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1. RESUMO

Segundo o modelo actualmente aceite relativo a biogénese peroxissomal, a
importagdo de proteinas para a matriz do peroxissoma ¢ mediada por dois receptores
citosolicos, que reconhecem os sinais de enderegamento destas proteinas e efectuam o
seu transporte até ao peroxissoma. Este transporte ¢ seguido pela translocagdo das
proteinas peroxissomais através da membrana e pela reciclagem dos receptores livres
para o citosol, onde iniciam novos ciclos de transporte. Este processo de importagdo €
dependente, para além dos receptores, de uma complexa maquinaria de importagao
proteica que inclui diversas peroxinas (proteinas essenciais para a biogénese do
peroxissoma) associadas a membrana peroxissomal. Um dos componentes centrais
desta maquinaria ¢ a Pex 14p.

Neste trabalho foi caracterizada a topologia membranar da Pex14p através de
protease protection assays € técnicas de clivagem quimica. Os resultados obtidos
sugerem que: o dominio C-terminal desta peroxina (compreendido entre os
aminoacidos 130 a 377) esta localizado no lado citosélico da membrana peroxissomal;
o dominio constituido pelos primeiros 130 aminoacidos N-terminais apresenta o
principal (sendo o unico) dominio de associa¢do da Pex14p a membrana peroxissomal.

A anilise do coeficiente de sedimentagdo da Pex14p recombinante revelou que
esta proteina forma homopolimeros de estequiometria variada. O dominio envolvido
nesta interac¢do foi identificado por blot-overlay assays. Os dados obtidos sugerem que
este dominio esta localizado entre os aminoacidos 147-278 da Pex14p, uma regido que
contém um motivo coiled-coil putativo.

E unanimemente aceite que o processo de importagio proteica para o
peroxissoma requer hidrolise de ATP. No entanto, o(s) passo(s) onde este ATP ¢
consumido nunca foi(foram) determinado(s).

Utilizando um sistema de importagdo proteica peroxissomal in vitro foi possivel
demonstrar que a inser¢ao da Pex5p na membrana € um processo independente de ATP.,
Esta observacio, juntamente com resultados anteriores relativos a topologia membranar
da Pex5p peroxissomal, permitiu-nos propor que a translocagdo de proteinas através da
membrana peroxissomal tem como forga motriz o estabelecimento de interacgoes

proteina-proteina.
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2. ABSTRACT

According to the model described for peroxisomal biogenesis, the import of
proteins to the peroxisomal matrix is mediated by two cytosolic receptors, which
recognize their peroxisomal targeting signals and transport them to the peroxisome.
This event is followed by protein translocation across the peroxisomal membrane and
recycling of the free receptors to the cytosol, where they start new transport cycles.
The import mechanism depends on a complex protein machinery which includes
several peroxins (proteins that are essential to peroxisomal biogenesis) associated with
the peroxisomal membrane. One central component of this machinery is Pex14p.

In this work the membrane topology of Pex14p was characterised using a
combination of protease protection assays and chemical cleavage reactions. The data
obtained suggest that: the C-terminal domain of this peroxin (corresponding to amino
acid residues 130-377) is localised on the cytosolic side of the peroxisomal
membrane; the first 130 N-terminal amino acid residues contain the major (if not the
only) domain responsible for Pex14p membrane association.

The sedimentation analysis of recombinant Pex14p showed that this protein
forms homopolymers of variable stoichiometry. The domain involved in this
interaction was identified by blot-overlay assays. The data obtained suggest that this
domain corresponds to amino acid residues 147-278 of Pex14p, a region containing a
putative coiled-coil motif.

It is known for long that peroxisomal protein import is an ATP-dependent
process. However, the steps where this energy is needed have never been determined.

Using an in vitro peroxissomal import system it was concluded that the
association of Pex5p with peroxisomal membrane is independent on ATP hydrolysis.
This result and the data available on Pex5p membrane topology suggest that the
driving force for protein translocation across the peroxisomal membrane derives from

protein-protein interactions.
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Selon le model actuellement en vogue relativement a la biogénese du
péroxyssome, | 'importation des protéines vers la matrice péroxyssomelle est médiée par
deux récepteurs cytosoliques, qui reconaissent les signaux de transports de ces
protéines et éfectuent son transport jusqu'aux péroxyssomes. Ce transport est suivit de
la translocation des proteines péroxyssomelles a travers de sa membraine et du
recyclage des récepteurs libres vers le cytosol, ou s’inicient de nouveux cycles de
transport. Ce processus d’importation est dépendent d’une complexe machinerie
d’importation protéique qui inclut diverses péroxines (protéines essentiel a la biogénese
du péroxyssome) associées a la membraine péroxyssomelle. La Pex14p est 'un des
constituents central de cette machinerie.

Dans ce travail la topologie membranaire de la Pex14p a été caractérizé a travers
de protease protection assays et de techniques de clivage chimique. Les résultats
obtenus sugeérent que: le domaine C-terminal de cette peroxine (entre les acides aminés
130 a 377) se trouve localiser du coté cytosolique de la membraine péroxysomelle; le
domaine constitué¢ par les premiers 130 acides aminés N-terminaux est le principal
(peut-étre méme le seul) domaine de liaison de la Pexl4p a la membraine du
péroxyssome.

L’analyse du coé¢ficient de sédimentation de la Pex14p recombinante a révélé
que cette protéine forme des homopolymeéres de diverse stéchiométrie. Le domaine qui
participe dans cette intéraction a été identifié par blot-overlay assays. Les résultats
obtenus sugérent que ce domaine se trouve localiser entre les acides aminés 147-278 de
la Pex14p, une région qui contient le motif coiled-coil.

Le processus de transport des protéines vers le péroxyssome est dépendent de
I'hydrolyse de 1'"ATP. Néanmoins, les étapes ou cet ATP est consumé n’ont jamais été
déterminé.

A travers d'un sisttme d’import in vitro on a démontré que l'insertion de la
Pex5p dans la membraine du péroxyssome est um processus indépendent d"'ATP. Cette
observation, conjuguée avec les résultats relatifs a la topologie membranaire de la
Pex5Sp péroxissomelle, nous ont permis de postuler que la translocation des protéines a
travers la membraine du péroxyssome utilize come force motrice | établissement

d’intéractions protéines-protéines.
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ABC
AGCMs
ATP
ATPyS
ATPases AAA
BSA
CAT
cDNA
cG
CoA
DAB
DHAP
Dijp
Dlp
DNA
DTT
EDTA
GST
Hsp
IgGs
IRD
MOPS
mPTS

mRNA
NALD
PAGE
PAS
PBD
PBS
PCR
Pex
PK
PMP
PMSF
PNS
PTS
PTS1
PTS2
PTS3
RCDP
RE
RING
RNA
RT-PCR
SDS
SH3

ATP-binding cassete

Acidos gordos de cadeia média

Adenosina 5 -trifosfato

Adenosina 5’-(3-tiotrifosfato)

ATPases associadas a diversas actividades celulares
Albumina sérica bovina

Catalase

Acido desoxirribonucleico complementar

Grupo de complementagdo

Coenzima A

3,3’-diaminobenzidina

Dihidroxiacetona fosfato

Dnal-like protein

Dynamin-like protein

Acido desoxirribonucleico

Ditiotreitol

Acido etilenodiaminotetracético

Glutationa S-transferase

Heat shock protein

Imunoglobulinas G

Doenca Infantil de Refsum

Acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico

Sinal de enderegamento para o peroxissoma das proteinas de
membrana

Acido ribonucleico mensageiro
Adrenoleucodistrofia Neonatal

Electroforese em gel de poliacrilamida

Proteina A ligada a Sepharose

Doenga da Biogénese Peroxissomal

Tampao salino de fosfato

Polymerase chain reaction

Peroxina

Proteinase K

Proteina da membrana do peroxissoma

Fluoreto de fenilmetilsulfonilo

Sobrenadante pos-nuclear

Sinal de enderecamento para o peroxissoma

Sinal de enderegcamento para o peroxissoma de tipo 1
Sinal de enderecamento para o peroxissoma de tipo 2
Sinal de enderegamento para o peroxissoma de tipo 3
Condrodisplasia Rizomélica Punctata

Reticulo endoplasmatico

Really interesting new gene

Acido ribonucleico

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction
Dodecilsulfato de sodio

Src homology domain 3
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TCA
TPR
Tris
TX-100
UOX
X-ALD
WD-40

WT
ZS

Acido tricloroacético

Repeti¢ao tetratricopeptidica
Tris-(hidroximetil)-aminoetano

Triton X-100

Urato oxidase

Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X

Dominio de 40 aminoacidos que contém um motivo do tipo
triptofano-aspartato

Estirpe selvagem

Sindrome de Zellweger

11
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5.1. ESTRUTURA E FUNCAO DOS PEROXISSOMAS

Os peroxissomas constituem uma familia de organelos que se podem encontrar
em quase todas as células eucaridticas (Purdue e Lazarow 2001a).

Estruturalmente os peroxissomas sdo organelos circulares delimitados por uma
unica membrana ¢ com cerca de 0.1-1 pm de didmetro (Figura 5.1). Contudo, os
peroxissomas podem ainda apresentar formas tubulares e reticulares (Sacksteder e Gould

2000).

Figura 5.1. Observagao de peroxissomas através de microscopia electronica.
Fotografias de peroxissomas de uma estirpe selvagem (WT) de Yarrowia lipolytica (4) e de
figado de rato (B e C). (4) As células foram fixadas com KMnO, e processadas para
microscopia electronica. P, peroxissoma; M, mitocondria; N, nucleo. (B) Os peroxissomas
foram sujeitos a técnica de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) alcalina para detecgdo da actividade
peroxidativa da catalase (CAT). PO, peroxissoma. (C) Os peroxissomas foram sujeitos a técnica
do cério para detecgdo da actividade da urato oxidade (UOX). PO, peroxissoma. A, extraida de
Titorenko ef al. 1998 e B e C, extraidas de Fahimi e Baumgart 1999.

13
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A matriz (ou limen) peroxissomal tem um aspecto granular quando observada
por microscopia electronica e possui a maior parte das enzimas peroxissomais. Em
alguns organismos, esta matriz pode apresentar inclusdes cristalinas facilmente
identificadas por microscopia electronica (Purdue e Lazarow 2001a). No caso do figado de
rato, estas inclusdes sdo essencialmente constituidas pela enzima urato oxidase (ver
Figura 5.1 e Lazarow e Fujiki 1985).

O corpo de Woronin identificado no fungo Neurospora Crassa € uma classe
excepcional de peroxissomas que apresenta essencialmente uma fungdo estrutural. Este
organelo contém uma estrutura cristaloide hexagonal que parece ser responsavel pelo
fecho dos poros septais de hifas danificadas, evitando o derramamento do citoplasma
celular (Jedd e Chua 2000).

Os peroxissomas sio caracterizados por uma acentuada variabilidade funcional.
O seu tamanho, niimero, composicao proteica e fungdo bioquimica varia dependendo
do organismo, tipo celular e/ou condigdes ambientais. A B-oxidagdo de acidos gordos e
a decomposi¢do do peroxido de hidrogénio pela enzima catalase sdo as fungoes
peroxissomais mais conservadas ao longo da escala filogenética (Tabela 5.1 e Titorenko e

Rachunbinski 2001a).

Tabela 5.1. Fungdes metabdlicas dos peroxissomas.”
Leveduras
Biossintese: lisina
Degradagdo: aminoacidos, metanol, B-oxidagdo de acidos gordos, decomposi¢io de
peroxido de hidrogénio, ciclo do glioxilato
Fungos
Biossintese: penicilina
Degradacio: B-oxidagdo de acidos gordos, decomposigido de perdxido de hidrogénio, ciclo
do glioxilato
Plantas
Degradagao: purinas, algumas reacg¢des da fotorespiragdo (a conversdo do glicolato a glicina
e da serina a glicerato), P-oxidagdo de acidos gordos, decomposi¢io de perdxido de
hidrogénio, ciclo do glioxilato
Mamiferos
Biossintese: éter-fosfolipidos (plasmalogénios), colesterol, acidos biliares, acidos gordos
polinsaturados
Degradagao: aminoacidos, purinas, prostaglandinas, poliaminas, o-oxidagdo de acidos
gordos, B-oxidagao de acidos gordos, decomposigio de perdxido de hidrogénio

*Adaptada de Titorenko e Rachubinski 2001a.

Como os peroxissomas nio possuem DNA, todas as proteinas peroxissomais da

matriz e da membrana sdo codificadas por genes nucleares, sintetizadas em ribossomas

14
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livres no citosol e transportadas para o organelo através de uma complexa maquinaria
de importagao peroxissomal (Lazarow ¢ Fujiki 1985).

As proteinas essenciais para a biogénese dos peroxissomas denominam-se por
peroxinas ou pelo acronimo PexNp, em que N ¢ um nimero que esta relacionado com a
ordem da sua descoberta, e sdo codificadas pelos genes PEXN (Distel ef al. 1996).

Actualmente sdo conhecidas 33 peroxinas (Rottensteiner ef al. 2003, Tam er al. 2003,
Vizeacoumar ef al. 2003 ¢ 2004 ¢ Weller er al. 2003). Na grande maioria dos casos, estas
peroxinas foram identificadas pela primeira vez em eucariotas inferiores (como por
exemplo em Saccharomyces cerevisiae ¢ Pichia pastoris). O facto da B-oxidagdo de
acidos gordos ser um processo exclusivamente peroxissomal nestes organismos facilita
enormemente a selecgdo de mutantes deficientes na biogénese peroxissomal (Waterham e
Cregg 1997 e Faber et al. 2002). Buscas de homologia em bases de dados utilizando as
peroxinas destes organismos como “sondas” levaram a identificagdo da maior parte das
peroxinas dos eucariotas superiores. O éxito de tal estratégia ilustra o facto da
maquinaria da biogénese peroxissomal ter sido relativamente bem conservada ao longo
da escala filogenética (Sparkes e Baker 2002).

No Homem, mutagdes em pelo menos 12 destes genes dido origem as
denominadas doengas da Biogénese Peroxissomal (PBDs) (Weller et al. 2003), enfatizando
o papel dos peroxissomas na saude humana.

A Tabela 5.2 apresenta uma descri¢do sumaria de algumas das caracteristicas
das peroxinas até ao momento conhecidas. Os processos de crescimento e divisdo
peroxissomais sdo regulados por estas peroxinas. Contudo, os mecanismos moleculares

que estdo na base destes processos estdo ainda longe de ser conhecidos.
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Tabela 5.2. Descricio de algumas caracteristicas das peroxinas conhecidas.”

Peroxina | Dominio Interaccdes | Funcao proposta
funcional/Familia proteicas
proteica (Pexp)
Pex1p ATPase AAA 6 Importagdo de proteinas da matriz, fusdo de vesiculas
Pex2p Dominio RING de 10, 19 Translocagdo, reciclagem do receptor
ligagdo ao zinco
Pex3p 19 Importacdo de PMPs
Pexdp Ubiquitin- 22 Turnover da Pex18p/Pex21p
conjugating enzyme
Pex5p Dominios TPR ¢ 5,7,8,10, |lImportagdo de proteinas PTS1 (leveduras) ¢
repetigdes do tipo 12,13, 14 PTS1+PTS2 (mamiferos), receptor ciclico
WXXXF/Y
Pex6p ATPase AAA 1 Importagdo de proteinas da matriz, fusio de vesiculas
Pex7p Repetigdes WD-40 5L, 13,14, |Importagio de proteinas PTS2 (dependente da
18, 20, 21 interac¢do com a Pex5pL nos mamiferos), receptor
ciclico
Pex8p 5,20 Importagio de proteinas da matriz
Pex9p Importagao de proteinas da matriz
Pex10p | Dominio RING de 2,5,10, 12, | Translocagdo, reciclagem do receptor
ligagdo ao zinco 19
Pex11p” |Motivo dilisina (séna |11, 19,25, |Regulagio da abundancia peroxissomal, oxidagdo de
Pex11op) 27 AGCMs
Pex12p |Dominio RING de 5,10,19 Translocagdo, reciclagem do receptor
ligagdo ao zinco
Pex13p | Dominio SH3 5,7,14,19 | Docking dos receptores, reciclagem do receptor
Pex14p Motivo PXXP de 5,7,13, 14, | Docking dos receptores
ligagdo ao dominio 17,19
SH3
Pex15p Importagdo de proteinas da matriz; docking do
complexo Pex1p-Pex6p na membrana peroxissomal
(S. cerevisiae)
Pexl6p 19 Importagio de PMPs
Pex17p 14, 19 Importagio de proteinas da matriz
Pex18p 7 Importagio de proteinas PTS2 na S. cerevisiae
Pex19p Farnesilada 2,3,10, 11, |Receptor das PMPs, chaperone
12,13, 14,
16, 17,22
Pex20p 7,8.13, 14 | Importagdo de proteinas PTS2, oligomerizagdo e
importagdo da tiolase na Y. lipolytica
Pex21p 7,13, 14 Importagao de proteinas PTS2 na S. cerevisiae
Pex22p 4,19 Ancora da Pex4p na membrana, reciclagem do
receptor
Pex23p Importagdo de proteinas da matriz
Pex24p Importagfio de proteinas da matriz e PMPs
Pex25p 25,27 Regulagio da abundincia peroxissomal
Pex26p 6 Importagdo de proteinas da matriz, docking do
complexo Pex1p-Pex6p na membrana peroxissomal
(mamiferos)
Pex27p 227 Regulagdo da abundancia peroxissomal
Pex28p Regulagdo da abundéncia peroxissomal
Pex29p Regulagio da abundancia peroxissomal
Pex30p Regulacao da abundéncia peroxissomal
Pex31p Regulagdo da abundéncia peroxissomal
Pex32p Regulagdo da abundéncia peroxissomal
Djpl DnaJ-like protein Importagao de proteinas da matriz
Dip1 Dynamin-like protein Regulagio da abundéncia peroxissomal

*Adaptada de Purdue e Lazarow 2001a, Smith et al. 2002, Eckert e Erdmann 2003, Rottensteiner ef al.
2003, Tam ef al. 2003, Vizcacoumar et al. 2003 ¢ 2004 ¢ Weller ef al. 2003, *Nos mamiferos existem trés
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genes diferentes para a Pex11p: PEXI{o, PEX1IB e PEXI11y. As proteinas realgadas a negrito estdo
identificadas em mamiferos.

5.2. DOENCAS PEROXISSOMAIS
As doengas peroxissomais sdo divididas em dois grupos distintos: as doengas da

Biogénese Peroxissomal (PBDs) e as doengas relacionadas com alteragdes funcionais

apenas numa enzima peroxissomal (Tabela 5.3).

Tabela 5.3. Doengas peroxissomais.”

Deficiéncias enzimaticas numa tinica enzima Doengas da Biogénese
Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X Sindrome de Zellweger

Acil-CoA oxidase (pseudo-Adrenoleucodistrofia | Adrenoleucodistrofia Neonatal
Neonatal) Doenga de Refsum Infantil

Enzima multifuncional (enzima bifuncional) Condrodisplasia Rizomélica Punctata
Tiolase (pseudo-Zellweger) do tipo |

DHAP-acil transferase
Alquil-DHAP”" sintetase
Doenga de Refsum Adulta
Hiperoxaluria tipo |
Acatalassemia

Adaptada de Raymond 2001. "DHAP, Dihidroxiacetona fosfato.

As PBDs sdo definidas como um grupo de doengas autossdmicas recessivas
geneticamente heterogéneas podendo, no entanto, ser classificadas em dois espectros
distintos: o espectro Zellweger constituido pelos doentes com Sindrome de Zellweger
(ZS), a Doenga de Refsum Infantil (IRD) e Adrenoleucodistrofia Neonatal (NALD), e o
espectro RCDP do tipo I (doentes que apresentam Condrodisplasia Rizomélica Punctata
do tipo I) (Gould et al. 2001).

Estudos de complementagéo através de fusdo celular tornaram possivel a divisdo
dos doentes PBD em doze grupos de complementacio (CGs) e a identificagdo dos
genes mutados associados a cada CG (ver Tabela 5.4; Fujiki 2000 e Gould e Valle 2000).
Pelo menos doze genes estio relacionados com a biogénese dos peroxissomas
humanos.

A maior parte dos doentes PBD sdo deficientes na importagdo de proteinas
PTS1 e PTS2 para a matriz do peroxissoma, provocando alteragoes em diversas fungoes

peroxissomais. Estes doentes (dos CGs 1-4, 7-8, 10 e 13) conseguem importar proteinas
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da membrana do peroxissoma (PMPs) ¢ apresentam os denominados ghosts
peroxissomais. Estas estruturas correspondem a membranas peroxissomais vazias de
conteudo matricial que aparecem nas cé¢lulas destes doentes, normalmente em menor
nimero ¢ de tamanho superior aos peroxissomas normais. Uma pequena frac¢do dos
doentes com PBDs ¢ deficiente na importagdo quer de proteinas matriciais quer de
PMPs, nido apresentando qualquer tipo de estrutura peroxissomal (estes doentes

pertencem aos CGs 9, 12 e 14) (Weller ef al. 2003).

