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RESUMO

O misfolding proteico caracteriza um numero de doengas metabdlicas, nas quais
defeitos da oxidagdo de &cidos gordos estdo incluidos. Condicdes de severidade moderada
destas doengas resultam frequentemente da destabilizacdo conformacional e diminuigdo
da funcéo enzimatica das proteinas afectadas. Pequenas moléculas com capacidade para
aumentar os niveis funcionais dessas proteinas até um certo limiar da doenga, sdo assim
ferramentas valiosas no desenho de drogas efectivas. Neste trabalho investigou-se o efeito
de cofactores e metabolitos mitocondriais como potenciais estabilizadores de duas acil-
CoA desidrogenases da -oxidacgao de acidos gordos: a acil-CoA desidrogenase de cadeia
curta (SCAD) e cadeia média (MCAD); bem como a glutaril-CoA desidrogenase (GCD)
envolvida no metabolismo da lisina e triptofano. Os resultados obtidos demonstraram um
aumento espectacular da estabilidade térmica destas enzimas, impedindo a perda de
actividade enzimatica durante a incubagdo de 1hora a 40°C para concentracdes de FAD
proximas das fisiologicas. Um efeito claro foi também observado para os substratos
preferidos, butiril-CoA e octanoil-CoA, respectivamente, para a SCAD e MCAD, mas
ndo para a GCD. Em concluséo, a riboflavina pode ser benéfica durante episddios de
febre em pacientes com deficiéncias na SCAD e MCAD, bem como GCD, e o tratamento
com anélogos de substratos poderd teoricamente alterar a actividade enzimética de
algumas proteinas com dificuldades inerentes de folding.

Outra estratégia para minimizar o misfolding proteico envolve a chaperonina
GroEL, que tem a capacidade de encapsular proteinas misfolded no seu interior
permitindo o refolding proteico. Neste trabalho investigou-se a particdo do mutante
p.Aspl28Asn da flavoproteina de transferéncia electronica (ETF). Os resultados
demonstraram particdo, sugerindo que variantes conformacionais podem ser recuperadas
na presenca de chaperbes moleculares, e suscitando a possibilidade deste papel pela
homdloga mHsp60 mitocondrial. A auséncia de particdo na presenca de TMAO e
sarcosina sugere o potencial destes chaperdes quimicos na estabilizacdo conformacional

da proteina, eliminando a necessidade de refolding pela GroEL.

Palavras-chave: p-oxidacdo dos &cidos gordos, acil-CoA desidrogenases, ETF,
substratos, FAD, GroEL
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ABSTRACT

Protein misfolding characterizes a number of metabolic diseases, in which fatty
acid oxidation defects are included. Milder disease conditions frequently result from
conformational destabilization and decreased enzymatic function of the affected proteins.
Small molecules which have the ability to raise the functional levels of these proteins
above a certain disease threshold are thus valuable tools for effective drug design. In this
work we have investigated the effect of mitochondrial cofactors and metabolites as
potential stabilizers in two B-oxidation acyl-CoA dehydrogenases: short chain acyl-CoA
dehydrogenase (SCAD) and medium chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) as well as
glutaryl-CoA dehydrogenase, which is involved in lysine and tryptophan metabolism. We
found that near physiological concentrations of FAD resulted in a spectacular
enchancement of the thermal stabilities of these enzymes and prevented enzymatic
activity loss during 1 hour incubation at 40°C. A clear effect of the respective substrate,
which was additive to that of FAD was also observed for SCAD and MCAD but not for
GCD. In conclusion, riboflavin may be beneficial during feverish crises in patients with
SCAD and MCAD as well as in GCD deficiencies, and treatment with substrate
analogues could theoretically enhance enzyme activity for some proteins with inherited
folding difficulties.

Another strategy to minimize protein misfolding has involved the GroEL
chaperonin, which has the ability to encapsulate misfolded proteins, allowing protein
refolding. In this work, we have also investigated the partition of the variant of the
electron transfer flavoprotein (ETF-p.Aspl128Asn). Results show that partition into
GroEL has taken place, suggesting that conformational variants can be effectively
recovered by molecular chaperones and thus raising the possibility for a role for the
mitochondrial counterpart of GroEL - mHsp60. The absence of partition in the presence
of TMAO and sarcosine suggests the potential role of these chemicals chaperones in

conformational stabilization of the protein, eliminating the need for refolding by GroEL.

Keywords: Fatty acid p-oxidation, acyl-CoA dehydrogenases, ETF, substrates, FAD,
GroEL
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I. INTRODUCAO

A introducdo desta dissertacdo encontra-se organizada em cinco seccgdes. Na
seccdo 1.1 descreve-se a sintese proteica e o processo de folding, abordando-se 0s
aspectos fundamentais do folding proteico e especificando-se o papel dos chaperdes
moleculares neste processo in vivo. Apesar do esfor¢co destes e de toda a maquinaria do
sistema de controlo de qualidade das proteinas, o folding in vivo esta longe de ser perfeito
e podem ocorrer defeitos no folding que conduzem a estados patologicos. Na seccéo 1.2
apresentam-se essas patologias e possiveis estratégias de tratamento. Na sec¢do 1.3 €
apresentada a via metabolica da oxidacdo de acidos gordos como caso de estudo. Aqui
sdo abordados os aspectos gerais da oxidacdo dos acidos gordos, especificando-se quatro
tipos de doenca. Na secgdo 1.4 descrevem-se alguns métodos biofisicos que permitem
estudar e monitorizar o folding proteico. Por fim sdo apresentados os objectivos deste

trabalho (seccéo 1.5).

1.1. A sintese proteica e o processo de folding
1.1.1. Folding proteico: aspectos fundamentais

As proteinas sdo ndo s6 as macromoléculas biolégicas mais abundantes, mas
também as mais complexas em termos conformacionais e biologicamente versateis [1].
Sdo sintetizadas como sequéncias lineares de aminoécidos a partir da informacédo contida
no genoma nuclear, ou a partir do DNA mitocondrial no caso das 13 proteinas
mitocondriais da cadeia respiratéria. Apds sintetizadas necessitam de adquirir uma
estrutura tridimensional especifica, da qual depende directamente a sua funcdo, por um
processo designado de folding proteico [1-4]. Alguns dos autores traduzem este processo
para portugués por “enrolamento”, mas neste trabalho optou-se por manter a designacao
anglo-saxonica.

O processo de folding proteico tem sido um assunto intensamente estudado desde
os trabalhos pioneiros de Anfinsen e seus colaboradores acerca do folding/unfolding da
ribonuclease A [5]. Estes mostraram que uma cadeia polipeptidica pode adquirir o folding
espontaneamente in vitro sem requerer a assisténcia de nenhum factor celular [5],
provando que toda a informag&o necessaria para uma proteina adquirir a sua conformagéo
nativa se encontra codificada na sua sequéncia linear de aminoacidos. Mostraram também
que o processo de folding das proteinas se baseia estritamente na termodindmica, ou seja,
na procura aleatdria de uma conformacao Unica termodinamicamente mais estavel para a
qual a energia livre de Gibbs seja minima [1, 2, 5, 6]. Todavia, Levinthal focando-se na

cinética e dindmica do folding, mostrou que o processo de folding ndo consiste na

Capitulo 1




Capitulo 1

exploracdo de todas as conformagfes possiveis, mas sim ocorre através de uma via bem
definida e sequencial. Caso contrario, até mesmo uma proteina pequena (~100
aminoacidos) necessitaria de um tempo biologicamente irrealista (~10* anos) para
adquirir a sua estrutura nativa [7].

Na tentativa de se explicar o facto de as proteinas adquirirem a sua conformacao
nativa numa escala temporal de milisegundos, o folding proteico tem sido representado
através de um funil de energia (figura 1.1) [3]. Este funil de energia tem sido usado para
ilustrar que o grande nimero de conformagdes acessiveis para uma proteina (superficie
do funil) se torna progressivamente mais restrito a medida que as interac¢fes nativas
aumentam [4, 8], terminando por fim numa estrutura nativa para a qual a energia livre é
minima (fundo do funil). Por oposicdo ao estado nativo, os estados unfolding séo
caracterizados por um alto grau de entropia conformacional e por uma alta energia livre
de Gibbs (superficie do funil) [8, 9]. Este alto grau de entropia deve-se & presenca de um
grande numero de conformacBes possiveis para uma proteina, e a energia livre a
instabilidade do estado unfolding.

O funil de folding pode ser liso ou apresentar rugosidades. O processo de folding
de proteinas pequenas, as quais adquirem o folding numa escala de milissegundos, é
normalmente ilustrado por um funil liso (figura 1.1A). Contudo, este pode também
apresentar uma armadilha cinética, indicativa da presenca de possiveis estados
intermediarios estaveis, que, no entanto, ndo conduzem a uma Optima termodindmica
global. A figura 1.1B ilustra um funil rugoso caracteristico do folding de proteinas
grandes que apresentam muitas barreiras energéticas, as quais podem levar a formacao de

intermediarios até se atingir a topologia final [2].

Figura 1.1 — Representagdo dos funis do folding proteico. Estes funis representam a
paisagem de energia do processo de folding das proteinas in vitro até atingirem a conformacgéo
final. (A) Funil de folding caracteristico de proteinas pequenas, as quais adquirem o folding
espontaneamente. Percurso A, funil de folding liso representativo do folding que ocorre
espontaneamente até se adquirir o estado nativo sem a presenga de nenhuma barreira que leve a
formacdo de intermediarios. Percurso B, apresenta uma armadilha cinética, indicativa da presenca
de possiveis estados intermédios, mesmo para proteinas pequenas. (B) llustra um funil de folding
rugoso com muitas armadilhas cinéticas, i.e. multiplas barreiras energéticas que podem levar a
formacdo de intermedidrios até se atingir a topologia final. Este tipo de funil é comum para
proteinas grandes. Adaptado de [2].
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In vivo o folding das proteinas ocorre num ambiente celular extremamente concentrado

(300-400 mg/ml de proteinas e outras macromoléculas) (figura 1.2), enquanto que in vitro

o refold de uma cadeia polipeptidica ocorre em solugdes muito diluidas (<1 mg/ml).

W,

%% empacotamento molecular em
'~ Escherichia coli. Representagio de
& David S. Goodsell, The Scripps
: Research Institute, La Jolla, CA.

O facto de o folding in vivo ocorrer num ambiente extremamente sobrecarregado torna-o
dependente de certos factores como o grau de confinamento da proteina e o efeito de
crowding. Alguns dos autores traduzem este efeito para portugués por “efeito de
empacotamento”, mas neste trabalho optou-se por manter a designacao anglo-saxénica. O
confinamento da proteina apresenta um efeito positivo resultando num aumento da
estabilidade da proteina, devido a restringir o numero de conformagdes expostas e
favorecer os contactos nucleares. O efeito de crowding pode ter por um lado, um impacto
positivo no processo de folding uma vez que ao promover a exclusdo de volume
estabelece os estados nativos e compactos [10, 11]. Por outro lado, pode ter um impacto
negativo no processo de folding uma vez que ao promover a exclusdo de volume pode
alterar substancialmente a afinidade entre as macromoléculas e conduzir ao misfolding
proteico e a agregacdo [1, 2, 4, 6]. Outro factor que pode adicionalmente aumentar o risco
de misfolding e agregacgdo é o processo de traducdo. Isto pode acontecer especialmente
em células eucaridticas devido as cadeias polipeptidicas serem em média de maiores
dimens@es, e a traducdo ser mais lenta que nos procariontes. Resultando assim, na
presenca de cadeias nascentes com um folding parcial por prolongados periodos de tempo
0s quais sdo sensiveis a agregacao [1, 6].

