens de E. coli DH5a, conforme a metodologia apresentada
previamente. Apds a selecdo de clones em placas LB/antibiotico, as colonias foram
inoculadas em 5 ml de meio LB/antibidtico e apds crescimento (37°C/16h/250rpm) a
uma aliquota de 50 pl foi adicionado 50 pl de glicerol estéril ([ ] final 50 %) e foi
utilizada para preservagcdo em biofreezer (-80° C). O restante da cultura foi utilizada
para mini preparacao plasmidial conforme descrito anteriormente nesta secao. Para a
confirmacao das liga¢des plasmideos/inserto foram realizadas reagdes de digestdo com a
enzima Nde 1. A reagdo foi realizada em 50pl e consistiu de: 5yl tampao (1x); Sul
plasmideo (200ng); 1,5ul Nde 1 (20 U/pl) e 38,5 ul H,O Mili-Q. Também foi realizado

o sequenciamento dos plasmideos conforme descrito para os plasmideos pET15b.

3.18 Preparo de células competentes de S. cerevisiae

Para obtencao de células competentes de S. cerevisiae as linhagens
Y2HGold e Y187 foram inicialmente cultivados em placas de meio YPD 4agar. Uma
colonia foi entdo transferida para 10 ml de meio YPD e as culturas foram mantidas a
30°C/16h/250rpm. Apds esse periodo as culturas foram transferidas para 200 ml de
meio YPD e para adicao da quantidade ideal de células foi adicionado pré inoculo até a
cultura apresentar DOgoonm de 0,1. O indculo foi entdo mantido a 30°C/250rpm até

atingir DOgoonm de ~0,7. Em seguida as células foram transferidas para tubos de 50 ml e
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centrifugadas a 4°C/15min/6000rpm. As células foram lavadas com 100 mM de solugdo
de acetato de litio (CH3COOLIi) (40 ml para cada 100 ml de cultura) e foram novamente
centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e novamente lavado com solugdo de 100
mM de acetato de litio (20 ml para cada 100 ml de cultura) e centrifugado a
4°C/15min/6000rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas
em solu¢do de CH3;COOLi 100mM com 15% de glicerol (0,03% do volume inicial).
Entdo as células foram transferidas para tubos de 1,5 ml, congeladas a -80° C e

mantidas a esta temperatura até o momento da transformacao.

3.19 Transformacao das linhagens de S. cerevisiae

A transformagdo das células de S. cerevisiae foi realizada conforme
descrito no manual Yeastmaker Yeast Trasformation (Clontech). As células
competentes de S. cerevisiae foram adicionados 200 ng de plasmideo e gentilmente
agitadas. Em seguida, foram adicionados 500 pl de solucdo PEG/CH;COOLi (PEG
3350 40%, tampdo TE 1x e CH;COOLi a 100 mM). A cultura foi entdo incubada a 30°
C/30min e em seguida foram adicionados 20 pl de DMSO e as células foram incubadas
novamente a 42°C/15min. As células foram entdo centrifugadas por 15seg/2000rpm. O
sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspendidas em meio YPD Plus
(Clontech) e incubadas a 30°C/90min. Transcorrido esse periodo a cultura foi
centrifugada por 15seg/12000rpm, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em Iml de solucdo de NaCl 0,9%. Foram feitas entdo dilui¢des seriadas
de 1/10, 1/100 e 100 ul das culturas foram plaqueadas em meio SD/Leu” (linhagens
Y187) e SD/Trp” (linhagens Y2HGold). As placas foram incubadas a 30° C por cerca de

trés dias, até o aparecimento de colonias.

3.20 Cruzamento das Linhagens Y2HGold e Y187

Para a obtengdo de células de S. cerevisiae contendo os plasmideos isca e

presa na mesma célula foram seguidas as instru¢des do Matchmaker Gold Two-Hybrid
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System (Clontech). Colonias de ambas as linhagens de S. cerevisiae, Y2HGold ¢ Y187,
contendo os plasmideos isca e presa foram inoculadas em 2 ml de meio YPDA 2 x
(Clontech) e incubadas a 30°C/250rpm/24h. Apo6s o periodo de 20h foram coletadas
amostras das culturas e observadas em microscopio Optico no aumento de 40 x para
verificar se havia a formagao de células diploides. Apds a formagdo de dipldides as
culturas foram diluidas para 1:10 e 1:100 e plaqueadas em meio SD/Leu/Trp” para

selecdo de células contendo os dois plasmideos.

3.21 Confirmacio da interacio entre as proteinas

Para determinar a existéncia de interacdo entre as proteinas as coldnias
que cresceram em meio SD/Leu/Trp  foram transferidas para meio SD/Leu’/Trp’

contendo 40ug/ml de X-o-Gal.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2 Extracdo do DNA genémico de S. cerevisiae

A extragdo do DNA gendmico da levedura S. cerevisiae foi realizado
conforme descrito na secdo Materiais ¢ Métodos. Utilizou-se neste procedimento a
linhagem de levedura S. cerevisiae BY4741 pertencente ao banco de cepas de levedura
de nosso laboratério (Figura 5). A determinacdo da concentragdo do DNA gendmico foi
realizada por andlise de intensidade do brilho em gel de agarose através de comparagao
com fragmentos de DNA de concentracdo conhecida. O rendimento médio foi de 80
ng/ul e os DNAs gendmicos obtidos por esta metodologia foram utilizados para a

amplificacdo dos genes que codificam as proteinas nTPx, Mec3, Pcll, Dog2 e Gtsl.

1 2 3 4 5 6

23130pb

9416pb
6557pb

2322pb

2027pb
564 pb

Figura 5. Resultado da extracio de DNA genémico de S. cerevisiae. Resultado de eletroforese em gel
de agarose 0,8 % em TAE 1x contendo os resultados da extragdo de DNA de S. cerevisiae. As lanes 2 a 6
representam diferentes amostras. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular A /Hind 111 (1pug)
(Fermentas).

4.3 Amplificacao dos Genes

A reacdo de amplificagdo nas etapas de padronizacdo foi efetuada
utilizando 7aqg DNA polimerase conforme descrito na secdo Materiais e Métodos.
Analisando as temperaturas de hibridizagdo dos oligonucleotideos para os genes de
nTPx, Mec3, Pcll, Dog2 e Gtsl foi concluido que teoricamente a hibridizagdo ideal
aconteceria entre as temperaturas de 50°C e 60°C. Foram testadas diferentes

temperaturas de hibridizagdo dos iniciadores. Temperaturas entre 50 - 55°C néo
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apresentaram resultados satisfatorios. Uma possivel razdo para isto ¢ o fato de que os
oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo pudessem estar formando estruturas
secundarias em virtude de seu tamanho acentuado (34 - 40 bases) em decorréncia da
necessidade de adaptadores contendo sitio de restri¢do para a clonagem direcional.
Adicionalmente, temperaturas de hibridizagdo acima de 60°C também
nao resultaram em uma amplificagdo adequada para nenhum dos genes envolvidos neste
trabalho (dados ndo apresentados). Curiosamente, apesar dos oligonucleotideos
especificos para cada gene apresentarem diferentes temperaturas de hibridizacdo, o
melhor resultado para todos eles foi obtido utilizando temperatura de 60°C (Figura 6).
Como mencionado anteriormente, para os ensaios iniciais de padronizagao foi utilizada
a enzima Tag DNA polimerase (Fermentas) e para amplificacdes utilizadas para a
insercdo nos plasmideos foi utilizada a enzima High Fidelity DNA polimerase
(Fermentas). A escolha desta enzima se deve a baixa ocorréncia de mutagdes durante o

processo de amplificagdo quando comparada a polimerase de Thermus aquaticus.

A) 1 2 3 4 5 B)
23130pb
9416pb 23130pb
6557pb
4361pg 9416pb
2322p
2027pb 6557pb
4361pb
564pb 2322pb
2027pb
564pb

Figura 6. Resultado da amplificacio dos genes n7TPx, Mec3, Dog2 , Pcll e Gtsl. Resultado de
eletroforese em gel de agarose 1 % em TAE 1x contendo os resultados de reagdes em cadeia da
polimerase com temperatura de hibridagdo a 60°C. A) nTPx (lane 2), Mec3 (lane 3), Dog?2 (lane 4) e Pcll
(laneS). B) Gts1 (lane2). Na lane 1 de A e B foi aplicado o marcador de peso molecular A /Hind 111 (1 pg)
(Fermentas).

4.4 Ligacao dos genes em pTZS57r/t

Apds a amplificacdo as amostras foram purificadas e foram efetuados
testes de clonagem no plasmideo pTZ57r/t (Fermentas). Os amplificados foram ligados

ao plasmideo como apresentado na secdo Materiais e Métodos e utilizados para
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transformar linhagens em E. coli DHS5a eletrocompetentes. Os transformantes que
continham o plasmideo foram selecionados através de resisténcia a ampicilina e os
plasmideos que continham os genes de interesse foram selecionados através da
capacidade de degradagdo de X-gal. Apds a selecio das supostas bactérias
transformantes para os genes de interesse, as mesmas foram cultivadas em meio liquido
e os plasmideos foram extraidos através da técnica de lise alcalina.

A confirmacdo dos transformantes foi realizada através da técnica de
PCR, utilizando como DNA molde da reagdo os plasmideos dos supostos
transformantes para os genes. Apos a triagem dos mutantes por PCR, foram realizadas
novas preparagdes plasmidiais para realizacdo da reacdo de dupla restricdo com as
enzimas Bam HI e Nde 1 e posterior ligagdo ao plasmideo de expressao pET15b. Nesta
etapa do trabalho ndo se obteve sucesso uma vez que ndo foi possivel realizar a reag@o
de dupla restricdo. Por motivos desconhecidos sempre ocorreu efeito star nas amostras
ou nao ocorria digestdo. Efeito star se refere a digestdes inespecificas das enzimas de
restri¢ao, as quais ocorrem quando a enzima reconhece e cliva locais inespecificos do
DNA. Foram feitas diversas tentativas de dupla digestdo do plasmideo pTZ57r em
diferentes condigdes, com tempos de reacdo variando entre 15min e 2hs e diferentes
lotes e fornecedores de enzimas de restricdo. Entretanto, nenhuma condicdo se revelou
satisfatoria, ndo sendo possivel a recuperagdo dos genes clonados para posterior ligagao

no plasmideo de expressdao pET15b.

4.5 Ligacao dos genes nTPx e Dog2 em pET15b

Uma vez que a dupla digestdo do plasmideo pTZ57r-nTPx e pTZ57r-
Dog?2 nao foi possivel, optou-se pela ligacdo direta a partir do produto de PCR dos
genes de nTPx e Dog2 no plasmideo de expressdo pET15b. Desta forma, foi realizada a
digestao do amplificado de n7Px com as enzimas de restricdo Bam HI e Nde 1.
Inicialmente foi estabelecido o tempo ideal da reacdo de restricio de 200ng de
amplificado. A figura 7 representa os tempos testados, demonstrando que em nenhum
dos tempos foi constatada a degradagao do inserto, indicando que o tempo de 2 horas de

digestao poderia ser aplicado.
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Figura 7. Resultado de dupla digestido de produto de PCR nTPx com Bam HI e Nde I por diferentes
periodos de tempo. Resultado de eletroforese em gel de agarose para determinagdo do tempo de digestdo
de produtos de PCR de nTPx. As lanes 2, 3, 4 ¢ 5 representam diferentes tempos de reacao (15 minutos,
30 minutos, 1 hora e 2 horas, respectivamente). Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular
MHind 111 (1pug) (Fermentas).