Tabela 5.4. Fenotipo e propor¢iao de doentes PBD, gene mutado e respectiva
localiza¢iio cromossomal de cada grupo de complementagio.”

CG Fenotipos % | Gene Localizagio
CGl ZS,NALD, IRD |57 | PEXI 7q21-q22
CG2 7S, NALD 1 PEX35 12pl13.3
CG3 ZS,NALD, IRD | 4 PEX]2 17q12
CG4 ZS, NALD 9 PEXG 6p21.1
CG7 ZS,NALD 2 PEXIO 1p36.32
CG8 ZS,NALD,IRD |4 PEX26 22ql1.1
CG9 78 <l | PEX16 11pll1.11
CGl10 | ZS,IRD 3 PEX2 8g21.11
CGl1 | RCDP 17 | PEX7 6q21-q22.2
CcG12 | 7S 1 PEX3 6q23-q24
CG13 | ZS5,NALD | PEXI13 2pl4-pl6
CGl4 | ZS <1 | PEXI9 1g22

*Adaptada de Moser 1999, Fujiki 2000, Gould et al. 2001, Titorenko e Rachubinski 2001a ¢ Weller et al.
2003. CG, grupo de complementagdo, ZS, Sindrome de Zellweger, NALD, Adrenoleucodistrofia
Neonatal ¢ IRD, Doenga de Refsum Infantil.

Os doentes RCDP do tipo | pertencem apenas a um CG (CG 11) com defeitos
no gene PEX7 que se traduzem no ndo enderegamento de enzimas contendo a sequéncia
PTS2 para o peroxissoma (Gould et al. 2001).

As doengas peroxissomais com alteragoes funcionais numa Unica enzima sdo
explicadas pela ocorréncia de mutagdes num Unico gene que vdo comprometer a
actividade e/ou a localizagio da proteina correspondente (i.e., s6 uma fungdo
metabdlica vai estar afectada). Este grupo € dominado pelos doentes com
Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X (X-ALD), a doenga peroxissomal de
maior incidéncia (Raymond 2001). A X-ALD resulta de mutagdes num gene que codifica

um transportador peroxissomal de fungdo desconhecida (Mosser ef al. 1993 ¢ 1994).
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5.3. MODELOS ACTUAIS DE BIOGENESE PEROXISSOMAL

O primeiro modelo elaborado para explicar a biogénese peroxissomal foi
proposto por Lazarow e Fujiki em 1985. Este modelo (conhecido por modelo de
“crescimento e divisdo”) defende que as proteinas peroxissomais sdo transportadas apos
a sua tradugdo para peroxissomas pré-existentes. Deste processo resulta o crescimento
dos peroxissomas os quais sofrem posteriormente um processo de divisdo dando origem
a peroxissomas novos. Esta teoria implicava que os peroxissomas nunca se formavam
de novo.

Recentemente, dois modelos de biogénese peroxissomal foram propostos com
base em observacdes realizadas em leveduras e mamiferos: o primeiro modelo coloca a
hipotese de formagdo de peroxissomas maduros através de fusio de vesiculas
precursoras peroxissomais; o segundo modelo sugere que os peroxissomas se formam
de novo a partir de vesiculas de origem desconhecida (Titorenko e Rachubinski 2001a).

O modelo de fusdo de vesiculas emergiu apds a detecgdo de diversas formas
precursoras peroxissomais em Y. lipolytica (ver Figura 5.2) (Titorenko ¢ Rachubinski
2001b). Segundo estes autores, dois precursores peroxissomais P1 e P2 (que sdo sujeitos
a importagdo selectiva de proteinas matriciais ¢ ja contém algumas das PMPs
encontradas nos peroxissomas maduros) sofrem fusdo e dao origem a um peroxissoma
P3 maior ¢ mais denso. A conversdo posterior de P3 até ao peroxissoma maduro P6
envolve outros intermediarios sucessivos, para os quais vdo sendo importados
fosfolipidos ¢ um nimero limitado de proteinas matriciais até a formac¢ao final de um
peroxissoma maduro que ¢ distinto, mais denso e maior que todos 0s seus precursores.

A caracterizagdo de cé¢lulas de doentes pertencentes aos CGs 9, 12 e 14 esteve
na origem do modelo de formagdo de peroxissomas de novo. Como ja referido, as
células destes doentes ndo contém ghosts peroxissomais ou qualquer outro tipo de
estrutura peroxissomal. No entanto, quando estas células sdo transfectadas com o
cDNA codificante da versdao normal da peroxina em falta, surgem peroxissomas em
nimero e tamanho normal (Gould ¢ Valle 2000). Assim, estes resultados parecem indicar
que a formagdo dos peroxissomas ¢ independente de estruturas peroxissomais pré-
existentes.

As varias etapas que constituem este segundo modelo sdo apresentadas na
Figura 5.3. Inicialmente, supde-se o aparecimento de uma vesicula membranar (de

origem desconhecida) por acgdo das peroxinas Pex3p e Pex16p. De seguida, ocorre a
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importagio de outras PMPs para esta membrana. Desta forma, esta membrana passa a
estar competente para a importagdo de proteinas da matriz peroxissomal originando
peroxissomas maduros. Este modelo prevé ainda a ocorréncia de divisdo mediada pela
Pex11p de acordo com o modelo classico de “crescimento e divisdo” de Lazarow e
Fujiki (1985). Neste caso, esta via dependente da Pex11p (e também da Pex3p, Pex16p e
Pex19p) ¢ responsavel pela formagdo de peroxissomas novos a partir de peroxissomas

ja existentes (Sacksteder e Gould 2000).

Primin
Precu_rsor 4 i ' o
peroxissomal Pex1p Importagdo de proteinas matriciais

distintas ¢ de fosfolipidos

Docking @ Fusio
Pex1p @

Precursor M
peroxissomal Pex1p,

Pex6p

Peroxissoma
maduro

Figura 5.2. Modelo de biogénese peroxissomal baseado na fusdo de vesiculas
(adaptada de Titorenko e Rachubinski 2001a).

Na levedura Y. lipolytica, 6 sub-formas peroxissomais, denominadas P1-6, estdo organizadas
num processo de biogénese que culmina na formagao de peroxissomas maduros (P6). A fusao
dos precursores peroxissomais Pl e P2 resulta na formagdo do intermediario P3 que ¢
dependente das peroxinas Pexlp e Pex6p e inclui eventos de priming, docking e fusdo. A
maturagio do intermediario P3 até ao peroxissoma maduro P6 engloba a importagio selectiva
de proteinas para a matriz e também de fosfolipidos.

Recentemente, a formagao de peroxissomas de novo foi posta em causa com a
deteccdo de ghosts peroxissomais em alguns mutantes pex3 e pex/9 (Faber et al. 1998,
Snyder ef al. 1999a, Lambkin ¢ Rachubinski 2001 e Hazra et al. 2002). Tais observagoes sugerem
que algumas das técnicas anteriormente utilizadas na analise destes mutantes ndo
apresentam a sensibilidade adequada para identificar estas estruturas peroxissomais

(Hazra et al. 2002).
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Divisdo peroxissomal
mediada pela Pex11p

r————————

Peroxissoma
maduro

Divisdo peroxissomal
mediada pela PexI1p

———l

Peroxissoma
competente para a
importagdo de
proteinas matriciais

1 Importagdo de outras proteinas
mediada pela Pex19p

Peroxissoma
competente para a
importagao de
PMPs

Importagdo da
Pex3p e da Pex16p
Vesicula Pr¢-
peroxissomal

Figura 5.3. Modelo de biogénese peroxissomal na auséncia de peroxissomas pré-
existentes (adaptada de Sacksteder e Gould 2000).

Apés a importagio de Pex3p e Pexl6p para vesiculas pré-peroxissomais formam-se
peroxissomas competentes para a importagdo de outras PMPs mediada pela peroxina Pex19p.
Este evento ¢ seguido pela importagdo de proteinas para a matriz que termina na formagéo de
peroxissomas maduros. A importagio da peroxina Pex11p permite que estas estruturas sofram
divisdo peroxissomal.

5.4. BIOGENESE DA MEMBRANA PEROXISSOMAL

O primeiro passo dos dois modelos atrdas descritos para a biogénese
peroxissomal corresponde 4 importagio de um numero limitado de peroxinas para
membranas precursoras, que vAo posteriormente originar o primeiro intermediario
peroxissomal para onde vdo ser importadas as restantes proteinas peroxissomais. Duas
hipoteses foram formuladas para explicar a origem destas membranas precursoras. Uma
das hipdteses sugere o reticulo endoplasmatico (RE) como elemento precursor destas
membranas. A segunda hipotese propde a existéncia destas membranas no citosol para
onde sio importadas as proteinas peroxissomais e termina com a formagdo de

peroxissomas maduros (Titorenko e Rachubinski 2001a ¢ Lazarow 2003).
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De acordo com a primeira hipotese, o RE funciona como dador directo de
lipidos membranares e de algumas proteinas peroxissomais (Kunau e Erdmann 1998,
Titorenko e Rachubinski 1998a e Lazarow 2003).

Dados que parecem suportar esta contribuigdo do RE para a biogénese
peroxissomal derivaram de experiéncias que sugerem a acumulacio de algumas
peroxinas no RE em determinadas condigdes experimentais, tais como: em situagdes de
sobreexpressdo (Elgersma et al. 1997), quando as células foram crescidas na presenga de
Brefeldina A (uma toxina fingica que previne a formagdo de vesiculas derivadas do
RE) (Salomons et al. 1997) ou em mutantes deficientes na secre¢do de proteinas a partir do
RE (Titorenko et al. 1997 e Titorenko e Rachubinski 1998b).

Adicionalmente foi proposta a existéncia de um sinal de enderecamento para o
RE nos primeiros 16 aminodcidos N-terminais da Pex3p de Hansenula polymorpha
(Baerends ef al. 1996).

Finalmente, Passreiter et al. (1998) propuseram que o0s peroxissomas tém a
capacidade de interactuar com factores envolvidos nos processos de transporte mediado
por vesiculas.

Contudo, os resultados obtidos em células de mamifero nido apoiam este modelo
de participagdao do RE na biogénese da membrana peroxissomal. De facto, experiéncias
de importagdo de PMPs em fibroblastos humanos mostraram que o endere¢amento
peroxissomal da Pex2p, Pex3p e Pex16p ndo é afectado por inibidores do trafego de
vesiculas (South et al. 2000 e Voorn-Brouwer et al. 2001).

Por outro lado, foi mostrado que alguns dos resultados referidos anteriormente
derivam de artefactos provocados pela sobreexpressdo das proteinas ou da truncagem
das proteinas estudadas (Lazarow 2003).

O segundo modelo de biogénese peroxissomal bascado na existéneia de
mutantes com total incapacidade para importar PMPs (i.e., sem ghosts peroxissomais) e
no modelo classico de Lazarow ¢ Fujiki (1985) descreve a formagao de peroxissomas de
novo apoOs a expressio dos genes PEX3, PEX16 ¢ PEXI9 nas células deficientes
(Sacksteder ¢ Gould 2000). Segundo este modelo, os precursores destes peroxissomas
“novos” podem corresponder a vesiculas membranares “pré-peroxissomais” ja
existentes no citosol das células, para as quais sdo importadas inicialmente um nimero

limitado de peroxinas, mas cuja origem nao ¢ conhecida.
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5.4.1. Peroxinas envolvidas na biogénese da membrana peroxissomal

A auséncia singular de ghosts peroxissomais nos mutantes pex3, pexl6 e pexl9
(contrariamente aos mutantes das outras peroxinas conhecidas) ¢ o principal indicador
da participagdo de, pelo menos, estas peroxinas nos eventos iniciais do processo de
biogénese da membrana peroxissomal.

O papel da Pex3p e da Pex19p na biogénese peroxissomal foi pela primeira vez
demonstrado a partir do estudo cinético do aparecimento de peroxissomas novos apos
expressdo de Pex3p e Pex19p de mamiferos nos mutantes respectivos. Esta analise
mostrou a formagdo de vesiculas membranares contendo PMPs (como a Pex3p e a
PMP70), seguida da importa¢do de proteinas da matriz (Matsuzono ef al. 1999 e Ghaedi et al.
2000), o que indicou que a Pex3p e a Pex19p podem actuar nos passos iniciais da
biogénese peroxissomal como factores necessarios para a importagdo de PMPs ou a
para a formacdo de vesiculas membranares.

Estudos de interacgdo entre estas duas proteinas sugeriram que a Pex3p pode
funcionar como uma ancora membranar para a Pex19p (Muntau er al. 2003). In vivo, esta
populagdo de Pex19p peroxissomal corresponde a cerca de 5% da Pex19p total,
enquanto que os restantes 95% se localizam no citosol (Gétte ef al. 1998 e Sacksteder ef al.
2000). Por outro lado, a inser¢do da Pex3p na membrana ndo € dependente da Pex19p,
uma vez que esta peroxina ¢ encontrada nos ghosts peroxissomais dos mutantes pex/ 94
de P. pastoris (Snyder et al. 1999a).

O papel da Pex19p na importagdo de PMPs para a membrana foi revelado por
experiéncias de two-hybrid ¢ de imunoprecipitagdo, blot-overlay assays e experiéncias
nas quais a Pex19p era propositadamente enderecada para o nicleo. No seu conjunto,
estes trabalhos mostraram que a Pex19p tem a capacidade de interactuar com varias

PMPs (incluindo a Pex3p e a Pex16p) (Snyder et al. 1999a ¢ b e 2000, Soukopova ef al. 1999,
Ghaedi er al. 2000, Gloeckner et al. 2000, Sacksteder et al. 2000, Muntau et a/. 2000 e 2003, Fransen et
al. 2001, Jones et al. 2001 e 2004, Brosius et al. 2002 ¢ Mayerhofer e/ al. 2002), € que alguns dos

sinais de endere¢amento para a membrana do peroxissoma (mPTSs) sdo também
dominios de ligagdo a Pex19p (Sacksteder ef al. 2000, Jones ef al. 2001 e 2004 e Brosius ef al.
2002). Foi assim proposto que a Pex19p pode funcionar como uma proteina de ligagio
as PMPs, que transita entre o citosol e a membrana peroxissomal, actuando como
chaperone ou como receptor das PMPs (Sacksteder ef al. 2000, Snyder et al. 2000, Fransen ef al.

2001 e Jones et al. 2001 e 2004).
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Contudo, Fransen ef al. (2001) demonstraram que no caso da Pex3p, da Pex12p e
da Pex13p, os mPTSs e os dominios de ligagdo a Pex19p sdo diferentes.
Adicionalmente, Snyder ef al. (2000) observaram que a interacgdo Pex19p-PMPs ocorre
nos peroxissomas, € ndo no citosol. Estes dois resultados apoiam a hipotese da Pex19p
funcionar apenas como chaperone das PMPs.

O aparecimento de peroxissomas antes inexistentes apés a expressdo da
HsPex16p em fibroblastos de doentes ZS com mutagdes no gene PEX16 levou South ¢
Gould (1999) a sugerir que esta peroxina € o primeiro factor a ser importado para
estruturas peroxissomais pré-existentes, transformando-as em peroxissomas nascentes,
para onde vio ser importadas outras PMPs ¢ proteinas matriciais at¢ a formagéo de

peroxissomas maduros.

5.5. IMPORTACAO DE PROTEINAS PARA O PEROXISSOMA

5.5.1. Importagio de proteinas para a matriz

5.5.1.1. Sinais de enderecamento e receptores peroxissomais

O transporte de proteinas para a matriz peroxissomal envolve o reconhecimento
dos seus sinais de enderecamento para o peroxissoma (PTS) por receptores citosolicos
(Subramani ef al. 2000).

Mais de 90% das proteinas matriciais conhecidas possui um sinal de
enderegamento para o peroxissoma denominado PTS1. O PTS1 consiste num tripeptido
C-terminal com a sequéncia S-K-L (ou variante) (Gould e Valle 2000). As enzimas acil-
CoA oxidase de rato (Miyazawa ef al. 1989) e catalase humana (Purdue ef al. 1996) sdo
exemplos de proteinas com PTS1.

Uma pequena fracgdo de proteinas destinadas a matriz do peroxissoma contém
um sinal de enderecamento do tipo 2 (PTS2) existente no dominio N-terminal € com a
sequéncia consensus (R/K)-(L/V/T)-X5-(Q/H)-(L/A) (Purdue e Lazarow 2001a). Esta
sequéncia foi pela primeira vez identificada na tiolase de rato (Swinkels e al. 1991).

Estes dois sinais de enderecamento peroxissomal vdo ser reconhecidos no
citosol por dois receptores, denominados Pex5p e Pex7p, responsaveis pela importagao

das proteinas PTS1 e PTS2, respectivamente (Sparkes e Baker 2002 ¢ Eckert ¢ Erdmann 2003).
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Alguns estudos tornaram evidente o transporte de algumas proteinas matriciais
para o peroxissoma a custa de PTSs internos (denominados PTS3) via Pex5p, como ¢ o
caso da catalase A de S. cerevisiae (Kragler et al. 1993). Por outro lado, foi ainda
demonstrado que algumas proteinas sem uma sequéncia PTS podem ser enderegadas
para o peroxissoma através da formagfo de complexos oligoméricos com proteinas

PTS1 (Glover et al. 1994 ¢ McNew e Goodman 1994).

5.5.1.2. Modelos actuais de importagio matricial

O modelo actualmente aceite para explicar a importagdo de proteinas para a
matriz peroxissomal foi denominado “shuttle model”, ¢ considera que o receptor
efectua miltiplos ciclos de transporte de proteinas matriciais do citosol para o
peroxissoma (Kunau 2001). Segundo este modelo, as proteinas matriciais peroxissomais
sdo sintetizadas em ribossomas livres no citoplasma e reconhecidas pelos receptores
respectivos: as proteinas PTS1 ligam-se ao receptor Pex5p, enquanto que as proteinas
PTS2 interactuam com a Pex7p. Os dois receptores transportam as proteinas at¢ ao
peroxissoma, efectuando o docking na membrana peroxissomal através de um
complexo membranar envolvendo a Pex13p, a Pexl4p e a Pex17p. Este complexo
desloca o complexo receptor-proteina PTS para o complexo de translocagdo (que inclui
pelo menos as peroxinas Pex2p, Pex10p e Pex12p). A translocagio das proteinas para a
matriz segue-se a reciclagem dos receptores livres para o citosol por acgdo das
peroxinas Pex4p e Pex22p e, possivelmente, também da Pex1p e da Pex6p (Sacksteder e
Gould 2000). Este modelo teve, principalmente, como base a localizagdo subcelular dupla
dos receptores entre o citosol e a membrana peroxissomal em mutantes em diferentes
peroxinas (Purdue e Lazarow 2001a, Eckert e Erdmann 2003 ¢ Weller et al. 2003).

Recentemente, o isolamento de complexos proteicos membranares envolvendo a
Pex5p, a Pex14p e as peroxinas envolvidas na translocagio sugeriu a ocorréncia dos
eventos de docking e translocagdo num complexo membranar Gnico constituido pelas
varias peroxinas envolvidas nestes eventos (Albertini er al. 2001, Reguenga er al. 2001 e Agne
et al. 2003). Desta forma, o modelo de importagdo peroxissomal pode ser representado
pelo esquema da Figura 5.4.

Uma segunda versio mais elaborada deste modelo foi proposta apos a detecgdo
dos receptores na matriz peroxissomal. Neste caso, o “extended shutile model”

considera que o receptor também ¢é translocado juntamente com a proteina para o limen
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do peroxissoma (Kunau 2001). A evidéncia experimental que suporta a existéncia de uma
pequena fracgdo dos receptores na matriz peroxissomal €, consequentemente, este

modelo é, no entanto, discutivel (van der Klei et al. 1995).

1. Ligagdo receptor-proteinas PTS

PTSI1 I>i Pex5p 2 Pexsp
PTS? I> E PexTp E e

2. Transporte para o
peroxissoma

4. Dissociagdo e

3. Docking do reciclagem do
receptor e receptor
translocagdo

Citosol

Matriz

Figura 5.4. Um modelo para a importacido de proteinas para a matriz do
peroxissoma (adaptada de Sacksteder e Gould 2000).