De forma a lidarem com os desafios do processo de folding, os sistemas biolégicos
desenvolveram uma maquinaria proteica especifica - o sistema de controlo de qualidade
proteica. Este compreende os chaperdes moleculares, proteases e factores reguladores que
regulam a actividade ou permitem a comunicagdo entre os varios componentes [3, 7].
Este sistema tem a capacidade de supervisionar o folding, contrariar a agregacdo e
seleccionar e eliminar polipéptidos com baixa capacidade de folding ou com erros que

poderiam exercer efeitos toxicos para a célula [1, 4, 6]. Este sistema é também capaz de
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se adaptar a stress ambientais como alteracfes de pH, temperatura e stress oxidativo, 0s
quais afectam fortemente o folding proteico [4].

1.1.2. Chaperdes moleculares: folding in vivo

Os chaperdes moleculares, como referido, fazem parte da maquinaria celular
constituida por vérias proteinas que supervisionam a qualidade do folding de proteinas
sintetizadas. Estas proteinas sdo capazes de interagir, estabilizar, ou auxiliar proteinas a
adquirir uma estrutura final correcta in vivo, mas que ndo determinam a estrutura
funcional final [1, 4]. S&o conhecidos ainda como proteinas de choque térmico (Hsp — do
inglés heat shock proteins), devido a serem sobre-expressas nas células em condigdes de
stress conformacional. Contudo um ndmero de chaperdes pode ser constitutivamente
expresso e fazer parte dos sistemas de expresséo proteico em condi¢es de ndo stress [4].
Estes chaperbes sdo classificados de acordo com a sua massa molecular de: Hsp40,
Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100 e pequenas Hsps [1, 6].

Os chaperdes moleculares sdo altamente conservados, estando presentes nos trés
dominios da vida onde estdo envolvidos em multiplas funcdes celulares, incluindo o
folding de novo, refolding de proteinas desnaturadas por stress, montagem oligomérica,
transporte de proteinas intracelulares, e assisténcia na degradacdo proteolitica [1, 2, 6].
Nos trés dominios da vida, uma fraccdo dos chaperfes moleculares encontra-se associado
ao ribossoma, actuando na estabilizacdo de polipéptidos nascentes e iniciacdo do seu
folding, e outra fraccdo auxilia o processo de folding até se atingir a topologia final
(figura 1.3) [1, 6]. Especificamente, os chaperdes assistem o folding a quatro niveis: (1)
Previnem o folding prematuro das cadeias polipeptidicas nascentes ao nivel dos
ribossomas (exemplo do factor Trigger (TF) nas bactérias (figura 1.3A); sistema
especializado Hsp70, denominado RAC (do inglés - ribossome-associated complex), nos
eucariontes (figura 1.3C); e o complexo NAC (do inglés — nascent chain-associated
complex) também presente em Archaea (figura 1.3B)) [1, 2, 6, 12-14]; (2) Auxiliam as
cadeias polipeptidicas a adquirirem a estrutura tridimensional, por exemplo a familia das
Hsp70 eucariontes (DnaK nas bactérias); (3) Permitem que a cadeia polipeptidica, ap6s
de libertada pelo ribossoma, efectue o folding e/ou o refolding num ambiente protector
dentro de uma “gaiola” molecular, tais como a GroEL/GroES (nas bactérias) (figura
1.3B) e TRIC/CCT (nos eucariontes) (figura 1.3C), as quais sdo designadas de
chaperoninas (e serdo descritas em detalhe nos paragrafos seguintes devido a serem uma

ferramenta deste trabalho) [2]; (4) E promovem o unfold de uma proteina misfolded e/ou



Estudos de folding e efeito de chaperdes quimicos e moleculares em proteinas envolvidas na
[-oxidacdo de acidos gordos

agregada, como os membros da familia HSP100/CIP [2]. O seu mecanismo de ac¢do é
dependente da hidrélise de ATP (adenosina trifosfato) e o folding é promovido por ciclos

de ligacdo/libertacdo da proteina substrato.
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Figura 1.3 - Modelos de folding citosdlico de proteinas recém sintetizadas assistido
por chaperoes moleculares para os diferentes dominios da vida. (A) Bacteria. TF, factor
trigger; N, proteina nativa. (B) Archaea. PFD, prefoldin; NAC, complexo associado a cadeias
nascentes (do inglés - nascent chain-associated complex). (C) Eukarya. RAC, complexo associado
ao ribossoma (do inglé€s - ribossome-associated complex). Adaptado de [6].

As chaperoninas, também descritas como ‘“gaiola” de folding, sdo estruturas em
forma de barril de ~800 kDa constituidas por dois anéis e uma cavidade interna na qual as
proteinas substrato sdo totalmente encapsuladas e podem adquirir o folding num ambiente

imperturbado (figura 1.4) [4, 14, 15].

A Complexo GroEL-GroES B Subunidade do anel ¢/s  Subunidade do anel trans

Equatorial (E)

Anel cis

GroEL

Anel trans

Figura 1.4 - Chaperonina GroEL-GroES. (A) Estrutura cristalogrifica do complexo
GroEL-GroES (PDB 1AON), mostrando a GroES ligada a GroEL no anel cis, o anel oposto
(trans) e uma das sete subunidades por anel. (B) e (C) mostram diagramas de duas subunidades
pertencentes, respectivamente, aos anéis cis e trans. Cada subunidade € composta por trés
dominios, A, I e E, que se referem respectivamente, ao dominio apical, intermédio e equatorial. A
cor-de-rosa no anel cis é também mostrada uma molécula de ADP ligada ao dominio equatorial
ATPase. Adaptado de [16].
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As chaperoninas dividem-se em dois grupos. O grupo |, também designadas de
Hsp60, encontra-se presente em bactérias (GroEL), mitocdndrias (Hsp60) e cloroplastos
(Cpn60) [1, 6, 15]. Estas possuem sete subunidades de ~60 kDa por anel e consistem em
trés dominios (figura 1.4) [17]: o dominio equatorial ATPase (figura 1.4 a azul), situado
no meio do barril, e o qual forma os principais contactos inter-subunidades; um dominio
apical (figura 1.4 a vermelho), situado em ambas as extremidades do barril, e que expde
residuos aminoécidos hidrofdbicos para ligagdo do substrato em direc¢do ao centro do
anel; e um dominio intermédio (figura 1.4 a verde) que conecta o dominio equatorial com
o dominio apical [1, 6, 15-18]. Estas chaperoninas funcionam em coopera¢do com as
proteinas Hsp10 (GroES nas bactérias), as quais funcionam como uma tampa da “gaiola”
de folding no encapsulamento das proteinas (figura 1.4A) e é constituida por um Unico
anel homo-heptamérico composto por subunidades de ~10 kDa [1, 6, 15]. O grupo Il
encontra-se presente no reino Archaea (thermosome) e no citosol das células eucariotas
(TRIiC/CCT), e sdo constituidas por oito ou nove subunidades por anel [15]. Este grupo é
estruturalmente semelhante a GroEL, contudo diferencia-se desta através do seu dominio
apical (figura 1.4B), o qual possui uma extensdo especializada da hélice-a que actua
como uma tampa interna e substitui a funcdo da GroES, sendo assim independentes de
factores Hspl0 [1, 6]. O mecanismo de accdo das chaperoninas do tipo Il ainda ndo se
encontra compreendido.

O mecanismo de accdo das chaperoninas do tipo | é idéntico ao mecanismo dos
chaperdes moleculares, sendo dependente da hidrélise de ATP e o folding promovido por
ciclos de ligacdo/libertacdo da proteina substrato. A diferenca reside no facto de que o
folding pelas chaperoninas ocorre por encapsulamento global da proteina pela Hsp10. O
mecanismo de folding por parte da chaperonina GroEL é dependente do encapsulamento
global das proteinas substrato pela GroES. As proteinas substratos ndo nativas ligam-se
através de interacgBes hidrofobicas ao dominio apical do anel desocupado; depois a
GroES e o ATP ligam-se ao anel, conduzindo a uma dramatica alteragdo conformacional
do sistema que leva a formagdo de uma “gaiola” com um ambiente interno altamente
hidrofilico e carregado negativamente onde a proteina é encapsulada. As proteinas de
tamanho até ~60 kDa podem ser encapsuladas neste ambiente, onde adquirem o folding
espontaneamente em 10-15 segundos, 0 tempo necessario para a hidrolise do ATP no anel
de ligagéo da GroES (anel cis). As proteinas substrato sdo depois libertadas da “gaiola”
de folding quando ocorre a dissociagdo da GroES induzida pela ligacdo de ATP no anel
oposto (anel trans) [1, 6, 15]. Os substratos que ndo adquirirem o folding correcto re-

ligam-se rapidamente a GroEL para uma etapa adicional de folding (figura 1.5). As
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proteinas que excedem o tamanho limite da “gaiola” da chaperonina (~60 kDa) usam o
sistema Hsp70, ou podem atingir o estado nativo através da associagdo e dissociagdo com
a GroEL sem ocorrer encapsulamento [19]. O encapsulamento das proteinas unfolded é
feito para apenas uma molécula de proteina de cada vez, de forma a prevenir a agregacao
durante o folding [1, 6].
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Figura 1.5 - Modelo do mecanismo de accdo da chaperonina GroEL-GroES que
resume as alteragdes conformacionais na proteina substrato apds transferéncia a
partir da DnaK/DnaJ (sistema Hsp70) para a GroEL, e durante o folding mediado
pela GroEL-GroES. (1) A proteina substrato pode ser entregue a GroEL pela DnaK/Dnal numa
forma ndo agregada, mas como um intermediério ndo produtivo. (2) O movimento do dominio
apical da GroEL, é dependente de ATP, e resulta num alongamento das regies fortemente ligadas
da proteina substrato e na libertacdo e compactacéo parcial de regides ligadas menos estaveis. (3)
A compactagdo estd completa ap6s o encapsulamento da proteina substrato pela GroES. (4) Ocorre
o folding na “gaiola” da chaperonina. (5) Libertagdo do substrato apos a dissociacdo da GroES. (6)
Re-ligacdo de estados com um fold incompleto. N, estado nativo; I, intermedidrio de folding.
Adaptado de [6].

1.2. Patologias resultantes de defeitos no folding proteico

Apesar do folding in vivo ser auxiliado por chaperBes moleculares, este continua a
estar longe de ser perfeito. Cerca de 20% das proteinas recém sintetizadas sdo incapazes
de atingir o fold correcto, mesmo com o auxilio dos chaperdes moleculares, e acabam por
ser degradadas pelas proteases [20]. Apesar do esforgo destes componentes do sistema de
controlo de qualidade, por vezes ocorrem falhas e comegam a observar-se
comportamentos patoldgicos associados com o misfolding proteico. Alteragdes no
ambiente celular, tais como flutuacGes de temperatura, aumento do stress oxidativo e
envelhecimento, bem como alterages no nivel proteico, como mutacfes missense, tém
aumentam o misfolding proteico conduzindo a falha do sistema de controlo de qualidade
das proteinas [21].
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Nos casos de misfolding proteico existem moléculas capazes de promover o
folding correcto das proteinas que ndo atingem a estrutura tridimensional correcta,
permitindo-lhes serem parcialmente funcionais, enquanto as restantes sdo capturadas
como conformagdes unfold podendo ser acumuladas ou degradadas. O acumular ou a
degradacdo das proteinas unfold vai depender da natureza da proteina e da variagdo
genética, e de outros factores genéticos (interac¢bes gene-gene), bem como condigdes
celulares e ambientais, e factores de stress (interacgdes gene-ambiente) [22].