ApoOs a padronizagdo do tempo de reagdo, os amplificados dos genes
nTPx e Dog2 foram digeridos com as enzimas de restricdo Bam HI e Nde I por duas
horas e o produto da digestdo foi ligado ao plasmideo pET15b, previamente digerido
com Bam HI e Nde 1. Os plasmideos ligados aos insertos foram utilizados para
transformar linhagens de E. coli DH5a eletrocompetentes, e as células forma plaqueadas
em meio LB/ampicilina para sele¢do dos transformantes. ColOnias selecionadas foram
inoculadas em meio LB/ampicilina liquido e os plasmideos extraidos. Para a
confirmagdo da presenga dos genes de n7x ¢ Dog2 no plasmideo pET15b foi realizada
triagem dos mutantes por PCR. As reagdes foram realizadas conforme apresentado na
secdo Materiais e Métodos. Apds a constatacdo da digestdo e ligacdo direta de n7Px e
Dog?2 no plasmideo de expressao pET15b, o mesmo processo foi utilizado para os genes
Mec3, Pcll e Gtsl. Para a confirmag¢do da integridade dos genes, os plasmideos
pET15b-nTPx, pET15b-Dog2, pET15b-Mec3, pET15b-Pcll e pET15b-Gtsl, foram
seqiienciados e os produtos submetidos a andlise. A figura 8 representa a analise de

trechos dos sequenciamentos através de alinhamento utilizando o programa BlastX.
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A)

B)

O

Ll gb |[EGAYL752.1 DogZp [Saccharomyces cerevisiae AWRITSG]
Length=193

Jcore = 273 bitz (695), Expect = Ge-9:2
Identities = 146/147 (99%), Positiwves = 1477147 (100%), Gaps = 05147 [0%)
Frame = +1

Query 109 WDTETOFKLPERFNAIVTIGSPFYLAFSWFETILENYGEFEYFITGFDYENGEFDPEGYSE 288
VD TETORKLPERENAIVT S G FY LAFSWFET I LENVGKPEVFITGFD VENGEFD PEGY 5E
Fbjct 47 WD TETORKLPERENAIVT 3G FY LAFSWFETILENVGKPENFITGFDVENGEFDPEGY SR 106

Query 289 ArdlleqdloglTGEODLEYVVFEDAPMGIKAGKAMGATTYCITISYDESVLFDAGADYYY 468
ARDLLEADLOLTGEQD LEYVVFEDAP+GIFAGKAMGAT TV I TS SYDESVLFDAGADYVY
dbjct 107 ARDLLEADLOLTGEODLEYVVFEDAPVGIFAGKAMGATTYGITISYDEIVLFDAGADTYY  lao

Query 469 CDLTOVIVVENNENGIVIQVINNPLTED 549
CDLTOVSVVENNENGIVIQVNNELTED
Fbhijct 1Y CDLTOVIVVENNENGIVIQVNNPLTED 193

Length=474

Expect = &6e-85

Score = 291 bi 1e
17 100%), Positiwves = 1787178 (100%), Gaps = 07178 (0%)

Identities =
Frame = +2

Query 110 MELKLIVNGCEAFDDYRLLRTTINTIVASLEKTAILEFNSERLTIISTEKSSLNSSNNGILI 289
MELELIVNGCEAFDDYKLLRTTINTVASLRKTATLRFNSERLTIISTEKSSLNSSNNGT I
Sbjct 1 MELELIVINGCEAPDDYKLLERTTINTVASLEKTAILEFNSERLTIISTPKSSLNSSNNGII 60

Query 2350 LRGDIGQLWCIIFHDVFRLYTVISARELNTITMECNCDSLLSVFERYDEVMNQGSSSHNMT 469
LRGDTGRLWCT IFHDVFRLYTVISARELNT ITMECNCDSLLSVFERYDEVMNQGSS SHMT
Sbjct 61 LRGDTGRLWCT IFHDVEFRLYTVISARELNT ITMECNCDSLLSVFERYDEVMNQGSSSHNMT 120

Query 470 IKLQSMPEWNTNNGILSGGTAGGVDITSKFNFICALGITFEEIVHTSGENDRAIVMNGE 643
IELYSMPEWNTINNGILSGGTAGGVDT T SKFNFICALGITFEEIVHT SGENDAIVMNGG
Sbjct 121 IELQSMEFEWNINNGILSGGTAGGVDITSKENPICALGITFEEIVHEISGENDAIVMNGGE 178

GENE TID: §54805 DOTS | Dothp [Saccharomyces cerevisiae 3288c]
{Dver 10 PubMed links)

Score = J66 bits (940), Expect = le-1E7
Identities = 2007200 (l100%), Positiwes = 200/200 (1l00%), Gaps = 0/200 (0%)
Frame = +3

Query 117 GEALRRITREIAIZKRMLEEEEIELAFPIATPEVPEFEIKTGPFEHNANQAVVIEANRISDVN 296
GEALFRITRIAISFREMLEEEE SKLAF ISTPEVFFERE IFTGPFHNANQAVVOEANRE I SDVN
3bjct 2 GEALRRETRIAISFREMLEEEESKLAP ISTPEVIFERIKTGPFHNANQAVVOIEANRESEDVN 61

Query 237 ELEIGDPIPDLILLMEDNDSIZLEEITENNEVVVFFVYPRASTPGCTROACGFREDIYQEL 476
ELEIGDPIFDLSLLNEDHND SIS LEKITENNEN YW FFVYPRASTP GCTROACGFRDNYOEL
3hjct &2 ELEIGDPIPDLELLNEDND SIS LEEITENNEVYVVFFVYPRASTPGCTROACGFRDNYOEL 121

Query 477 FEVLAVFGLIADAVTIOFKFQIEKONLPTHLLSDPEREFIGLLGAFETPLAGIIRIHFIFY 656
FFTAAVFGLIAD AV TI0FEFISKONLFYHLLSD PEFEFIGLLGAFFTPLIGITRSHFIFY
Shjct 122 EEYVAAVFGLSADAVTIOFKFOSKONLPYHLLEDPEREFIGLLGAFETPLIGSIRSHFIFY 151

Query 6537 DGELEFERVEISPEVIVNDA 716
DGELEFERVEISPEVIEVND A
Fbjoct 132 DGELEFERVEISPEWVIWVNDA 201
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Fllpmb | CAYEZE322,1 Pcllp [Jaccharomyces cerevisiae ECLL18]
I)) Length=279

3core = 288 bits (736), Expect = Ze-97
Identities = 140,140 (100%), Positiwves = 1407140 (100%), Gaps = 0/140 (0%)
Frame = +1

Query 1 MCEYREALHILLESPVTDDITEFLTDTTLRVVE ZSNYPTPPESPGEFHLTRELPRLHTFIT 130
MCETREALHILLESFVTDD ITEFLTDTTLEVYEASNYFTF PGS P GEFHLTELE S LHTFIT
Fbjct 1 MCEYSEALHILLESFVIDDIIEFLTDTTLEVVE 3SNYPTPPGSPGEFHLTELESLMTFIT a0

Query 151 FPRLVEYTNVYTPTLLTAACYLNELFEILPEDATGLFITIHRIFLACLILIAKFHNDASPLN 360
RLVEYTNYYTPTLLTAACYLNELFREILPRDATGLP STIHRIFLACLILSAKFHND 35 PLY
Zhjct el RLVEYTNYYTPTLLTAACYLNELKRILPEDATGLPSTIHRIFLACLIL3AKFHNDAESPLN 120

Query 361 FHWARYTDGLFTLEDINLME 420
FHWARYTDGLFTLEDINLME
Fbjet 121 FHWARYTDGLFTLEDINLME 140

IE) sl gh [EGASGEE1. 1 Gtslp [Saccharomyces cerewisiae WL3]
Length=239

Score = 352 bits (202), Expect = Se-123
Identities = 1657166 (99%), Positiwes = le6/lec [100%), Gaps = 07166 (0%)
Frame = +1

Query 1 MRFREGEHILFHVDRE LFELING SENANEC GECGHFY PTWCSVNLGVFLCGRCASVHREY 130
MRFRASEHILFHVDRE LEALING SENANEC GECGHFY PTWC SV L GVFLCGRCASVHREY
Gbict 1 MRFRAESSHILFHVDRE LFD LINS SENANEC GECGNFY PTUCSVNLGVFLCGRCASVHREY a0

Query 151 FGEIFDDDAFSNVESLINDEWTRED IDELVILGGNEGNARFUNFEIVEFFFDGDDDEATIVE 360
FEARDDDAFSNVE S LIANDEWTREED IDE LV L GENEGNARFUNFPEIVE FPFDGDDDEATVE
dbjct 6l FEARDDDAFSNVES LIANDEWTREED IDEL VI L GENEGNARFUNFFINVFFFFD GDDDEAIVE 120

Query 361 HYIFDEYILGEFRYDEIKPEDFGIFMDDFDGESDRFDERNESESRS 495

HYIFDEYILGEFRYDEIKPED FGAFMDD FD GESDRFDERNESESES
Gbict 121 HYIRDEYILGEFEYDEIEPEDFGIEMDDFDGERDEFDERNESESES  laa
Figura 8. Alinhamento dos sequenciamentos dos genes Dog2, nTPx, Mec3, Pcll e Gtsl ligados ao
plasmideo pET15b. A) Representa o alinhamento do gene Dog2, B) Mec3, C) nTPx, D) Pcll e E) Gts1.
Os alinhamentos foram realizados utilizando o programa BlastX. (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastX).
No banco de dados de genes utilizado pelo programa BlastX a proteina nTPx esta anotada como Dot5.

4.6 Expressao das Proteinas nTPx e Dog2

Apos a confirmagdo da integridade das construcdes, os plasmideos
pET15b-nTPx e pET15b-Dog2 foram utilizados para transformar a linhagem de
expressao E. coli BL21 (DE3) conforme descrito na se¢do Materiais e Métodos e foram
realizadas a primeiras tentativas de expressdo. Inicialmente a indugdo foi realizada
adicionando-se ao meio IPTG na concentragdo final de 1 mM e as bactérias foram
mantidas a 37°C/3h/250rpm. A figura 9 mostra o resultado tipico de experimentos de
expressio utilizando as condigdes descritas acima. E possivel constatar que ndo houve a
superexpressao das proteinas, que possuem ~29 kDa (nTPx) e ~32 kDa (Dog2). As

amostras aplicadas correspondem a fragdo soluvel do extrato proteico total.
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Figura 9. Teste de expressao das proteinas nTPx e Dog2. Resultado de eletroforese em gel de
poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue, contendo o produto de procedimentos para expressao de
nTPx (lane 2) e Dog2 (lane 3) utilizando os pardmetros: 37°C/3hs/ImM IPTG em linhagens de E. coli
BL21 (DE3). Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder
(Fermentas). As amostras foram previamente reduzidas com DTT (50mM de concentragao final).