As proteinas peroxissomais sio reconhecidas pelo receptor das proteinas PTS1 (Pex5p) ou das
proteinas PTS2 (Pex7p) no citosol. Os complexos formados entre o receptor e a proteina PTS
sdo enderecados para a membrana peroxissomal, onde ocorre o docking atraves da interacgdo
com o complexo de docking e/ou translocagdo aparentemente constituido pela Pex2p, Pex10p,
Pex12p, Pex14p (que corresponde ao primeiro local de docking) e Pex17p. A peroxina Pex13p
pode também estar envolvida nestes eventos através da interacgdo com este complexo. A
dissociagdo dos receptores da proteina PTS durante o evento de translocagdo ¢ seguida pela
reciclagem dos receptores livres para o citosol mediada pelas peroxinas Pex1p, Pex4p, Pex6p,
Pex8p e Pex22p.

5.5.1.3. Pex5p, o receptor das proteinas PTS1

A peroxina Pex5p € o receptor da maioria das proteinas matriciais
peroxissomais que contém a sequéncia PTS1, e ja foi identificada nas mais variadas
espécies, desde os mamiferos até aos fungos (Purdue e Lazarow 2001a).

Relativamente 4 sua localizagdo subcelular, a Pex5p ¢ uma proteina
maioritariamente citosolica sendo possivel, no entanto, detectar uma pequena fracg¢ao

desta peroxina em associagdo com 0s peroxissomas (Dodt ef al. 1995, van der Klei ef al. 1995,
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Dodt e Gould 1996, Elgersma ef al. 1996, Gould et al. 1996, de Walque et al. 1999, Jardim ef al. 2000 e
Harano et al. 2001).

O dominio de ligagao da Pex5p as proteinas PTS1 & constituido por sete
repeticdes tetratricopeptidicas (TPRs) de 34 aminoacidos degenerados e estd localizado
na extremidade C-terminal do receptor (Dodt e al. 2001). Mas existem excepgoes a esta
“regra” como ¢ o caso da acil-CoA de S. cerevisiae, cuja importagdo para o
peroxissoma ¢ mediada através da interac¢do entre um dominio interno desta enzima ¢
uma regido no dominio N-terminal da Pex5p sem quaisquer motivos TPR (Klein er al.
2002).

A determinagdo da constante de dissociacdo da interac¢ao Pex5Sp-proteina PTSI
resultou em valores inferiores a 100 nM no Homem, nos Tripanossomas € na
Leishmania (de Walque et al. 1999, Gatto ef al. 2000, Jardim et al. 2000 ¢ Harper ef al. 2003), ou
igual a 500 nM nas leveduras (Terlecky et al. 1995).

A cristalizagdo de um complexo envolvendo o dominio C-terminal da Pex5p
humana (que inclui os motivos TPRs) ¢ um pentapéptido contendo uma sequéncia
PTS1 permitiu determinar os elementos estruturais envolvidos nesta interacgdo (Gatto et
al. 2000). A analise dos resultados obtidos mostrou que este dominio da PexSp ¢
formado por dois grupos de trés motivos TPRs (o primeiro grupo formado pelos TPRs
1-3 e o segundo grupo formado pelos TPRs 5-7) ligados pelo TPR4, que apresenta uma
conformagdo distinta dos anteriores. A sequéncia PTS1 liga-se a uma cavidade
existente no meio destes dois grupos de TPRs (Gatto et al. 2000).

Harano et al. (2001) sugeriram que a liga¢do da Hsp70 ao C-terminal da Pex5p
regula a interac¢do entre a Pex5p e as proteinas PTS1. Recentemente, esta hipotese foi
contrariada por outros autores que, apos o estudo da interaccdo entre a Pex5p
recombinante ¢ um péptido PTS1, concluiram que a afinidade da Pex5 para o péptido
PTS1 ndo ¢ influenciada pela Hsp70 ou pela Pex12p (uma proteina que também
interactua com o dominio C-terminal da Pex5p) e que a Hsp70 actua nas proteinas
PTSI1 sintetizadas de novo, aumentando a acessibilidade da sequéncia PTS1 a Pex5p
{Harper ef al. 2003).

Em mamiferos, o gene codificante da Pex5p da origem a duas isoformas da
proteina por um processo de splicing alternativo: a Pex5pS, uma forma mais pequena e
uma forma maior denominada PexSpL, com 37 aminoacidos adicionais, que sdo
codificados pelo exdo 8 do gene humano e correspondem aos aminoacidos 215-251

desta peroxina (Braverman et al. 1998 e Otera et al. 1998). Esta sequéncia adicional possui
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parte do dominio responsavel (aminoacidos 191-222) pela ligagao da Pex5pL a Pex7p,
o receptor das proteinas matriciais peroxissomais contendo a sequéncia PTS2 (Dodt er al.
2001 e Otera ef al. 2002). De facto, os aminoacidos 1-243 da Pex5pL sdo necessarios ¢
suficientes para repor a importagao de proteinas PTS2 em células humanas sem Pex5p
(mas ndo sdo suficientes para permitir a importagdo de proteinas PTS1) (Dodt et al. 2001 ¢
Otera et al. 2002). Estes resultados vieram fornecer a explicagdo para alguns estudos mais
antigos nos quais tinha sido observado que alguns mutantes pex5 apresentavam defeitos
nio s6 na importagdo de proteinas PTS1 como também de proteinas PTS2 (Dodt et al.
1995, Braverman et al. 1998, Otera ef al. 1998 e Matsumura ef al. 2000).

A interac¢do da Pex5pL com a Pex7p ¢, assim, necessaria para o docking do
complexo Pex7p-proteina PTS2 na membrana peroxissomal (Otera et al. 2000 ¢ 2002).
Desta forma, a Pex7p podera ser perspectivada como uma proteina “adaptadora”
aumentando o numero de sinais de enderegamento reconhecidos pela PexSp (Weller et al.
2003).

A extremidade N-terminal da PexS5p contém seis (na Pex5pS) ou sete (na
Pex5pl) repetigdes pentapeptidicas diaromaticas do tipo WXXXI/Y, que estdo
envolvidas na ligagdio da PexSp as peroxinas Pex13p e Pexl4p na membrana
peroxissomal (Otera ef al. 2002).

A interacgao directa verificada entre a PexSp e a Pex14p nos humanos envolve
os aminoacidos 1-298 do receptor e os primeiros 78 aminoacidos N-terminais da
Pex14p e apresenta uma constante de dissociagdo que ndo excede os 10 nM (Schliebs er
al. 1999). O isolamento e a caracterizacdo de complexos membranares envolvendo a
Pex5p e a Pexl4p nos mamiferos permitiram a determinagdo de uma razdo
Pex5p:Pex14p de 1:5-7 (Schliebs er al. 1999, Gouveia et al. 2000 e Reguenga et al. 2001). Estes
valores sdo concordantes com a multivaléncia existente na ligacdo Pex5p-Pex14p,
porque cada um dos sete dominios WXXXF/Y da Pex5p pode ligar-se separadamente a
Pex14p com elevada afinidade (Saidowsky ef al. 2001).

A interaccdo entre a Pex5p e a Pex13p envolve um motivo SH3 (Src homology
domain 3) existente no C-terminal da Pex13p. Geralmente, as proteinas possuidoras
deste dominio estabelecem interacgoes com sequéncias do tipo PXXP de outras
proteinas (Mayer 2001). Pelo contrario, a interac¢do da Pex5p a Pex13p ndo ¢ feita por
um sequéncia do tipo PXXP, mas antes por uma sequéncia constituida por dominios do
tipo WXXXF/Y existentes nos aminoacidos 100-213 da PpPex5p (Urquhart er al. 2000) e

203-227 da ScPex5p (Barnett et al. 2000 e Bottger et al. 2000). Em mamiferos, esta ligagio
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parece ser estabelecida entre o dominio N-terminal da Pex13p e os dominios 2-4 do
tipo WXXXF/Y da Pex5p humana (Otera et al. 2002).

Os primeiros 213 aminoacidos N-terminais da Pex5p sdo suficientes para
enderegar este receptor para o peroxissoma, e parecem ainda ser responsaveis pela sua
homotetramerizacdo (Schliebs et al. 1999, Dodt ef al. 2001 e Gould e Collins 2002).

Além da Pex13p e da Pex14p, a Pex5p estabelece ainda interac¢des com outras
peroxinas membranares, nomeadamente com a Pex10p e a Pex12p (através do dominio
C-terminal da Pex5p) (Chang er al. 1999 ¢ Okumoto ef al. 2000) € uma peroxina associada ao
lado matricial da membrana do peroxissoma, a Pex8p, uma proteina conhecida apenas

em eucariotas inferiores (Rehling et al. 2000).

5.5.1.4. Pex7p, o receptor das proteinas PTS2

A Pex7p ¢ o receptor das proteinas peroxissomais PTS2 e ¢ constituida por sete
repeticoes do tipo WD-40 (dominios de aproximadamente 40 aminodcidos com um
motivo central triptofano-aspartato) (Purdue ¢ Lazarow 2001a).

A semelhanca da Pex5p, a Pex7p apresenta uma localizagdo subcelular dupla
distribuida pelo citosol e pela membrana do peroxissoma, embora também tenha sido
sugerida a sua presenga apenas na matriz do peroxissoma (Marzioch et al. 1994, Zhang ¢
Lazarow 1996 ¢ Elgersma et al. 1998). Estas observagdes permitem sugerir o mesmo modelo
de importagao para os dois receptores peroxissomais.

A importagdo de proteinas PTS2 ¢ independente da Pex5p nas leveduras, porque
a forma Pex5pL ndo existe nestes organismos. Neste caso, o endere¢amento da Pex7p
para o peroxissoma parece ser mediado pelas peroxinas PexI8p ¢ Pex2lp em S.
cerevisiae ¢ Pex20p em N. crassa e Y. lipolytica. A ligagdo destas peroxinas a Pex7p €
feita por um dominio semelhante a parte do dominio envolvido na interac¢do Pex5pL-
Pex7p (compreendido entre os aminoacidos 209-229 da Pex5SpL) (Dodt et al. 2001,
Einwachter et al. 2001, Otera et al. 2002 e Sichting et al. 2003). Purdue ef al. (1998) verificaram
que a ScPex18p e a ScPex2lp apresentam uma redundédncia funcional parcial na
importagdo de proteinas PTS2: a auséncia de cada um destes genes tem efeitos
modestos na importagdo destas proteinas. Pelo contrdrio, este processo ¢€
completamente inibido na auséncia dos dois genes, sem nunca se afectar a importagao

de proteinas PTS].
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A Pex13p e Pex14p estdo ainda incluidas na lista de peroxinas que se ligam a
Pex7p de eucariotas inferiores (Albertini e al. 1997, Brocard ef al. 1997 e Girzalsky ef al. 1999),

mas os dominios envolvidos nestas interaccdes ainda nio sio conhecidos.

3.3.1.5. O evento de docking na membrana peroxissomal

Como os receptores peroxissomais sio proteinas soliveis, a importacio dos
complexos receptores-proteinas PTS implica a ocorréncia de um passo de docking na
membrana peroxissomal. Este papel parece ser desempenhado por um complexo de
docking localizado na membrana peroxissomal que inclui, pelo menos, as peroxinas
Pex13p e Pex14p (Hettema er al. 1999, Holroyd ¢ Erdmann 2001, Titorenko e Rachubinski 2001a,
Sparkes e Baker 2002 ¢ Eckert € Erdmann 2003).

A vparticipagdo da Pexl4p neste evento foi proposta inicialmente apds
observagdo da acumulagio peroxissomal do receptor Pex5p apds sobreexpressio da
Pex 14p em mutantes deficientes nesta peroxina (Otera ef al. 2000).

O tipo de interaccdo da Pex14p com a membrana peroxissomal tem sido motivo
de alguma controvérsia, porque a Pex14p parece comportar-se como uma proteina
intrinseca de membrana em mamiferos ¢ em H. polymorpha (Komori et al. 1997, Shimizu et
al. 1999 ¢ Will et al. 1999), enquanto que na levedura S. cerevisiae é classificada como uma
proteina periférica de membrana (Albertini et al. 1997 ¢ Brocard ef al. 1997). Existem também
contradigdes relativamente a topologia membranar da Pex14p de mamiferos; os dois
estudos realizados sdo undnimes quanto a exposicdo citosolica da extremidade C-
terminal da Pex14p, mas divergem quanto i localizacio do dominio N-terminal: este
parece estar protegido dentro do peroxissoma ou ser detectado no lado citosélico da
membrana peroxissomal (Shimizu ef al. 1999 e Will et al. 1999).

A Pex14p interactua ainda com a Pex13p, sendo esta uma ligacdo classica entre
um motivo PXXP (na Pexl4p) e um motivo SH3 (na Pex13p) (Fransen er al. 1998,
Girzalsky et al. 1999 ¢ Bottger et al. 2000).

A Pex13p € uma PMP com as duas extremidades localizadas no citosol e um
motivo SH3 no C-terminal, motivo este responsavel pela interacgdo com a PexSpea
Pex14p. Estas interac¢des envolvem zonas distintas do motivo SH3 (Elgersma et al. 1996,
Erdmann e Blobel 1996, Gould et al. 1996 ¢ Albertini et al. 1997). O dominio N-terminal da
Pex13p possui o local de ligagdo para o receptor Pex7p (Girzalsky et al. 1999 ¢ Stein ef al.

2002).
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A analise de complexos proteicos membranares peroxissomais em mamiferos e
leveduras permitiu a identificagio de interacgdes entre a Pex13p e a Pex14p e outras
peroxinas, tais como as proteinas presumivelmente envolvidas na translocagdo
peroxissomal (Pex2p, Pex10p e Pex12p), a Pex8p e a Pex17p (Huhse et al. 1998, Snyder et
al. 1999b, Albertini ef al. 2001, Jonhson et al. 2001, Reguenga ef al. 2001 e Agne et al. 2003).

A analise in vitro das interacgdes da Pex5p com a Pex13p e a Pex14p mostrou
que o complexo PexSp-proteina PTS1 liga-se preferencialmente i Pex14p e que a
Pex5p livre tem uma maior afinidade para a Pex13p, o que sugere que a Pex13p tem
uma acgdo posterior ao evento de docking efectuado pela Pex14p e a libertagdo da
proteina PTS1 pela PexSp (Urquhart er al. 2000 ¢ Otera et al. 2002). E possivel que a Pex13p
desempenhe um papel na reciclagem da Pex5p de volta para o citosol, uma vez que este
receptor parece acumular-se em ghosts peroxissomais de células com mutagdes no gene
PEX]3 (Otera et al. 2000).

Evidéncia experimental implicando a Pex14p no passo inicial de docking
também para as proteinas PTS2 de eucariotas inferiores foi recentemente descrita (Stein
et al. 2002). Neste estudo foi demonstrada a capacidade da tiolase (uma proteina PTS2)
interactuar com a Pex 14p (interacgio esta dependente da Pex7p ¢ da Pex18p/Pex21p),
mas ndo com a Pex13p. Em mamiferos, o docking do complexo Pex7p-PTS2 requer a

ac¢ao da Pex5SpL, como referido anteriormente.

5.5.1.6. O evento de translocaciio através da membrana peroxissomal

Apos o evento de docking dos complexos receptor-proteina PTS na membrana
peroxissomal, a proteina PTS sofre translocagdo através da membrana,

Dois modelos foram propostos na tentativa de explicar o mecanismo de
translocagdo: 1) a formagdo de um poro ou canal ou 2) a ocorréncia de um processo de
invagina¢do e formacdo de vesiculas na membrana peroxissomal (McNew ¢ Goodman
1996).

O complexo proteico contendo as peroxinas docking Pex14p e Pex13p e as
peroxinas Pex2p, Pex10p e Pex12p (Albertini e al. 2001, Reguenga ef al. 2001 e Agne er al.
2003) ja identificado ¢ um dos complexos membranares candidatos a formacao de um
poro (ou canal) peroxissomal. Neste caso, a existéncia deste complexo pode ser
interpretada como a primeira evidéncia experimental da associagdo fisica e temporal

dos eventos de docking e translocagio peroxissomais (Holroyd e Erdmann 2001, Reguenga e
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al. 2001 e Sparkes e Baker 2002). Mas a liga¢do destes dois eventos e a formagdo de um
poro (ou canal) transmembranar pode ser atribuida apenas ao complexo membranar
Pex5p-Pex 14p (Schliebs ef al. 1999, Gouveia et al. 2000 e Reguenga ef al. 2001), 0 que sugeriria a
participagdo da Pex14p também no evento de translocagio.

Relativamente as funcgdes desempenhadas pelas peroxinas Pex2p, Pexl10p ¢
Pex12p (trés peroxinas que possuem dominios RING na extremidade C-terminal) foi
proposto o seu envolvimento no passo de translocacdo e/ou na reciclagem da Pex5p de
volta para o citosol. Tal hipotese baseia-se no facto de se verificar acumulacdo de
Pex5p nos peroxissomas de células mutantes pex2, pexI() € pexi2 (Dodt e Gould 1996,
Okumoto ef al. 1998 e 2000, Chang ef al. 1999 e Otera et al. 2000).

Apesar de ndo existirem evidéncias directas para a ocorréncia de endocitose nos
peroxissomas, o segundo modelo de translocacdo proposto implicaria: 1) a entrada das
proteinas PTS nos peroxissomas por invaginagdo da membrana peroxissomal, 2) a
libertagdo de vesiculas membranares contendo as proteinas PTS para a matriz
peroxissomal, 3) a abertura destas vesiculas para libertagdo do conteudo na matriz
peroxissomal e 4) a reciclagem dos receptores de volta para o citosol (Subramani 1996,
Waterham e Cregg 1997 e Tabak er al. 1999).

Apesar do mecanismo da translocagdo peroxissomal ndo ser conhecido, um dos
passos deste evento ainda sem resposta corresponde a hipotese de internalizagdo do
receptor juntamente com a proteina PTS na matriz peroxissomal referida no “extended
shuttle model”.

A evidéncia experimental que tem sido utilizada para suportar esta hipotese foi
apresentada por Dammai e Subramani (2001). Neste trabalho, os autores exprimiram em
células de mamiferos uma proteina de fusdo contendo um local de clivagem para uma
protease localizada na matriz do peroxissoma e a Pex5p, na tentativa de monitorizar o
percurso seguido por esta proteina de fusdo. Assim, foi observada a digestdo do local de
clivagem no dominio N-terminal da Pex5p, o que foi interpretado como uma evidéncia
para a internalizagdo da proteina de fusdo contendo a Pex5p neste organelo. Por outro
lado, a forma clivada desta proteina de fusdo foi ainda detectada no citosol,
comprovando a ocorréncia de reciclagem da Pex5p (apds a libertagdo da proteina
PTS1) do peroxissoma para o citosol. No entanto, apesar da forma clivada da proteina
de fusdo envolvendo a Pex5p ter sido detectada nestas experiéncias, nio pode ser

excluida a hipotese de apenas o N-terminal da proteina de fusdo ficar exposto ao
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interior do organelo durante uma qualquer fase do ciclo de transporte, sofrendo assim

clivagem pela protease (Kunau 2001).

5.5.1.7. A reciclagem dos receptores livres para o citosol

Ap0s a translocagdo da proteina em transito para a matriz do peroxissoma, 0s
receptores sdo reciclados para o citosol para iniciarem novos ciclos de transporte. Uma
analise epistatica de mutantes P. pastoris de diferentes peroxinas revelou que as
peroxinas Pexlp, Pex4p, Pex6p e Pex22p podem estar envolvidas tardiamente neste
evento (Collins et al. 2000).

A Pexdp ¢ um membro da familia E2 das wubiguitin-conjugating enzymes
essencial para a importagdo das proteinas PTS1 e PTS2 em todos os organismos
estudados, com excepgdo da H. polymorpha (Eckert ¢ Erdmann 2003). Koller et al. (1999)
verificaram que a Pex22p é necessaria para ancorar a Pex4p na membrana
peroxissomal. Dos estudos epistaticos concluiu-se que a Pex4p e a Pex22p actuam
posteriormente as outras peroxinas analisadas (Pex1p, Pex2p, Pex3p, Pex6p, Pex8p,
Pex10p, Pex12p, Pex13p, Pex14p e Pex17p) (Collins et al. 2000).

As peroxinas ScPex18p/ScPex21p sdo potenciais substratos do processo de
ubiquitinagdo realizado pela Pex4p, porque Purdue e Lazarow (2001b) verificaram que
estas peroxinas sdo constitutivamente degradadas in vivo apresentando um tempo de
semi-vida curto, além de terem detectado diferentes formas ubiquinadas da ScPex18p.
Estas observagoes sugeriram ainda um papel na reciclagem do receptor das proteinas
PTS2 para estas peroxinas.

