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RESUMO: Em leveduras da espécie S. cerevisiae, foi
descrito uma modificagdo redox pods-traducional denominada
S-glutationilagdo em residuos Cys da subunidade a5 da unidade
catalitica 20S do proteassomo, especificamente o residuo a.5-C76,
posteriormente mutada para a5-C76S. A linhagem carregando
essa mutagdo apresentou como alteragdo fenotipica um menor
tempo de vida cronoldgico (CLS: chronological life span) e uma
maior frequéncia da conformacdo fechada da camara catalitica
da unidade 20S. Uma dupla mutagdo randomica na subunidade
a5 (a5-S35P/C2218S) criou uma linhagem duplo-mutante (DM),
a qual induziu a abertura da camera catalitica do 20S e também
aumentou o CLS da célula. O presente estudo teve como objetivo
estudar o grau de acoplamento entre as unidades catalitica e
regulatoria do proteassomo nas linhagens de levedura (C76S,
WT e DM), bem como avaliar a funcionalidade mitocondrial em
todas elas. A analise do acoplamento foi feita com eletroforese
em gel nativo. Para determinar a funcionalidade mitocondrial, foi
medida a atividade da enzima citrato sintase a partir da reacao
entre DTNB e CoA-SH. Foi observado que na linhagem C76S
com CLS reduzido havia um menor grau de acoplamento entre as
unidades catalitica 20S e regulatdria 19S, além de uma atividade
mitocondrial diminuida. Portanto, um menor grau de acoplamento
entre as unidades do proteassomo muito provavelmente provocou
uma disfun¢do mitocondrial devido a um importe de proteinas

Instituigdo onde trabalho foi realizado: Instituto Butantan

mitocondriais defeituoso, resultando em uma CLS reduzida, fato
que pode melhor elucidar a nossa compreensio acerca do processo
de envelhecimento e da morte celular prematura vista em doengas
degenerativas causadas por acumulagio proteica.

Palavras-chave: Biologia redox; MitocOndria; Proteassomo;
Proteolise.

ABSTRACT: A post-translational redox modification called
S-glutathionylation in S. cerevisiae was described at Cys residues
of the a5 subunit of the 20S catalytic unit of the proteasome,
specifically a5-C76, posteriorly mutated to a5-C76S. The a5-C76S
strain presented, as a phenotypic alteration, a higher frequency
of the closed conformation of the catalytic chamber of the 20S
unit and a shorter chronological life span (CLS: chronological
life span). A double random mutation (DM: double mutated)
in the a5 subunit (a5-S35P/C221S) induced the opening of the
catalytic chamber and also increased CLS. This project aimed to
assess the coupling between the catalytic and the regulatory units
ofthe proteasome in some yeast strains (C76S, WT and DM) and
to further evaluate their mitochondrial functionality. The study
of the coupling of 20S-19S units was carried out in native gel
electrophoresis. To determine mitochondrial functionality, the
activity of citrate synthase was measured by the reaction between
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DTNB with CoA-SH. It was observed that in the C76S strain there
was a lower degree of coupling between the 20S catalytic and
19S regulatory units, in addition to a decreased citrate synthase
activity. Therefore, less coupling between the proteasomal units
triggers mitochondrial dysfunction most likely due to deficient
mitochondrial protein import, ultimately leading to decreased

INTRODUCAO

protedlise ¢ um processo de suma importancia

Apara a homeostase celular, visto que, por meio
da catalise proteica, pode haver remogdo das proteinas
aberrantemente sintetizadas e daquelas danificadas
durante as reacdes metabodlicas, manutengdo do pool de
aminoacidos, geragdo de peptideos ativos e degradagio das
proteinas que variam sua concentrac¢do ao longo do tempo.
Em meados da década de 1980, Aaron Ciechanover, Avram
Hershko e Irwin Rose descreveram que o maior responsavel
pela proteolise celular € o sistema ubiquitina- proteassomo
(UPS), descoberta essa que lhes renderam o Prémio Nobel
de Quimica em 2004.