Com o intuito de promover a expressao das proteinas, novas tentativas de
expressao foram realizadas, onde se optou pela diminui¢do da concentragao do IPTG
(0,3 mM), a temperatura foi reduzida para 20°C e aumentou-se para 16 horas o tempo
de inducdo. Esta estratégia tem por objetivo diminuir a velocidade de expressdo, o que
pode resultar no enovelamento adequado da proteina, aumentando assim a sua
solubilidade. A figura 10 mostra o resultado da SDS-PAGE da tentativa de expressao de
nTPx e Dog2 (figura 10, /lanes 2 e 3 respectivamente). Foram também submetidas a
eletroforese amostras da fase insoluvel do extrato protéico, pois havia a possibilidade
das proteinas apresentarem-se insoluveis (figura 10, lanes 4 ¢ 5 respectivamente). Mas o
resultado da eletroforese demonstra que as proteinas também ndo foram expressas

nessas condi¢des nem na fragdo insolivel do extrato proteico total.

1 2 3 4 5

250kDa
130kDa
100kDa

70 kDa
55kDa
35kDa

27kDa

15 kDa

10kDa

Figura 10. Teste de expressio das proteinas nTPx e Dog2 a 20°C. Resultado de eletroforese em gel de
poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue contendo aliquotas das fra¢des soluveis dos resultados
dos procedimentos para expressio de nTPx (lane 2) e Dog2 (lane 3) utilizando os parametros:
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20°C/16hs/0,3mM IPTG em linhagens de E. coli BL21 (DE3). Nas lanes 4 ¢ 5 foram aplicadas as fragdes
insolveis para nTPx e Dog2, respectivamente. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular
PageRuler Plus Prestained Ladder (Fermentas). As amostras foram previamente reduzidas com DTT
(50mM de concentragdo final/30min/RT).

Apds a constatacdo que as proteinas ndo estavam sendo expressas ou
estavam sendo expressas em quantidades muito reduzidas optou-se pela tentativa de
utiliza¢do da linhagem de E. coli BL21 (DE3) C43. Essa linhagem foi isolada de BL21
(DE3) e apresenta resisténcia a proteinas toxicas (MIROUX e WALKER, 1996). Os
plasmideos pET15b-nTPx e pET15b-Dog2 foram utilizados para transformar a
linhagem de BL21 (DE3) C43 conforme descrito na secdo Materiais e Métodos ¢ a
expressdo foi realizada a 37°C/250rpm/3h com 1 mM de IPTG. Podemos constatar

através da figura 11 que a proteina nTPx foi expressa em uma quantidade consideravel,

por outro lado a proteina Dog2 ndo apresentou expressao.

-' | nTPx
o
—
L

Figura 11. Expressido de nTPx e Dog2 em BL21 (DE3) C43. SDS PAGE 12%, corado com coomassie
blue. Resultado de procedimento de expressdo utilizando os pardmetros 37°C/3hs/ImM de IPTG das
proteinas nTPx (lane 2) e Dog 2 (lane 3) em linhagens de E. coli BL21 (DE3) C43. Na lane 1 foi aplicado
o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder (Fermentas). As amostras foram
previamente reduzidas com DTT (50mM de concentragao final//30min/RT).

Apbs a expressao de nTPx foi realizada a purificacdo da amostra
conforme descrito na se¢do Materiais e Métodos (figura 12). Analisando a eletroforese
pode-se constatar que foi possivel purificar a proteina nTPx, mas a maior quantidade de
proteina pura eluiu com uma concentracdo de imidazol de 150 mM. Testes de
purificagdo de nTPx foram realizados em cromatégrafo AKTA Prime (GE Healthcare) e
foram obtidos 6timos resultados alcangando rendimento de ~10mg por litro de cultura

com alto grau de pureza.
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Figura 12. Purificacdo de nTPx por meio de cromatografia de afinidade. SDS PAGE 12%, corado
com coomassie blue contendo o resultado da purificagdo de nTPx através de IMAC em gradiente de
imidazol. Na lane 2 foi aplicado o extrato protéico total. As lanes 3-9 representam as amostras coletadas
com diferentes concentragdes de imidazol: 100mM (lanes 3 e 4), 150mM (lanes 5 e 6), 200mM (lanes 7)
e 500mM (/anes 8 ¢ 9). Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained
Ladder (Fermentas). As amostras foram previamente reduzidas com DTT (50mM de concentracdo

final//30min/RT).

4.7 Ensaio de atividade de nTPx através da oxidacdao do DTT

Para a determinacao da atividade de nTPx foi realizado um ensaio de
oxidacdo do DTT, este experimento, avalia de forma indireta se a proteina expressa

estava sendo enovelada corretamente, uma vez que a atividade enzimdtica depende do

correto enovelamento. A figura 13 representa o resultado deste ensaio.
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Figura 13. Avaliacdo da decomposicio de peréxido de hidrogénio por meio da oxidacdao do DTT. Os
graficos representam o ensaio utilizando peroxido de hidrogénio. Os ¢ apresentam a reacdo contendo a
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proteina nTPx e os = representam o branco da reagdo, sem a presenga de proteina. O eixo X representa o
tempo (seg) e o eixo Y representa a absorbancia (A).

Através do ensaio de oxidacdo do DTT foi possivel constatar que a
proteina nTPx expressa neste estudo possui atividade peroxidasica. No experimento
realizado o DTT substitui o sistema redutor de nTPx sendo capaz de regenerar sua
forma reduzida. Como pode ser observado na figura o DTT também possui a capacidade
de degradagdo de H,O,, mas sua atividade ¢ menor que a apresentada por proteinas
antioxidantes. O DTT reage com cisteinas oxidadas de proteinas regenerando sua forma
reduzida, ao reagir esta molécula forma um dissulfeto e fica ciclica, o qual absorve a

310nm.

4.8 Mutacao Sitio Dirigida de nTPx

Com o intuito da realizacdo dos experimentos de analise de interagdes
por dissulfeto foi realizada uma mutagao sitio especifica para a substitui¢do da cisteina
da posicao 112 da proteina nTPx por uma serina. Este experimento foi realizado
conforme descrito na se¢cdo Materiais € Métodos, os plasmideos foram propagados em
E. coli XL1 Blue, extraidos por lise alcalina e submetidos a sequenciamento, o resultado

deste procedimento ¢ apresentado na figura 14.
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255.1 EEE DotSp [Saccharomyces cerevisiae S5288c]
3p|P40553.1 |DOTS _YEAST Reclame: Full=Peroxiredoxin DOTS5; AltName: Full=Disrupter of
telomere silencing protein 5; AltName: Full=Nuclear thicl percoxidase;
Short= nTFx RltName: Full=Thicredoxin reductase
239. unnamed protein product [Saccharomyces cerevisiae]
¥ILO1OW [Saccharcmyces cerevisiae]

TFA: DotSp [Saccharomyces cerevisiae 5288c])

- o -
Length—cls

GENE TD: 854805 DOTS | Dot5p [Saccharomyces cerevisiae 5288c]
{Over 10 PubMed links)

Score = 397 bits (1019), Expect = le-108
Identities = 202/204 (99%), Positiwes = 203/204 (99%), Gaps = 0/204 (0%)
Frame = +3

Query 114 MGEALRRSTRIAISKRMLEEEESKLAPISTPEVEEKEKIKTGEEKHNANQRVVOERNRBSSDV 293
MGEALRRSTRIAT SKRMLEEEESKL.AFT ST PEVEFEEKIKT GFKHNANQAVVOEANRSSIV
Sbhjct 1 MGEALRRSTRIATI SKRMLEEEESKILAFTSTPEVEFEEKIKT GPEKHNANQAVVOEANRSSDV 60

Query 294 NELEIGDFIPDLSLLNEDNDSISLEKITENNEVVVEEVYFRASTPGCTRQASGFROINIQE 473
HELEIGDFIPDLSLLNEDNDSISLEKITENNEVVVEEFVY FRAST FGCTRY, FEDNYQE
Shjct &l HELEIGDFIPDLSLLNEDNDSISLEKITENNEVVVEFVYFRASTPGCTRQACEFRONYQE 120
Query 474 LEKYARVEGLSADSVISQKKFQSKQNLEYHLLSDEKREFIGLLGRKKTPLSGSIRSHFIF 653
LEKYRRVFGLIADSVI SQKKFQSHKQNLEYHLLSDPKREF IGLLGAKKT FLSGSIRSHFIF
Sbjct 121 LEEYRAVFGLSADSVISQKKFQSKQWLEYHLLSDPKREFIGLLGAKKTFLIGSIRSHFIF 180

Figura 14. Resultado de seqiienciamento e anilise do plasmideo pET15b-nTPx“""*, Resultado do
seqiienciamento do plasmideo pET15b-nTPx“''* utilizando primer T7 promoter (forward). A)
Eletroferograma gerado com a utilizagdo do programa Chromas
(www.technelysium.com.au/chromas.html). O quadro em vermelho no -eletroferograma indica a
substituicdo do cdédon TGT que codifica o aminoacido cisteina pelo codon TCT que codifica o
aminoé4cido serina. B) Alinhamento de sequenciamento de plasmideo pET15b-nTPx“''* utilizando o
programa BlastX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastX). No banco de dados utilizado pelo programa
BlastX a proteina nTPx esta anotada como Dot5.

Apoés a confirmacdo da mutacdo foram realizados os primeiros
experimentos de expressdo da proteina nTPx“''*>. Como para a proteina nTPx foi
obtido resultado positivo de expressao na linhagem de E. coli BL21 (DE3) C43, esta
mesma linhagem foi testada para a expressdo da proteina nTPx“''**. A expressio foi
realizada a 37°C/3hs, e a indugéo foi realizada com 1 mM de IPTG. A figura 15

~ . ~ ’ 112
representa a expressio e purificagio da proteina nTPx“''*®

, pode-se constatar pelo
resultado que a proteina foi expressa em uma quantidade muito significativa e eluindo

majoritariamente nas fragdes de 500mM de imidazol. Experimentos de purificagdo
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foram realizados em AKTA Prime (GE Healthcare) e foram conseguidos bons

resultados, com rendimento de aproximadamente 8 mg/L.
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Figura 15. Resultado dos procedimentos de purificacio de nTPx“"'*%, SDS PAGE 12%, corado com
coomassie blue contendo o resultado da purificagdo de nTPx “''*® através de IMAC por gradiente de
imidazol. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder
(Fermentas). Lane 2 contém o eluido proteico em concentragdo 100 mM, lanes 3 e 4 concentracdo de
150mM, lanes 5 e 6 concentragdo de 200mM e a Lanes 7, 8 ¢ 9 concentragao de S00mM de imidazol. As
amostras foram previamente reduzidas com DTT (S0mM de concentragdo final/30min/RT).

4.9  Experimentos de Expressao das Proteinas Mec3, Dog2, Pcll e Gtsl

Os primeiros experimentos de expressao das proteinas Mec3 (~57,5 kDa)
e Pcll (~36,8kDa) foram realizados em E. coli BL21 (DE3), também foram realizados
novos experimentos de expressao de Dog2 (~31,8 kDa) (as massas estimadas levam em
conta a presenca da cauda de histidinas a qual ¢ inserida quando as proteinas sdo
expressas utilizando o vetor pET15b). As condi¢des de expressdo testadas inicialmente
foram de 37°C por 3 horas e a indugéo foi promovida pela adigdo de 1 mM de IPTG. A
figura 16 demonstra o resultado da tentativa de expressdo das proteinas. A analise da
eletroforese indica que ndo houve expressdao das proteinas, nem na fase soltivel e nem

na fase insolivel do extrato proteico.
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Figura 16. Resultado de induciio da expressio das proteinas Dog2, Mec3 e Pcll em BL21(DE3).
Resultado de eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue. Na lane 1 foi
aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder (Fermentas), seguida das
fragdes soluveis da expressdo a 37°C das proteinas Dog2 (Lane 3), Mec3 (Lane 4), Pcll (Lane 5) e
fragdes insoluveis de Dog2 (Lane 6), Mec3 (Lane 7), Pcll (lane 8). As lanes 2 (fragdo soluvel) e 9 (fragdo
insoluvel) representam o controle de expressdo realizado com a linhagem E. coli BL21 (DE3) sem
plasmideos. As amostras foram previamente reduzidas com DTT (50mM de concentragdo
final/30min/RT).