Recentemente, as peroxinas RING foram associadas ao papel da Pexdp na
ubiquitinagdo, uma vez que foi detectada uma interac¢do entre a Pex4p e a Pex10p
dependente da Pex22p (Eckert ¢ Johnsson 2003). Como referido anteriormente, as
peroxinas Pex2p, Pex10p e Pex12p contém dominios RING, que sdo elementos
caracteristicos das proteinas E3, denominadas recogninas, que estdo envolvidas no
reconhecimento do substrato no processo de ubiquitinagdo (Borden 2000). Assim, Eckert
e Erdmann (2003) especularam que a Pex22p pode recrutar a Pexdp solivel para junto

das recogninas Pex2p, Pex10p e Pex12p na membrana peroxissomal.
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5.5.1.8. O papel das ATPases

Varios dados experimentais sugerem que a hidrolise de ATP ¢ necessaria para o
processo de importagdao peroxissomal (Imanaka e al. 1987, Behari ¢ Baker 1993, Rapp et al.
1993, Soto et al. 1993, Wendland e Subramani 1993, Horng ef al. 1995, Dodt e Gould 1996, Brickner et
al. 1997, Pool ef al. 1998, Terlecky ef al. 2001 e Gouveia ef al. 2003a). A Pexlp e a Pex6p
parecem ser os candidatos naturais para desempenhar esta fungdo, pois sao as Unicas
peroxinas conhecidas com dominios de ligagdo/hidrolise de ATP.

A participagio destas peroxinas na biogénese peroxissomal foi confirmada por
observagdo de ghosts peroxissomais e detec¢do de niveis reduzidos de Pex5p em
mutantes pex! e pex6, 0 que sugere que estas peroxinas sdo necessarias para a
estabilidade do receptor das proteinas PTS1 (Dodt ¢ Gould 1996, Yahraus et al. 1996 ¢ Reuber
et al. 1997).

Este resultado (i.e., os niveis reduzidos de Pex5p nos mutantes) foi utilizado
para determinar as relagdes epistaticas entre diferentes peroxinas na P. pastoris e a
partir das quais se concluiu que a Pexlp e a Pex6p tém um papel tardio no processo de
importagao, depois dos eventos de docking e translocagdo, mas anterior ao
funcionamento das peroxinas Pex4p e Pex22p. Assim foi sugerida uma fun¢do na
reciclagem da PexSp para o citosol para estas duas peroxinas (Collins et al. 2000).

Pelo contrario, Gould e Collins (2002) propuseram recentemente um papel
anterior ao evento de translocagdo das proteinas para a matriz do peroxissoma para a

Pex1p ¢ a Pex6p.

5.5.2. Modelos experimentais para o estudo do mecanismo de importacao proteica
peroxissomal

Varios modelos experimentais tém sido desenvolvidos na tentativa de
caracterizar 0 mecanismo de importa¢do proteica peroxissomal, de identificar factores
envolvidos no processo e de testar a fungdo destes factores.

Inicialmente, estes métodos envolviam a incubagao de proteinas traduzidas in
vitro na presenca de metionina radioactiva com peroxissomas de figado de rato ou de
levedura. A quantidade de proteina importada era monitorizada por protease protection
assays, tendo como premissa de que a proteina importada é aquela que estd

completamente protegida do ataque proteolitico (Subramani 1993 ¢ Baker 1996).
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Contudo, estes sistemas in vifro apresentam como principais desvantagens o
facto dos peroxissomas serem organelos extremamente frageis (o que se traduz em
baixos rendimentos de importagdo) e a falta de outros parametros indicadores de
importagdo. De facto, quer a auséncia de modificagdes covalentes das proteinas
importadas (como por exemplo clivagem da sequéncia sinal, glicosilagdo, etc) quer a
resisténcia intrinseca de muitas das proteinas peroxissomais a acgdo de proteases
complicaram a utilizagdo generalizada deste sistema experimental (Subramani 1993).

Dadas estas limitagoes, Walton et al. (1992) desenvolveram um novo modelo
experimental que consiste na microinjecgdo de proteinas no citosol de células de
mamiferos em cultura. Neste caso, a monitorizagdo da importagdo da proteina em
estudo para os peroxissomas ¢ efectuada por microscopia de imunofluorescéncia.

Mais tarde, foi desenvolvido uma terceira técnica para o estudo de importagao
peroxissomal que consiste na utilizagdo de estreptolisina O, uma toxina bacteriana, para
permeabilizar a membrana plasmatica de células de mamiferos sem perda da
integridade da membrana peroxissomal (Rapp et al. 1993 ¢ Wendland e Subramani 1993).

No seu conjunto, os resultados obtidos com estas trés estratégias experimentais
revelaram caracteristicas importantes do processo de importagdo de proteinas para o
peroxissoma. Assim, foi mostrado que este processo ¢ dependente da temperatura e

requer hidrolise de ATP (Bellion ¢ Goodman 1987, Imanaka er al. 1987, Walton er al. 1992, Behari
e Baker 1993, Rapp et al. 1993, Soto et al. 1993, Wendland e Subramani 1993, Horng et al. 1995, Dodt e
Gould 1996, Brickner ef al. 1997, Pool et al. 1998, Terlecky et al. 2001 ¢ Gouveia ef al. 2003a). A

utilizagdo de ionoforos neste tipo de ensaios revelou que ndo ¢ requerido qualquer
potencial de membrana para a importagdo proteica peroxissomal (Imanaka er al. 1987,
Wendland e Subramani 1993 e Brickner e Olsen 1998). Adicionalmente, foi mostrado que a
Pex2p ¢ a Pexl4p estdo envolvidas neste processo, pois a inclusdo de anticorpos
dirigidos contra estas peroxinas nos ensaios in vitro inibem a importagao de proteinas
pelo peroxissoma (Miura e al. 1994, Legakis e Terlecky 2001 ¢ Terlecky ef al. 2001). Evidéncia
experimental para o envolvimento de chaperones citosolicas na importagdo de proteinas
PTSI1 foi também obtida (Miura et al. 1994, Walton et afl. 1994, Crookes e Olsen 1998 e Legakis e
Terlecky 2001). Finalmente, e talvez mais surpreendentemente, foi mostrado que os
peroxissomas tém a capacidade de importar proteinas que ja possuem estrutura terciaria
€ mesmo quaternaria (Walton et al. 1995 ¢ Brocard et al. 2003).

Recentemente, Gouveia ef al. (2003a) desenvolveram um sistema in vitro para

estudar a importagao da Pex5p para a membrana peroxissomal. Este sistema consiste na
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incubagdo de frac¢oes de sobrenadantes pos-nucleares (PNS) de figado de rato com
Pex5p traduzida num lisado de reticulécitos de coelho na presenga de 33S-metionina. A
inser¢dao da Pex5p na membrana € monitorizada com recurso a protease protection
assays. Os dados obtidos mostraram duas formas de Pex5p associadas ao peroxissoma:
uma forma denominada etapa 3 da Pex5p completamente resistente a protease e uma
forma com 2 kDa na extremidade N-terminal expostos a ac¢do da protease (etapa 2 da
Pex5p). O estudo cinético deste processo na presenga de ATP mostrou que a primeira
forma a surgir associada aos peroxissomas ¢ a etapa 2 da Pex5p ¢ que esta origina a
etapa 3 da PexSp. Esta forma ¢ depois libertada do peroxissoma num processo que
requer ATP. E de salientar, que estas duas formas peroxissomais da Pex5p sdo
imunoprecipitadas utilizando um anticorpo dirigido contra a Pex14p. Esta observagao
sugere que a Pex14p permanece em contacto com a Pex5p ao longo de todos os passos
que ocorrem na membrana peroxissomal (Gouveia er al. 2003a). Finalmente, foi ainda
mostrado que o processo de inser¢do da PexSp na membrana peroxissomal requer
Pex14p disponivel e depende da existéncia de proteinas PTSI no meio de importagao

(Gouveia et al. 2003a e b).
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Muitos dos componentes essenciais a biogénese peroxissomal, assim como as
interacgdes por eles estabelecidas foram ja identificados. Contudo, a fungdo da maior
parte deles permanece desconhecida. Conhecer a estrutura destes componentes,
perceber como actuam molecularmente e como regulam a biogénese peroxissomal sdo
0s passos necessarios para definir a sua fungdo.

Um destes componentes € a Pexl14p que, ao contrario da maior parte das
peroxinas cuja fungdo ndo ¢ conhecida, tem uma fungdo de docking na membrana
peroxissomal dos receptores Pex5p e Pex7p. Contudo, a estrutura actualmente
conhecida da Pex14p ndo ¢ suficiente para explicar a associagdo entre esta fungdo e as
interacgdes estabelecidas entre a Pexl4p e um grande numero de componentes
membranares do peroxissoma, principalmente com acgdes no docking e/ou translocagdo
do processo de importagdo para a matriz do peroxissoma (e que podem ser indicativas
de outras fungdes para a Pex14p).

O primeiro objectivo deste trabalho consistiu na caracterizagdo estrutural da
Pex 14p de mamiferos. Esta caracterizacdo foi dividida entre o refinamento da topologia
membranar da Pex14p de mamiferos ¢ o estudo dos homopolimeros formados pela
Pex14p recombinante humana. A interacgdo Pex14p-Pex14p foi pela primeira vez
caracterizada atraves de estudos in vitro.

Estudos publicados até ao momento relativamente ao processo de importagao
proteica para a matriz peroxissomal foram undnimes em referir a necessidade de
hidrolise de ATP neste processo, mas o(s) passo(s) que especificamente sao
dependente(s) da hidrolise de ATP nunca foi(foram) identificado(s).

O segundo objectivo deste trabalho correspondeu ao estudo da energética da
importagdo proteica para a matriz do peroxissoma mediada pela Pex5p. Esta analise foi
realizada num sistema in vitro de importagdo peroxissomal apropriado para estudar o
processo de importacdo/exportacio da PexS5p. A monitorizagdio da associagido
peroxissomal da Pex5p neste sistema revelou que a hidrolise de ATP & necessaria

apenas para a exportagdo deste receptor do peroxissoma.
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7. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

7.1. ISOLAMENTO DE FRACCOES SUBCELULARES DE FiGADO DE RATO

Os peroxissomas de figado de rato e de ratinho foram isolados de ratos Wistar ¢
de ratinhos C57B1/6, do sexo masculino, com 1-2 meses de idade, colocados numa
dieta normal e agua ad libitum e sujeitos a um ciclo de luz de 12 h.

O fraccionamento celular foi efectuado de acordo com o protocolo de
centrifugagdes diferenciais sequenciais descrito por Hartl er al. (1985), mas com
algumas alteragdes (Gouveia er al. 1999). Todas as centrifugacdes foram realizadas a 4°C
no rotor SS-34 de uma centrifuga Sorvall® (Dupont Instruments). Numa experiéncia
tipica, os figados de quatro ratos ou ratinhos foram homogeneizados em tampao SEI
(sacarose 0.25 M, EDTA/NaHO 1 mM pH 7.2, imidazol/HCI 5 mM pH 7.2, PMSF 50
png/ml, leupeptina 2 pg/ml e 1:200 (v/v) de um cocktail de inibidores de proteases de
mamiferos (Sigma)). O homogeneizado total foi inicialmente centrifugado 10 min a
600 g. O sobrenadante obtido foi depois centrifugado durante 10 min a 2350 g. No final
desta centrifugagio, o sobrenadante obtido foi centrifugado 20 min a 12300 g, dando
origem a um sedimento rico em peroxissomas. Estes organelos foram depois
purificados por centrifugacdao em gradientes de densidade, nomeadamente, num
gradiente de Nycodenz descontinuo (constituido por 1 ml de 25% (m/v) e 7 ml de 33%
(m/v) de Nycodenz em EDTA/NaHO 1 mM pH 7.2, imidazol/HCI 5 mM pH7.2, PMSF
50 ug/ml, leupeptina 2 ug/ml e 1:200 (v/v) de um cocktail de inibidores de proteases de
mamiferos). Este gradiente foi centrifugado num rotor angular (75 Ti, Beckman
Instruments) a 60000 g durante 20 min a 4°C.

Os peroxissomas de figado de rato que foram sujeitos a reac¢des de importagio
foram preparados atraves de centrifugagoes diferenciais e purificados em gradientes de
Nycodenz como anteriormente, mas utilizando tampao SEM (sacarose 0.25 M,
EDTA/NaHO | mM pH. 7.4 ¢ MOPS/KHO 20 mM pH 7.4) na homogeneiza¢do dos
figados ¢ na ressuspensdo final dos peroxissomas (a uma concentragdo final de 20-40
mg/ml). Os peroxissomas foram congelados em azoto liquido e guardados a -70°C.

Este protocolo de preparacdo de peroxissomas de figado de rato permite a
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obtengdo de peroxissomas com um grau de pureza de 94% ¢ uma contaminagdo com
RE (3.6%) e mitocdndrias (1.8%) (Gouveia et al. 1999).

Os sobrenadantes poés-nucleares (PNS) de figado de rato utilizados nas
experiéncias de importagdo in vitro foram preparados apos remocdo rapida dos figados
¢ posterior homogeneizacio em tampao SEM. As fracgdes PNS foram obtidas por
centrifuga¢do do homogencizado total duas vezes a 600 g durante 10 min a 4°C.
Aliquotas da fracgdo PNS (a 40-60 mg/ml) foram congeladas em azoto liquido ¢
guardadas a -70°C. Estas frac¢des permaneceram competentes para importagdo, pelo
menos, durante um més (Gouveia er al. 2003a).

A quantificagdo de proteinas foi efectuada pelo método de Lowry usando

albumina sérica bovina (BSA) como padrio (Peterson 1983).

7.2. PROTEASE PROTECTION ASSAYS

Os protease protection assays foram realizados de acordo com o protocolo
publicado por Gouveia et al. (2000). Quarenta microgramas de peroxissomas isolados de
figado de rato ou de ratinho em tampdo SEI foram incubados em gelo na presencga de
proteinase K (PK) (adicionada a partir de uma solugdo no mesmo tampao) durante 30
min. As membranas peroxissomais foram completamente solubilizadas em algumas
amostras por adi¢do de Triton X-100 (TX-100) 1% (m/v) antes da adigdo da protease. O
mesmo tratamento com PK foi realizado a algumas amostras na presenga de organelos
sonicados (imediatamente apos a adigdo da PK) da seguinte forma: as amostras foram
sonicadas trés vezes durante 10 s (com intervalos de 30 s em gelo) com um sonicador
Heat systems/Ultrasonics (modelo W-375), equipado com um microtip e acertado para
duty cycle de 50% e output igual a 2. Os organelos permaneceram em gelo na presenga
da PK durante 30 min. No final da incubagéo, a PK foi inactivada por incubac¢do com
PMSF 2 mM (adicionado a partir de uma solugo 0.2 M em etanol) em gelo durante 2
min. As proteinas foram depois precipitadas com acido tricloroacético (TCA) 10%
(m/v) (adicionado a partir de uma solugdo a 100% (m/v)). Depois de 30 min em gelo, as
proteinas precipitadas foram sedimentadas (por centrifugagdo durante 15 min a 15000
), lavadas com acetona, solubilizadas em tampao de amostra Laemmli (Laemmli 1970) €

separadas por electroforese em géis de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE).
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7.3. EXTRACCAO ALCALINA COM CARBONATO

A extracgdo alcalina com carbonato (Fujiki er al. 1982) foi realizada apos a
digestdo de peroxissomas de figado de rato (80 pg) com PK (a uma concentragio final
de 100 pg/ml). Os peroxissomas tratados com PK foram sujeitos a uma incubagio
alcalina na presenca de Na,CO; 0.1 M pH 11.5 durante 30 min em gelo. No final desta
incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 100000 g durante 1 h a 4°C. Este
processo permite a extracgdo das proteinas matriciais ¢ periféricas de membrana para o
sobrenadante da centrifugagdo, enquanto que as proteinas intrinsecas de membrana
resistem 4 extrac¢do alcalina ¢ surgem no sedimento da centrifugacdo. Estas duas

fracgdes (solivel e membranar) foram precipitadas com TCA e analisadas por SDS-

PAGE.

7.4. CLIVAGEM QUiMICA COM BROMETO DE CIANOGENIO

As experiéncias de clivagem quimica com brometo de cianogénio (Gross 1967)
foram realizadas apos a digestdo de peroxissomas de figado de rato ou de ratinho com
PK. Depois da inactivagdo da PK com PMSF, as amostras foram diluidas com 900 pl
de SEI e 1:100 (v/v) de um cocktail de inibidores de proteases de mamiferos e
centrifugadas a 15000 g durante 15 min a 4°C. Os sedimentos peroxissomais foram
solubilizados com 5 pl de SDS 1% (m/v) e submetidos a clivagem com CNBr através
da adigdo de 40 pl de CNBr 57 mg/ml em acido formico 79% (v/v) suplementado com
1:100 (v/v) de um cocktail de inibidores de proteases de mamiferos. As amostras
controlo foram sujeitas a adi¢do de igual volume de acido formico 79% (v/v). Todas as
amostras foram incubadas a temperatura ambiente durante 5 h e submetidas a

liofilizagdo.

7.5. EXPRESSAO DE PROTEINAS DE FUSAO

O RNA total de fibroblastos de pele humana ¢ de figado de rato foi isolado com

o Kit “High Pure RNA Isolation” seguindo as instrugdes do fabricante (Roche).
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As reacgdes de RT-PCR foram realizadas utilizando o Kit “Titan'™ One Tube
Reverse Transcription-PCR System " de acordo com o protocolo do fabricante (Roche).

O ¢DNA codificante dos aminoacidos 1-373 da Pex3p humana foi amplificado
por RT-PCR a partir de RNA total de fibroblastos de pele humana utilizando os
oligonucleodtidos apresentados na Tabela 7.1. O ¢cDNA da Pex3p fo1 clonado no vector
pGEM®-T Easy, de acordo com as instrugoes do fabricante (Promega). Este vector
recombinante foi depois digerido com Sall, e a inserc¢do clonada no vector de expressao

pGEX-4T-3 (Amersham Biosciences).

Tabela 7.1. Oligonucledtidos utilizados nas reacgdes de RT-PCR e PCR para
expressio das diferentes proteinas de fusio com a GST.

Proteinas Sequéncia dos oligonucleédtidos (5°—3°) Referéncias

GST-Pex3p cgegtegacatgetgaggtctgtatg (Kammerer ef al. 1998)
cgegtegactcatttctccagttget

GST-Pexl1lp cgegtecgacgecatggacgecttcace (Abe et al. 1998)
cgcaagcttcctaaaaacaccctaacg

GST-Pex14p cgegtcgacatggegtecteggageaggeaga (Fransen ef al. 1998 e
cgegececectagteecegeteactete Will et al. 1999)

GST-Pex19p cgecggatccaagatggeegecgetgaggaa (Matsuzono et al. 1999)
cgcaagcttgtttcacatgatcagacactg

O cDNA codificante dos aminoacidos 1-247 da Pex11p humana foi amplificado
a partir de RNA total de fibroblastos de pele humana por RT-PCR utilizando os
oligonucleodtidos descritos na Tabela 7.1. Este fragmento de ¢cDNA foi clonado no
vector pGEM®-T Easy. O vector recombinante foi digerido com as enzimas de
restricdo Sall e Notl e a inser¢do obtida foi clonada no vector de expressao pGEX-4T-3.

O cDNA relativo aos aminoacidos 1-377 da Pex14p humana foi amplificado por
RT-PCR a partir de RNA total de fibroblastos de pele humana e dos oligonucledtidos
descritos na tabela 7.1. O fragmento de ¢cDNA foi clonado no vector pPGEM®-T Easy.
O vector recombinante foi digerido com a enzima de restricdo Sall, e a inser¢do foi
clonada no vector de expressao pGEX-4T-3.

O cDNA da Pex19p humana correspondente aos aminoacidos 1-299 foi
amplificado a partir de RNA total de fibroblastos de pele humana utilizando os
oligonucledtidos apresentados na Tabela 7.1. Depois de clonar este fragmento de cDNA
amplificado no vector pGEM®-T Easy, o vector recombinante foi digerido com as

enzimas de restrigdo BamHI e Notl e a inser¢do clonada no vector de expressio pGEX-

4T-3.
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Todas as proteinas de fusdo foram expressas na estirpe XL Blue da Escherichia
coli. As proteinas de fusio GST-Pex3p e GST-Pex11p foram obtidas como corpos de
inclusdo, ¢ estes foram depois purificados através de géis preparativos de SDS-PAGE.
Este método foi também aplicado a fraccdo insoluvel de GST-Pex14p.

A proteina GST-Pex19p foi obtida na forma solivel, o que permitiu a sua
purificagdo por cromatografia de afinidade utilizando Glutationa ligada a Sepharose 4B
(Amersham Biosciences).