Dependendo da deficiéncia da proteina e das interacgdes ambientais, as proteinas
ndo nativas podem agrupar-se e vir a perturbar a funcdo celular normal, ou podem
interagir com os chaperes moleculares acabando por influenciar o processo de folding de
outras proteinas [22].

Na figura 1.6 encontram-se possiveis destinos das proteinas com defeitos no

folding.

Proteina funcional

Funcgao residual ]

lT Proteina misfolded solavel
Acumulagao
\ ]
[ Perda de fungdo ] Proteina agregada
Intermediario de folding [ Ganho de fungao ]
Degradacao

Variagdo génica

[ Perda de fungdo

Proteina nascente

Figura 1.6 - Possiveis destinos das proteinas com defeitos no folding. Adaptado de [22].

O misfolding proteico e a agregacdo podem resultar num largo e diverso grupo de
doencas descritas como doencas conformacionais e de misfolding proteico [21]. Estas
patologias podem resultar quer em ganho, quer na perda de funcdo. Entre as patologias
associadas ao ganho de fungdo encontram-se as doencas amildides e de Huntington [23].
Entre as patologias associadas a perda de funcdo encontram-se a fibrose quistica,
fenilcetonuria, e SCADD (deficiéncia da acil-CoA desidrogenase de cadeia curta) que

afectam, respectivamente, o reticulo endoplasmatico, citosol e mitocondria [4]. A
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SCADD é uma das doencas metabdlicas da oxidacdo dos acidos gordos, usada como
modelo no presente trabalho juntamente com outras da mesma via, para o estudo de
folding e efeito de chaperdes quimicos e moleculares no processo de folding na tentativa
de recuperagdo desses defeitos.

Cerca de 30-50% das doengas conformacionais devem-se a defeitos no folding
proteico. Na tentativa de se reverterem esses defeitos tém sido propostas abordagens mais
direccionadas para o alvo e que oferecem a possibilidade de se desenvolverem terapias
farmacoldgicas mais especificas [24].

Uma das estratégias interessantes e potencial terapia para minimizar as doencas de
folding proteico envolvidas em doencas conformacionais, baseia-se na identificacdo de
compostos de baixa massa molecular [24-26]. Existe uma diversidade de moléculas
capazes de exercer efeito sobre o folding de proteinas [27]. Alguns autores agrupam estas
moléculas em chaperdes quimicos ou chaperdes farmacologicos. A distingdo entre estes
dois grupos reside no mecanismo de acgéo, que é inespecifico para os chaperdes quimicos
e especifico para os farmacolégicos [27].

Os chaperdes quimicos compreendem principalmente osmélitos e estabilizadores
proteicos incluindo aglcares (ex. trealose), polidis (ex. glicerol e sorbitol), aminoacidos e
seus derivados (ex. sarcosina e glicina), metilaminas (ex. trimetilamina N-6xido) e
compostos hidrofébicos (ex. 4-PBA). Muitos destes compostos sdo sintetizados ou
absorvidos pelos organismos vivos, como microrganismos, plantas e animais, de forma a
minimizar a desnaturacdo proteica como resultado da adaptacdo a condigdes ambientais
ou de stress. Estas moléculas sdo frequentemente referidas como solutos compativeis,
podendo serem acumuladas dentro da célula sem afectar a funcdo de outras
macromoléculas [27]. O mecanismo de accdo destes compostos € inespecifico, uma vez
que nao se ligam directamente as proteinas. A sua acgdo resulta do efeito de hidratagdo, o
qual resulta da capacidade das moléculas de éagua para estabelecerem interaccdes
favoraveis com os grupos polares do backbone da proteina, conduzindo, desta forma, a
compactacdo desta [27]. Para além de promoverem a compactacdo da proteina pelo efeito
de hidratagdo, a presenca dos osmdlitos pode também resultar num aumento da densidade
do solvente, que torna restrito 0 movimento livre das proteinas, e conduz ao aumento da
sua compactacdo [28, 29]. O mecanismo inespecifico dos chaperfes quimicos permiti-
Ihes intervir em diferentes estados do processo de folding, podendo estabilizar o estado
nativo, prevenir a agregacédo e degradacao, e promover o refolding de proteinas misfolded

destabilizadas [30]. Aparte desta accéo directa na reacgdo de folding, certos quimicos
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podem também regular chaperGes moleculares e o sistema de resposta a proteinas
unfolded [31].

Os chaperdes farmacoldgicos tém uma accdo especifica na proteina alvo. E um
grupo mais heterogéneo uma vez que compreende moléculas que estabelecem ligacoes
fracas com a proteina alvo como inibidores competitivos, ligandos, agonistas/antagonistas
e cofactores proteicos tais como metais e flavinas. Estes compostos tém baixa massa
molecular e ligam-se reversivelmente a uma proteina especifica sendo capazes de
restabelecer a sua funcéo e promover o seu folding [27].

Esta estratégia tem sido explorada para muitas doencas tais como a fibrose quistica
[32], fenilcetonuria [33], Hungtington [34] e a doenca de Gaucher [35].

Outra estratégia usada para minimizar as doengas de folding proteico tem sido o
uso do sistema chaperonina GroEL-GroES, visto este ter a capacidade de se ligar a
diferentes estados transitorios de folding e ao facto de a GroEL ser uma proteina
altamente estavel (T, ~70°C) e funcionar em diferentes condicGes tais como na presenca
de baixas concentracGes de desnaturantes como 1M de ureia, condigdes de crowding
proteico e numa ampla gama de pH, e funcionar também quer na forma sollvel como
imobilizada num suporte solido [24, 36]. O emprego da chaperonina GroEL imobilizada
em esferas como um nanoreactor biolégico capaz de descriminar entre conformagées no
estado nativo, misfolding e agregados, € um desenvolvimento tecnolégico muito recente,
0 qual tem aberto a possibilidade do desenvolvimento de estratégias especificas na
recuperacao in vitro de proteinas misfolded e agregadas. Este sistema tem sido também
usado no screen de pequenas moléculas capazes de recuperar o misfolding proteico e a

agregacao (os tdo designados sistemas chaperonina/osmolito).

1.3. A via metabdlica de oxidagao de acidos gordos como caso de estudo

Doengas da via metabolica de &cidos gordos encontram-se entre as patologias
causadas por defeitos no folding proteico. De forma a enquadrar os quatro tipos de
doencas usados como caso de estudo neste trabalho, apresentam-se nesta secgdo 0s
aspectos gerais da via metabolica da oxidacéo de &cidos gordos, especificando-se depois
cada um dos tipos de doenca.

A oxidacgdo dos &cidos gordos (FAO — do inglés Fatty acid oxidation) representa
um importante recurso de energia para 0 organismo durante periodos de jejum, febre,
exercicio fisico intenso e stress metabolico quando o suplemento de glucose é limitado
[37, 38]; fornecendo substratos de carbono para a gluconeogénese e contribuindo com

electrGes para a cadeia respiratoria para producdo de energia [38, 39]. Sob estas
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condicdes, o figado converte os &cidos gordos em acetil-CoAs, 0s quais suportam a
gluconeogénese; e em corpos cetonicos, os quais sdo libertados na circulagéo e fornecem
energia aos tecidos que ndo sdo capazes de oxidar o0s &cidos gordos tais como o cérebro
[38-40]. Os outros tecidos, como o musculo cardiaco e esquelético e rim sdo capazes de
oxidar os &cidos gordos canalizando acetil-CoA para o ciclo de Krebs para producéo de
energia [38, 40].

Os acidos gordos (FAs — do inglés fatty acids) sdo compostos constituidos por um
grupo carboxilico e uma cadeia longa (de pelo menos 8 atomos de carbono) alifatica
linear ou ramificada, bem como saturada ou mono- ou polisaturada [41]. A maioria dos
FAs naturais contém um numero par de carbonos devido a serem sintetizados a partir de
acetil-CoA [41]. Os FAs ndo se encontram livres na célula, sendo armazenados como
componentes de fosfolipidos ou de triglicerideos sendo estes ultimos a principal fonte de
acidos gordos [39].

Os acidos gordos podem ser metabolizados na célula através de trés vias diferentes,
designados de -, B-, e w-oxidagdo, as quais tém lugar em estruturas celulares
especializadas tais como as mitocéndrias e os peroxisomas [41]. As mitocbndrias sdo
predominantemente responsaveis pela oxidacdo dos acidos gordos de 20 carbonos ou
menos, enquanto os peroxisomas sdo mais relevantes na oxidagdo de acidos gordos de
cadeia longa [38]. A via de oxidagdo mais bem caracterizada ¢ a da B-oxidacdo dos acidos
gordos (figura 1.7) [40], a qual tem lugar na matriz mitocondrial [41]. Esta via inicia-se
com a activagdo dos acidos gordos de cadeia longa no citosol, numa acilacdo dependente
de ATP, que da origem aos acil-CoAs [22, 41]. Posteriormente, 0s acidos gordos de
cadeia longa e muito longa atravessam a membrana interna da mitocondria como
derivados de carnitina através de trés proteinas, as quais constituem o “shuttle carnitina” -
a carnitina palmitoil transferase | (CPT I); a acil-carnitina translocase (CAT) e a carnitina
palmitoil transferase Il (CPT II) (figura 1.7) [22, 39, 41] . Os &cidos gordos de cadeia
média e curta entram directamente na matriz mitocondrial sem necessitarem de ser
activados [41]. Uma vez na matriz mitocondrial, os acidos gordos acil-CoA sofrem
desidrogenagdo pelas flavoenzimas acil-CoAs desidrogenases com diferentes
especificidades de acordo com o tamanho da cadeia. Todas estas enzimas localizam-se na
matriz, com a excepc¢do da acil-CoA desidrogenase de cadeia muito longa (VLCAD)
associada a membrana interna e com alta afinidade para &cidos gordos acil-CoA de C12-
C24 (figura 1.7). As subsequentes 3 etapas sdo catalisadas, respectivamente, pela enoil-
CoA hidratase, 3-1-hidroxiacil-coa desidrogenase e p-cetoacil-CoA tiolase, e conduzem a

formac&o do acetil-CoA e &cidos gordos de dois carbonos [22, 42] (figura 1.7). Os acidos
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gordos insaturados seguem um percurso semelhante até a configuracdo cis de ligacdo
dupla impedir a formagdo de um substrato para a acil-CoA desidrogenase e enoil-CoA
hidratase [22, 41]. Neste ponto, enzimas adicionais sio requeridas como a A3 A’
transenoil-CoA isomerase ou a 2,4-dienoil-CoA reductase 1, caso a ligacdo insaturada se
localize respectivamente, num carbono impar ou carbono par [22, 41]. Os &cidos gordos
com um namero impar de carbonos sdo degradados na mesma via, mas o produto final,
propionil-CoA (3C) é depois convertido em succinil-CoA para entrar no ciclo do acido
citrico [22, 41].
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Figura 1.7 — Representagio esquematica da via da B-oxidacdo mitocondrial dos
acidos gordos. Ver em detalhe no texto. Adaptado de [43].
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A familia das acil-CoA desidrogenases (ACDH) compreende, nos humanos 11,
proteinas mitocondriais envolvidas na oxidacdo dos acidos gordos e no metabolismo dos
aminoacidos incluindo, respectivamente, a acil-CoA desidrogenase de cadeia curta
(SCAD), de cadeia média (MCAD), de cadeia longa (LCAD) e de cadeia muito longa
(VLCAD), a ACAD9, a ACAD10 e a ACADL11; e a isovaleril-CoA desidrogenase (1\VVD),
as acil-CoA desidrogenases de cadeia curta e ramificada (SBCAD), a isobutiril-CoA
desidrogenase (IBDH) e a glutaril-CoA desidrogenase (GCD). Todas estas acil-CoA

desidrogenases partilham uma sequéncia e estrutura nativa com elevado grau de
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homologia, possuindo duas ou quatro subunidades formando, respectivamente,
homodimeros ou homotetrameros e possuem um grupo prostético FAD (dinucleétido
flavina adenina) ndo covalentemente ligado por subunidade. Apesar destas semelhancas,
as ACDH diferem na especificidade para os seus substratos [44, 45]. Esta familia de
ACDH ¢ responsavel pela catalisagdo da B-desidrogenacdo dos ésteres acil-CoA por
transferéncia de electrdes para uma flavoproteina de transferéncia electrénica (ETF), uma
enzima chave nesta via da B-oxidagdo dos &cidos gordos, que posteriormente os canaliza
para a cadeia respiratdria via ETF-ubiquinona oxidorredutase (ETF-QO) levando a
consequente producdo de ATP [45-47].