Foram também realizados experimentos de purificacdo das proteinas
através de cromatografia de afinidade por metais imobilizados (IMAC), uma vez que as
proteinas poderiam estar sendo expressas em quantidades diminutas, o que poderia
dificultar sua detec¢do no extrato proteico total. Para tanto, apds a purificagdo por
IMAC as aliquotas coletadas no gradiente de imidazol foram concentradas 40 x, com o
objetivo de detectar baixas quantidades de proteinas recombinantes expressas. A figura
17 representa os resultados das purificagdes, confirmando assim que nao foi possivel
com a utilizacdo da linhagem de E. coli BL21 (DE3), a expressdo das proteinas Pcll,

Dog2 e Mec3.
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Figura 17. Resultado de purificacdo por IMAC do extrato proteico de linhagens de E. coli BL21
(DE3) carreando plasmideos (pET15b) para a expressio das proteinas Mec3, Pcll e Dog2. SDS
PAGE 12%, corado com coomassie blue contendo os resultados de testes de purificagdo das proteinas
recombinantes Mec3, Pcll e Dog2 induzidas em E. coli BL21 (DE3) e purificadas através de IMAC em
gradiente de imidazol. As lanes representam as amostras das proteinas eluidas coletadas em diferentes
concentragdoes de imidazol. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus
Prestained Ladder (Fermentas). Lanes 2 e 3 concentracdo de 100mM de imidazol, lanes 4 e 5
concentragdo de 150mM, lanes 6 e 7 concentragdo de 200mM e a lane 8 concentracdo de 500mM.
Previamente a aplicagdo das amostras a aliquota eluida na concentragdo de imidazol de 500mM foi
concentrada ~40x em coluna Vivaspin 10 kDa (GE) para possibilitar a visualizagdo de uma quantidade
reduzida de proteina. As amostras foram previamente reduzidas com DTT 50mM de concentracio final
por 30min/RT.

Também foram realizados experimentos onde foi diminuida a
temperatura de expressdo (20°C), aeragdo (150rpm), concentragdo de IPTG (0,3mM) e
aumento do tempo de indugdo (16h). Estes experimentos também ndo apresentaram
resultados satisfatorios. Somente em uma ocasido foi observada a expressdo de um
produto protéico com massa similar a proteina Mec3 na fragdo insolavel do extrato
protéico, entretanto, foram feitas diversas tentativas de reproducdo destes resultados,

mas o resultado ndo se repetiu (figura 18).
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Figura 18. Resultado de inducio da expressiao das proteinas Pcll, Mec3 e Dog2 em linhagens de E.
coli BL21(DE3) a 20° C. Resultado de eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie
blue, da indugdo de expressdo das proteinas recombinantes a 20°C/150rpm/16hs utilizando 0,3mM de
IPTG. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder
(Fermentas). Fragdes soluveis da indugdo de linhagens contendo plasmideos de expressdo para Dog2
(lane 3), Pcll (lane 4) e Mec3 (lane 5). Fragdes insoluveis da inducgao de linhagens contendo plasmideos
de expressdo para Dog2 (lane 7), Pcll (lane 8) e Mec3 (lane 9). As lanes 2 (fragdo soluvel) e 6 (fragdo
insolivel) representam o controle de expressdo realizado com a linhagem E. coli BL21 (DE3) sem a

presenca de plasmideo. As amostras foram previamente reduzidas com DTT (concentra¢do final de
50mM/30min/RT).

4.10 Inducao da expressiao em linhagem E. coli BL21 (DE3) C43

Foram também conduzidos experimentos de expressdo para as proteinas
Dog2, Pcll e Mec3 utilizando a linhagem de E. coli BL21 (DE3) C43, a qual expressou
em quantidades satisfatorias as proteinas nTPx e nTPx“''*®. Apesar de diversas
abordagens variando concentragdo de IPTG, tempo, temperatura e aeragdo também nao

foram obtidos resultados positivos para a expressao das proteinas (Figura 19).
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Figura 19. Resultado de indu¢io da expressiao das proteinas Pcll, Mec3 e Dog2 em linhagens de E.
coli BL21(DE3) C43. Resultado de eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie
blue de linhagens contendo os plasmideos pET15b-Dog2, pET15b-Mec3 e pET15b-Pcll apods inducdo a
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20°C/16h/0,3mM IPTG. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained
Ladder (Fermentas). As amostras foram aplicadas na seguinte ordem: Dog2 fragédo soltvel (lane 4), Dog2
fragdo insolavel (lane 5), Mec3 fracdo soluvel (lane 6), Mec3 fragdo insoluvel (Lane 7), Pcll fragdo
soluvel (Lane 8) e Pcll fragdo insoluvel (Lane 9). As lanes 2 (fracdo solivel) e 3 (fragdo insolavel)
representam o controle de expressdo realizado com a linhagem de E. coli BL21 (DE3) C43 sem a

presenca de plasmideos. As amostras foram previamente reduzidas com DTT (concentracdo final de
50mM/30min/RT).

Para confirmar que as proteinas ndo foram expressas, mesmo em pequena
quantidade na linhagem BL21 (DE3) C43, foram realizados experimentos de
purificagdo por IMAC em gradiente de imidazol seguida por concentragdo das amostras,
conforme descrito anteriormente. A figura 20 apresenta o resultado deste procedimento

revelando que ndo houve expressao das proteinas.
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Figura 20. Resultado de purificacio por IMAC do extrato proteico de linhagens de E. coli
BL21(DE3) C43 carreando plasmideos (pET15b) para a expressio das proteinas Pcll, Mec3 e
Dog2. SDS PAGE 12%, corado com coomassie blue contendo o teste de purifica¢do das proteinas Mec3,
Pcll e Dog2 induzidas em E.coli BL21 (DE3) C43 através de IMAC usando diferentes concentragdes de
imidazol. As lanes representam as amostras das proteinas coletadas em diferentes concentragdes de
imidazol. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder
(Fermentas). Nas lanes 2 e 3, concentracdo de 100mM, lanes 4 ¢ 5, concentragdo de 150mM, lanes 6 ¢ 7,
concentra¢do de 200mM e a Lane 8 concentragdo de 500mM. Previamente a aplicacdo das amostras a
aliquota eluida na concentrag¢do de imidazol de 500mM foi concentrada ~40x em coluna Vivaspin 10 kDa
(GE) para possibilitar a visualiza¢do de uma quantidade reduzida de proteina. As amostras foram
previamente reduzidas com DTT (50mM de concentragdo final/30min/RT).
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411  Expressao em E. coli Origami (DE3)

ApoOs a tentativa de expressao em BL21 (DE3) C43 foram realizados
experimentos de expressdo utilizando a linhagem de E. coli Origami (DE3). Esta
linhagem apresenta mutagdes nos genes que codificam a tiorredoxina e glutationa
redutase, o que permite que proteinas recombinantes formem dissulfetos estruturais
estaveis, muitas vezes necessarios para o correto enovelamento das proteinas. No caso
deste estudo, as proteinas de interesse (Mec3, Dog2 e Pcll) possuem vérias cisteinas na
cadeia polipeptidica, sendo que pode haver a necessidade da formacdo de dissulfetos
para a manutencao de uma estrutura tridimensional estavel. Foram novamente testadas
diferentes condigdes de indugdo da expressdao. A figura 21 revela tipico resultado do
experimento de expressdo das proteinas Mec3, Dog2 e Pcll utilizando como condi¢des
temperatura de 20°C, agitagdo de 150 rpm ¢ concentra¢do de IPTG de 0,3 mM. Como ¢
possivel averiguar nesta figura, as proteinas nao foram expressas.
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Figura 21. Teste de expressido das proteinas Mec3, Pcll e Dog2 em Origami (DE3). Eletroforese em
gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue, contendo o resultado da indugdo de expressdo a
20°C/16h/0,3mM de IPTG das proteinas Mec3 fragdo soluvel (lane 3), Pcll fragdo soluvel (lane 4), Dog2
fragdo soluvel (lane 5), Mec3 fragdo insolivel (lane 6), Pcll fracdo insoluvel (lane 7) ¢ Dog2 fragdo
insoluvel (lane 8). As lanes 2 (fragdo soluvel) e 9 (fracdo insolivel) representam o controle de expressdo
realizado com a linhagem E. coli Origami (DE3) sem plasmideo. Na /ane 1 foi aplicado o marcador de
peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder (Fermentas). As amostras foram previamente
reduzidas com DTT (50mM de concentrac¢ao final/30min/RT).

Para constatar que as proteinas realmente ndo foram expressas na
linhagem de E. coli Origami (DE3) foram realizados experimentos de purificacdo por
IMAC seguida de concentracdo das amostras, conforme discutido anteriormente, para
determinar se as proteinas ndo estavam sendo expressas em quantidades relativamente

baixas, a figura 22 revela os resultados das purificagoes.
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Figura 22. Resultado de purificacdo por IMAC do extrato proteico de linhagens de E. coli Origami
(DE3) carreando plasmideos para a expressido das proteinas Pcll, Mec3 e Dog2. SDS PAGE 12%,
corado com coomassie blue contendo o teste de purificacdo das proteinas recombinantes Mec3, Pcll e
Dog?2 induzidas em E. coli Origami (DE3) através de IMAC usando diferentes concentragdes de imidazol.
As lanes representam as amostras das proteinas coletadas em diferentes concentragcdes de imidazol. Na
lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder (Fermentas). Nas
lanes 2 e 3, concentragdo de 100mM, lanes 4 e 5, concentragdo de 150mM, lanes 6 e 7, concentracdo de
200mM e a Lane 8 concentragdo de 500mM. Previamente a aplicagdo das amostras a aliquota eluida na
concentragdo de imidazol de 500mM foi concentrada ~40% em coluna Vivaspin 10 kDa (GE) para
possibilitar a visualizacdo de uma quantidade reduzida de proteina. As amostras foram previamente
reduzidas com DTT (50mM de concentragao final).

Experimentos expressdo da proteina Gtsl foram realizados
posteriormente aos das proteinas Mec3, Pcll, Dog2 e nTPx pois esta proteina apresenta
um sitio de restricdo no interior do gene para a enzima Bam HI. Com o intuito da
expressdo desta proteina foram desenhados oligonucleotideos contendo sitios de
restricao para as enzimas X#o 1 e Nde 1. A ligagdo do gene de Gis1 foi realizada da
mesma forma ao das outras proteinas deste estudo, o gene foi digerido com as enzimas
de restricdo Xho I e Nde I e ligado ao plasmideo de expressao previamente digerido com
estas mesmas enzimas. Apos a confirmacdo da ligacdo de Gts/ com o plasmideo
pET15b foi realizado primeiro experimento de expressao de Gtsl, a figura 23 representa

esse experimento.
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Figura 23. Resultado de inducdo da expressio da proteina Gtsl em BL21(DE3). Resultado de
eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue, da indugdo de expressdo da
proteina Gtsl a 37°C/250rpm/3hs utilizando 1mM de IPTG. Na /ane 1 foi aplicado o marcador de peso
molecular PageRuler Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). Fragdo soluvel da
indugdo da expressdo de Gts! (lane 3). Fragdo insoluvel da inducdo da expressdo de Gts/ (lane 3). As
lanes 2 (fracdo soluvel) e 4 (fragdo insoluvel) representam o controle de expressdo realizado com a
linhagem E. coli BL21 (DE3) sem a presenca de plasmideos. As amostras foram previamente reduzidas
com DTT (concentragdo final de S0mM/30min/RT).