A fraccdo solivel de GST-Pex14p foi sujeita ao seguinte procedimento: um
sedimento equivalente a 100 ml de cultura induzida foi ressuspendido em 2 ml de
tampdo PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na;HPO4.7H;0 4.3 mM e KH,PO4 1.4 mM,
pH 7.3 com NaHO), EDTA 1mM, DTT 5 mM, PMSF 50 pg/ml ¢ 1:500 (v/v) de um
cocktail de inibidores de proteases de mamiferos e sonicado duas vezes durante 25 s
(com 1 min de intervalo em gelo) com um sonicador Vibra Cell/Sonics and Materials
(modelo VC130). A suspensdo celular sonicada foi depois submetida a uma
centrifuga¢do para remover paredes celulares e material insolavel (15000 g, 15 min,
4°C). Aproximadamente 70% da GST-Pex 14p total foi recuperada no sobrenadante.

As proteinas GST, GST-Pex5p, GST-TPRs, GST-SKL e GST-LKS utilizadas

nas reaccgdes de importagdo foram preparadas pela Doutora Alexandra Gouveia (Gouveia
etal 2003aeb).
A GST, GST-Pex5p, GST-TPRs, GST-SKL e GST-LKS foram utilizadas nas

reacgdes de importagdo a uma concentragdo final de 10, 10, 62.5, 200 e 200 pg/ml,

respectivamente.

7.6. PRODUCAO DE ANTICORPOS

Como referido anteriormente, a proteina GST-Pex 14p foi expressa em E. coli e
a sua fracgio insoluvel purificada por géis preparativos de SDS-PAGE e utilizada na
imunizacio de coelhos para a produgdo de anticorpos anti-Pex14p. O protocolo de
imunizacdo consistiu na injec¢do subcutinea (em quatro locais diferentes do coelho) de
uma mistura de 600 ul de Adjuvante completo de Freund (Sigma) e 600 pl de uma
suspensdo proteica com aproximadamente 300 pug de GST-Pex14p em PBS. Esta
imunizacdo foi repetida apos 21 dias, mas a suspensao proteica injectada foi misturada

com Adjuvante incompleto de Freund (Sigma). Esta mistura foi novamente
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administrada no animal mais duas vezes com intervalos de quinze dias. Sete dias apos
cada imunizagdo (com excepg¢do da primeira) foram feitas pequenas colheitas de sangue
para analise da resposta imunologica no soro do coelho. Apds o ultimo teste, o animal
foi sacrificado para recolha do sangue total. O soro foi separado apos coagulacdo do
sangue total e utilizado nas andlises de western-blotting.

A produgdo e a caracterizagdo do anticorpo contra a Pex5p humana (Gouveia et al.
2000) foram realizadas pela Doutora Alexandra Gouveia. O anticorpo anti-Pex14(1-
134)p (Will et al. 1999) foi gentilmente cedido pelo Doutor Wolfgang Schliebs e pelo
Prof. Doutor Wolf-Hubert Kunau da Universidade de Bochum na Alemanha.

O anticorpo monoclonal (clone 7H10-BD4) dirigido contra a subunidade o da
ATPase mitocondrial (uma proteina periférica de membrana (Stock er al. 1999)) foi
fornecido pela Molecular Probes. Os anticorpos dirigidos contra a PMP70 de rato
(Kamijo ef al. 1990) e a catalase (uma proteina da matriz do peroxissoma (Purdue ef al. 1996))
foram fornecidos pela Zymed Laboratories, Inc. e pela Research Diagnostics, Inc,
respectivamente.

As imunoglobulinas foram purificadas a partir dos soros utilizando Proteina A
ligada a Sepharose (PAS) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante

(Amersham Biosciences).

7.7. SINTESE IN VITRO DE PROTEINAS MARCADAS RADIOACTIVAMENTE

O c¢cDNA da Pex5p humana foi obtido a partir do plasmideo pGEM4-Pex5p
(Gouveia ef al. 2003b). Este plasmideo recombinante foi linearizado com Nhel e transcrito
in vitro utilizando T7 RNA polimerase de acordo com as instrugdes do fabricante (“T7
Cap-Scribe”, Roche). A Pex5p marcada radiactivamente foi depois sintetizada num
lisado de reticulocitos de coelho na presenga de 35S-metionina, de acordo com o
protocolo fornecido com o Kit (“Translation Kit Reticulocyte Type 117, Roche).

O ¢DNA codificante da Pex14p humana full-length inserido no vector pPGEM®-
T Easy foi extraido deste vector por digestdo com Sall ¢ Sphl e clonado no vector
pGEM-4, dando origem a pGEM4-Pex14p. Este vector foi linearizado com a enzima de
restri¢do HindI1l e transcrito in vitro utilizando SP6 RNA Polimerase, de acordo com as
instrugoes do fabricante (“SP6-Cap Scribe”, Roche). A Pex14p marcada

radioactivamente foi obtida da mesma forma descrita anteriormente para a Pex5p.
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As diferentes formas truncadas de **S-Pex 14p foram obtidas usando a técnica de
PCR de expressdo (Kain et al. 1991). Dois PCRs sequenciais foram realizados para
amplificar o fragmento relevante de cDNA e para introduzir a sequéncia promotora da
T7 RNA polimerase antes das sequéncias dos fragmentos da Pex14p. No primeiro PCR,
o vector pGEM4-Pex14p foi submetido a amplificagdo utilizando os pares de
oligonucledtidos da Tabela 7.2. Todos os oligonucledtidos 5° contém a sequéncia de
ligagdo “gggagagccace™ antes do coddo de iniciagdo e todos os oligonucleotidos 3
contém trés coddes “ATG” antes do coddo “Stop™ para intensificar o sinal detectado na
autorradiografia. Os fragmentos de cDNA obtidos desta forma foram submetidos a uma
segunda amplificagdo por PCR utilizando o oligonucledtido 3’ respectivo descrito na
Tabela 7.2 ¢ o seguinte oligonucledtido 5° (que contém a sequéncia promotora da T7
RNA polimerase seguida da sequéncia de ligacdo): 5°-
gaattcctaatacgactcactatagggagagecacactg-3°. Estes fragmentos de DNA foram depois

submetidos a transcri¢do e tradugdo in vitro como referido anteriormente.

Tabela 7.2. Oligonucledtidos utilizados nas reaccoes de PCR de expressao das
versoes truncadas da Pex14p.

Proteinas Pex14p truncadas Sequéncia dos oligonucleétidos (5°—>3’)
Pex14(1-155)p gggagagecaccatggegtectcggageag
ctacatcatcatcagctcagagagaccgge
Pex14(1-79)p gggagagecaccatggegtectcggageag
ctacatcatcatggacgaaggctcatcgge
Pex14(147-37T)p gggagagecaccatggaggecggtetetet
ctacatcatcatgtccegetcactctegtt
Pex14(140-278)p gggagagecaccatggacagaaageagetggag
ctacatcatcatcttcccaggegaggacga
Pex14(262-377)p gggagagccaccatggacatctcacctgteag
ctacatcatcatgtcecgcetcactetegtt

7.8. CENTRIFUGACAO EM GRADIENTES DE DENSIDADE

Uma fracgdo da GST-Pex14p solavel (1 ml do sobrenadante obtido como
anteriormente) foi aplicada no topo de um gradiente de sacarose (2.2 ml de 10%, 2 ml
de 15.5%, 1.8 ml de 21%, 1.6 ml de 25%, 1.3 ml de 30% ¢ 1 ml de 35% (m/v) de
sacarose em Tris/acido acético 50 mM pH 8.0, TX-100 0.1% (m/v), EDTA 1 mM, DTT
1 mM e 1:500 (v/v) de um cocktail de inibidores de proteases de mamiferos) e o

gradiente centrifugado a 185000 g durante 14 h a 4°C no rotor TST41.14 (Sorvall®
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Instruments). No final da centrifuga¢do, o gradiente foi fraccionado em 13 aliquotas de
850 pl recolhidas a partir do fundo do tubo. Quantidades iguais de cada frac¢do foram
precipitadas com TCA e analisadas por SDS-PAGE.

Com o objectivo de analisar o coeficiente de sedimentagdo da Pexl14p sem a
GST no mesmo gradiente, a GST-Pex14p presente nas fracgoes 5 e 6 do gradiente
anterior foi inicialmente concentrada pela adi¢do de uma solugdo saturada de sulfato de
aménio (pH 7.0 acertado com NH4HO) até ser atingido um valor de saturagdo igual a
35%. Depois de 15 min no gelo, a suspensdo proteica foi centrifugada (15000 g durante
15 min a 4°C) e o sedimento obtido foi ressuspendido em 300 pl de Tris/acido acético
50 mM pH 8.0, TX-100 0.1% (m/v), CaCl, 2.5 mM, EDTA 1 mM ¢ DTT 5 mM. A
GST-Pex14p foi depois clivada com 5 Unidades de Trombina (Sigma T4648;
adicionada a partir de uma solugio stock a 5 mg solido/ml em Tris/HCI 50 mM pH 7.5).
No final da incubagdo de 1 h a temperatura ambiente, a protease foi inactivada pela
adi¢io de 1:500 (v/v) de um cocktail de inibidores de proteases de mamifero e de
PMSF (para uma concentragdo final de 50 pg/ml). Finalmente, uma pequena
quantidade (~5 pg) de 3S-Pex5Sp sintetizada in vitro foi adicionada a Pexldp
recombinante clivada antes da aplicagdo no topo de um gradiente de densidade de
sacarose idéntico ao anterior.

Um segundo gradiente de densidade de sacarose idéntico aos anteriores foi
centrifugado apds a aplicagdo de apenas uma pequena quantidade de #S-Pex5p
sintetizada in vitro.

Os marcadores moleculares utilizados para calibrar os gradientes de densidade
de sacarose foram os seguintes: albumina sérica bovina (66 kDa), lactato desidrogenase

de coracdo de vaca (140 kDa) e catalase de figado de vaca (232 kDa).

7.9. BLOT-OVERLAY ASSAYS

As proteinas de fusio GST-Pex2p, GST-Pex3p, GST-Pex5p, GST-Pexllp,
GST-Pex14p e GST-Pex19p foram separadas por SDS-PAGE (aproximadamente 1-2
ug/linha) e transferidas para membranas de nitrocelulose. Estas membranas foram

depois incubadas num tampao de renaturagdo constituido por Tris/HCI 50 mM pH 7.5,
acetato de potassio/acido acético 100 mM pH 7.2, NaCl 150 mM, DTT 1 mM, MgCl, 5
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mM, EDTA 1 mM, ZnCl, 100 uM, metionina 100 mM, Tween-20 0.3% (m/v) ¢ leite
em po magro 5% (m/v) durante 2 h a 4°C (Fransen et al. 1998). Cada uma das membranas
foi incubada individualmente com quantidades iguais (estimadas por fluorografia de
géis de poliacrilamida secos) das diferentes proteinas 35S—Pc‘::x14p (foram usados 1 a 4
pl de lisado de reticuldcitos em 2 ml de tampdo de renaturagdo). No final da incubagio
(durante a noite a 4°C), as membranas foram lavadas duas vezes com tampdo de

renaturagio e, posteriormente, secas e sujeitas a autorradiografia.

7.10. REACCOES DE IMPORTACAO IN VITRO

As reacgdes de importagdo in vitro foram realizadas a 26°C durante 30 min
(excepto quando indicado em contrario) em 100 pl de tampdo de importagio A
(sacarose 0.25 M, KCl 50 mM, MOPS/KHO 20 mM pH 7.4, MgCl, 3 mM, albumina
sérica bovina deslipidada 0.2% (m/v) e metionina 20 pM) na presenga de 0.5 pl de
lisado de reticulécitos contendo *°S-Pex5p e 80 pg de peroxissomas purificados ou 150
ng de PNS de figado de rato. Em algumas experiéncias, tampdo de importagdo sem
MgCl, foi também utilizado (tampdo de importagdo B). Todos os nucledtidos foram
usados a partir de uma solugio stock a 100 mM em MOPS/KHO pH 7.4 acertada para
pH igual a 7.4 com NaHO. No final da reac¢do de importagdo, as amostras foram
tratadas com PK (a uma concentragao final de 300 pg/ml) durante 30 min a 4°C. A
protease foi inibida com 500 pg/ml de PMSF (adicionado de uma solugdo stock a 50
mg/ml em etanol) durante 2 min em gelo. A reac¢do de importagdo foi depois diluida
para 1 ml com tampdo SEM e os organelos foram isolados por centrifugac¢do a 15000 g
durante 15 min a 4°C. As amostras foram sujeitas a SDS-PAGE, transferidas para
membranas de nitrocelulose, e as proteinas radioactivas foram detectadas por
autorradiografia.

Nas experiéncias de inibi¢do com anticorpos, 80 pg de peroxissomas de figado
de rato foram pré-incubados com 30 pug de imunoglobulinas purificadas em 100 pl do
tampdo de importagdo A durante 20 min em gelo, antes da reac¢do de importacdo ser
iniciada com a adigdo de *°S-Pex3p.

O tratamento dos peroxissomas purificados com EDTA/NaHO pH 7.4 (a uma

concentracdo final de 12 mM) foi efectuado em gelo durante 10 min em tampdo de
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importagdo B. Algumas amostras foram depois incubadas com 1,10-fenantrolina 1 mM
(adicionada de uma solugao 100X concentrada em etanol) em gelo durante 5 min.
Todas as amostras receberam o mesmo volume de etanol. Os lisados de reticulécitos
foram tratados de igual forma depois de diluir as amostras 1:10 com tampdo de
importacdo B.

A deplecgdo de ATP dos peroxissomas purificados e do lisado de reticulocitos
foi realizada de acordo com um protocolo publicado (Glick 1995). Resumidamente, os
peroxissomas purificados (equivalentes a 80 pg de proteina) em 90 pl de tampao de
importagdo A foram incubados durante 10 min a 30°C na presenca de 10 Unidades de
hexocinase (Sigma H6380) e 2-deoxi-D-glucose 1 mM (Sigma). O lisado de
reticulocitos diluido 1:20 com tampdo de importagdo A foi tratado com a mesma
concentragdo de hexocinase, mas com 2-deoxi-D-glucose 10 mM. As reacgoes de
importagdo foram iniciadas com a mistura dos dois componentes depletados de ATP.
No final da reac¢do de importagdo, o mesmo protocolo descrito anteriormente foi

seguido a partir do tratamento com PK.

7.11. ELECTROFORESE EM GEIS DE POLIACRILAMIDA DESNATURANTES

As amostras proteicas sujeitas a analise por SDS-PAGE foram submetidas a um
aquecimento a 65°C durante aproximadamente 20 min na presenga do tampdo de
solubiliza¢do (Tris/HCI 50 mM pH 8.8, EDTA/NaHO 2 mM pH 8.8, SDS 2% (m/v),
azul de bromofenol 0.02% (m/v), glicerol 10% (m/v), ¢ DTT 0.1 M). No final desta
incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 15000 g a temperatura ambiente durante
5 min para remog¢do de algum material insolivel. Finalmente, os sobrenadantes desta
centrifugagado foram aplicado nos géis de poliacrilamida.

A separagdo electroforética foi realizada de acordo com o sistema descontinuo
de Laemmli (Laemmli 1970) utilizando o seguinte tampao de electroforese: Tris 0.025 M,
glicina 0.25 M e SDS 0.1% (m/v). Os géis de poliacrilamida apresentavam uma
espessura de 0.75 ou 1 mm e eram constituidos por um gel de empacotamento de
poliacrilamida 5% (Razdao de acrilamida:bisacrilamida igual a 75:1) em Tris/HCI 125
mM pH 6.8 e SDS 0.1% (m/v) e um gel de separagio de poliacrilamida 11 ou 12% (na
mesma razao anterior) em Tns/HClI 750 mM pH 8.8 ¢ SDS 0.1% (m/v). Nas

electroforeses desnaturantes realizadas na presenca de SDS e ureia (ureia-SDS-PAGE)
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foi seguido o mesmo protocolo, mas com as seguintes alteragdes: os geis de
poliacrilamida utilizados apresentavam 1 mm de espessura, ureila 6 M na sua
composi¢do ¢ concentragdo da poliacrilamida do gel de separagdo igual a 14%
(Schlenstedt ef al. 1990).

No final da electroforese, os géis de poliacrilamida foram corados com uma
solugdo de azul de Coomassie R-250 0.2% (m/v) em acido acético 10% (v/v) e metanol
50% (v/v) durante 1 h ¢ descorados com uma solugdo de acido acético 8% (v/v) e
etanol 25% (v/v) até obtengio da coloracgdo pretendida.

A purificagdo das proteinas de fusio por SDS-PAGE foi realizada utilizando os
géis descritos anteriormente, mas neste caso com 3 mm de espessura e um gel de
separagdo de poliacrilamida 8%. A separacdo electroforética foi efectuada na presenga
de um tampdo de electroforese com a seguinte composicio: Tris/HC1 0.025 M, glicina
0.25 M, SDS 0.05% (m/v) ¢ azul de Coomassic R-250 25 mg/l. No final da
electroforese, as bandas proteicas coradas no gel (devido a presenca de azul de
Coomassie no tampao da electroforese) foram cortadas e trituradas com Polytron
(Kinematica) em 50 ml SDS 0.02% (m/v) e DTT 5 mM para elui¢do da proteina do gel
(durante 16 h a 4°C). No final desta incubagdo, a suspensdo proteica foi liofilizada ¢ a
proteina foi precipitada com acetona e ressuspendida em PBS para ser utilizada nas
imunizacdes.

Os marcadores de massa molecular utilizados na calibragdo dos géis de SDS-
PAGE foram os seguintes: lisozima da clara do ovo (14 kDa), inibidor da tripsina de
soja (21 kDa), anidrase carbonica bovina (31 kDa), ovalbumina da clara do ovo (45

kDa), albumina sérica bovina (66 kDa) e fosforilase b de musculo de coelho (97 kDa).

7.12. WESTERN-BLOTTING

A transferéncia das amostras proteicas dos géis de poliacrilamida para
membranas de nitrocelulose foi efectuada de acordo com as instrugdes do fabricante
(Schleicher & Schuell), num sistema semi-dry da Amersham Biosciences.

As membranas de nitrocelulose foram coradas com uma solugdo de Ponceau S
0.2% (m/v) em acido tricloroacético 3% (m/v) durante alguns segundos ¢ descoradas

em agua até a coloragdo pretendida.
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Os anticorpos primarios foram detectados nos western-blots com anticorpos
secundarios anti-IgGs ligados a fosfatase alcalina (Sigma) ou a peroxidase (Amersham
Biosciences) de um forma cromogénica ou quimioluminescente, respectivamente.

A analise densitométrica dos western-blots foi realizada num sistema

digitalizador automatico UN-SCAN-IT,

51



8. RESULTADOS E DISCUSSAO



8.1. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA PEX14p DE
MAMIFEROS



8.1. Caracterizagao estrutural da Pex 14p de mamiferos

8.1. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA PEX14p DE MAMIFEROS

A Pex14p ¢ uma das proteinas chave no docking dos complexos receptores-
proteinas PTS na membrana peroxissomal. Mas, a sua fun¢dao pode ndo ser
desempenhada individualmente, pois esta peroxina tem sido encontrada em complexos
membranares constituidos por outras peroxinas actualmente aceites como estando
envolvidas nos eventos de docking e/ou translocagdo (Okumoto et al. 2000, Otera et al. 2000,
Albertini et al. 2001, Jonhson et al. 2001, Reguenga et al. 2001, Hazra et al. 2002, Agne et al. 2003 ¢
Eckert e Erdmann 2003).

Estudos de interac¢ao entre a Pex14p e a Pex5p mostraram que os primeiros 78
aminodcidos N-terminais da Pex14p correspondem ao dominio de ligacdo a este
receptor (Schliebs ef al. 1999). Uma questdo que se coloca depois do mapeamento deste
dominio ¢ onde ocorre a interac¢do PexSp-Pex14p face a divergéncia encontrada na
localizagdo do dominio N-terminal da Pex14p reportada na literatura (Shimizu er al. 1999 e
Will et al. 1999). De facto, a localizagdo deste dominio € crucial para definir o papel da
Pex14p na membrana do peroxissoma. Se a extremidade N-terminal da Pex14p estiver
exposta para o lado citosolico da membrana, ¢ provavel que esta peroxina actue
fundamentalmente como o primeiro local de docking para a Pex5p na membrana do
peroxissoma. Por outro lado, se o N-terminal desta proteina estiver de alguma forma
protegido no interior do peroxissoma, a Pex14p podera fazer parte de um complexo
membranar com actividade de translocase.

Perante a controvérsia existente em relagdo a localizagdo do dominio N-terminal
da Pex14p, o primeiro objectivo deste trabalho correspondeu ao estudo da topologia
membranar da Pex14p com recurso a experiéncias de protease protection assays ¢ de
clivagem quimica.