Defeitos genéticos nas acil-CoA desidrogenases mitocondriais e na ETF e ETF-QO
estdo entre as doengas metabdlicas mais comuns. Por exemplo, a deficiéncia da MCAD é
a doenca mais frequente deste grupo com uma frequéncia de 1:15000 em populagGes
caucasianas [48, 49]. Estas doencas conformacionais estdo associadas a defeitos
genéticos, e dependendo da especificidade desse defeito, os pacientes sofrem de
hipoglicémia hipocetonica durante o jejum, cardiomiopatia, disfun¢do do figado, ou de
morte subita [39]. Os fendtipos clinicos tém-se expandindo consideravelmente estando
associados com um namero crescente de entidades clinicas tais como o sindrome de
Reye, sindrome da morte subita infantil, sindrome de vémitos ciclicos e complicagdes
maternas na gravidez [42]. As formas menos severas destas doengas resultam da
diminuida estabilidade e actividade das enzimas devido a defeitos no seu fold. De modo a
melhorar os conhecimentos destas doencas ao nivel molecular, estudou-se o folding e o
efeito de chaperdes quimicos e moleculares na estrutura de quatro destas enzimas usando-
se como modelo duas proteinas envolvidas na B-oxidacdo dos acidos gordos — MCAD e
SCAD; uma proteina envolvida no metabolismo dos aminoacidos — GCD; e a proteina

aceitadora dos electrdes de todas as acil-CoA desidrogenases - ETF.

1.3.1. Deficiéncia da acil-CoA desidrogenase de cadeia média (MCADD)

A deficiéncia na acil-CoA desidrogenase de cadeia média (MCADD; OMIM
201450) é de longe a doenca mais frequente do grupo de doencas da familia ACDH, com
uma frequéncia de 1:15000 em populagdes caucasianas [48, 49].

A deficiéncia na acil-CoA desidrogenase de cadeia média (MCAD; EC 1.3.99.3)
esta associada, em geral, a mutagdes missense no gene nuclear ACADM que codifica uma
proteina precursora de 47kDa que € importada para a mitocondria, onde depois o péptido
sinal N-terminal é clivado e a proteina adquire o folding assistido pelos chaperdes Hsp70

e Hsp60, originando a proteina MCAD madura de 44kDa. A MCAD nativa é formada por
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4 mondmeros sendo cada um deles constituido por trés dominios [50, 51]. Os dominios
N- e C-terminal séo principalmente constituidos por hélices-a empacotadas ¢ o dominio
do meio é formado por duas folhas-p (figura 1.8). Como todas as ACDH possui um
cofactor flavina por subunidade o qual se posiciona na fenda entre o dominio- e C-
terminal de uma subunidade e o dominio C-terminal da subunidade vizinha [52].

Figura 1.8 — Representacdo da estrutura da MCAD humana. A estrutura da proteina
encontra-se representada como um cartoon com hélices representadas por cilindros e folhas-p
representadas por setas, os cofactoes estdo representados como sticks, e cada subunidade est&
representada por uma cor diferente. A estrutura foi obtida usando o programa Pymol (PDB:1ege).

A MCAD ¢ a enzima responsavel pela B-oxidacdo de &cidos gordos de cadeia
média (6-12 carbonos). Quando deficiente apresenta um fold proteico comprometido e
uma actividade enzimatica diminuida, a qual resulta num decréscimo de producdo de
corpos cetonicos e num aumento do nivel dos seus substratos [53, 54]. Uma diversidade
de sintomas tem estado associado com esta doenca variando desde hipoglicémia até coma
e morte subita [42].

1.3.2. Deficiéncia da acil-CoA desidrogenase de cadeia curta (SCADD)

A deficiéncia na acil-CoA desidrogenase de cadeia curta (SCADD; OMIM
201470) é uma doenga rara, autossomica recessiva [22]. Est4 associada a alteragdes no
respectivo gene — ACADS — localizado no cromossoma 12422 que codifica um precursor
citosolico da acil-CoA desidrogenase de cadeia curta (SCAD; EC 1.3.8.1) que é
transportado para a mitocondria, onde o péptido sinal N-terminal é clivado
proteoliticamente [55-57]. A enzima SCAD, na sua forma nativa, apresenta uma estrutura
semelhante a MCAD (figura 1.8), sendo um homotetramero com massa molecular de 168

kDa e contém um grupo prostético FAD por subunidade [55, 58].
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Esta proteina é a enzima da B-oxidacdo de &cidos gordos de cadeia curta que
catalisa a desidrogenacdo do butiril-CoA (C4-CoA) [59]. Este substrato C4-CoA pode ser
convertido em diferentes metabolitos, especificamente, em &cido etilmalénico (EMA) o
qual é caracteristico da SCADD. Quando a sua actividade é comprometida, devido a
erros, o substrato (C4-CoA) e seus derivados sdo acumulados no sangue, urina e nas
celulas [55, 59].

Uma variedade de fen6tipos tem sido atribuida @ SCADD incluindo: insuficiéncia
no crescimento, acidose metabdlica, hipoglicémia, atraso no desenvolvimento,

convulsdes e sintomas neuromusculares tais como miopatia e hipotonia [55].

1.3.3. Deficiéncia da glutaril-CoA desidrogenase

A deficiéncia da glutaril-CoA desidrogenase, conhecida como a doenca acidiria
glutarica do tipo 1 (GA-lI; OMIM 231670), é uma doenca neurometabolica rara,
autossdmica recessiva, do metabolismo da lisina, hidroxilisina e triptofano [60-62]. Esta
doenca apresenta uma prevaléncia estimada de 1:100000 recém-nascidos [60].

A glutaril-CoA desidrogenase (GCD; EC 1.3.99.7) é codificada pelo gene GCDH,
localizado no cromossoma humano 19p13.2, na forma de uma proteina precursora que é
importada para a mitocéndria onde depois os residuos N-terminal sdo clivados [61]. A
GCD localiza-se na matriz mitocondrial na forma de homotetramero com estrutura
similar a MCAD (figura 1.8) e é responsavel pela conversao de glutaril-CoA em crotonil-
CoA requerendo FAD como coenzima [61, 62]. Mais de 200 mutacGes no gene GCDH
sdo conhecidas. Estas mutacOes estdo associadas a uma reduzida actividade enzimatica da
GCD, resultando na acumulacdo de &cido hidroxiglutarico e glutarico nos tecidos e
fluidos corporais dos pacientes afectados. Estes pacientes podem apresentar atrofia
cerebral e macrocefalia [61, 62]. A doenca pode ser atenuada pela administracdo de uma
dieta com restricdo de lisina e triptofano e suplementacéo de carnitina [61]. Quando a

doenca ndo é tratada pode resultar numa elevada mortalidade [60].

1.3.4. Deficiéncia maltipla das acil-CoA desidrogenases (MADD)

A deficiéncia maltipla das acil-CoA desidrogenases (MADD; OMIM 231680),
também conhecida como aciddria glutérica do tipo Il (GA Il), é uma doenca rara,
hereditaria autossomica recessiva associada ao metabolismo dos acidos gordos,
aminoécidos e colina [63-66]. Na maioria dos casos, resulta do comprometimento da
transferéncia de electrdes entre 11 flavoproteinas desidrogenases da matriz mitocondrial e

a cadeia de transporte electronico, devido a mutacBes nos genes que codificam a
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subunidade o (ETFA) e subunidade B (ETFB) da flavoproteina de transferéncia
electronica (ETF) ou no gene que codifica a sua desidrogenase (ETFDH),
ETF:ubiquinona oxidoreductase (ETF:QO; EC 1.5.5.1) [63, 64, 67, 68]. As duas
subunidades da ETF sdo codificadas pelos genes nucleares ETFA e ETFB os quais se
encontram localizados, respectivamente, nos cromossomas humanos 15923-25 e 19g13.3
[63, 64]. A subunidade alfa é sintetizada com uma sequéncia precursora, a qual é clivada
depois do importe para o interior da mitocondria, originando a subunidade matura de 30
kDa [63, 69]. A subunidade beta, contrariamente a subunidade alfa, é sintetizada huma
forma indistinguivel da forma mitocondrial, ndo possuindo pré-sequéncias clivaveis [63,
69].

A ETF encontra-se presente na matriz mitocondrial como um heterodimero que
consiste de uma subunidade alfa de 30 kDa (ETFa) e de uma subunidade beta de 28 kDa
(ETFB) e conttm um FAD como grupo prostético, e uma molécula adenosina
monofostato (AMP) por heterodimero (figura 1.9) [46, 63, 64, 68-71]. A ETF é
constituida por trés dominios distintos [69]: dominio | - por¢do N-terminal da subunidade
a; dominio II - por¢do C-terminal da subunidade o e uma por¢do pequena C-terminal da
subunidade B3; e dominio III — maioria da subunidade f (figura 1.9) [46, 69].

Diversas mutagdes nestes dois genes tém sido descritos [68, 72, 73], sendo, na
maioria dos pacientes da MADD, o gene ETFA o mais afectado [63]. A maioria das
variagdes detectadas em pacientes sdo do tipo missense, embora também sejam descritas
mutacdes nonsense e de frameshift [74].

Figura 1.9 — Representacdo da estrutura da ETF humana. O FAD (laranja) liga-se a
fenda formada entre a subunidade o (cinza) e a subunidade B (verde). O AMP (amarelo) localiza-
se inteiramente na subunidade . A estrutura foi obtida usando o programa Pymol (PDB:1efv).
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A outra proteina afectada na MADD ¢é a ETF:QO, a qual é responsavel pela
canalizacdo dos electrGes para a cadeia respiratoria. A ETF:QO é uma proteina
monomérica de 64 kDa, integrada na membrana interna da mitocondria via uma hélice
anfipética, e contem uma molécula FAD e um cluster 4Fe-4S (figura 1.10) [63, 64, 68]. O
cluster 4Fe-4S localiza-se proximo da superficie da proteina, enquanto o FAD se localiza
proximo da ubiquinona tendo sido especulado que o cluster redox é o aceitador dos
electrBes da ETF e o cofactor flavina o aceitador dos electrdes da ubiquinona [47].

O gene que codifica a ETF-QO € o ETFDH e localiza-se no cromossoma 4932-g35
[75].

membrane

Figura 1.10 — Representacéo da estrutura da ETF-QO de porco. A estrutura da proteina
encontra-se representada como um cartoon com hélices representadas por cilindros, folhas-p
representadas por setas e os cofactores representados por sticks. A estrutura foi obtida usando o
programa Pymol (PDB:2gmj).