Analisando-se a imagem pode-se constatar que nao ha aparentemente a
presenca de nenhuma proteina super expressa na faixa de massa molecular esperada
(~46kDa) indicando que esta proteina também ndo estaria sendo expressa. Entretanto, o
processo de purificacdo do extrato total por IMAC revela que uma proteina de ~25 kDa
¢ eluida da coluna de purificacdo em concentragdes altas de imidazol (500mM). A

figura 24 A demonstra o resultado do processo de purifica¢do de Gtsl.
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Figura 24. Resultado dos procedimentos de purificacio de Gtsl. A) SDS PAGE 12%, corado com
coomassie blue, contendo o resultado da purificacdo de Gts1 através de IMAC por gradiente de imidazol.
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Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Unstained Protein Molecular Weight
Marker (Fermentas). Lane 2 contém o extrato proteico total. Lane 3 o eluido proteico em concentragido
100mM de imidazol, lanes 4 concentragdo de 150mM, lanes 5 concentragdo de 200mM e as lanes 7, 8 € 9
concentragdo de 500mM de imidazol. B) SDS PAGE 12%, corado com coomassie blue contendo o
resultado dos procedimentos de concentra¢ao da purificagdo de Gtsl onde adicionalmente ao PMSF foi
utilizado também o coquetel de inibidores de proteases durante o processo de sonica¢do seguido por
purificagdo por IMAC em gradiente de imidazol.através de IMAC por gradiente de imidazol.

Vérias tentativas de expressdo, purificagdo e utilizagdo de outra
constru¢do plasmidial foram realizadas na tentativa da obtencdo da proteina no peso
esperado de ~46 kDa. Foram levantadas duas hipoteses para explicar o esse fendmeno:
1) no processo de clonagem, durante a amplificagdo, poderia ter ocorrido uma mutagdo
introduzindo um codon de terminagdo na parte interna do gene que poderia vir a
explicar a expressao de uma proteina de peso molecular inferior ao esperado; ii)
possibilidade da proteina estar sofrendo hidrdlise e o produto observado em SDS-PAGE
representar apenas um fragmento da proteina. A primeira hipdtese foi descartada, pois a
analise dos seqiienciamentos revelou que nao ha coédons de terminagdo no interior do
gene. Para analisarmos a segunda possibilidade foram realizados experimentos de
expressao onde a purificacdo foi efetuada com a utilizacdo do coquetel de inibidores de
préteses ProteoBlock Protease Inhibitor Cocktail (Fermentas) adicionalmente ao PMSF
(Figura 23B). Esse procedimento também ndo apresentou resultados positivos sendo
que a proteina purificada por IMAC continuou apresentando um peso molecular abaixo
do esperado.

Dados da literatura revelam que a protedlise de proteinas recombinantes
¢ algo bastante recorrente. Como exemplo, Choi e col. (2005) ndo obtiveram nTPx na
sua forma completa, somente foi possivel a expressdo de uma forma truncada de
nTPx“'97%C1125 sem a presenca dos primeiros 56 residuos N-terminais em razio de
proteolise dos residuos iniciais da proteina. Tendo em vista o sucesso da expressao no
trabalho desenvolvido aqui de nTPx e nTPx“"'*® foi realizado um experimento de

expressao de Gtsl na linhagem E. coli BL21 (DE3) C43.
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Figura 25. Resultado de inducio da expressio da proteina Gts1 em BL21(DE3) C43. Resultado de
eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue, da indu¢do de expressdo da
proteina Gtsl a 37°C/250rpm/3hs utilizando 1mM de IPTG. Na /ane 1 foi aplicado o marcador de peso
molecular PageRuler Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). Fracdo soluvel da
inducdo da expressdo de Gts! (lane 3). Fracdo insoltivel da inducdo da expressdo de Gts! (lane 5). As
lanes 2 (frag@o soluvel) e 4 (fracdo insoluvel) representam o controle de expressdo realizado com a
linhagem E. coli BL21 (DE3) C43 sem a presenca de plasmideos. As amostras foram previamente
reduzidas com DTT (concentragdo final de 50mM).

Apo6s os procedimentos de expressdo e purificacdo (também utilizando
adicionalmente ao PMSF o coquetel de inibidores) foi possivel constatar a expressao

eficiente de Gtsl nesta linhagem (Figura 25).
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Figura 26. Resultado dos procedimentos de purificacio de Gtsl. SDS PAGE 12%, corado com

coomassie blue contendo o resultado da purificagdo de Gtsl através de IMAC por gradiente de imidazol.
Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Unstained Protein Molecular Marker
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(Fermentas). Lane 2 contém o extrato proteico total. Lane 3 o eluido proteico em concentracao 100 mM,
lanes 4 concentragdo 200mM e a Lanes 5, 6 € 7 concentragdo de S00mM de imidazol. As amostras foram
previamente reduzidas com DTT (50mM de concentragdo final).

Como pode ser observado na imagem foi possivel a super expressdo da
proteina Gtsl com massa molecular de ~46 kDa. Apesar da obtencdo da proteina apos
muitas tentativas de expressdo ndo foi possivel a realizagdo de experimentos de

€125 o Gts] uma vez que mesmo utilizando a

formacdo de complexos entre nTPx
linhagem de E. coli C43, apos os procedimentos de gel filtragdo (para a retirada do
DTT) e concentracdo as amostras apresentaram uma dréstica redu¢do das quantidades
de proteina obtida.

Como conclusdes destes experimentos, foram efetuadas diversas
abordagens alterando as condigdes de expressao ou linhagens de E. coli, no entanto ndo
foi possivel a expressdo de Mec3, Pcll e Dog2. Em razdo de ndo foi possivel averiguar
in vitro o estabelecimento de supostos complexos protéicos através de dissulfetos mistos
entre nTPx e os fatores descritos acima, os quais estavam previstos inicialmente no
projeto. Os resultados obtidos indicam que ndo ocorreu expressdo das proteinas Mec3,
Pcll e Dog2 nem mesmo na fase insoluvel, o que indica que estas proteinas possam ser
toxicas para as células e expressdo destas, mesmo em quantidades pequenas, pode levar
a morte da celular. Contribuindo para esta suposi¢do estd o fato de que todas as
proteinas estdo relacionadas com a modulacio de processos envolvidos com o
crescimento celular. Corroborando com esta hipdtese, com excecdo de nTPx cujos os
resultados serdo discutidos a seguir, até o presente momento nao existe nenhum trabalho
na literatura onde foi efetuada a super-expressao heterdloga em bactérias de Mec3, Pcll
ou Dog2, o que reforga a hipotese de que estas proteinas possam ser toxicas as células,
mesmo em linhagens mais resistentes a produtos toxicos de expressdo como no caso da
E. coli BL21 (DE3) C43 (linhagem que proporcionou resultados satisfatorios para a
expressdo de nTPx e nTPx“!'%).

Em relagdo a outros sistemas de expressdo heterdloga, cabe ressaltar que
somente para Pcll existem trabalhos onde foi possivel a expressdo desta proteina em .
cerevisiae. Apesar desta possibilidade, ndo foram executados ensaios de expressdo em
levedura, uma vez que reconhecidamente a expressdao de proteinas em células de S.
cerevisiae promove modificagdes pos-traducionais, em especial a glicosilagdo,

acentuada das proteinas recombinantes (INNIS e col., 1983). Desta forma, uma vez que

0 nosso grupo de pesquisa possui como principais interesses a caracterizagao estrutural
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de proteinas e complexos através da metodologia de difragdo de Raios-X, ndo nos
pareceu pertinente a padronizagdo da expressao das proteinas alvo deste trabalho em
levedura. De fato, nosso objetivo foi o de promover a expressdo das proteinas que
posteriormente poderiam ser utilizados em ensaios de determinagdo de estrutura de
complexos proteicos.

€125 obtidas neste trabalho,

Por outro lado, as proteinas nTPx e nTPx
podem ser utilizadas em estudos posteriores visando a determinagdo de sua estrutura
através de metodologias como a cristalografia de Raios X ou a ressonancia magnética
nuclear (RMN). Cabe ressaltar que nTPx havia sido expressa e purificada previamente
em quantidades suficientes para a determinacdo de sua estrutura cristalografica por
outro grupo de pesquisa (CHOI e col., 2005). Entretanto, a forma de nTPx utilizada na
determinagdo da estrutura foi de uma proteina variante que além de carrear substitui¢des

CIOTSICH2SY o truncada e

de ambas as cisteinas envolvidas no ciclo catalitico (nTPx
destituida dos primeiros 56 residuos N-terminais (CHOI e col., 2005), o que torna as
informacdes estruturais bastante restritas, sendo bastante importante a obtencdo da

estrutura da proteina intacta, como foi obtida neste trabalho.

4.12 Avaliacoes de interacoes proteicas utilizando o sistema duplo hibrido

A técnica de duplo hibrido de levedura tem sido amplamente utilizada
para andlise de interagdes entre proteinas, pois permite a obtencdo de resultados de
analises in vivo. Esta técnica foi desenvolvida por Fields e Song, 1989, e esses autores
demonstraram a interagdo entre as proteinas Snfl e Snf5 através da ativagdao do gene
reporter LacZ pela reconstru¢do da sua atividade transcricional. Esse método foi
desenvolvido baseando-se no ativador transcricional da levedura S. cerevisiae
denominado de Gal4, o qual ¢ constituido de dois dominios funcionais distintos e
separados na sequencia gé€nica, o dominio que se liga ao DNA, denominado de DNA-
BD (DNA-binding domain) localizado na regido amino-terminal da proteina. O segundo
dominio que ativa o processo de transcricdo na levedura estd localizado na regido

carboxi-terminal e ¢ denominado de AD (activation domain) (Fields e Song, 1989).
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O principio desta técnica consiste em construir e introduzir em uma
linhagem de levedura dois plasmideos hibridos, um plasmideo contendo o gene de uma
proteina X em fusdo com o dominio Gal4-BD e outro plasmideo contendo o gene que
codifica uma proteina Y em fusdo com o dominio Gal4-AD. Caso ocorra a interagdo
entre essas proteinas € reestabelecida a funcionalidade do ativador de transcricao Gal4 e
ocorre assim a tradug¢ao de um gene reporter (Figura 27) (Fields e Song, 1989).