O segundo objectivo deste trabalho esteve relacionado com a interaccdo
Pex14p-Pex14p. Esta interaccdo ja foi detectada através de experiéncias de two-hybrid
system e estudos de ligagdo in vitro (Albertini et al. 1997, Brocard et al. 1997 ¢ Shimizu ef al.
1999). Contudo, o dominio envolvido na ligagao Pex14p-Pex14p nunca foi mapeado.
Assim, a caracteriza¢ao dos homopolimeros de Pex14p foi realizada utilizando uma
fraccdo solivel de Pexl4p recombinante humana, e o mapeamento do dominio
envolvido na interacgdo da Pex14p com ela propria foi abordado através de blot-

overlay assays.

54



8.1. Caracterizago estrutural da Pex 14p de mamiferos

8.1.1. Topologia membranar da Pex14p de mamiferos

O estudo da topologia membranar da Pex14p de mamiferos foi iniciado com
recurso a protease protection assays. Assim, peroxissomas intactos de figado de rato
foram tratados com concentrac¢des crescentes de proteinase K (PK). Nesta experiéncia
(Figura 8.1A), verificou-se que uma grande por¢do da Pexl4p ¢ completamente
digerida, dando origem a um fragmento de cerca de 16 kDa resistente a PK, mesmo a
elevadas concentragdes desta protease (superiores a 0.5 mg/ml; resultados nido
mostrados). E de referir que este fragmento de 16 kDa ¢ reconhecido por um anticorpo
anti-Pex14p dirigido contra os primeiros 134 aminoacidos N-terminais desta proteina
(Will et al. 1999), pelo que este fragmento contém pelo menos parte deste dominio da
Pex14p. O mesmo padrdao proteolitico foi obtido quando a matriz peroxissomal foi
exposta a ac¢do da protease, i.e., utilizando organelos sonicados. Contudo, este
fragmento de 16 kDa ¢ completamente digerido pela protease quando a integridade das

membranas peroxissomais ¢ perdida por solubilizagdo com Triton X-100.
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Figura 8.1. Topologia membranar da Pex14p.

(A) Peroxissomas isolados de figado de rato (40 pg) foram incubados na presenga de diferentes
concentragoes de proteinase K (PK). Em algumas amostras, os organelos foram solubilizados
com Triton X-100 (linhas TX-100 1%) antes da adig¢do da protease, ou sonicados logo apos a
adigdo da protease (linhas Org. sonic.) Depois da inactivagdo da protease, as amostras foram
precipitadas com TCA, separadas por ureia-SDS-PAGE e analisadas por western-blotting com
os anticorpos anti-Pex5p (painel superior) e anti-Pex14(1-134)p (painel inferior). A actividade
proteolitica da PK e a integridade dos organelos foram controladas através da analise do padrido
proteolitico da Pex5p enddgena (Gouveia ef al. 2000). A Pex5p peroxissomal ¢ completamente
degradada pela PK quando a integridade da membrana peroxissomal ¢ perdida, mas ¢ sujeita
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apenas a uma clivagem de aproximadamente 2 kDa pela PK quando presente em organelos
intactos. (B) Oitenta microgramas de peroxissomas isolados foram tratados com PK (a uma
concentragdo final de 100 pg/ml). Depois da inactivagdo da protease, os organelos foram
submetidos a uma extracgdo alcalina. Metade da amostra foi mantida em gelo para
determinagdo do rendimento da extrac¢ao (linha 7), enquanto a outra metade foi separada numa
frac¢do membranar (linha P) e outra solivel (linha S) por centrifugagdo. Depois da precipitagio
com TCA, as proteinas foram analisadas por western-blotting utilizando os anticorpos contra a
Pex14(1-134)p (painel superior) e a subunidade o da ATPase mitocondrial (painel inferior). Os
nameros a direita representam as massas moleculares em kDa dos marcadores utilizados.

Este fragmento de 16 kDa ¢ encontrado na frac¢do membranar peroxissomal
apds extracgdo alcalina dos organelos intactos tratados com PK para separacdo das
proteinas matriciais e periféricas de membrana das proteinas intrinsecas de membrana
(Figura 8.1B). Este comportamento foi detectado anteriormente para a Pex14p de
mamiferos (Fransen ez al. 1998, Shimizu et al. 1999 e Will et al. 1999). Este resultado sugere que
o fragmento de 16 kDa contém o dominio de associagdo a membrana peroxissomal
existente na Pex14p.

Os resultados anteriores sugerem também que uma grande porgdo C-terminal da
Pex14p esta exposta para o lado citosolico da membrana do peroxissoma (ver também
abaixo), mas ndo permitiram tirar conclusdes relativamente a topologia membranar do
fragmento de 16 kDa. Existe, contudo, a possibilidade da extremidade N-terminal da
Pex14p estar pelo menos parcialmente acessivel do lado citosolico da membrana
peroxissomal.

Para testar esta hipotese mapeou-se a sequéncia correspondente ao fragmento de
16 kDa, sujeitando peroxissomas isolados de figado de rato e de ratinho a protease
protection assays seguidos por uma clivagem com brometo de cianogénio.

A Figura 8.2 é uma representacdo esquematica da posicao relativa dos residuos
de metionina existentes nas sequéncias primarias da Pex 14p de rato e de ratinho.

Quando peroxissomas de figado de rato sdo incubados na presenga de CNBr,
verifica-se a formagdo de um fragmento de 18 kDa resultante da clivagem da metionina
148 da Pex14p de rato (Figura 8.3, linha 3). Por outro lado, quando os peroxissomas de
figado de rato sdo tratados com PK e sujeitos a clivagem quimica com CNBr, ¢
detectado um fragmento mais pequeno de 16 kDa que corresponde ao mesmo
fragmento obtido a partir do tratamento da Pex14p de rato apenas com PK (Figura 8.3,
linhas 1 e 4). Este resultado levanta duas hipoteses: 1) o local de digestdo da PK no
dominio C-terminal da Pex14p esta localizado na vizinhan¢a da metionina 148 e a PK

digere aproximadamente 2 kDa da extremidade N-terminal (o que indicaria que o N-
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terminal desta peroxina esta acessivel a PK do lado citosdlico da membrana
peroxissomal); ou 2) a PK degrada o dominio C-terminal da Pex14p de rato até uma

sequéncia anterior e distante aproximadamente 2 kDa da metionina 148.

M1148 1 1
] ™ k) Pex 14p rato
MG Mg
: ™ 1 ! 378 Pex14p ratinho

Figura 8.2. Representa¢ao esquematica das sequéncias primarias da Pex14p de rato e de
ratinho.

As caixas TM representam as regides transmembranares putativas da Pexl4p de rato e de
ratinho. As setas mostram a posi¢do relativa dos residuos de metionina destas peroxinas, com
excepedo da primeira metionina N-terminal. Os residuos de metionina nas posigoes 116 (M116)
e 148 (M/48) estio indicados.

Na tentativa de se validar uma destas hipdteses, estas experiéncias foram
repetidas com peroxissomas de figado de ratinho. A Pex14p de ratinho apresenta uma
metionina adicional na posi¢do 116 (localizada no dominio transmembranar putativo)
(Figura 8.2). A clivagem da Pex14p de ratinho com CNBr origina um fragmento de 18
kDa, correspondente a clivagem na metionina 148 comum as proteinas dos dois
mamiferos (Figura 8.2; GenBank accession nr. AAF04616 e Shimizu er al. 1999), € um
fragmento de 15 kDa que corresponde a clivagem na metionina 116 da Pex14p de
figado de ratinho (Figuras 8.2 ¢ 8.3, linha 7; GenBank accession nr. AAF04616). O
aparecimento destes dois fragmentos (e ndo apenas do fragmento mais pequeno
correspondente a clivagem na metionina 116) deve-se ao facto do rendimento da
clivagem de residuos de metionina com CNBr ser influenciado pelo contexto onde essa
metionina existe (Gross 1967). O fragmento de 16 kDa que surge apos digestdo da
Pex14p de ratinho com PK ¢ idéntico ao obtido com a Pex14p de rato (Figura 8.3, linha
6). Quando peroxissomas de figado de ratinho sdo sujeitos a digestdo com PK seguida
de clivagem quimica com CNBr, verifica-se apenas o aparecimento do fragmento de 15
kDa (relativo a clivagem da metionina 116 com CNBr), e ainda o fragmento de 16 kDa
resultante da digestdo com PK (devido ao fraco rendimento na clivagem da metionina

116 com CNBr) (Figura 8.3, linha 8). A obtengdo destes dois fragmentos mostra que: a)
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o fragmento de 16 kDa corresponde aos primeiros 130 aminoacidos da Pex14p; b) a
extremidade N-terminal ndo estad acessivel a PK pelo lado citosolico da membrana
peroxissomal (porque o fragmento de 15 kDa obtido apos digestdo com PK e clivagem
quimica apresenta 0 mesmo tamanho que o fragmento obtido na clivagem com CNBr

da Pex14p de ratinho).

Peroxissomas rato Peroxissomas ratinho

I 2 3 4 5 ¢ 7 8

PK (100 pg/ml) - + - + - 4+ _ 4
CNBr (50 mg/ml) - - + + - . 4+

- gl kDa

Pexldp B S S g8 231

-14

Figura 8.3. O fragmento de 16 kDa da Pex14p resistente a proteinase K
corresponde aos primeiros 130 amino4cidos N-terminais.

Quarenta microgramas de peroxissomas de figado de rato e de ratinho foram tratadas com
proteinase K (PK) & concentragio indicada. Apds a inactivagdo da protease, as amostras foram
diluidas com tampio SEI e centrifugadas para sedimentagio dos organelos. As proteinas
peroxissomais foram submetidas a clivagem com CNBr em écido formico 70% (v/v). As
amostras controlo receberam apenas a mesma quantidade da solugdo de acido formico. No final
da incubagdo de 5 h a temperatura ambiente, as amostras foram liofilizadas e separadas por
ureia-SDS-PAGE. O anticorpo anti-Pex14(1-134)p foi utilizado na analise por western-blotting.
Os niimeros a direita representam as massas moleculares em kDa dos marcadores utilizados.

Os resultados mostrados na Fig, 8.1 sugerem que uma grande porgdo C-terminal
da Pex14p esta voltada para o citosol e que ¢ extremamente sensivel a accio de
proteases. Este facto também pode ser evidenciado quando organelos intactos de figado
de rato sdo sujeitos a digestio com concentragoes crescentes de tripsina (Figura 8.4). A
Pex14p vai sendo progressivamente digerida originando diferentes fragmentos
truncados no C-terminal até & formagio de um fragmento de 16 kDa. Este, por sua vez,
corresponde aos primeiros 130 aminodcidos N-terminais da Pex14p e possui (talvez) o
unico dominio de associagio a4 membrana peroxissomal, pois apresenta as
caracteristicas de wuma proteina intrinseca de membrana. Este fragmento ¢

extremamente resistente a ac¢do de proteases quando a membrana peroxissomal estd
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intacta porque, apenas na presenca de detergentes como Triton X-100 ou digitonina

(resultados ndo mostrados), este dominio & completamente digerido.

Tripsina (pg/ml)y 0 1 5 25100 kDa

PoxSD i aniiiisis = 97

Figura 8.4. O dominio C-terminal da Pex14p estd exposto para o citosol.
Peroxissomas purificados de figado de rato foram incubados com diferentes concentragdes de
tripsina. Depois da inactivagio da protease, as amostras foram precipitadas com TCA, separadas
por ureia-SDS-PAGE e analisadas por western-blotting usando os anticorpos anti-Pex5p (painel
superior) ¢ anti-Pex14(1-134)p (painel inferior). Os nuimeros a direita representam as massas
moleculares em kDa dos marcadores utilizados.

8.1.2. Caracterizacio dos homopolimeros formados pela Pex14p recombinante

Alguns trabalhos efectuados anteriormente utilizando Pex14p recombinante em
fusdo com a GST referiram um comportamento duplo para esta proteina: parte da GST-
Pex14p era obtida sob a forma de corpos de inclusdo e uma fraccdo era detectada no
sobrenadante de extractos celulares de £. coli (Will er al. 1999 e Sacksteder ef al. 2000). Este
comportamento foi também detectado neste trabalho durante a preparagdo de grandes
quantidades de GST-Pexl4p usadas na produgio de anticorpos contra a Pex14p
humana: aproximadamente 70% de GST-Pex14p foi recuperada na forma solivel apos
lise das células transformadas por sonicagao na presenga de Triton X-100 0.1% (m/v),

A existéncia desta forma solivel de Pex14p recombinante abriu a possibilidade
de se estudar em fase aquosa o grau de polimeriza¢do da Pex14p.

O primeiro passo desta abordagem consistiu na determinagdo da massa
molecular da proteina recombinante GST-Pex14p através da aplicagio de sobrenadante
de celulas £. coli transformadas com GST-Pex 14p no topo de gradientes de densidade
de sacarose.

A andlise por SDS-PAGE de todas as fracgdes deste gradiente revelou que a

GST-Pex14p apresenta um comportamento heterogéneo aparecendo em varias fracgoes
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do gradiente, nomeadamente desde a fracgdo 9 (possivelmente correspondente a uma
forma dimérica) até a frac¢do 1 (correspondente a complexos de massa molecular muito
elevada) (Figura 8.5). Nenhuma outra proteina da E. coli apresenta estas caracteristicas
de sedimentagdo, o que sugere que a GST-Pex14p forma complexos com ela propria de
estequiometrias variadas. Esta heterogeneidade foi também observada numa analise de
preparagdes coradas negativamente de Pexl4p recombinante por microscopia

electronica (resultados nio mostrados).

topo fundo
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Figura 8.5. A GST-Pex14p é um homopolimero de tamanho heterogéneo.

As proteinas solliveis totais de células de E. coli exprimindo GST-Pex14p (obtidas apds lise das
células por sonicagio) foram submetidas a centrifugacio em gradientes de densidade de
sacarose. O gradiente foi fraccionado a partir do fundo do tubo em 13 aliquotas. A quantidade
correspondente a 1 ml da cultura inicial de cada uma das 13 aliquotas foi analisada por SDS-
PAGE e o gel corado com Coomassie-blue. A identidade da banda proteica correspondente a
proteina de fusdo GST-Pex14p (indicada do lado direito do gel) foi confirmada por western-
blotting (resultados nido mostrados). A linha 7 representa a frac¢do de proteinas soliiveis totais
existentes em 0.5 ml da cultura inicial. Os nlimeros a direita representam as massas moleculares
em kDa dos marcadores utilizados. Os niimeros no fundo do gel indicam as massas moleculares
em kDa dos marcadores usados para calibrar os gradientes de densidade.

Contudo, o facto da GST ser uma proteina dimérica, levantou a possibilidade da
formagao dos homopolimeros de GST-Pex 14p resultarem em parte da interac¢do GST-
GST (McTigue et al. 1995).

Assim, a GST-Pex14p das fracgdes 5 e 6 do gradiente de sacarose anterior
(massa molecular aparente de 250-500 kDa) foi digerida com trombina para remogio
da GST. A Pexl4p clivada foi ainda incubada com uma pequena quantidade de *°S-
Pex5p humana sintetizada in vifro e aplicada novamente no topo de um gradiente de

sacarose. Como demonstrado na Figura 8.6A, a maioria da Pex14p proveniente das
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frac¢des 5 ¢ 6 do primeiro gradiente encontra-se nas fracg¢oes 5-8 do segundo gradiente.
Esta observagdo indica que: a) a interacgdo GST-GST ndo € responsavel pela formagao
dos homopolimeros de GST-Pex14p; b) os homopolimeros de Pex14p sdo entidades
estaveis nas condigdes experimentais utilizadas. E de salientar que a GST obtida apos
clivagem da GST-Pex14p com trombina encontra-se nas fracgdes 10-11 do gradiente
(correspondente a proteina nas formas monomérica/dimérica), sugerindo que pelo
menos o terco N-terminal da proteina de fusdo GST-Pexl4p apresenta a sua

conformacao correcta.
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Figura 8.6. A Pex14p recombinante na forma homopolimérica liga-se a **S-Pex5p.
¥S-Pex5p sintetizada in vitro foi pré-incubada com (painéis 4) ou sem (painel B) Pexl4p
recombinante humana e sujeita a centrifugagdo em gradientes de densidade de sacarose. A
Pex14p recombinante humana foi obtida apds concentragdo (com uma solugdo de sulfato de
amonio saturada) e clivagem com trombina (para remogao da GST) da GST-PEX14p existente
nas fracgdes 5 e 6 do gradiente apresentado na Figura 8.5. Os gradientes foram fraccionados em
12 aliquotas a partir do fundo do gradiente. A mesma quantidade de cada uma das 12 aliquotas
foi analisada por western-blotting utilizando os anticorpos anti-Pex14p (painel Pex/4p) e anti-
GST (painel GST). A *S-Pex5p foi detectada por autorradiografia da membrana de
nitrocelulose seca (painéis “S-Pex35p). A linha T representa 1/5 da amostra inicial que foi
aplicada nos gradientes de sacarose. Os numeros no fundo dos gradientes representam as massas
moleculares em kDa dos marcadores usados para calibrar os gradientes de densidade.

A adigio de uma pequena quantidade de *>S-PexSp a Pex14p recombinante
clivada antes da centrifugacdo do gradiente de sacarose permitiu ainda analisar a
conformagdo da proteina recombinante. Na auséncia de Pex14p, a Pex5Sp radioactiva
comporta-se como uma proteina monomerica, encontrando-se na fracgdo 10 do
gradiente (Figura 8.6B). Um resultado idéntico foi obtido com a Pex5p citosolica de

figado de rato (Gouveia er al. 2000). Contudo, quando esta proteina é pré-incubada com
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Pex14p recombinante antes da aplicagdo no topo do gradiente de sacarose, verifica-se
que a Pex5p ¢ detectada como um constituinte de um complexo de massa molecular
elevada que inclui a Pex14p recombinante (Figura 8.6A). Assim, pelo menos uma
frac¢do dos homopolimeros de Pex14p parece apresentar a sua conformagdo correcta o

que permite a sua ligacido a #S-Pex5p.

8.1.3. Mapeamento do dominio envolvido na ligaciao Pex14-Pex14p

A estrutura primaria da Pex14p revela a existéncia de pelo menos um dominio
coiled-coil na parte central da proteina (Albertini e al. 1997, Brocard et al. 1997, Fransen ef al.
1998, Shimizu er al. 1999, Will et al. 1999 ¢ Johnson er al. 2001). Estes dominios estao
envolvidos em interac¢des proteina-proteina que podem dar origem a estruturas
diméricas, triméricas, tetraméricas e, possivelmente, pentaméricas (Lupas 1996). Assim,
este dominio poderd ser o responsavel pela capacidade de homopolimerizagdo
detectada na Pex 14p recombinante. No entanto, dados experimentais que suportem esta
possibilidade nunca foram descritos.

Para clarificar esta questdo, procedeu-se a sintese de varias formas radioactivas
com diferentes porcdes da Pexl4p e testaram-se as suas capacidades de ligacdo a
Pex 14p recombinante humana por blot-overlay assays. Cinco peroxinas recombinantes
foram utilizadas como controlo, nomeadamente a Pex2p, a Pex3p, a Pex5p, a Pexllp e
a Pex19p.

Os resultados desta experiéncia estdo apresentados na Figura 8.7. Assim,
nenhuma interac¢do é detectada entre as diferentes formas truncadas da Pex14p e a
Pex2p, a Pex3p e a Pex11p. Por outro lado, € observada uma ligacdo forte entre a Pex5p
e todas as formas truncadas da Pex14p que contém o dominio de ligagdo desta a Pex5p
(correspondente aos primeiros 78 aminoacidos N-terminais (Schiclbs er al. 1999)). Da
mesma forma é detectada uma interaccdo mais fraca entre a Pex19p e todas as formas
truncadas da Pex14p que contém os aminoacidos 108-147 necessarios para a ligagdo a
Pex19p (Sacksteder ef al. 2000).

Em relagdo 4 interacgdo Pex14p-Pex14p verifica-se uma ligagdo especifica entre
a Pex14p recombinante e a versdo full-length da proteina ¢ as formas truncadas 8-
Pex14(147-377)p ¢ °S-Pex14(140-278)p, o que indica que os aminoacidos 147-248

estdo envolvidos na ligagdo da Pex14p com ela propria. Esta regido contém o motivo
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coiled-coil da Pexl4p (previsto entre os residuos de aminodcidos 163-198 pelo
programa SMART (Schultz et al. 1998 ¢ 2000). Finalmente, ¢ detectada ainda uma
interac¢ao fraca, mas especifica entre a Pex14p recombinante e a versdo radioactiva
39 Pex 14(1-155)p, que ndo se verifica com a versio mais pequena - S-Pex 14(1-79)p.
Esta interaccdo pode ser justificada de duas formas diferentes: ou a) existe um segundo
dominio de ligacdo Pex14p-Pex14p, ou b) existem alguns residuos C-terminais da 5.
Pex14(1-155)p que ainda pertencem ao dominio coiled-coil, mas que nao foram

considerados como tal pelo programa SMART.
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Figura 8.7. Mapeamento do dominio envolvido na interac¢io Pex14p-Pex14p.