A base genética e a caracterizacdo funcional das mutacBes associadas a MADD
ainda ndo se encontram bem estabelecidas. As caracteristicas clinicas dos pacientes que
sofrem da MADD sdo bastante heterogéneas [38] sendo descritos trés fendtipos clinicos
com variaveis graus de severidade clinica [63]. Uma forma mais severa, letal em recém-
nascidos com (tipo 1) ou sem (tipo Il) anomalias congénitas, e varias formas menos
agressivas com expressao tardia (tipo Il1). Alguns dos pacientes que tém este nivel de
doenca menos severo tém demonstrado uma resposta dramatica a riboflavina [64, 76].
Neste momento o Unico tratamento que tem tido efeitos positivos nesta doenca é a

suplementacgéo com riboflavina e carnitina.
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1.4. Métodos biofisicos para monitorizagédo do folding proteico

A estrutura nativa de uma proteina é mantida atraves de um somatério de
interaccdes diferentes tais como: ligacGes de hidrogénio, interac¢fes electrostaticas,
interac¢des hidrofobicas e interac¢des de Van der Walls. Esta estabilidade pode ainda ser
reforcada pela formacgéo de ligages covalentes de dissulfureto entre cistéinas localizadas
em diferentes partes da cadeia polipeptidica [77].

No estado nativo, ao contrério do estado desnaturado, as cadeias hidrofébicas
encontram-se enterradas no interior da proteina promovendo caracteristicas estruturais
diferentes 0 que possibilita 0 uso de uma diversidade de métodos biofisicos para a
monitorizacdo da desnaturacao.

De uma forma simplista, a desnaturacdo proteica compreende dois estados, o
estado no qual a proteina se encontra na conformagao nativa e outro no qual a proteina se
encontra numa conformagdo desnaturada. Entre estes dois estados existe uma zona de
transi¢do, sendo o ponto médio de transicdo entre os estados definido por temperatura de
desnaturacédo térmica (T,,), nas desnaturagdes térmicas; ou concentragdo de desnaturacéo
quimica (C,,), nas desnatura¢Ges quimicas. Este ponto médio de transicao entre os estados

corresponde a desnaturagdo de 50% das proteinas, figura 1.11 [78-80].

100

50

Fraccao desnaturada

Tm/Cm
Condigao Desna-

Figura 1.11 — Representacdo da curva de desnaturacdo hipotética. O T,, ou o Cy,
representam a temperatura ou a concentragdo de desnaturante quimico no ponto médio de transicéo
da curva de desnaturac&o.
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1.4.1. Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia € um método altamente sensivel para analise de
folding e dindmica de proteinas uma vez que permite analisar a estrutura terciaria das
proteinas. Esta andlise baseia-se na medida da intensidade e comprimento de onda
méaximo de emissdo de fluorescéncia intrinseca das proteinas, a qual é proveniente de
residuos aromaticos tais como a fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp). Este
altimo é o maior contribuinte por ter uma maior absorvancia no comprimento de onda de
excitacdo (280 nm) e um maior rendimento quantico de emissdo a um comprimento de
onda de emissdo que varia de ~300-350 nm dependendo da polaridade do solvente [81,
82]. Desta forma, a fluorescéncia permite avaliar a integridade da estrutura terciaria de
uma proteina pela observagdo de um desvio do comprimento de onda de emissdo para
valores superiores (desvio para o vermelho), resultante da maior exposicdo dos
aminoacidos aromaticos ao solvente polar. Em termos de alteracdo da intensidade de
fluorescéncia com a desnaturagdo, esta ocorre de forma muito imprevisivel, pois a
intensidade pode aumentar ou diminuir dependendo da proteina em estudo [83].

Para além da fluorescéncia intrinseca por parte dos aminoacidos aromaticos,
algumas proteinas sdo fluorescentes devido aos seus cofactores, tais como o NADH
(dinucledtido nicotinamida adenina) e o FAD, respectivamente na forma reduzida e
oxidada [84, 85]. Em alguns casos é possivel ainda recorrer a fluoréforos extrinsecos tais
como o ANS (Acido 8-anilinonaftaleno-1-sulfonico) e a Sypro Orange. Estes apresentam
um aumento substancial de intensidade quando ligados as regibes hidrofobicas das

proteinas, as quais se tornam expostas aquando da desnaturacao [81].

1.4.2. Espectroscopia de Dicroismo Circular

A espectroscopia de dicroismo circular (CD — do inglés Circular Dichroism) é um
método que permite avaliar rapidamente o folding proteico, conteldo de estruturas
secundarias e propriedades de ligacdo das proteinas [86]. Esta técnica baseia-se na
interaccdo de um feixe de luz polarizada circular com estruturas moleculares portadoras
de propriedades quirais, presentes essencialmente nas conformacdes secundarias, cadeias
laterais de aminoacidos aromaticos e pontes dissulfureto [87]. Desta forma, permite
monitorizar com elevada sensibilidade alteraces na estrutura secundaria, bem como
alteracbes na estrutura terciaria dependendo da gama de comprimentos de onda
utilizados. Na zona de UV-distante (190-250 nm) permite estimar elementos de estrutura

secundaria, nomeadamente hélices-a (pico negativo caracteristico aos 222 ¢ 208 nm) e

19

Capitulo 1




Capitulo 1

folhas B (pico negativo entre 217-220 nm) [86, 88]. O UV-proximo funciona como uma
sonda sensivel a alteracBes topograficas e ambientais na estrutura terciaria.

O CD permite ainda estudar a estabilidade de uma proteina por monitorizagéo das
alteracOes do espectro a medida que se alteram as condi¢des do meio (temperatura, pH,
concentracdo de desnaturante) [88].

1.4.3. Varrimento diferencial de fluorescéncia (DSF)

A técnica de varrimento diferencial de fluorescéncia (DSF — do inglés differential
scanning fluorimetry) baseia-se na utilizacdo de fluoroforos (por exemplo, Sypro Orange)
com afinidade para regifes hidrofdbicas que ficam expostas com a desnaturagdo térmica
[78]. O fluoréforo tem uma maior emissdo de fluorescéncia quando associada a regides
hidrofdébicas da proteina e uma menor emissdo antes da ligacdo. Desta forma, permite a
distingdo de acordo com a emisséo de fluorescéncia, a qual aumenta significativamente e
proporcionalmente com o0 aumento da desnaturagdo da proteina. Este aumento
significativo de emissdo de fluorescéncia é facilmente detectado, permitindo estudar
rapidamente a desnaturacdo proteica em fungdo da temperatura, e determinar a
temperatura de desnaturacdo térmica através da qual é possivel avaliar a estabilidade
proteica [78-80]. Este método, também designado comercialmente por Termofluor, pode
ser realizado num instrumento de PCR em tempo real onde se podem obter curvas de
desnaturacdo térmica de uma forma répida (~1h) para um grande ndmero de amostras
(placas de 96 pogos), requerendo pequenas quantidades de proteina (1-15 pg por poco)
[78-80]. Este método permite assim analisar varias condi¢fes tais como a presenca de
diferentes compostos, efeitos de pH e condi¢es de composi¢do dptima de tampdes que

permitam uma melhor qualidade e tempo de vida das proteinas.

Para além destas técnicas existem ainda outras tais como: a espectroscopia
vibracional de infravermelho [89] e Raman [90] que fornecem informacéo,
respectivamente, acerca da estrutura secundaria e tercidria; e a cristalografia de raio-X e
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear [91] que possibilitam uma determinacao
de alta resolugdo, ao nivel atdmico, da estrutura tridimensional e dindmica das proteinas.

Outros métodos ndo biofisicos podem ser usados para o estudo do folding como
por exemplo o estudo do folding relatado para a proteina acil-CoA desidrogenase de
cadeia curta (SCAD), na qual se recorreu & marcacgdo selectiva da proteina in vitro e
subsequente importacdo para o interior da mitocondria, permitindo estudar a sua

biogénese sem recorrer a métodos imunoldgicos e no seu habitat natural [4, 92]. E
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possivel também estudar o folding in vivo recorrendo por exemplo a co-expressdo de
proteinas com chaperdes moleculares [74].

1.5. Objectivo do trabalho

Um dos objectivos deste trabalho foi investigar o efeito de cofactores e metabolitos
mitocondriais como potenciais estabilizadores de duas acil-CoA desidrogenases da f-
oxidacdo dos acidos gordos - acil-CoA desidrogenase de cadeia curta (SCAD) e acil-CoA
desidrogenase de cadeia média (MCAD) - bem como a glutaril-CoA desidrogenase
envolvida no metabolismo dos aminoéacidos lisina e triptofano.

O outro objectivo do trabalho baseou-se no conhecimento de que a GroEL se liga a
uma ampla gama de intermediarios de folding e no conhecimento de que variantes
mutadas sdo comumente particionadas na GroEL devido a terem uma maior tendéncia
para a agregacdo e uma estabilidade e eficiéncia de folding diminuida. Assim, o objectivo
foi investigar o efeito da chaperonina GroEL como potencial capturador de formas
misfolded que posteriormente poderdo ser recuperadas. Para tal, recorreu-se a estudos de
particdo pela chaperonina GroEL imobilizada de uma variante mutada da ETF, a ETF-
D128N, a qual estd associada a doenca metabdlica. Investigou-se também a particdo da
variante mutada pelo tdo chamado sistema chaperonina/osmdlito na presenca do cofactor

FAD e dois potenciais chaperdes quimicos (TMAO e sarcosina).
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Il. MATERIAIS E METODOS

2.1. Expresséo e purificagdo proteica

2.1.1. Expressdo e purificacdo das ACDH — Os cDNAs que codificam as proteinas
MCAD, SCAD ou GCD foram inseridos no vector pBluescriptKS(-) (Stragene) na
auséncia da sequéncia que codifica o péptido sinal para a mitocéndria, e na presenca de
um codao de iniciagdo ATG no N-terminal e uma cauda de histidinas (6xhis + 1xgln) no
C-terminal, conforme descrito para o plasmideo pWT da MCAD [93]. As células de
Escherichia coli IM109 (Promega) foram transformadas com os plasmideos da MCAD,
SCAD ou GCD e crescidas em meio TB (12g Bacto triptona, 249 de extracto de levedura,
9,4g de fosfato dipotéssio, 2,2g de fosfato de potassio e 2mL de glicerol por litro)
suplementado com 100 pg.ml™ de ampicilina a 30°C numa incubadora com agitagdo até
uma ODsg3, de ~0,5. As células foram depois induzidas com 1 mM de isopropil-1-tio-p-D-
galactopiranosideo (IPTG) durante a noite [58]. As células foram recolhidas por
centrifugacdo e ressuspendidas em 10 mM de hepes, 20 % de etileno glicol a pH 7,8 e 0,5
mM de fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF) na presenca de DNase (PVL) e FAD, e
partidas na French press. Posteriormente realizou-se uma centrifugacdo (centrifuga
Beckman Coulter Avanti J-251, com o rotor JA-25,5 a 8000 rpm, a 4°C durante 5 min)
recolhendo-se o sobrenadante que foi adicionalmente submetido a uma ultracentifugacao
(ultracentrigufa Beckman Coulter Optima LE-80, com o rotor 90Ti a 60000 rpm, a 4°C,
durante 1 h) [94]. A fraccdo sollvel foi sujeita a uma purificacdo por cromatografia de
afinidade numa resina de ligagdo de histidinas, 5 mL His-Trap HP (GE Healthcare),
equilibrada em 10 mM hepes, 20 % etileno glicol, 200 mM de NaCl, 10 mM de imidazol
e 0,5 mM de PMSF a pH 7,8 (tampéo A). A coluna foi lavada com 5 volumes de tampéo
A, e as proteinas ligadas & coluna foram eluidas por um gradiente crescente de 10-500
mM de imidazol, em tampédo A. A SCAD foi eluida como proteina pura aos ~220 mM de
imidazol e a MCAD e GCD aos ~160 mM de imidazol. A pureza de todas as fraccGes foi
confirmada por SDS-PAGE 12,5%. As fraccOes puras foram rapidamente congeladas em

azoto liquido e armazenadas a -80°C na presenga de 2,5 x de excesso de FAD.