Para os experimentos de duplo hibrido realizados neste trabalho foi
utilizado o sistema Matchamaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech), o qual
¢ amplamente utilizado em estudos de interagdo proteica onde se utiliza a triagem para a
identificacdo de novos parceiros biologicos e também para definir dominios de
interagdo. No caso deste estudo o sistema esta sendo utilizado para confirmar a supostas

interagdes entre nTPx e as proteinas Mec3, Pcll, Dog2 e Gtsl.
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Figura 27. Representacido do sistema duplo hibrido de levedura. A) Plasmideos especificos sdo
construidos contendo a ligacdo entre o0 GAL-DB e um gene X e GAL-AD e o gene Y, esses plasmideos
entdo sdo utilizados para transformar linhagens de S. cerevisiae. B) A levedura S. cerevisiae expressa
entdo as proteinas fusionadas com o dominio Gal4-AD e Gal4-DB. C) Se houver algum tipo de interagéo
entre as proteinas havera a expressdo de um gene reporter.

Gene Reporter

O sistema utilizado ¢ constituido basicamente de um par de plasmideos e
duas linhagens de levedura. O dominio Gal4-BD esta presente no plasmideo pGBKT7-
BD ¢ o dominio Gal4-AD estd presente no plasmideo pGADT7-AD, o mapa dos
plasmideos ¢ apresentado na figura 28. Nestes casos comumente designa-se de “presa”
o gene ligado ao plasmideo pGADT?7 (quem contém o dominio de ativagdo) e de isca” o

gene ligado ao plasmideo pGBKT7 (quem contém o dominio de ligagdo ao DNA).
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Figura 28. Mapas dos plasmideos de duplo hibrido pGADT7AD e pGBKT?7 . Plasmideos de duplo
hibrido do sistema Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech), o plasmideo pGADT7 AD
carrega o dominio Gal4-AD e o gene de resisténcia a ampicilina, enquanto que o plasmideo pGBKT7
carrega o dominio Gal4-BD e o gene de resisténcia a canamicina. Ambos possuem origens de replicagdo
de levedura (2p) e bactérias (ori).

Para a realizagdo dos testes de interacdo proteica este sistema utiliza as
linhagens de S. cerevisiae Y2HGold e Y187. A linhagem Y187 possui dois diferentes
genes reporter para detectar a interacdo entre as proteinas, o gene LacZ e o gene MEL].
LacZ responde pela expressao de -galactosidase quando ha interacdo entre as proteinas
ocasionando a degradacdo da X-a-gal presente no meio fazendo com que as coldnias
apresentem cor azul. O gene MELI codifica a o-galactosidase de levedura e sua
expressao ¢ controlada por Galdp. Portanto s6 € expresso quando ocorre interagao entre
as proteinas fusionadas. Caso seja expresso a levedura ¢ capaz de degradar a X-a-Gal,
presente no meio, e faz com que as coldnias se tornem azuis. Isto ocorre por conta que o
X-a-gal precipita em um composto de cor azulada (5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo)
que promove a coloracdo azul das colonias. Y2HGold possui 4 genes reporteres que sao
expressos quando ocorre interagdo entre proteinas fusionadas em S. cerevisiae: MELI:
como na linhagem Y187 codifica para a proteina a-galactosidase que ao ocorrer a
interagdo entre as proteinas de interesse promove a degradagdo da X-a-gal; AURII-C:
gene que codifica a enzima fosforil-ceramida sintetase, a expressao desta proteina
ocorre em resposta a interagdo entre as proteinas de interesse permitindo que a linhagem
de S. cerevisiae sobreviva em meio que contenha o antibidtico aureobasidina A, que ¢
altamente toxico as células; ADE?2, a linhagem de Y2HGold ndo ¢é capaz de crescer em
meio minimo que ndo contém adenina, porém quando a interacdo entre as proteinas o
gene ADE? ¢ expresso permitindo o crescimento das células em meio que ndo possui
adenina; HIS3: Y2HGold ndo ¢ capaz de sintetizar histidina, entdo ndo € capaz de
crescer em meio minimo com a caréncia deste aminoacido. Em resposta a interagdo
entre proteinas ocorre a expressao de His3 permitindo a biossintese de histidina pela

célula (User’s Manual, Clontech).
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Para os ensaios de duplo hibrido os plasmideos pGADT7 e pGBKT7
foram propagados através da transformagdo em E. coli DH5a e foram padronizadas as
reacOes de digestdo com as enzimas de restricdo Nde 1 e Bam HI. Inicialmente foram
testadas as enzimas de restri¢do da empresa Fermentas, mas estas enzimas ocasionavam
alto efeito star ndo proporcionando uma digestdo apropriada dos plasmideos. Com o
intuito de diminuir esse efeito foi adicionado BSA para aumentar a densidade proteica
da reagdo, simulando o ambiente celular, ¢ diminuir o efeito star, mas esse
procedimento apresentou-se pouco expressivo. Entdo se optou pela utilizacdo das
enzimas de restri¢do da empresa New England Biolabs, as quais apresentaram um bom
desempenho.

Ap6s a reagdo de dupla digestdo com as enzimas Bam HI e Nde 1 os
plasmideos foram ligados aos genes nTPx, nTPx“''%, Dog2, Pcll, Mec3 ¢ Gtsl. Para
esse procedimento os genes de n7TPx, Dog2, Gtsl, Pcll e Mec3 foram amplificados por
PCR e digeridos por enzimas de restricdo conforme procedimento efetuado para a
ligacdo dos respectivos genes com o plasmideo de expressao pET15b, como descrito
anteriormente. A constru¢do dos plasmideos foi realizada utilizando-se como isca as

proteinas nTPx e nTPx“!'*

(ligados ao plasmideo pGBKT7) que expressa em S.
cerevisiae estas proteinas em fusdo com o dominio de GAL4-AD que ¢ o dominio de
ligacdo ao DNA. J4 os genes que codificam as proteinas Pcll, Dog2, Mec3 e Gtsl
foram ligados ao plasmideo pGADT?7, produzindo assim, em S. cerevisiae as proteinas
em fusdo com o dominio GAL4-BD, dominio este reconhecido pela RNA polimerase. O

esperado quando foi utilizado o mutante nTPx“"'*

no ensaio de duplo hibrido é que
caso a interacao ocorra ¢ se ela for efetuada através de um dissulfeto misto com Cysp
(uma vez que a Cysg foi substituida por serina) ocorresse o estabelecimento de interagao
mais duradoura em razdo da interacdo covalente. O que resultaria em uma cor mais
intensa das colonias quando comparado com o mesmo experimento utilizando nTPx
selvagem.

Apo6s a reacdo de ligacdo os plasmideos foram utilizados para
transformar linhagens de E. coli DH5a para propagagdo. Para a confirmagao da ligacdo
do gene de nTPx com o plasmideo pGBKT7 e dos genes Mec3, Dog?2, Pcll e Gts] com
pGADT7 foram realizadas reagdes de digestdo com a enzima Nde I (Fermentas)
utilizando como controle da reacdo plasmideos sem insertos, e apds triagem os

plasmideos recombinantes foram seqlienciados e os resultados foram analisados

utilizando o programa BlastX (figura 29). A figura 30 demonstra a ligacdo entre
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nTPx“'"*® ¢ o plasmideo pGBKT7 evidenciando (quadro em vermelho) o local onde

ocorre a substituicdo da cisteinas por uma serina.

A)I GENE ID: 554805 DOTS | DotSp [faccharowyces cerewvisiae $288c]
{Over 10 PubMed links)

Score = 318 bits (814), Expect = Te-110
Identities = 160/160 (l00%), Positiwes = 1607160 (100%), Gaps = 05160 (0%)
Frame = +1
Query 1 MGEALRRSTRIATSKRMLEEEESKLAPISTPEVPEEKIET GPEHNANQAVVOEANRSSDY 180
HMGEALFRSTRIAISKRMLEEEESKLAP ISTPEVPFRKIKT GPFHNANQAVYOQEANRS SDV
Sbjct 1 HGEALRRSTRIAISKRMLEEEE SKLAPISTPEVPFFEIKT GPFINANQAVVQEANRISDY 60
Query 151 NELEIGDFIFDLSLLNEDNDSISLEEITENNEVVYFFVYPRASTPGCTROACGFEDNYOE 360
NELEIGDPIPDLSLLNEDND SIS LEEITENNRYVYFFVYPRASTPGCTROACGFRDNYQE
Sbjct 61 NELEIGDPIPDLSLLNEDND SISLEKITENNRVVVFFVYPRASTPGCTROACGFRDNYQE 120
Query 361 LEKYAAVFGLSADSVTSQFEFQSKQNLPYHLLSDPEREFI 480
LEEYAAVFGLSADSVTEQKEFQSKQNLPYHLLSD PEREFT
Shijct 121 LEKYAAVFGLSADSVTSQEEFQSKOQNLPYHLLSDPEREFI 160
I}) GENE ID: 856430 DOGZ | Dog2p [Saccharomyces cerevisiae $288c]
{Dver 10 PubMed links)
Score = 286 bits (733), Expect = 2e-97
Identities = 1407140 (100%), Positives = 1407140 (100%), Gaps = 0,140 (0%)
Frame = +1
Query 1 MPOFSYVDLCLFDLDGTIVSTITAAE SAWEKLCROHGVDPVELFEHSHFARSQEMMEKFFP 150
MPOFSVDLCLFDLDGTIVSTITAARE SAWKKLCROHGVD PVELFKHSHGARSOEMMEKFFF
3hjct 1 MPOFSVDLCLFDLDGTIVSTITAAESAWKKLCROHGVDPVELFEHSHGARSQEMMEKFFF 60
Query 151 KLDNTDNEGVLALEKDMADNYLDTVILIPGAENLLLELDVDTETORKKLPERKWAIVTEGS 360
KLDNTDNEGYLALEFKDMADNYLDTVSLIPGAENLLLS LD VD TETQEKLPERKWAIVTSGS
dbjct 61 KLDNTDNEGYLALEKDMADNY LD TVSLIPGAENLLLSLDVDTETQKKLPERKWAIVTSGS 120
Query 361 PYLAFSWFETILENVGKPEY 4zZ0
PYLAFSWFETILENVGEPEY
Sbjct 121 PYLAFSWFETILENVGEPEY 140
(:) Pcllp [Saccharomyces cerewisiae Lalwin QAZ3]
Length=248
Socore = 308 bits (780), Expect = 6e-106
Identities = 1507150 (1l00%), Positives = 1507150 (1l00%), Gaps = 0/150 (0%)
Frame = +1
Query 1 MCEYSKALHILLESPVIDDIIKFLTDTTLRVVPSSNYPTPPGSPGEFHLTRLPSLMTFIT 1680
MCEYSKALHILLESPVIDDIIKFLTDTTLRVVESSNYPTPPGSPGEEHLTRLPSLMTFIT
Sbijct 1 MCEYSEALHILLESPVIDDIIKFLTDTTLRVVPSSNYPTPPGSPGEEHLTRLEPSLMTFIT 60
Juery 181 RLVRYTNWYTPTLLTAACYLNELERILPRDATGLPSTIHRIFLACLILSAKFHNDSSPLN 360
RLVRYTNVYTPTLLTAACY LNKLERILPRDATGLPSTIHRIFLACLILSAKFHNDSSPLIN
Sbjcc 61 RLVEYTNVYTPTLLTAACYLNKLERILPRDATGLFSTIHRIFLACLILSAKFHNDSSPLN 120
Query 361 EHWARYTDGLFTLEDINLMERQLLOLLNWD 450
KHWARYTD GLFTLED INLMERQLL QL LNUL
Sbijct 121 EHWARYTDGLFTLEDINLMERQLLOLLNWL 150