Em esséncia, o UPS ¢ uma via de degradagdo
proteica composta por enzimas capazes de marcar
proteinas, sinalizando-as para degradag@o. Esta marcagdo ¢
feita pela ubiquitina, uma proteina de 8,5 kDa que ¢ atrelada
a proteina que sera degradada mediante uma série de
enzimas. Uma vez que a proteina estiver poli-ubiquitinada,
ela sera reconhecida pelo proteassomo. O proteassomo ¢
um complexo protéico composto por duas unidades. A
unidade catalitica, denominada 20S (20SPT), composta por
4 anéis heptaméricos empilhados, formando uma estrutura
semelhante a um barril. Ha dois anéis beta (constituidos
pelas subunidades beta) flanqueados em ambos os lados
pelos dois anéis alfa (constituidos pelas subunidades alfa).
Enquanto os anéis alfa controlam o acesso de substratos
para dentro do proteassomo, os anéis beta formam a camara
catalitica, com trés subunidades cataliticamente distintas.
A outra unidade do proteassomo ¢ a regulatoria, conhecida
como 19S (19SPT), capaz de interagir com as subunidades
alfa do 20S e modular a atividade do proteassomo.

O proteassomo pode ser encontrado com as
unidades catalitica e regulatoria acopladas, formando
ora o proteassomo 26S (quando ha apenas uma unidade
19S associado ao 20S), ora o proteassomo 30S (quando
ha duas unidades 19S associados ao 20S). No entanto, o
proteassomo pode ser constituido somente pela unidade
catalitica (20S). Assim, o 20S destituido do 19S ¢
responsavel pela degradagdo de proteinas principalmente
ndo-ubiquitinadas, que em sua maioria apresentam
sequéncias naturalmente desestruturadas, ou sdo proteinas
parcialmente desnaturadas por estresse oxidativo'. A Figura
1 ilustra os complexos do proteassomo.

CLS, which can better our understanding in regards to the process
of aging and premature cell death seen in degenerative disorders
caused by protein accumulation.

Key-words: Redox biology; Mitochondria; Proteasome;
Proteolysis.

Figura 1. Complexos proteassdssimos e unidades constituintes?

O grupo de pesquisa da Profa. Marilene Demasi
investiga a modifica¢do redox pos-traducional de residuos
de Cys encontrados na subunidade a5 do proteassomo 20S
da levedura Saccharomyces cerevisiae®*. Foi constatado
que a S-glutationilagdo do residuo Cys76 ¢ critico para
a abertura da camara catalitica, visto que mutagao nesse
sitio para residuos de Ser, a5-Cys76S, resultou em maior
porcentagem de 20S em sua conformagao fechada e menor
tempo de vida cronolégico (CLS: Chronological Life Span),
em comparagdo com a selvagem. O mesmo foi observado
em linhagens com mutac¢do em a5-Cys2218S. As células que
possuiam mutagdes concomitantes em ambos os residuos,
a5-Cys76S e a5-Cys221S, mostraram-se inviaveis®.
Em contrapartida, uma dupla mutacdo randomica da
subunidade a5 (S35P/C221S) ocasionou em maior
frequéncia da camara catalitica em sua conformagao aberta
e em um maior CLS. A partir dos estudos supracitados,
concluiu-se que o CLS esta intimamente relacionado a
frequéncia da conformagdo aberta do proteassomo 20S.
Entretanto, ndo havia sido feita a analise acerca do grau
de acoplamento entre as unidades 20S e 19S. Visto que
a manutengdo do CLS fundamenta-se na degradagdo de
proteinas sinalizadoras via poliubiquitinagdo, especula-se
que déficits no acoplamento entre unidades catalitica ¢
regulatoria poderdo resultar em menores taxas de protedlise



pelo UPS, o que acarretaria em uma proteotoxicidade por
acumulo de proteinas ubiquitinadas que, consequentemente,
determinaria um CLS diminuido®.