2.1.2. Expressdo e purificagdo da ETF - As células de Escherichia coli JM109
(Promega) foram transformadas com os plasmideos da ETF, ETFa-Thrl71
(correspondente @ ETF-WT neste estudo), e ETFB-p.D128N [74, 95] e foram crescidas
em meio TB (12g Bacto triptona, 24g de extracto de levedura, 9,4g de fosfato dipotéassio,

2,2g de fosfato de potéssio e 2mL de glicerol por litro) suplementado com 10 pg.ml™ de
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canamicina a 30°C numa incubadora com agitacdo até uma ODsz, de ~0,5. As células
foram depois induzidas com 1 mM IPTG durante a noite. As células foram recolhidas por
centrifugacéo, ressuspendidas em 10 mM de hepes, 10 % de etileno glicol a pH 7,8 e 0,5
mM de PMSF (tamp&o A) na presenga de DNase (PVL) e FAD, e partidas na French
press. Posteriormente a fraccdo sollvel foi recolhida por centrigufacdo e
ultracentrifugacdo da mesma forma que as ACDH. [94]. Esta fraccdo foi sujeita a uma
purificacdo por cromatografia de troca anidnica numa resina de 20 mL Q-Sepharose fast
flow (GE Healthcare), equilibrada em tampdo A. A coluna foi lavada com 5 volumes de
tampdo A, e as proteinas ligadas a coluna foram eluidas por um gradiente crescente de 0-
1 M de NaCl, em tampédo A [67, 70, 74]. A ETF foi eluida como proteina pura aos ~250
mM de sal. A pureza de todas as frac¢des foi confirmada por SDS-PAGE 12,5%. As
fraccOes puras foram rapidamente congeladas em azoto liquido e armazenadas a -80°C na

presenca de 2,5 x de excesso de FAD.

2.2. Ensaios bioquimicos e enziméticos — Os espectros UV-visiveis, e as actividades
enzimaticas foram analisados usando um espectrofotometro Shimadzu UVPC-1601 com
agitacdo. Antes de cada experiéncia, o excesso de FAD adicionado ao tamp&o como
conservante, foi removido por uma lavagem extensa utilizando ultrafiltracdo. A
concentracdo das proteinas foi determinada pelo ensaio de Bradford e o contetido de FAD
foi medido pela absorvéncia a 450 nm e 436 nm, respectivamente para as ACDH e ETF.
Os coeficientes de extin¢cdo molar usados foram, respectivamente, para as ACDH e ETF,
€450nm=11300M™.cm™ descrito para a flavina livre [96] € €436:m=13400M™.cm™ descrito
para a flavina ligada a ETF [95]. Todas as experiéncias foram realizadas com proteinas
contendo uma ocupacao completa do sitio de ligacdo de FAD (>0,9). O tampéo usado em
todos os ensaios foi 10 mM hepes a pH 7,8. A actividade enzimatica das acil-CoA
desidrogenases foi medida a 30°C monitorizando-se a reducdo do 2,6-
diclorofenolindofenol (DCPIP) a 600 nm, num ensaio com PMS e butiril-CoA, ou
octanoil-CoA ou glutaril-CoA, respectivamente para a SCAD, MCAD ou GCD [97]. A
unidade de actividade catalitica é definida, nas condi¢des usadas no ensaio, como uma
nmol de DCPIP reduzida por minuto. Todas as actividades especificas das ACDH foram

baseadas no conteddo total de flavina.
2.3. Espectroscopia de dicroismo circular - Os espectros de dicroismo circular foram

tracados para as ACDH na regido UV-distante (200-260nm) de forma a monitorizar a

integridade da conformacéo folded num espectropolarimetro Jasco J-815, com um suporte
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de células termostaticamente controlado com um dispositivo Peltier. A desnaturacdo
térmica foi monitorizada medindo o sinal de CD a 222 nm, de 25-90°C a uma taxa de
1°C.min™". Foi utilizada uma cuvete de quartzo polarizada de 1mm de percurso Gptico
(Hellma), e a concentragéo de proteina foi tipicamente de 0,1 mg.ml™.

2.4. Varrimento diferencial de fluorescéncia — O varrimento diferencial de
fluorescéncia (DSF) foi usado para determinar a temperatura de desnaturacdo (T, das
proteinas na presenca de diferentes compostos. Resumidamente, o tampdo ou o0s
compostos foram distribuidos na placa de PCR (Bio-Rad), aos quais depois se adicionou
em cada poco a solucdo de proteina (1,2 uM) com a Sypro Orange 5Xx concentrada
(Invitrogen). As placas foram seladas com uma fita de vedagdo de qualidade Optica (Bio-
Rad) e analisadas num instrumento de Real-Time PCR iCycler iQ (Bio-Rad) usando um
filtro de excitagdo de 530 a 560 nm e um filtro de emissdo de 575 a 595 nm. A
temperatura variou de 20 a 90°C, com incrementos de 2°C.min™. Os dados em bruto
foram exportados para uma folha de Excel, e as curvas de desnaturacdo térmica foram
obtidas, e 0s pontos de transicdo (temperatura de melting, T,,) determinados para as 96
condigOes diferentes em cada ensaio. Os valores de T, calculados usando esta
metodologia foram idénticos aos monitorizados pelo sinal de CD a 222 nm, validando
assim a nossa abordagem. Ver figura 3.2 que representa as curvas de desnaturagéo
térmica determinadas pelo termofluor e determinada por CD para a proteina SCAD.

2.5. Estudos funcionais em condicdes de stress térmico — Para estudar o efeito de
alguns compostos na actividade biologica das enzimas usadas como modelo, a sua
actividade foi medida depois de estas serem submetidas a stress térmico. Resumidamente,
as ACDH (1,2 uM) foram incubadas 1h a 40°C na presenca de substratos (20 uM) ou/e
FAD (20 uM). A solucdo de proteina foi adicionada a solucdo de composto antes da
incubacdo a 40°C. As amostras controlo, na auséncia de compostos, foram também
preparadas e tratadas nas mesmas condicGes. A actividade especifica para cada proteina
foi determinada imediatamente depois de misturada (tempo 0) e depois de 1lh de
incubacdo como descrito na seccdo de ensaios bioquimicos e enzimaticos. N&o se

observou precipitacdo das proteinas.
2.6. Ensaio de particdo pela chaperonina GroEL - Para se estudar o efeito dos

chaperdes moleculares no folding de uma variante da ETF associada a fen6tipos menos

severos - ETFB-p.Aspl28Asn, foram realizados ensaios de particdo na chaperonina
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GroEL imobilizada em esferas (beads) de Sepharose 4 fast flow. Resumidamente,
submeteram-se misturas de proteina e GroEL (1proteina:2GroEL) a 35°C com agitacéo
constante, e de 40 em 40 minutos fez-se um spin down da mistura, de forma a separar a
GroEL imobilizada da frac¢do soltvel (fraccdo de proteina ndo particionada na GroEL) e
fizeram-se aliquotas desta. As aliquotas foram aplicadas num SDS-PAGE 12,5% e a
quantidade da proteina foi quantificada. Para além da quantificacdo da proteina, fez-se
também uma andlise da qualidade da proteina através da realizacdo de espectros de
fluorescéncia. A concentracdo de partida de proteina e GroEL foram respectivamente, 2
UM e 4 uM em 10 mM de hepes a pH 7,8. Como controlo da precipitacdo da proteina, a
qual impediria concluir se a quantidade de proteina solivel diminuiria em resultado da
particdo pela GroEL ou devido a precipitacdo da proteina, realizaram-se 0S mesmos
ensaios na auséncia de GroEL. Realizaram-se, da mesma forma, ensaios de particdo da
ETFB-p.D128N na presenca de FAD (20 pM) ou de TMAO ou sarcosina (1M).

2.7. Espectroscopia de fluorescéncia — Os espectros de fluorescéncia foram tragados
para a ETF, durante os ensaios de particdo na GroEL, usando um espectrofluorimetro
Varian Cary Eclipse com uma cuvete de quartzo de 500 pl a 30°C. A emissdo dos
triptofanos foi monitorizada utilizando um comprimento de onda de excitagdo de 280 nm.
A emisséo foi registada entre os 300 e os 500 nm A fenda de excitacéo foi de 5 nm e de
emissédo de 10 nm, a voltagem do detector foi de 600 V. A concentragdo inicial de

proteina usada nestes estudos foi de 2 uM.
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I11. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Recuperacdo de defeitos no folding proteico por pequenos chaperdes
farmacoldgicos™

Os cofactores, substratos e inibidores pertencem ao grupo dos chaperdes
farmacoldgicos conhecidos pelo seu potencial para exercerem uma estabiliza¢do directa
no fold das proteinas, sendo capazes de recuperar conformagdes misfolded por exemplo
por efeitos via nucleacdo as quais restabelecem as interacgdes nativas e/ou promovem o

estado oligomérico correcto.

3.1.1. Efeito dos substratos na estabilidade das ACDH em condigdes fisioldgicas

O efeito de diversos substratos para trés ACDH — acil-CoA desidrogenase de
cadeia curta (SCAD), acil-CoA desidrogenase de cadeia média (MCAD) e glutaril-CoA
desidrogenase (GCD) — foi investigado in vitro recorrendo a técnica de varrimento
diferencial de fluorescéncia (DSF), uma técnica que permite um rapido screen de uma
variedade de condigBes (96) em apenas 1h. De forma a se tentarem imitar as condi¢des
encontradas na mitocondria, procuraram-se usar concentracbes muito proximas das
fisioldgicas [98], as quais estiveram presentes, em todos os estudos, em concentracdes na
ordem dos micromolar (0,8-100 uM). Tendo em conta ainda esta abordagem, tentaram-se
simular as condi¢des mitocondriais de disfungdo das ACDH, nas quais 0s niveis de
substrato e metabolitos se encontram aumentados. Para tal, fez-se um screen do efeito do
butiril-CoA, octanoil-CoA, glutaril-CoA, palmitoil-CoA, acetil-CoA e CoA na
estabilidade térmica das proteinas medindo-se a temperatura de desnaturacdo térmica
(Tm) em fungdo do aumento da concentracdo de substrato (figura 3.1 e tabela Al em
anexo). Na figura 3.2A encontra-se a titulo de exemplo, as curvas de desnaturagéo
determinadas por DSF para a proteina SCAD na presenca de butiril-CoA, onde se observa
um aumento do T,, em funcdo da concentracdo. O valor do T, para cada uma das
proteinas em estudo foi confirmado pela espectroscopia de dicroismo circular (CD). Na
figura 3.2B encontra-se representada, como exemplo, a curva de desnaturagdo obtida por
CD para a proteina SCAD. Os valores de T,, determinados pelas duas técnicas mostraram
ser concordantes para as trés proteinas em estudo. Por exemplo para a proteina SCAD
este foi de 50°C e 47,5°C determinado, respectivamente, por DSF e por CD, mostrando