Shict 1

Query 181 FGSRDDDAFSNVESLSMDRWTREDIDELVSLGCNECNARFUNPENVPFPFDCGDDDEATIVE 360
FGERDDDAFSNVESLSMDRUTRED IDELV S LGGNECGNARFWNPENVP FPFDGDDDEAIVE

Shjct 61 FGSRDDDAFSHVKSLSMDRUTRED IDELVS LGGNEGNARFWNPENYPFPFDGDDDEAIVE 120

Query 30l HYIRDEYILGEFRYDEIKPEDFGSRMDDFDG 453
HYIRDKYILGKFRYDEIKFEDFGSRMDDFDG

Sbjct 121 HYIRDEVILGEFRYDEIKPEDFGSRMDDFDG 151

E) 3[Cleh | AA¥40585. 1
Length=278

Score

Frame

= 207 hits (527),
(100%71,

Tdentities

=+l

= 103/103

DHA damage checkpoint protein

Expect = 4de-66

Positiwes = 1037103 (100%), Gaps = 0/103 (0%)

= -
ol el

[y LN}
e
i

[Saccharomyces cerewisiac]

Figura 29. Alinhamento de trechos dos sequenciamentos dos genes, nTPx, Dog2, Pcll, Gtsl e Mec3,
ligados ao plasmideo de duplo hibrido. A) Representa o alinhamento do gene nTPx, B) Dog2, C) Pcll,
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D) Gtsl e E) Mec3. Os alinhamentos foram realizados utilizando o programa BlastX.
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastX). No banco de dados utilizado pelo programa BlastX a proteina
nTPx esta anotada com o nome de Dot5 ¢ a proteina Mec3 como DNA Damage Checkpoint Protein.

g 760
s 6 ccocflrcrfé e artrcoerT e ica s

GENE ID: 554505 DOTS | DotSp [Jaccharomyces cerewisiae 3288c)
{Dver 10 PubMed links)

Score = 333 bits (854), Expect = d4e-114

Identities = 169/170 (99%), Positiwves = 1697170 (99%), Gaps = 05170 (0%)
Frame = +1

Query 112 MGEALFRITRIAISFRMLEEEESELAPISTPEVPEFEIETGPFHNANOAVVQEANRSSDY 291
MGEALRRSTRIAI SFRMLEEEE SELAFP IS TPEVPFEFFIFKTGFEINANQLVVIEANRSSDY

Sbjet 1 MGEALRRSTRIAISFERMLEEEE SELAPISTPEVPEFEIETGPEHNANQAVVOEANRISDY 60

Query 292 MNELEIGDPIPDLSLLNEDNDSISLEFITENNEVVVFFVYPRASTPGCTEQASGFEDNYQE 471
NELEIGDPIPDLSLLNEDNDSISLEKITENNEVVVFFVYPRASTEPGCTROY FFRDNYOE

Sbjoct 61 HNELEIGDPIPDLELLNEDND SIS LEKITENNEVVYV FFVTPRASTE GCTROYCGFEDNYOE 120

Query 472 LEEVAAVFGLEADSVTIQFEFQSEONLPYHLLIDPFREFIGLLGAFETPL 621
LEFYALVFGLAAD SVTAQFFFOSEQNLPYHLLADPEREFIGLLGAFETPL

Sbjct 12l LEEVAAVFGLEADSVIIQFEFQISEONLPYHLLIDPFREFIGLLGAFETPL 170

Figura 30. Eletroferograma do sequenciamento do plasmideo pGBKT-nTPx""?, Resultado do
sequenciamento do plasmideo pGBKT7-nTPx“''* utilizando primer T7 promoter (forward). A)
Eletroferograma gerado com a utilizagdo do programa Chromas
(www.technelysium.com.au/chromas.html). O quadro em vermelho no eletroferograma representa o
codon alterado para a substituigdo de Cysg por um residuo de serina. Alinhamento de resultado de
sequenciamento  de  plasmideo = pGBKT-nTPx“/"**  utilizando o  programa  BlastX
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastX. O quadro em vermelho também representa a substituigdo do codon
TGT (cisteina) pelo codon TCT (serina).

Apbs a confirmagdo da ligagio os plasmideos pGBKT7-nTPx“'"%*

pGBKT7-nTPx e pGBKT-53 (controle positivo) foram utilizados para transformagdes
independentes na linhagem S. cerevisiae 2YHGold e plaqueados em meio SD/Trp". Os
plasmideos pGADT7-Dog2, pGADT7-Mec3, pGADT7-Gtsl, pPGADT7-Pcll, pPGADT-
T (controle positivo) e pGADT7 sem a presenca de inserto (controle negativo) foram
utilizados para transformagoes independentes na linhagem em Y187 e os transformantes
foram plaqueados em meio SD/Leu. As placas contendo as transformagdes foram
incubadas a 30° C até a deteccdo de colOnias.

As linhagens de S. cerevisiae Y2HGold e Y187 se apresentam na forma
haploide (n), entdo um cruzamento entre as duas linhagens produz uma linhagem
dipléide (2n) que contém os dois plasmideos. Para estes experimentos as linhagens
Y2HGold contendo os plasmideos “isca” foram cruzadas com as linhagens Y187

contendo os plasmideos “presa”.
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. . . ~ 112
Inicialmente foram avaliadas as intera¢des entre nTPx ou nTPx“"'* ¢ os

fatores Mec3 e Dog2. Para tanto, haploides 2YHGold contendo os plasmideos
pGBKT7-nTPx ou pGBKT7-nTPx“"'** (iscas) foram cruzadas com linhagens haploides
Y187 contendo os plasmideos e pGADT7-Mec3 ou pGADT7-Dog2 (presas), para a
produgdo de linhagens dipldides e avaliagdo das interagdes protéicas.

O controle positivo utilizado foi o fornecido pelo kit do sistema duplo
hibrido (controle positivo do sistema Matchmaker Gold Two-Hybrid System Clontech).
Neste controle ¢ realizado o cruzamento de linhagens hapldides Y2HGold e Y187
contendo os plasmideos pGBKT7-53 (isca) e pPGADT7-T (presa), respectivamente. Os
insertos fusionados representam a proteina p53 de ratos, que ¢ utilizada como isca e seu
antigeno T, que reconhecidamente efetuam uma interagdo extremamente forte gerando
coloracdo azul intensa das colonias. Como controle negativo dos experimentos se
utilizou como “presa” os plasmideos pGBKT7-nTPx e como “isca” foi utilizado o
plasmideo pGADT7 sem inserto. Os detalhes dos cruzamentos estdo descritos na se¢ao
Materiais e Métodos.

A figura 31 contém os resultados dos experimentos de interacdo para a
interagdo entre nTPx / Mec3 e nTPx / Dog2. A anélise dos resultados revela que ndo foi
possivel detectar interagdo entre as proteinas nTPx-Dog2 e nTPx-Mec3. No caso dos
testes de interagao entre nTPx x Dog2 e nTPx x Mec3 esperava-se que as coldnias
apresentassem coloragdo azul, e quando foi utilizada nTPx“''*® foi investigada a suposta
interagdo dissulfeto estdvel entre essas proteinas, pois a troca da cisteina de resolugdo
por uma serina possibilitaria a estabilizagdo do complexo formado e assim a expressdao
constitutiva de a-galactosidase ocasionado coloracao azul mais intensa. Esses resultados
demonstram que essas proteinas ndo apresentam nenhum tipo de interacdo, pois mesmo

interagdes ndo covalentes sdo identificadas por essa técnica.

C) . D) E) F)

Figura 31. Resultado dos ensaios de duplo hibrido para avaliacio de interacées nTPx x Mec3 e
nTPx X Dog2. Ensaio de duplo hibrido entre as proteinas nTPx x Mec3 e nTPx x Dog2. As leveduras
foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu’/Trp/X-a-gal 40pg/ml. A) representa o controle positivo
do sistema Matchmaker Gold Two-Hybrid System Clontech com células diplddes de S. cerevisiae obtido
a partir do cruzamento de linhagens haploides contendo os plasmideos pGBKT7-p53 (2YHGold) e
pGADT7-T (Y187). B) Controle negativo utilizando linhagem diploide de levedura contendo os
plasmideos pGBKT7-nTPx ¢ pGADT?7 (plasmideo sem inserto). Experimentos de interacdo proteica em
linhagens dipldides de levedura contendo os plasmideos pPGBKT7-nTPx ¢ pGADT7-Mec3 (C); pGBKT7-
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nTPx“"'* ¢ pGADT7-Mec3 (D); pGBKT7-nTPx e pGADT7-Dog?2 (E) e pGBKT7-nTPx“"'* ¢ pGADT7-
Dog2 (F).

Neste momento foram aventadas duas possibilidades: i) os resultados
poderiam ser produto de artefato metodologico ou ii) a interacdo entre nTPx e Mec3,
Gtsl, Pclle Dog2 ocorreria em um momento mais tardio do ciclo celular. Corroborando
com a segunda hipotese levantada, os trabalhos demonstram que nTPx ¢é requerida
principalmente na fase diduxica de crescimento da levedura (CHA e col., 2003) e
diversos estudos apontam que durante a fase respiratoria da levedura, sao produzidas
grandes quantidades de EROs em razdo da ativacdo da cadeia de transporte de elétrons.
De forma geral a maior quantidade de EROs ocasiona um aumento significativo da
peroxidagdo lipidica. Desta forma postulamos que a presenga de peroxidos de lipideos
poderia promover a interacdo entre nTPx e os supostos alvos bioldgicos. Cabe lembrar
que a interagdo entre cTPXIII e o fator de ativagdo transcricional Cadl, a qual ocorre
através de um dissulfeto misto, ¢ altamente dependente da presenca de peroxidos
organicos no interior da célula (IWAI e col., 2010). Tendo em vista o resultado para
essas interacoes foram realizados novos experimentos na presenca de perdxido
orgénico, no caso +-BOOH a uma concentragdo de 2mM.

Para tanto, previamente aos experimentos, foi testado se o peroxido
organico poderia influenciar positivamente ou negativamente os ensaios de duplo
hibrido. Para tanto foram utilizadas linhagens dipléides de levedura contendo os
plasmideos pGBKT7-p53 ou pGBKT7-T, e os resultados revelem que a adi¢ao de #-
BOOH ao meio seletivo ndo influenciou na interacdo do controle positivo. Como
controle negativo dos experimentos foi realizado um ensaio onde se utilizou como
“presa” os plasmideos pGBKT7-nTPx ou pGBKT7-nTPx“""** ¢ como “isca” foi
utilizado o plasmideo pGADT?7 sem inserto. Como pode se constatar pela figura 32 nao
houve a expressao do gene MEL1 quando se utiliza uma levedura diploide contendo o
plasmideo pGBKT7-nTPx ou pGBKT7-nTPx“""** ¢ o plasmideo pGADT7 sem a
presenga de inserto. Uma vez que ndo foram detectadas diferengas fenotipicas entre
células diploides contendo os plasmideos os plasmideos pGBKT7-n7Px ou pGBKT7-
nTPx“'"** e p)GADT7, nos experimentos subsequentes foi utilizada somente as linhagens

contendo plasmideos pGBKT7-nTPx e pGADT7.