{4) Representagio esquematica das versdo fidl-length e das formas truncadas da Pexl4p
utilizadas no blot-overlay assay. As caixas pretas e com riscas representam os dominios
transmembranar e coifed-coil putativos, respectivamente. (B) Um a dois microgramas de GST-
Pex2p, GST-Pex3p, GST-Pex5p, GST-Pex11p, GST-Pex14p ¢ GST-Pex19p (indicadas pelos
nameros 2, 3, 5, 1/, /4 e 19, respectivamente) foram submetidas a SDS-PAGE e transferidas
para membranas de nitrocelulose. O painel Ponrceau S corresponde a uma membrana corada

63



8.1, Caracterizagio estrutural da Pex 14p de mamiferos

com Ponceau S. Virias membranas iguais foram incubadas individualmente com as seguintes
proteinas marcadas radioactivamente: 35S-Pexl4(l-79)p, 35S-Pf:xl4(l-155)p, 35S-Pexl4(l40—
278)p e 35S—Pexl4(]47~377)p. As interacgdes foram detectadas por autorradiografia e
apresentadas nos painéis identificados. Uma preparagao de GST-Pex14p parcialmente clivada
com trombina foi utilizada nestas experiéncias. As bandas proteicas detectadas nas linhas /4
com maior massa molecular aparente e com maior migragio representam GST-Pex14p e Pex14p
full-length, respectivamente.

Quando a versdo 35S—Pex14;:»(262-377) foi utilizada no ensaio nio foram

detectadas quaisquer tipo de interacgdes especificas (resultados nio mostrados).

8.1.4. Discussio

A observagdo de que a Pex14p de mamiferos apresenta todas as caracteristicas
de uma proteina intrinseca de membrana Ja ndo € recente (Komori ef al. 1997, Shimizu ef al.
1999 ¢ Will ef al. 1999). No entanto, e apesar disto, a sua topologia membranar nunca foi
determinada com precisdo. Os resultados aqui apresentados sugerem fortemente que os
residuos de aminoacidos 130-377 da Pex14p estdo completamente eXpostos para o
citosol, enquanto que os primeiros 130 aminodcidos se encontram protegidos do ataque
proteolitico pela membrana peroxissomal. Esta resisténcia a protease ndo é uma
propriedade intrinseca deste fragmento de 16 kDa, porque quando a membrana
peroxissomal é solubilizada com detergentes, ele ¢ completamente digerido. Por outro
lado, este fragmento ndo esta acessivel ao ataque proteolitico pelo lado matricial da
membrana e comporta-se como uma proteina intrinseca de membrana. Tais resultados
podem sugerir que este dominio da Pex14p se encontra completamente embebido na
membrana peroxissomal. No entanto, considerando o caracter predominantemente
hidrofilico deste fragmento de 16 kDa (excepcdo feita aos aminoacidos 109-127), tal
topologia s6 serd possivel se se assumir a existéncia de uma descontinuidade na
hidrofobicidade da membrana na regido onde a Pex14p existe, por outras palavras, se se
assumir que a Pex14p é um componente de um poro/canal membranar.,

Existem, no entanto, outras possibilidades para explicar os resultados obtidos. A
resisténcia deste dominio da Pex14p a acgiio proteolitica da PK pode ser explicada por
impedimentos estereoquimicos resultantes do facto deste dominio se encontrar muito
proximo da membrana ou associado a outras proteinas. A PexSp e a Pex19p sdo duas
peroxinas candidatas para esta ligagao nesta regido da Pex14p (este trabalho, Schielbs er

al. 1999 e Sacksteder ef al. 2000).
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Por outro lado, se se¢ considerar que o dominio C-terminal da Pex14p (que
comecga a partir do residuo 130) esta voltado para o citosol (como demonstrado neste
trabalho) e de que ¢ valida a observagdo obtida por Shimizu et af (1999) de que a
extremidade N-terminal da Pex14p esta exposta para o citosol, duas possibilidades
podem ser sugeridas em relagdo a topologia do dominio N-terminal da Pexl4p: 1) o
dominio N-terminal (entre os aminoacidos 1-130) da Pex14p de mamiferos nunca
alravessa completamente a membrana, apenas s¢ encontra associado lateralmente a
membrana; ou 2) este dominio atravessa a membrana um niimero par de vezes.

Neste trabalho foi ainda possivel localizar pela primeira vez o dominio
envolvido na interacgio Pex14p-Pex14p utilizando blot-overlay assays. Tal dominio
esta compreendido entre os residuos de aminoicidos 147-278 da Pex14p. Esta regido
possui um dominio coiled-coil putativo. Simultaneamente foi demonstrado que a
interacgdo Pex14p-Pex14p da origem a formacdo de homopolimeros de Pex14p de
estequiometria variavel. Este comportamento pode ser justificado de diferentes formas,
como a ocorréncia de associagio nio especifica entre o dominio coiled-coil da Pex14p,
a existéncia de dominios de ligagdo adicionais ndo identificados neste estudo, ou o
facto da proteina recombinante GST-Pex14p nio estar na sua conformacgao correcta.
Contudo, varias observagdes experimentais obtidas contradizem esta altima
possibilidade: 1) as proteinas com uma conformagdo incorrecta sio geralmente
insoliveis; 2) a clivagem de GST-Pex14p com trombina deu origem a GST soluvel,
apresentando-se num estado monomerico/dimérico, observagio esta que sugere que
pelo menos esta porgio da proteina de fusdo se apresenta no seu estado nativo; e 3) a
Pex14p clivada manteve a capacidade de interactuar com a Pex5p radioactiva, o que
sugere que ela apresenta a mesma conformacio que a proteina endogena. Desta forma,
estes resultados podem sugerir que a Pex14p funciona como uma proteina multivalente
capaz de juntar no mesmo local da membrana todos os componentes envolvidos na

importa¢do peroxissomal.
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8.2. ENERGETICA DE IMPORTACAO DE PROTEINAS PTS1 PARA A MATRIZ
PEROXISSOMAL

Os diferentes estudos até agora realizados que abordaram a energética da
importagdo proteica peroxissomal evidenciaram a dependéncia deste processo na
hidrolise de ATP (Imanaka et al. 1987, Behari e Baker 1993, Rapp et al. 1993, Soto ef al. 1993,
Wendland e Subramani 1993, Horng et al. 1995, Dodt e Gould 1996, Brickner et al. 1997, Pool et al.
1998, Terlecky et al. 2001 ¢ Gouveia ef al. 2003a), mas o(s) passo(s) verdadeiramente
dependente(s) de ATP nunca foi(foram) identificado(s). Esta conclusiao foi obtida por
comparagao da eficiéncia de importacdo de proteinas repdrter para o peroxissoma em
diferentes condigdes, como na presenga de analogos ndo hidrolisaveis de ATP (ATPYS,
etc.) ou na remogdo do ATP enddégeno. Tais observagoes levaram alguns autores a
sugerir que o passo de translocagdo peroxissomal ¢ dependente de ATP (Imanaka er al.
1987, Dodt e Gould 1996 ¢ Pool et al. 1998).

Contudo, no estudo deste problema hd que considerar que as proteinas
peroxissomais acabadas de sintetizar e em transito para o peroxissoma interactuam com
chaperones citosolicas (Walton er al. 1994, Crookes ¢ Olsen 1998 e Harano et al. 2001),
interaccdo esta que requer hidrolise de ATP (Frydman 2001). Desta forma, muitos dos
resultados citados anteriormente podem simplesmente derivar desta dependéncia.

Por outro lado, foi recentemente mostrado que a reciclagem da Pex5p
peroxissomal para o citosol € um passo dependente da hidrolise de ATP (Gouveia er al.
2003a). Desta forma, a inibi¢do da importagdo peroxissomal detectada por varios autores
na auséncia de ATP pode ser o resultado da ndo disponibilidade de locais de
docking/translocagdo livres na membrana peroxissomal para a ligagdo do complexo
proteina PTS1-Pex5p ¢ ndo da inibi¢do da actividade de alguma proteina dependente de
ATP responsavel pela translocag@o da proteina PTSI através da membrana.

Assim, o principal objectivo deste trabalho consistiu na analise da energética do
processo de importagdo peroxissomal, come¢ando por abordar a influéncia da
disponibilidade dos locais de docking/translocagdo na membrana peroxissomal na
inser¢ao da Pex5p nesta membrana e a dependéncia deste processo na hidrdlise de

ATP.
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8.2.1. Influéncia dos niveis de Pex5p peroxissomal enddgena na importacao da 3s-
Pex5p

O modelo experimental utilizado neste trabalho foi o sistema in vifro
desenvolvido para o estudo da associagdo/dissociagdao peroxissomal da Pex5Sp (Gouveia e
al. 2003a).

Resumidamente, este sistema consiste na incubagdo de Pex5p sintetizada in
vitro na presenca de 33S-metionina com frac¢des PNS de figado de rato. A insergdo
correcta da *’S-Pex5p na membrana peroxissomal ¢é estabelecida por comparagio do
padrio proteolitico da proteina radioactiva com o da forma endogena. Apos digestdo
com proteinase K (PK), a forma ndo importada ¢ completamente digerida, enquanto
que a proteina inserida na membrana peroxissomal adquire resisténcia a ac¢do da PK e
da origem a duas formas distintas de Pex5p: uma populagdo denominada etapa 2 da
Pex5p que corresponde a uma forma da Pex5p com uma regido N- terminal de
aproximadamente 2 kDa acessivel a PK, e a etapa 3 da Pex5p, uma populacdo
completamente resistente ao ataque proteolitico.

A caracterizagdo deste processo permitiu concluir que a etapa 2 da Pex5p ¢ a
forma precursora da etapa 3 da Pex5p, e que esta é exportada para o citosol de uma
forma dependente de ATP. Por outro lado, verificou-se que a inser¢do da Pex5p na
membrana ¢ inibida na auséncia de ATP ou na presenga de ATPYS (um analogo ndo
hidrolisavel do ATP), o que pode indicar que a importagdo da Pex5p ¢ dependente de
ATP. No entanto, a possibilidade da maioria dos locais de docking/translocacdo da
membrana peroxissomal estarem ocupados pela PexSp endégena ndo pode ser excluida.

Assim, a influéncia da exportagio da Pex5p endbgena na importagio da *°S-
Pex5p comegou por ser estudada através da separagdo temporal destes dois eventos:
uma frac¢io PNS foi incubada na presenga de ATP 1 mM a 26°C durante 15 min (i.e.,
em condigdes em que ¢ promovida a exportagdo da Pex5p endogena peroxissomal;
Gouveia ef al. 2003a); no final deste periodo, ATPYS (a uma concentragdo final de 10 mM)
foi adicionado a reac¢do de importacdo; e dois minutos depois a **S-Pex5p foi
adicionada.

Em paralelo, foram realizadas duas reac¢des controlo. Numa das reacgdes, a
fracgdo PNS foi primeiro incubada com ATPYS 1 mM durante 15 min (i.e., esta
condi¢do ndo permite a exportagdo da populagdo endogena de Pex5p) e s6 depois uma

mistura de ATP e ATPYS foi adicionada. As concentracdes finais de ATP e ATPYS

68




8.2. Energética de importagio de proteinas PTS| para a matriz peroxissomal

foram iguais as da reacgdo anterior (1 ¢ 10 mM, respectivamente) e a reacgao de
importagdo foi iniciada da mesma forma. Na segunda reaccao controlo, apenas ATP fo1
usado na primeira (1 mM) incubagdo e na reac¢do de importagdo a uma concentragdo
final de 11 mM. As trés reaccoes foram comparadas apos tratamento proteolitico com
PK das varias aliquotas retiradas 5 ¢ 15 min apds o inicio da reacg¢do de importagdo
com ¥ S-Pex5p.

Relativamente a primeira reac¢ao, a pre-incubagdo na presenga de ATP 1 mM
seguida da adi¢do de ATPyS 10 mM origina a formagao de duas bandas de *°S- -Pex5p

correspondentes as etapas 2 e 3 (Figura 8.8A, painel superior, linhas 5 e 8).
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Figura 8.8. A importacao in vitro de 35S-Pey«{Sp ¢ influenciada pelos niveis de Pex5p
peroxissomal endogena.

(A4) Uma fraccdo PNS (450 pg de proteina) foi incubada durante 15 min a 26°C em tampdo de
importagdo A contendo ATP 1 mM. Apds este periodo de tempo, uma aliquota da reacgdo foi
removida (linha 2). Em seguida, procedeu-se a adi¢do de ATPYS (a uma concentragdo final de
10 mM) a mistura da reacgdo ¢ 2 min depois, a reacgdo de importagao foi iniciada com a adigdo
de **S-Pex5p. Aliquotas da reacgdo de importagdo foram retiradas passados 5 (litha 5) e 15 min
(linha &). Duas reac¢des controlo foram efectuadas simultaneamente. Numa das reac¢des, uma
fracgdo PNS foi pré-incubada no tampao de importagao A contendo ATP 1 mM durante 15 min
a 26°C. Depois de remover uma aliquota (linha 4), ATP (a uma concentragdo final de 11 mM)
foi adicionado a reacgdo. A reac¢do de importagdo foi iniciada 2 min mais tarde como descrito
anteriormente. Aliquotas da reac¢do de importagdo foram também removidas 5 min (linha 7) e
15 min (linha /0) depois. Na segunda reac¢do controlo, uma fraccdo PNS foi incubada no
tampdo de importagdo A contendo ATPYS 1 mM durante 15 min a 26°C. Depois de remover
uma aliquota (linha 3), uma mistura de ATPYS mais ATP (a uma concentragdo final de 10 mM e
1 mM, respectivamente) foi adicionada a reac¢do. A importagdo foi iniciada 2 min mais tarde.
Aliquotas desta reac¢do de importagdo foram removidas 5 min (linha 6) e 15 min (linha 9)
depois. Uma frac¢do PNS (equivalente a 150 g de proteina) em tampdo de importagdo A nio
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sujeita a qualquer incubagdo foi também analisada (linha /). As amostras tratadas com protease
(150 pg de proteina por linha) foram analisadas por SDS-PAGE seguida de autorradiografia
(painel superior) ou western-blotting utilizando os anticorpos dirigidos contra a Pex5p (painel
central) e a catalase (painel inferior). A linha / representa 5% da quantidade de lisado de
reticulocitos contendo °S-PexSp utilizada nas reacgdes de importagdo. (B) Anilise
densitométrica da Pex5p endogena resistente a protease. As quantidades de PexSp total
resistente a protease (4, painel central) foram normalizadas em relagao & quantidade de catalase
(A, painel inferior) aplicada em cada linha. Os valores para cada linha sdo expressos como
percentagem da quantidade de Pex5p protegida do ataque proteolitico presente na linha 1. A
razdo etapa 3/etapa 2 da Pex5p foi também determinada. Os nlimeros no eixo do x referem-se as
linhas de 4.

Em relagdo as reaccdes controlo, a pré-incubagdo realizada na presenga de
ATPYS anterior a adigdo da mistura de ATP ¢ ATPYS leva a auséncia de importagao
(Figura 8.8A, painel superior, linhas 6 ¢ 9), enquanto que a utilizagdo apenas de ATP ao
longo de toda a reac¢do permite a detecgdo de - S-Pex5p logo apos os primeiros 5 min
da reaccio, sendo a etapa 2 da Pex5p a forma predominantemente detectada, como
descrito anteriormente (Figura 8.8A, painel superior, linha 7 € Gouveia et al. 2003a).

O painel central da Figura 8.8A mostra o comportamento da Pex5p
peroxissomal endégena durante as incubagdes descritas anteriormente. A Figura 8.8B
corresponde a anélise densitométrica da Pex5p endogena protegida proteoliticamente.
As quantidades de Pex5p protegida da ac¢do da PK e as razdes entre as etapas 3 e 2 da
Pex5p foram comparadas com as quantidades presentes numa amostra que nao foi
sujeita a pré-incubagdo com nucledtidos exdgenos (Figura 8.8A, painel central, linha 1).

A pré-incubagdo na presenga de ATPYS 1 mM seguida de uma incubagio na
presenca de ATPYS 10 mM e ATP 1 mM de uma frac¢do PNS nao altera
significativamente a quantidade de Pex5p resistente a ac¢do da PK (comparar linhas 3,
6 e 9 com linha 1 do painel central da Figura 8.8A). Pelo contrario, a Pex5p resistente a
PK é sujeita a uma redugdo de aproximadamente 65% quando a pré-incubacio ¢ feita
na presenga de ATP 1 mM em duas das reac¢des efectuadas (comparar linhas 2 € 4 com
linha 1 do painel central da Figura 8.8A; ver também Figura 8.8B), o que indica que a
maioria da Pex5p end6gena é exportada do peroxissoma nestas condigdes.

A incubacdo posterior de uma destas reacgdes na presenga de ATP 11 mM nao
altera a quantidade de Pex5p protegida da acgdo proteolitica, o que indica que os niveis
de Pex3p steady-state foram atingidos nos primeiros 15 min de incubagao (comparar
linhas 4, 7 e 10 do painel central da Figura 8.8A, ver também Figura 8.8B). Pelo

contrério, a incubagio de uma fracgdo PNS (tratada previamente com ATP 1 mM) com
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ATPYS 10 mM leva a um aumento de Pex5p enddgena resistente a protease, assim
como ao aumento da razdo entre as etapas 3 e 2 da Pex5p ao fim de 15 min do inicio da
reac¢do (comparar linha 8 com linha 2 do painel central da Figura 8.8A; ver tambem
Figura 8.8B). Este resultado sugere que apés o pré-tratamento com ATP, os
peroxissomas importam uma pequena quantidade de PexSp solivel, que so ¢ detectada
quando a exportagdo da Pex5p ¢ bloqueada (por adigdo de ATPYS ao meio da reacg¢do
de importag¢do). Contudo, a razao entre as ctapas 3 e 2 da Pex5p endogena nesta
amostra é superior 4 mesma razio observada para a Pex5p sintetizada in vitro. Duas
razdes diferentes contribuem para esta diferenca. (1) No caso da Pex5p endogena, esta
razio é obtida numa situagio em que os peroxissomas contendo quantidades
consideraveis da ctapa 2 da Pex5p (o precursor da etapa 3 da Pex5p) foram submetidos
a uma incubacido de 17 min na presen¢a de ATPYS 10 mM, que tem como resultado a
acumulagdo da etapa 3 da Pex5p. No caso da proteina radioactiva, 0os peroxissomas
foram sujeitos a importagdo da peroxina sintetizada in vitro durante apenas 15 min (i.e.,
nio havia Pex5p radioactiva da etapa 2 quando o ATPYS foi adicionado a mistura da
reaccdo). Assim, a Pex5p radioactiva tem primeiro que ser importada para os
peroxissomas para dar origem a etapa 2 da Pex5p e, depois, originar a etapa 3 da Pex5p.
Considerando que esta transi¢do da etapa 2 para a etapa 3 requer alguns minutos para
ocorrer (ver Figura 3 de Gouveia er al. 2003a), uma pequena razdo etapa 3/etapa 2 da
Pex5p ¢ esperada neste caso. (2) Ao contrario dos resultados obtidos para 35-PexS5p,
existe uma pequena quantidade de Pex5p endogena completamente resistente a protease
que é detectada nas fracgdes PNS incubadas com ATP 11 mM (Figura 8.8A, painel
central, linhas 4, 7, ¢ 10). Esta popula¢io pode representar Pex5p endogena inactiva
(i.., Pex5p presente em locais de docking/translocagdo que ja ndo estdo activos na
exportacio da peroxina) e/ou inacessivel (i.c., Pex5p “sequestrada” em vesiculas de
origem ndo peroxissomal). Estes dois factores ndo afectam o comportamento da Pex5p
sintetizada in vitro nestas experiéncias, tornando os seus resultados mais claros que os
obtidos com a Pex5p enddgena.