uma variagdo que se encontra dentro do erro das técnicas usadas.
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*Os resultados apresentados nesta sec¢éo encontram-se publicados em:
Lucas et al (2011) “Cofactors and metabolites as potential stabilizers of mitochondrial acyl-CoA
dehydrogenases”, Biochim Biophys Acta - Molecular Basis of Disease, 1812 (12): p. 1658-1663,
(ver anexo 2)
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Figura 3.1 — Dependéncia da concentragdo de substrato na estabilidade térmica das
ACDH. A estabilidade térmica da SCAD e MCAD foi determinada por DSF na presenca de
diferentes concentracGes de metabolitos e substratos: butiril-CoA (o), octanoil-CoA (o), glutaril-
CoA (2), palmitoil-CoA (v), acetil-CoA (<) e CoA (). E mostrada a variagio da estabilidade
(ATy,) das proteinas comparada com o controlo para o qual a temperatura de desnaturagdo térmica
foi determinada na auséncia da adicdo de qualquer molécula (T =50 °C para a SCAD e T,,=54 °C
para a MCAD). A concentracdo de proteina foi 1,2 UM e a concentragdo de composto variou de
0.16 a 100 uM, em 10 mM de hepes a pH 7,8. Ver materiais e métodos para detalhes e a tabela Al
dos anexos.
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Figura 3.2 - Curvas de desnaturagdo térmica. Painel A - desnaturagdo térmica da proteina
SCAD na presenga de diferentes concentragdes de butiril-CoA determinada por DSF. A
concentragdo de proteina foi de 1,2 uM em 10 mM de hepes a pH 7,8. Ver tabela Al para detalhe.
Painel B — desnaturacdo térmica da proteina SCAD e representacéo dos espectros obtidos no inicio
(20°C) e no final (90°C). A concentragéo de proteina foi de 0,15 mg.ml™ em 10 mM de hepes a pH
7,8. O valor de T,, determinado por DSF e por CD para a proteina SCAD foi respectivamente,
50°C e 47,5°C.

Os resultados obtidos mostraram que os substratos preferidos (butiril-CoA e
octanoil-CoA, respectivamente) da SCAD e MCAD tém um efeito substancial na

estabilidade térmica (AT, = +12 °C). Estes substratos preferidos mostraram também um
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efeito substancial mesmo para concentracbes muito baixas, tendo-se para a concentragdo
de 20 uM mais de 80% do efeito méaximo de estabilizacdo, observado para a concentragdo
de substrato mais elevada (100 uM). Para as restantes moléculas testadas, ndo se observou
uma estabilizacdo tdo substancial como para os substratos preferidos, mesmo assim, foi
observada alguma estabilizagdo de menor magnitude (AT, < 4°C). Contudo, a
estabilizacdo conformacional induzida pelos substratos ndo parece ser uma propriedade
partilhada por todas as acil-CoA desidrogenases em geral, devido a ndo ter sido
observado qualquer efeito para o glutaril-CoA na GCD (tabela A1 em anexo) nem na
presenca das restantes moléculas. Estas diferencas observadas entre as ACDH sugerem
que estas proteinas, embora partilhem uma estrutura nativa comum, possuem
propriedades conformacionais moduladas por mecanismos distintos, um processo que
possivelmente relaciona as diferencas na dindmica das proteinas. Uma possivel
explicacdo poderd ser que a ligacdo do substrato & proteina GCD resulta, de alguma
maneira, em alteragdes conformacionais diferentes das que ocorrem na SCAD e MCAD,
as quais ndo conduzem a uma estabilizacdo da estrutura da proteina GCD e reflectem
diferencas entre as propriedades dindmicas destas enzimas. Para a SCAD e MCAD o
efeito estabilizador induzido pelo substrato sugere que o mecanismo de estabilizacdo
ocorre através de um efeito local no sitio activo de ligacdo do substrato e é propagado
para a proteina global.

3.1.2. Efeito do cofactor FAD, mas n&o do seu precursor riboflavina na estabilizagdo
das ACDH

Investigou-se posteriormente se 0 FAD, o cofactor comum presente em todas as
acil-CoA desidrogenases, tem também uma accao estabilizadora nas ACDH. Este efeito
do cofactor FAD na estabilizagdo das ACDH foi analisado empregando a mesma
metodologia usada para os substratos e metabolitos. Resumidamente, fez-se um screen do
efeito do FAD nas diferentes proteinas (com uma concentracdo final de 1,2 puM)
medindo-se a temperatura de desnaturacdo (T.,) em funcdo do aumento da concentracéo
de FAD de 3 a 25 pM. Antes de qualquer adi¢do de FAD foi verificada a razdo de
FAD/mol de proteina, a qual foi superior a 0,9 para todas as ACDH. Os resultados
obtidos mostraram que o FAD tem um efeito estabilizador nas ACDH em estudo (SCAD,
MCAD e GCD), resultando num consideravel aumento do T, (figura 3.3 e tabela A2 em
anexo).

Com o intuito de se perceber melhor se a estabilizagdo por parte do FAD era

especifica ou ndo, ou se essa estabilizacdo era promovida por interaccdes mediadas pelo
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anel isoaloxazina, investigou-se também o efeito da riboflavina, o precursor do FAD. Os
resultados revelaram auséncia de estabilizagdo para as concentra¢des e condicdes testadas
(figura 3.3 e tabela A2 em anexo), sugerindo que a estabilizacdo ndo se deve em geral ao
anel isoaloxazina, sendo especifica para o FAD. Assim, este resultado sugere que a
dissociacdo do cofactor durante o stress térmico pode ser compensada pelo FAD exdgeno,
o qual é conhecido por estar aumentado em pessoas medicadas com suplemento do
precursor biossintético riboflavina [99]. A relevancia destas observacBes € que uma
grande significante estabilizacdo é atingida para uma concentragdo de FAD (20 uM) que

se encontra dentro da gama de concentragdes encontradas na célula [98].
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Figura 3.3 - Efeito do FAD e riboflavina na estabilidade térmica das ACDH. O efeito
do FAD e riboflavina na estabilidade térmica da SCAD, MCAD e GCD (1,2 uM) foi determinado
para vérias concentracdes (3,1-25 uM) em 10 mM de hepes a pH 7,8. As barras indicam a variagcdo
da estabilidade (AT,,) das proteinas em relacdo ao controlo. Note por favor que o eixo dos xs ndo
cruza o y=0. Ver materais e métodos para detalhes e tabela A2 em anexo.

3.1.3. Combinacéo da estabilizagé@o do cofactor e dos substratos aditiva

Tendo-se estabelecido que os cofactores e metabolitos mitocondriais sdo potenciais
estabilizadores das flavoproteinas desidrogenases da [-oxidagdo, investigou-se 0 seu
possivel efeito sinergético. Para tal, foi analisado o valor de AT, obtido para a SCAD na
presenca dos diferentes metabolitos e, em paralelo, na presenca da combinacdo destes
com um excesso moderado de FAD (20 uM) (figura 3.4, tabela A3 em anexo). Os
resultados obtidos mostraram que as combinagdes testadas estabilizam a SCAD e que
essa estabilizacdo é quase aditiva em relacdo ao observado para os ensaios em que €é
analisado o efeito individual das moléculas (figura 3.4). Esta observacao esta de acordo
com os resultados descritos nas secgOes anteriores deste estudo, uma vez que confirma
que os substratos e o cofactor estabilizam as proteinas através de mecanismos diferentes:

0s substratos pela ligacdo ao centro activo da enzima, e o cofactor por deslocar o
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equilibrio dissociagdo-associacdo do cofactor para o estado de associacdo as proteinas. O
que € muito interessante de se notar é que a combinacdo do butiril-CoA e FAD aumenta
substancialmente a temperatura de desnaturacdo da SCAD. Isto ilustra como a
conformagéo de uma ACDH pode ser efectivamente resgatada por pequenos ligandos,
neste caso metabolitos mitocondriais naturais em concentragdes muito baixas.
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Figura 3.4 - Efeito combinatério do FAD e dos metabolitos na estabilidade da
SCAD. A estabilidade térmica da SCAD (1,2 uM) na presenca de CoA, acetil-CoA, butiril-CoA,
octanoil-CoA, glutaril-CoA ou palmitoil-CoA (20 uM) foi determinada na presenga e auséncia de
FAD (20 uM). As barras indicam a variagdo da estabilidade (AT,,) das proteinas em relacdo ao
controlo. As experiéncias foram efectuadas com um n=3. Ver materiais e métodos para detalhe e
tabela A3 em anexo.

3.1.4. Os cofactores e metabolitos previnem a perda de actividade durante stress
térmico moderado

Em alguns casos, a estabilizagdo substancial das proteinas por pequenas moléculas
conduz a rigidificacdo da estrutura das proteinas que, por sua vez, diminui a sua dinamica
e flexibilidade acabando por comprometer a sua actividade bioldgica [100]. De forma a se
investigar se a estabilizagdo das ACDH em estudo por parte dos substratos e do cofactor
FAD ndo comprometia a actividade destas, realizaram-se estudos enzimaticos nos quais
se submeteram as proteinas (SCAD, MCAD e GCD) a uma incubagdo durante 1h a 40°C
na presenca e auséncia de FAD e em combinagdo com os substratos (butiril-CoA,
octanoil-CoA e glutaril-CoA). As actividades das proteinas foram determinadas antes da
incubacdo na presenca dos respectivos aditivos e apds 1h a 40°C, condicdo que simula
episodios de febre e estd associada as doencas da FAO. Os resultados mostraram para o
controlo, proteina sem a adicdo de qualquer composto, uma actividade residual de 49%,
31% e 48% respectivamente para a SCAD, MCAD e GCD (Figura 3.5, tabela A4 em

anexo). Este decaimento na actividade enzimatica foi prevenido, em todos 0s casos, pela

31

Capitulo 3




Capitulo 3

presenca de concentracfes baixas de FAD (20 pM) durante o stress térmico. Esta
prevengdo foi observada igualmente para os substratos preferidos (butiril-CoA para a
SCAD e octanoil-CoA para a MCAD). Quando se combinou os substratos preferidos com
o cofactor flavina foi observada uma activacdo enzimatica adicional. Estes resultados
estdo assim, de acordo com o aumento substancial da estabilidade das proteinas pelos
substratos e cofactor, e mostram que a estabilizacdo conformacional ndo sacrifica a
actividade catalitica. Em relagéo aos substratos ndo especificos, os resultados mostraram
um efeito substancial na prevencdo da perda de actividade durante as condi¢des de stress
térmico do ensaio. Um exemplo é o caso do butiril-CoA para a proteina MCAD: na
presenca de 20 uM de butiril-CoA tinha-se apenas um modesto aumento na temperatura
de desnaturagdo térmica (AT, =+2°C), mas preveniu a perda de actividade durante 1h a
40°C, fornecendo uma actividade residual de 73% (versus 31% na sua auséncia). Por
outro lado, o glutaril-CoA devido ndo ser substrato da SCAD nem da MCAD, ndo teve
um efeito na prevencdo da perda de actividade. Em sumario, estes resultados ilustram o
principio da estabilizacdo cinética por ligagdo de uma molécula no sitio activo que
conduz a estabilizacdo da conformacédo, permitindo uma actividade residual alta no final
de 1h a 40°C.
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Figura 3.5 — Recuperacao da actividade das ACDH em condic¢des de stress térmico
pelos substratos e FAD. A actividade residual ap6s stress térmico (1h a 40°C) foi determinada
para a SCAD, MCAD e GCD sem a adi¢do de nenhum composto, na presenca de FAD (20 uM),
na presenga dos substratos butiril-CoA, octanoil-CoA e glutaril-CoA (20 uM), e na presenca da
combinacdo dos substratos (20 uM) e FAD (20 uM). A concentracdo das proteinas foi de 1,2 uM,
em 10 mM de hepes a pH 7,8. Os valores de actividade residual foram calculados em relagdo a
actividade ao tempo zero, para cada uma das condi¢des testadas. As experiéncias foram efectuadas
com um n=3.Ver materiais e métodos para detalhe e tabela A4 em anexo.
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3.2. Recuperacao de defeitos no folding proteico por chaperdes moleculares

Os chaperdes moleculares sédo conhecidos por auxiliarem o folding de proteinas in
vivo. Um exemplo muito estudado e utilizado como estratégia na recuperacdo de defeitos
de folding tem sido o uso da chaperonina GroEL, a qual tem a capacidade de encapsular

proteinas misfolded no seu interior permitindo que ocorra o refolding proteico.