73



Figura 32. Resultado dos controles negativos e positivos utilizados nos ensaios de duplo hibrido de
em meio seletivo contendo ~BOOH. A) representa o controle positivo do sistema Matchmaker Gold
Two-Hybrid System Clontech com células diplodes de S. cerevisiae obtido a partir do cruzamento de
linhagens monoploides contendo os plasmideos pGBKT7-p53 (2YHGold) e pPGADT7-T (Y187). Em B) e
C) sdo apresentados os controles negativos da ativagdo de MELI utilizando linhagens diploides de
levedura contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx e pGADT7 (plasmideo sem inserto). (B) e pGBKT7-
nTPx“""*S ¢ pGADT?7. (C). As leveduras foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu’/Trp/40pug/ml
X-a-gal /2mM de +-BOOH.

A figura 33 revela o resultado do experimento de duplo hibrido para

Cl128
com Mec3. Os resultados revelam

averiguacdo de interacdo entre nTPx ou nTPx
que ocorreu a degradagdo X-a-gal presente no meio de cultura, indicando a interagdo
entre n'TPx e Mec3, confirmando os dados da literatura de experimentos de larga escala
(Ito e col., 2001). Entretanto, ¢ possivel notar que a coloracdo azulada esta presente
somente em células superficiais, onde a fonte de carbono ¢ restrita e, portanto
acreditamos que a interagdo esteja ligada a entrada de S. cerevisiae na fase estaciondria.
Além disso, constata-se que a interacdo entre essas proteinas provavelmente ndo ocorre
através de interacdao dissulfeto (covalente), pois ndo se verificou diferenca nitida de

intensidade de coloragdo entre nTPx e nTPx“!''5.

B) o) \ D) (.

Figura 33. Resultado de ensaio de duplo hibrido para nTPx x Mec3. A) Controle positivo de
interagdo representada pela linhagem diploide de levedura contendo os plasmideos pGBKT7-p53 e
pGADT7-T. B) Controle negativo (linhagem diploide contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx e
pGADT?7). C) Linhagens dipldides de levedura contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx ¢ pGADT7-
Mec3. D) Linhagens diploides de levedura contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx“''** ¢ pGADT7-Mec3.
Apos o cruzamento e selecdo as leveduras foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu’/Trp/40pg/ml
X-a-gal /2mM de ~-BOOH.

Experimentos semelhantes utilizando nTPx com o “isca” e Dog2 como
, rev u ve di u . i ivi
“presa”, revelam uma leve diferenca nos resultados. Neste caso foi possivel detectar

leve interagao entre nTPx e Dog2, pois a quantidade de precipitado azul ¢ bastante baixa
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(pela degradacao de X-a-gal. Entretanto, ocorreu uma pequenadiferenca de intensidade
da coloragdo azul das colonias, indicando que neste caso pode estar ocorrendo uma
interacdo dissulfeto entre a Cysp de nTPx e uma das cisteinas de Dog2, pois quando se

utilizou o mutante nTPx!'?S

ocorreu uma pequena intensificagdo da coloracdo o que
indica que pode estar ocorrendo estabilizacdo do dissulfeto e formagdo de complexo
entre n'TPx e Dog2, o que tornaria a expressao do gene MEL1 constitutiva (Figura 34).
Levando em conta esta pequena diferenga novos experimentos serdo necessarios para
determinar se a interacdo de nTPx e Dog2 ocorre através da estabilizagdo de um

dissulfeto.

B)

Figura 34. Resultado dos ensaios de duplo hibrido para nTPx x Dog2. A) Controle positivo de
interacdo (linhagem diploide contendo plasmideos pGBKT7-p53 ¢ pGADT7-T. B) Controle negativo
(linhagem diploide contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx ¢ pGADT7). C) Linhagens diploides de
levedura contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx e pGADT7-Dog2. D) Linhagens dipldides de levedura
contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx“"'*S ¢ pGADT7-Dog2. Apos o cruzamento e selegio as leveduras
foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu’/Trp/40pg/ml X-a-gal /2mM de --BOOH.

Os experimentos de duplo hibrido para a avaliagdo de interagdes
protéicas entre nTPx e Gtsl também apresentou resultado positivo. Os resultados
obtidos para esta interacdo foram semelhantes aos obtidos para nTPx e Mec3, pois ndo
houve diferenca de intensidade na coloragio azul, quando se compara nTPx e nTPx“''*
(figura 35C e 35D, respectivamente) o que indica, novamente, que as interagdes entre

essas proteinas ndo ocorrem através de interagdes dissulfeto.

A) B) ‘

Figura 35. Resultado dos ensaios de duplo hibride para nTPx x Gtsl. A) Controle positivo de
interagdo (linhagem diploide contendo plasmideos pGBKT7-p53 ¢ pGADT7-7. B) Controle negativo
(linhagem diploide contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx ¢ pGADT7). C) Linhagens diploides de
levedura contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx ¢ pGADT7-Gts1. D) Linhagens dipléides de levedura
contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx“'"* ¢ pGADT7-Gts1. Apbs o cruzamento e sele¢io as leveduras
foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu/Trp/40ug/ml X-o-gal /2mM de ~-BOOH

75



Finalmente, os resultados obtidos para as interagdes entre nTPx e Pcll
revelam resultados bastante contrastantes aos obtidos para as demais interagdes
analisadas. Como pode ser visto na figura 35, os resultados de duplo hibrido nao
indicam nenhuma interagdo entre nTPx e Pcll, uma vez que ndo foi detectada
decomposicdo de X-a-gal independente da utilizagdo de nTPx (figura 36C) ou
nTPx“'"*® (figura 36D) como “presa”. De fato, a comparacio fenotipica indica que as
linhagens contendo os plasmideos apresentaram um fendtipo indistinguivel ao
apresentado pelo controle negativo de interagdo. Desta forma os resultados sdo
totalmente contrarios aos obtidos previamente em experimentos envolvendo
microarranjos de proteinas (PTACEK e col., 2005). Entretanto, a andlise efetuada por
Ptacek e col. (2005), utilizando microarranjos de proteina consistiu na fosforilagdo
prévia de Pcll, e de proteinas expressas em leveduras antes de sua fixacdo nos
microarranjos proteicos. Portanto, ¢ muito provavel que a ndo deteccdo de interagdes

tenha ocorrido por conta que Pcll fundida a Gal4, nao se apresentou fosforilada.

A) B) C) D) /

S

‘

Figura 36. Resultado dos ensaios de duplo hibride para nTPx x Pcll. A) Controle positivo de
interagdo (linhagem diploide contendo plasmideos pGBKT7-p53 ¢ pGADT7-7. B) Controle negativo
(linhagem diploide contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx ¢ pGADT7). C) Linhagens diploides de
levedura contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx e pGADT7-Pcli. D) Linhagens dipldides de levedura
contendo os plasmideos pGBKT7-nTPx“''** ¢ pGADT7-Pcll. Apos o cruzamento e selecio as leveduras
foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu/Trp/40pg/ml X-a-gal /2mM de --BOOH.

£ - gV

Outra possibilidade que deve ser levada em consideracio em
experimentos que utilizam a técnica de duplo hibrido e a possibilidade de mudancas
conformacionais na estrutura proteica. Essas mudancas podem ser ocasionadas pela
fusdo da proteina com o dominio de Gal4 e assim ha a possibilidade de ndo detec¢ao de
interagdes, pois quando ocorre a fusdo pode haver mudangas conformacionais que

culminam na perda de interacao.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este projeto de pesquisa teve como objetivos a avaliagdo de interacdes
protéicas, descritas previamente na literatura em estudos em escala protedmica, entre a
isoforma nuclear de tiorredoxina peroxidase (nTPx) e os fatores nucleares Mec3, Dog?2,
Gtsl e Pcll, os quais estdo envolvidos nos processos de crescimento celular e
silenciamento telomérico. Também foi objetivo deste estudo avaliar se as interagdes
poderiam ser efetuadas através de dissulfetos mistos com Cysp de nTPx, como descrito
previamente para outras isoformas de TPx de S. cerevisiae e S. pombe. Desta forma este
trabalho teve como objetivo um maior entendimento das relacdes entre nTPx e as
proteinas supracitadas e a formacgdo e deteccdo de dissulfetos mistos intramoleculares
poderia permitir estudos posteriores de determinagdo da estrutura de complexos
protéicos entre nTPx e os fatores nucleares Mec3, Dog2, Gtsl e Pcll por meio de
cristalografia de raios X. Para atingir estes objetivos foram seguidas duas frentes: 1) A

C1128

obtencdo do mutante nTPx e a clonagem, expressdo e purificagdo de nTPx (e

nTPx“"'*) ¢ Mec3, Dog2, Gtsl e Pcll, para avaliagio in vitro das interagdes; 2) Ensaios

Cl1128

de duplo hibrido utilizando como “presa” nTPx ou nTPx , para avaliar in vivo as

interagdes e se estas poderiam ser estabilizadas através de um dissulfeto misto quando
utilizada construgdes de nTPx“''%.

No que concerne aos ensaios envolvendo experimentos de duplo hibrido
os resultados para interagoes entre nTPx e Mec3, Dog2 e Gtsl, os resultados obtidos
neste trabalho estdo acordo com o descrito previamente na literatura em experimentos
de larga escala. No entanto nao foi verificada diferenca de intensidade da coloracdo das

A oq: 112
colonias quando se utilizou nTPx ou nTPx“''*®

, 0 que indica fortemente que as
interacdes entre nTPx e os alvos biologicos ndo ocorrem por meio de um dissulfeto
misto com a cisteina peroxidasica de nTPx. Somente a interagao entre nTPx e Pcll ndo
foi detectada pelo método de duplo hibrido, entretanto os dados da literatura revelam
que a interacao ¢ somente detectada quando Pcll se encontra fosforilada.

Com relacdo a expressao das proteinas Dog2, Pcll e Mec3 nao foi
possivel estabelecer condicdes de expressdao das proteinas. Os resultados obtidos

indicam que ndo ocorreu expressdo das proteinas de Mec3, Pcll e Dog2 nem mesmo na

fase insoluvel, o que indica que estas proteinas possam ser toxicas para as células. Em
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relacdo a Gts1, apos diversas abordagens, foi possivel a expressdo da proteina utilizando
a linhagem de E. coli BL21 (DE3) C43, entretanto esta proteina se mostrou bastante
instavel, sofrendo séria degradacdo durante os procedimentos de purificagdo por IMAC,
ndo permitindo também a realizagdo de ensaios de formacdo de complexos unidos por
dissulfetos mistos. No entanto, cabe salientar que a expressdo obtida neste trabalho
representa a primeira vez que Gtsl recombinante ¢ expressa e abre perspectivas para
uma expressao e purificacdo eficiente desta proteina.

Ainda neste sentido, acreditamos que uma das principais contribui¢des
deste estudo residiram na expressdo e purificacdo eficiente das proteinas nTPx e
nTPx“'"*® em E. coli BL21 DE3 C43 o qual permite sua futura utilizacdo na
determinag¢do de sua estrutura 3D. Cabe ressaltar que nTPx havia sido expressa e
purificada previamente em quantidades suficientes para a determinagdo de sua estrutura
cristalografica por outro grupo de pesquisa. Entretanto, a forma de nTPx utilizada na
determinagdo da estrutura foi de uma variante protéica que além de carrear

C107S/C112S
) era

substituicdes de ambas as cisteinas envolvidas no ciclo catalitico (nTPx
truncada e destituida dos primeiros 56 residuos N-terminais (CHOI e col., 2005), o que

torna as informacdes estruturais bastante restritas.
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