Atualmente, sabe-se que a associagdo entre as
unidades 20S e 19S depende, dentre muitos fatores
(por exemplo, chaperonas citoplasmaticas - Hsp70,
Hsp90 ¢ Ecm29)’ e da funcionalidade mitocondrial.
Sendo responsavel pela maior producdo de ATP por
meio da fosforilagdo oxidativa, a mitocondria ¢ de
fundamental importancia para a ativagdo do UPS, uma
vez que tanto o processo de ubiquitinacdo quanto o
de desdobramento dos substratos proteicos antes de
penetrarem a unidade catalitica dependem de ATP. Para
que exerca adequadamente a sua fungdo, a mitocondria
necessita das proteinas mitocondriais, a maioria das
quais sdo codificadas pelo DNA nuclear, sintetizadas no
citosol e importadas para dentro da organela através das
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translocases presentes na membrana mitocondrial externa
(TOM: Translocase of Outer Membrane)®. Durante o
processo de importagdo, algumas proteinas mitocondriais
podem sofrer dobramento prematuro ou entfio se agregar
com outras proteinas, podendo provocar o entupimento do
complexo TOM. Em ambos os casos, o0 UPS ¢ essencial
no controle de qualidade das proteinas mitocondriais na
medida que degrada as proteinas que obstruiriam TOM,
liberando-o para a importacdo de proteinas sem defeitos
estruturais’. Em adigdo a isso, existe um sistema de retro-
translocac@o de proteinas intramitocondriais, danificadas
pelo metabolismo oxidativo intrinseco da organela, para o
citosol onde possam ser ubiquitinadas e degradadas pelo
UPS!. Ou seja, a0 mesmo tempo que a mitocdndria garante a
disponibilidade de ATP para o bom funcionamento do UPS,
este, por sua vez, auxilia no importe proteico, processo
de suma relevancia para a funcionalidade mitocondrial. A
Figura 2 ilustra os mecanismos descritos acima.
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Figura 2. Representacdo esquematica do processo de controle de qualidade e importe de proteinas mitocondriais e o papel do proteassomo’

Ademais, ao comparar os pellets mitocondriais das
trés linhagens, notou-se que os da C76S, além de menores,
ndo apresentavam a mesma cor acastanhada das outras; pelo
contrario, possuia uma coloragio palida esbranquicada, o
que sugere alguma alteragdo na citocromo C. Outro dado
que corrobora para a hipdtese de que a C76S possui uma

menor funcionalidade mitocondrial é a menor atividade da
enzima citrato sintase, como demonstra o grafico da Figura
5. Esse ensaio ja foi reproduzido pelo menos 3 vezes em
triplicata. Uma foto dos precipitados mitocondriais esta
mostrada na Figura 4.
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Figura 3. (A) Gel nativo feito a partir do extrato celular das
linhagens indicadas de leveduras. Apds a corrida (6 h; 150 V, 4
°C), a atividade do proteassomo foi avaliada pela adigdo sobre
o gel do fluoro-substrato Suc-LLVY-AMC. A fluorescéncia foi
registrada em fotodocumentador. (B) O mesmo gel foi corado
com Coomassie blue.
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Figura 4. Foto representativa dos pellets mitocondriais obtidos
como descrito em Metodologia.
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Figura 5. Grafico representativo da atividade da citrato sintase

das trés linhagens. Detalhes do experimento estdo descritos em
Metodologia.

CONCLUSAO E DISCUSSAO

O menor grau de acoplamento entre as unidades
20S e 19S do proteassomo, junto com uma atividade
proteassomal reduzida observada na linhagem C76S,
provavelmente gerou uma disfun¢do mitocondrial,
evidenciada pela baixa atividade da citrato sintase e pela
palidez dos pellets mitocondriais, que acabou levando a
uma diminui¢do do CLS.

Nossa hipotese ¢ de que, com o acoplamento
reduzido entre as unidades do proteassomo, bem como uma
atividade proteassomal atenuada, o proteassomo ¢é incapaz
de desempenhar adequadamente seu papel no controle de
qualidade da importag@o de proteinas mitocondriais, o que
muito provavelmente resultou em uma proteotoxicidade
causada pelo actimulo de proteinas mitocondriais no citosol.
Consequentemente, a mitocondria ¢ deixa de exercer suas
fun¢des adequadamente, gerando uma deplegdo de ATP e,
portanto, uma inaptiddo para manter processos celulares
vitais, levando a um CLS diminuido. Podemos especular
que o conhecimento por tras desse mecanismo bioquimico
¢ fundamental para desvendar alguns processos celulares
degenerativos que levam a morte celular antecipada em
doencas provocadas por agregados proteicos (por exemplo,
algumas formas de deméncia e miocardiopatia amiloide
por transtirretina), assim como o proprio processo de
envelhecimento, o que ¢ crucial para o desenvolvimento
de novas intervengdes terapéuticas.

Participacio dos autores: A aluna Natalia Mori Avellaneda
Penatti realizou os experimentos em gel nativo e as reagdes da
citrato sintase. A obten¢ao das linhagens de levedura foi realizada
em trabalhos anteriores da Profa. Dra. Marilene, ¢ o crescimento
delas, bem como suas curvas de crescimento, foram feitas pela
orientadora do projeto.
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