No seu conjunto estes resultados mostram que o processo de importagido
peroxissomal é altamente dependente da exportagdo da populagdo endogena de Pex5p.
A importagio mais eficiente da Pex5p radioactiva é verificada naquela condigdo em
que os peroxissomas sdo previamente incubados com ATP para libertar a Pex5p

endogena dos locais de docking/translocagdo da membrana do peroxissoma.
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8.2.2. A importagio da PexSp para peroxissomas purificados

O modelo experimental utilizado para estudar a dependéncia energética do
processo de importagdo peroxissomal deve permitir a quantificagio da eficiéncia de
importag¢do na presenga e auséncia de ATP. Contudo, no caso especifico da importagao
da Pex5p e segundo os resultados obtidos anteriormente, este processo € dependente da
saida da populagdo endogena de Pex5p da membrana peroxissomal, um processo que
requer hidrélise de ATP. Por outro lado, o rendimento da exportagdo desta populagéo
endégena de Pex5p apds uma pré-incubagdo na presenga de ATP ndo € 100%.

Logo, a situagdo ideal para determinar a dependéncia de ATP na eficiéncia da
importagdo da Pex5p seria a de utilizar um sistema no qual a exportagdo da Pex5p
endogena ndo seja uma varidvel experimental. Esta situagdo foi conseguida com a
utilizacdo de peroxissomas purificados em reacgdes de importagdo. De facto, ao
contrario do sistema descrito usando fracgdes PNS de figado de rato e que origina duas
populagdes de Pex5p, quando peroxissomas purificados de figado de rato sio sujeitos a
protease protection assays € analisados por western-blotting usando um anticorpo anti-
Pex5p, apenas a banda correspondente a etapa 2 da Pex5p € detectada (Gouveia et al. 2000
¢ 2003a). Esta observacio sugere que os peroxissomas isolados ndo sdo capazes de
efectuar a transicio da Pex5p da etapa 2 para a etapa 3 e, consequentemente, de
exportar a Pex5p do peroxissoma.

De forma a testar esta possibilidade foram realizadas experiéncias de pulse-
chase in vitro, experiéncias estas que compreendem trés passos distintos: 1) a Pex5p ¢
importada para o peroxissoma por um periodo curto de tempo (“pulse”); 2) a
importagio € bloqueada por adi¢io de um excesso da proteina de fusdo recombinante
GST-Pex5p; € 3) o comportamento da Pex5p radioactiva importada ¢ seguido em
funcdo do tempo (“chase”). A analise por SDS-PAGE e autorradiografia desta
experiéncia ¢ mostrada na Figura 8.9.

Quando a importagdo & iniciada na presenca de ATP e o periodo de chase €
mantido na presenga do mesmo nucleétido, ndo se verifica nenhuma diminui¢do da
quantidade da etapa 2 da Pex5p (Figura 8.9, linhas + ATP/+ ATP). Pelo contririo,
quando esta experiéncia foi efectuada utilizando fracgdes PNS, foi demonstrado que a

Pex5p radioactiva ¢ exportada na presenca de ATP (Gouveia et al. 2003a).
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Na auséncia de ATP também ndo € detectada a etapa 3 da Pex5p (Figura 8.9,
linhas - ATP/- ATP), mesmo quando ATPYS ¢é adicionado antes do periodo de chase
(Figura 8.9, linhas - ATP/+ ATPYS).

Pulse + ATP - ATP - ATP
Chase + ATP - ATP + ATPyS

I 27" 35 350" 27" 35' 50" 27" 37 SO0

338-Pexsp

Pex5p

Figura 8.9. Peroxissomas purificados nio exportam PexSp.

#S-Pex5p foi incubada com peroxissomas purificados de figado de rato em tampio de
importagio A contendo ATP 10 mM (linhas Pulse/+ ATP) ou na auséncia de ATP exdgeno
(linhas Pulse/~ ATP). Apos 20 min a 26°C, GST-Pex5p foi adicionada as reacgdes para bloquear
a importagdo. Uma aliquota foi removida passados 7 min (linhas 277) ¢ ATP 10 mM (linhas
Chase/+ ATP) ou ATPYS 10 mM (linhas Chase/+ ATP)S) foram adicionados a duas das
reacgdes de importagdo. Oito e 23 min depois, aliquotas das reacgdes de importagdo foram
removidas (linhas 35" ¢ 50" min, respectivamente). Todas as amostras foram digeridas com PK,
submetidas a SDS-PAGE e analisadas por autorradiografia (painel superior) e western-blotting
utilizando o anticorpo anti-Pex5p (painel inferior). A linha 7 representa 5% da quantidade de
lisado de reticuldcitos contendo S-Pex5p utilizada nas reacgdes de importagao.

Os resultados obtidos sugerem, de facto, que os peroxissomas purificados nio
conseguem exportar Pex5p, muito possivelmente porque algum componente necessario
para este evento foi perdido ou inactivado durante o processo de isolamento dos
organclos de figado de rato. As varias tentativas de reposigdo da exportagdo de Pex5p
peroxissomal através da suplementa¢do das reacgdes de importagio com fracgdes
citosolicas de figado de rato sugerem que a segunda hipotese tem mais possibilidades

de ser verdadeira (resultados ndo mostrados).

8.2.3. Caracterizacdo do evento de insercio da Pex5p na membrana do
peroxissoma

A importagdo da PexS5p para o peroxissoma requer a presenca de proteinas

contendo sequéncias PTS1 no meio da reacgdo (Gouveia et al. 2003b).
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Esta dependéncia de proteinas PTS1 foi também testada no sistema de
importagdo in vitro descrito neste trabalho. A auséncia de proteinas PTS1 exogenas no
meio da reac¢do ndo impede a inser¢do da PexSp na membrana (Figura 8.10A, linha 1),
pois durante a preparagdo de peroxissomas uma quantidade significativa de proteinas
detentoras de PTS1 ¢ libertada destes organelos. Contudo, uma inibi¢do completa da
inser¢do membranar da Pex5p ¢ observada quando a reac¢do de importagdo ¢ realizada
na presenga de uma proteina de fusdo entre a GST e os residuos de aminoacidos 312-
639 da Pex5p correspondentes ao dominio de ligagdo da Pex5p a sequéncia PTS1
(Figura 8.10A, linha 5). Uma reversdo parcial desta acc¢do inibitoria € obtida incluindo
uma proteina PTS1 (GST-SKL) na reacgdo de importagdo (Figura 8.10A, linha 4). Este
resultado sugere que a inser¢do da Pex5p na membrana peroxissomal ¢ dependente da

presenca de proteinas PTS1.

A I 1 2 3 4 5 B s =
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Figura 8.10. A insercdo da Pex5p na membrana de peroxissomas purificados é
dependente de proteinas PTS1 e ¢ inibida por anticorpos anti-Pex14p.

(4) Peroxissomas purificados de figado de rato foram submetidos a reac¢des de importagao na
auséncia (linha /) ou na presenga de GST (linhas 2 ¢ 3) ou GST-TPRs (linhas 4 ¢ 5) e de GST-
SKL (linhas 2 e 4) ou GST-LKS (linhas 3 ¢ 5) durante 30 min a 26°C no tampao de importagao
A contendo ATP 10 mM. (B) Peroxissomas isolados de figado de rato foram pré-incubados em
tampdo de importagdo A na auséncia (linha -) ou preseng¢a de imunoglobulinas anti-PMP70
(linha PMP70), anti-Pexldp (linha Pex/4p) ou pré-imunes (linha PI). As reacgdes de
importagio (contendo ATP 10 mM) foram iniciadas apés a adigio de V°S-Pex5p. Todas as
amostras foram sujeitas a protedlise com proteinase K seguida de SDS-PAGE e analise por
autorradiografia. A linha 7 representa 5% da quantidade de lisado de reticulécitos contendo *°S-
Pex5p utilizada nas reac¢des de importagéo.

A Pex14p ¢ um componente do complexo peroxissomal de docking/translocagado
(Subramani ef al. 2000, Purdue e Lazarow 2001a e Sparkes e Baker 2002) e anticorpos dirigidos
contra esta proteina sdo capazes de inibir a inser¢do da PexS5p na membrana
peroxissomal (Gouveia e al. 2003b). A mesma observagdo foi feita para os peroxissomas
isolados quando incubados na presenca de anticorpos contra a HsPex14p (Figura

8.10B).
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Apesar destes resultados mostrarem que os peroxissomas isolados de figado de
rato apresentam duas caracteristicas comuns as fraccdes PNS utilizadas nas reacgoes de
importagdo (dependéncia da proteina PTS e da peroxina Pexl4p), os niveis de
importagao de 9 Pex5p sdo iguais quando se utilizam 80 pg de peroxissomas
purificados ou 150 pug de uma frac¢do PNS. Assim, considerando que as proteinas
peroxissomais correspondem a 2% do total das proteinas de figado de rato (Hartl er al.
1985), a eficiéncia de importagdo ¢ reduzida pelo menos 26 vezes depois do isolamento
dos organelos. Provavelmente este factor ¢ ainda superior porque a importagdo da
Pex5Sp sintetizada in vitro ndo sofre competicdo pela Pex5p enddgena citosolica quando

se utilizam organelos isolados.

8.2.4. A inser¢do da Pex5p na membrana peroxissomal ¢ independente de ATP

Tendo sido demonstrado que peroxissomas purificados de figado de rato séo
competentes na importagdo de Pex5p (mas ndo na sua exportagdo), a energética deste
processo foi analisada.

Para este efeito, peroxissomas isolados ¢ lisado de reticuldcitos contendo g
Pex5p foram sujeitos separadamente a um tratamento enzimatico para deplecgdo do
ATP endogeno. As reacgdes de importagdo foram iniciadas com a mistura destes dois
componentes na presenga ou auséncia de nucleotidos exogenos.

Como mostrado na Figura 8.11A ndo ¢ detectada qualquer alteragdo na
intensidade da banda correspondente a Pex5p da etapa 2 na auséncia de nucleotidos ou
na presenca de ATP ou ATPYS 10 mM.

Muitas enzimas que hidrolisam ATP usam ATP-Mg® como verdadeiro
substrato. Assim, a necessidade do 130 Mgz* neste processo foi também abordada
experimentalmente.

A auséncia do ido Mg®' ou a sua deplecgio com agentes quelantes
(nomeadamente EDTA ¢ 1,10-fenantrolina) do meio de importagdo ndo foram
suficientes para introduzir algum efeito imbitorio na importagao da 3S_Pex5p para o
peroxissoma (Figura 8.11B).

As duas observagoes anteriores sugerem que a insergdo de Pex5p na membrana

peroxissomal ndo requer a hidrolise de ATP.
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Figura 8.11. A insercio da PexSp em peroxissomas purificados niao requer a
hidrolise de ATP.

(4) Peroxissomas depletados de ATP e lisado de reticuldcitos contendo *°S-PexSp foram
submetidos a reacgdes de importagdo no tampdo de importagio A contendo ATP 10 mM (linha
ATP), ATPYS 10 mM (linha ATP)5) ou na auséncia de qualquer nucledtido exdgeno (linha -).
Uma reacgdo standard de importagdo (em tampado de importagdo A contendo ATP 10 mM) foi
realizada como controlo. (linha C). (B) Peroxissomas purificados de figado de rato foram
submetidos a reacgdes de importagdo em tampdo de importagio B (linha [), tampio de
importagdo B contendo EDTA 12 mM (linha 2) ou EDTA 12 mM + 1,10-fenantrolina 1 mM
(linha 3) ou tampdo de importagdo A (linha 4). Todas as amostras foram digeridas com PK,
submetidas a SDS-PAGE ¢ analisadas por autorradiografia. A linha / representa 5% da
quantidade de lisado de reticuldcitos contendo *°S-Pex5p utilizada nas reacgdes de importagio.

8.2.5. Discussao

Os diferentes autores que estudaram a energética da importagdo peroxissomal
foram unanimes em afirmar que este processo ¢ dependente de ATP. No entanto, nunca
foi possivel determinar qual o passo que requer hidrélise de ATP.

Os resultados aqui apresentados indicam que a inser¢ao da Pex5p na membrana
peroxissomal ndo depende de ATP; por outro lado, como a exportagdo deste receptor &
inibida pelo ATPYS (Gouveia er al. 2003a; ver também Figura 8.8), estas duas observagoes
sugerem que o ATP € essencial ao nivel da membrana peroxissomal apenas para
reciclar a Pex5p para o citosol. Esta conclusdo € discordante da formulada por Dodt e
Gould (1996), que depois de verificarem que a Pex5p e as proteinas PTS1 sintetizadas de
novo acumulavam na membrana peroxissomal em condigdes limitativas de energia,
concluiram que a translocagdo proteica depende de energia. Estas observagdes ndo sdo
no entanto mutuamente exclusivas. Bastara para tal assumir que o complexo de
docking/translocagdo na membrana peroxissomal apresenta dois locais de ligagdo para a
Pex5p (como por exemplo, um com fun¢ao de docking e outro de translocagio) € que a
ligagdo da Pex5p a cada um destes locais ¢ independente de ATP; contudo, na auséncia
desta forma de energia, a Pex5p acumula nos locais de docking, uma vez que a
exportagdo da Pex5p a partir dos locais de translocagio se encontra bloqueada ¢ estes

permanecem ocupados.
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E de referir que o sistema de importagdo in vitro utilizado neste trabalho inclui
proteinas PTS1 ja na sua conformagdo correcta que foram libertadas pelos organelos
durante a preparagdo das fracgoes de figado de rato utilizadas nestas experiéncias. Por
este facto, nenhumas conclusdes podem ser retiradas relativamente as necessidades
energéticas de processos que ocorram a montante do docking e translocagdo das
proteinas PTS1 através da membrana peroxissomal.

A Pexlp e a Pex6p sdo proteinas candidatas para a participagdo em eventos
dependentes de energia no processo de importagao peroxissomal, porque sdo as (inicas
peroxinas conhecidas que possuem dominios de ligagdo ao ATP. A andlise epistatica
dos niveis de steady-state da PexSp em varias linhas celulares deficientes na
importacdo de proteinas PTS1 permitiram concluir que a Pex1p ¢ a Pex6p podem estar
envolvidas na reciclagem da Pex5p para o citosol (Collins et al. 2000). Posteriormente,
estes resultados foram reinterpretados pelos mesmos autores que propuseram que afinal
estas duas peroxinas podem desempenhar uma fungdo anterior e¢/ou simultdnea ao
evento de translocagio e/ou um papel na formacdo do complexo de
docking/translocagdo (Gould e Colllins 2002). Os resultados obtidos neste trabalho sio
compativeis com a primeira hipotese colocada relativamente a fungdo destas proteinas,
i.e., um papel para a Pex1p e a Pex6p na reciclagem da Pex5Sp para o citosol.

Se o ATP for necessario apenas para a exportagdo da Pex5p do peroxissoma, a
energia necessaria para a translocacao de proteinas através da membrana peroxissomal
pode derivar das interac¢oes estabelecidas directamente entre a Pex5p e algumas
peroxinas da maquinaria de docking/translocacdo existente na membrana peroxissomal
(como a Pex14p, a Pex13p ou a Pex12p).

Destas interac¢des, apenas a ligagdo Pex5p-Pex14p foi estudada com algum
detalhe. Como referido anteriormente, esta interaccdo tem um caracter multivalente,
pelo facto: a) da Pex14p interactuar com ela propria através do dominio coiled-coil (ver
secgdo anterior); b) da PexSp de mamiferos possuir sete dominios de ligagdo a Pex14p
com afinidade elevada (Schlicbs et al. 1999 ¢ Saidowsky et al. 2001); e ¢) desses locais
estarem muito provavelmente ocupados in vivo (Gouveia et al. 2000). A energia associada
a formagdo do complexo Pex5p-Pex14p ainda ndo € conhecida. No entanto, a energia
libertada da interac¢do de apenas uma molécula de Pex14p com a Pex5p (~ 45 kJmol™)
seria suficiente para permitir a entrada de uma proteina do citosol para a matriz
peroxissomal contra um gradiente de concentragido elevado (como por exemplo

1:10000). A translocacdo de complexos proteicos através de membranas de uma forma
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independente da hidrélise de ATP ja foi descrita no caso da translocagdo proteica

através de poros nucleares (Komeli ¢ O’Shea 2001).
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Os resultados obtidos neste trabalho relativamente a Pex14p mostraram que esta
proteina ¢ capaz de formar homopolimeros. A existéncia de dominios coiled-coil
putativos na sua sequéncia primaria e o isolamento de complexos membranares
envolvendo varias unidades de Pex14p, o receptor Pex5Sp e as peroxinas envolvidas no
docking e/ou translocagdo peroxissomais, ja tinham sugerido esta hipotese (Albertini er al.
1997 e 2001, Brocard ef al. 1997, Fransen et al. 1998, Shimizu ef al. 1999, Will et al. 1999, Johnson et
al. 2001, Reguenga et al. 2001 ¢ Agne et al. 2003). A formacdo destes homopolimeros ¢
dependente da interac¢do dos dominios coiled-coil das varias unidades de Pex14p. E de
referir que enquanto estes resultados estavam a ser submetidos a um processo de
revisio com vista a sua publicagdo, outros dados experimentais foram publicados que
permitiram confirmar o dominio de interacgao da Pex14p com ela propria com base em
estudos de two-hyvbrid em sistemas bacterianos e de mamiferos (Fransen ef al. 2002).

Apesar das tentativas realizadas, o grau de homopolimerizagdao da Pex14p nio
foi determinado neste trabalho. Contudo, ¢ possivel que este problema possa ser
abordado utilizando outras técnicas analiticas (como por exemplo electroforese em géis
de poliacrilamida nativos ou semi-desnaturantes).

Os homopolimeros de Pex14p ou os complexos formados por varias unidades de
Pex14p e as peroxinas associadas a translocacdo (Pex2p, Pex10p e Pex12p) sdo,
actualmente, os principais candidatos para a constituigdo de um poro membranar
envolvido nos eventos de docking e translocag@o peroxissomais. Esta hipotese poderia
ser testada apds reconstituicdo in vifro dos complexos proteicos constituidos pela
Pex14p (sozinha ou associada a Pex2p, Pex10p e Pex12p) em vesiculas membranares.
Tais experiéncias poderiam revelar a funcionalidade destes complexos, nomeadamente a
sua participagdo nos eventos de docking e translocagdo de proteinas PTS1 através da
membrana peroxissomal.

A reconstituicdo dos complexos proteicos envolvendo a Pex14p possibilitaria
ainda uma nova abordagem estrutural da Pex14p associada ao estudo das modificagoes
estruturais a que esta peroxina ¢ sujeita durante o processo de importagdo peroxissomal.

O estudo da energética do processo de importagdo peroxissomal realizado neste
trabalho permitiu verificar que a exportagio da Pex5p da membrana peroxissomal &

dependente da hidrolise de ATP.
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As peroxinas Pex1p e Pex6p sio duas proteinas candidatas para a participagdo
no evento dependente de ATP da importagdo peroxissomal, pelo facto de serem as
Unicas peroxinas até ao momento conhecidas com actividade de ATPase. Esta hipotese
poderia ser testada utilizando fracgdes PNS de células deficientes nestas peroxinas nas
reacg¢des de importagdo, ou verificando a influéncia de anticorpos contra estas peroxinas
na eficiéncia de importacdo da Pex5p.

A utilizagdo de fracgdes PNS de células deficientes nas peroxinas Pex2p,
Pex10p, Pex12p, Pex13p e Pex14p poderia constituir uma estratégia experimental para
definir a participagao destas peroxinas no processo de translocagdo de proteinas para 0s
peroxissomas. Seria talvez possivel atribuir uma ordem a ac¢do destas peroxinas na
importagdo da Pex5p para o peroxissoma.

Em mamiferos, o enderecamento das proteinas PTS2 para o peroxissoma estd
dependente da ligagdo da Pex7p a Pex5p e do docking do complexo Pex7p-proteinas
PTS2 na membrana peroxissomal mediado pela ligagdo da Pex5p a Pexl4p. Assim,
seria também interessante estudar o efeito das proteinas PTS2 na eficiéncia de
importagao da Pex5p para os peroxissomas isolados, tal como estudado neste trabalho
em relagdo as proteinas PTS1.

A utilizagdo de formas truncadas/mutadas da Pex5p nas reacgdes de importacdo
poderia também ser uma estratégia importante para verificar quais os dominios
necessarios para a insergdo da PexSp na membrana peroxissomal. Esta estratégia
poderia ainda ser aplicada para detectar dominios necessarios para os diferentes passos
que constituem o percurso da Pex5p desde o citosol até ao peroxissoma, seguido de
exportacdo para o citosol.

Finalmente, este sistema de importagdo peroxissomal in vitro poderia ser
aplicado no estudo do enderegamento para o peroxissoma de outras proteinas
envolvidas na biogénese peroxissomal, desde que apresentem um padrdo proteolitico
que permita distinguir a proteina importada correctamente da proteina apenas associada
aos organelos. A aplicagio deste sistema ao receptor das proteinas PTS2 (a Pex7p), ao
possivel receptor das PMPs (a Pex19p) e as PMPs em geral poderia contribuir para

alargar o nosso conhecimento sobre a biogénese do peroxissoma.
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