3.2.1. Efeito da GroEL no folding da ETFf-p.D128N

Como referido anteriormente, mutagdes nos genes que codificam a subunidade a e
B da ETF tém resultado no comprometimento da transferéncia de electrdes entre 11
flavoprotéinas desidrogenasses e a cadeia de transporte electronico. A mutacdo
Aspl128Asn na subunidade B (ETFp.Aspl28Asn) tem estado associada a doenga
metabolica MADD e tem sido mostrada por afectar a estrutura terciaria e diminuir a
actividade especifica da proteina [67]. Para além disso, esta mutacdo na ETF tem um
efeito destabilizador no processo de folding, tornando a proteina susceptivel ao misfolding
e agregacao, ou a degradacéo [74]. Mais especificamente, a mutagéo localiza-se perto da
interface do dimero e estabelece contactos com residuos que pertencem ao local de
ligacdo do cofactor FAD [74]. Esta mutacdo permite que o mutante mantenha o folding
global da ETF-WT mas, em condi¢es de stress, o cofactor FAD torna-se menos
fortemente ligado conduzindo a uma maior destabilizacéo da proteina [67].

Com o intuito de se avaliar o efeito da mutagdo ETFB-p.D128N na dinamica
conformacional da proteina e o efeito da chaperonina GroEL no folding desta, procedeu-
se a analise da particdo da ETF na GroEL. A GroEL tem a vantagem de poder ser
utilizada tanto na forma soltvel como na forma imobilizada. Estudos usando as duas
formas tém mostrado que a capacidade da GroEL para se ligar a estruturas proteicas
unfolded ou parcialmente folded é idéntica [24, 36]. Nestes estudos usou-se a GroEL
imobilizada em esferas (beads) de Sepharose 4 fast flow, uma plataforma recentemente
desenvolvida [24] que tem a vantagem de permitir uma avaliacdo da particdo na GroEL
de forma mais facil e imediata. O ensaio consiste em fazer um pequeno spin down para
separar a fraccdo insollvel (GroEL imobilizada e proteina particionada) da fracgdo
soltvel (proteina ndo particionada) que é posteriormente analisada.

Os primeiros estudos tiveram como objectivo a optimizacdo do processo de
particdo por parte do mutante no chaperdo molecular. Incubou-se a ETFB-p.D128N a
40°C durante 2h, fazendo-se aliquotas de 40 em 40 minutos que foram posteriormente
analisadas por SDS-PAGE. Observou-se a precipitacdo da proteina, 0 que ndo permitiria

depois concluir se a proteina em solucéo diminuiria por estar a ser particionada na GroEL
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ou por estar a precipitar. Experimentou-se entdo uma temperatura menor, de 35°C, na
tentativa de se diminuir essa precipitagdo da ETFB-p.D128N. Contudo, estes resultados
mostraram que a proteina precipita também nestas condi¢des. Uma vez que temperaturas
mais baixas poderiam comprometer a actividade da GroEL (a qual é uma proteina de
choque térmico e funciona melhor para temperaturas mais elevadas) e temperaturas mais
elevadas conduzem a precipitagdo da ETFB-p.D128N, usou-se a temperatura de 35°C de
forma a ter-se um equilibrio entre o nivel de precipitagdo e parti¢cdo da ETF na GroEL.
Devido a instabilidade da ETFB-p.D128N e tendéncia para precipitar fizeram-se
ensaios controlo de precipitacdo da proteina na auséncia de GroEL. Os ensaios de
particio foram realizados para a ETF-WT e a variante clinica ETFB-p.D128N.
Resumidamente, submeteram-se misturas de proteina e GroEL numa estequiometria de
1:2 a 35°C com agitacdo constante, e de 40 em 40 minutos fez-se um spin down da
mistura e a fracgdo soluvel (proteina ndo particionada) foi analisada e quantificada por
SDS-PAGE. Os resultados obtidos (figura 3.6, esquerda) demonstram um perfil idéntico
na auséncia e presenca de GroEL para a ETFB-p.D128N, ndo permitindo concluir se o
decaimento da % de proteina na presenga de GroEL resulta da precipitacdo ou particéo
nesta. A GroEL pode estar a exercer um efeito de crowding que pode favorecer a
estabilidade da proteina impedindo que a proteina precipite e acabe por ser particionada.
Em relacdo aos resultados comparativos para a ETF-WT, estes demonstram que a
proteina ndo estava a precipitar (figura 3.6, direita na auséncia de GroEL) e que a proteina
ndo é particionada na GroEL (figura 3.6, direita na presenca de GroEL). Estes resultados
indicam assim a manutencdo da estabilidade da proteina ao longo do tempo e sugerem
que a proteina ETF-WT, mesmo quando submetida a uma moderada temperatura de 35°C,

se mantém com um fold correcto.
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Figura 3.6 - Efeito da GroEL na ETF quando submetida a uma temperatura
moderada de 35°C. Andlise densitométrica das bandas do SDS-PAGE para a variante mutada
ETFBD128N (esquerda) ¢ para a ETF-WT (direita). O ponto inicial (antes das proteinas serem
incubadas) corresponde a 100%. Amostras independentes foram incubadas em 10 mM de hepes na
auséncia (=) e presenca (» ) de GroEL a 35 °C. A concentracdo de proteina e GroEL foram
respectivamente 2 e 4 M. As experiéncias foram efectuadas com um n=2 para a ETFp-p.D128N e
com n=1 para a ETF-WT. Ver tabela A5 em anexo para detalhe.

3.2.2. FAD previne a precipitacio da ETFf-p.D128N

Com o objectivo de se diminuir a precipitacdo da ETFB-p.D128N de forma a se
tentar encontrar uma condicdo que permitisse concluir que nos ensaios de particdo a
percentagem de proteina em solucdo diminui em resultado da particdo da ETF na GroEL
e ndo da precipitagdo, pensou-se em adicionar FAD aos ensaios. A adi¢do do cofactor
FAD como estratégia para se diminuir a precipitacdo da ETFB-p.D128N baseou-se no
facto de este ter demonstrado um substancial efeito na estabilidade térmica das suas
parceiras desidrogenases e no facto de ja ter sido previamente demonstrado por Henrigues
et al [67] o seu importante efeito estabilizador na ETF sob condic¢Ges de stress térmico
moderado. Para tal incubaram-se amostras individuais de proteina (2 uM) na presenca de
20 UM de FAD (mesma concentragdo usada nos ensaios de estabilidade das ACDH) a
35°C e fizeram-se aliquotas de 40 em 40 minutos, as quais foram analisadas por SDS-
PAGE e por espectroscopia de fluorescéncia.

Os resultados obtidos por SDS-PAGE revelam um decréscimo de precipitacdo ao
longo do tempo (figura 3.7A). A anélise da proteina por espectroscopia de fluorescéncia
baseou-se no conhecimento de que um desvio do comprimento de onda médio (AEW —
do inglés average emission wavelength) para valores superiores € indicativo de que a
proteina estd a perder estrutura terciaria. Assim, procedeu-se a analise da diminuigdo dos
contactos da estrutura terciaria da proteina tendo em conta a variacdo do AEW na regiao

dos triptofanos (300-450 nm) na presenca e auséncia de FAD. Os resultados mostraram
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que a presenca de FAD permite uma diminuigdo do AEW de ~344 (na auséncia de FAD)
para ~340 nm aos 120 minutos (figura 3.7B). Isto indica que o FAD contribui para a
manutencdo dos residuos aromaticos num ambiente menos acessivel ao solvente
prevenindo a perda da estrutura terciéria da proteina e, por conseguinte, possibilita que a
proteina se encontre mais estavel e a precipitacdo seja prevenida. Colocou-se assim a
possibilidade de que a realizagdo dos ensaios de particdo na presenca de FAD possa trazer
resultados conclusivos acerca da particdo da ETFB-p.D128N na GroEL.
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Figura 3.7 - Efeito do FAD na ETFp-p.D128N quando submetida a uma
temperatura moderada de 35°C. No painel A esta representada a analise densitométrica das
bandas do SDS-PAGE. O ponto inicial (antes das proteinas serem incubadas) corresponde a 100%.
No painel B esta representada a analise da diminui¢do dos contactos da estrutura terciéria
determinada a partir da variacdo do comprimento de onda médio na regido dos triptofanos (300-
450 nm). Amostras independentes foram incubadas em 10 mM de hepes na auséncia (=) e
presenca (» ) de FAD a 35 °C. A concentracdo de proteina e FAD foram respectivamente 2 e 20
M. As experiéncias foram efectuadas com um n=2. Ver tabela A6 em anexo para detalhe.

3.2.3. Efeito da combinacdo da GroEL e do FAD no folding da ETFf-D128N

Uma vez encontrada a condicdo que minimiza a precipitacdo da variante,
realizaram-se 0s ensaios de particdo da ETFB-p.D128N na GroEL na presenca de 20 pM
de FAD procedendo-se da mesma forma que na auséncia deste.

Os resultados revelam um decréscimo na percentagem de proteina em solucdo na
presenca de GroEL (figura 3.8A) sugerindo que a proteina estd a ser particionada. A
percentagem de proteina particionada ao longo do tempo na GroEL encontra-se
representada na figura 3.8B onde se observa um aumento de parti¢do ao longo do tempo.
Isto indica que & medida que a proteina é destabilizada, por estar submetida a uma
temperatura moderada, é particionada na GroEL, tendo-se no final de 160 minutos ~35%
de proteina particionada. Estes resultados demonstram que o FAD, apesar de estabilizar a
proteina prevenindo a sua precipitacdo, ndo conduz, pelo menos de forma acentuada, a

alteracbes conformacionais na proteina que revertam defeitos encontrados na ETFp-

36



Estudos de folding e efeito de chaperdes quimicos e moleculares em proteinas envolvidas na
B-oxidacdo de acidos gordos

p.D128N e a impedem de ser particionada na GroEL. Contudo, ndo é possivel estimar o
efeito do FAD na recuperacdo do defeito conformacional encontrado na ETFf-p.D128N
uma vez que ndo temos um controlo conclusivo para a particdo de proteina na auséncia
deste. Ressalva-se assim que a percentagem de proteina particionada na presenca de FAD
possa ser superior aos ~35%. Em resumo, estes resultados sugerem que as variantes
conformacionais possam ser auxiliadas por chaperfes moleculares no processo de folding,
suscitando a possibilidade deste papel pela homéloga mHsp60 presente nas mitocondrias.
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Figura 3.8 - Efeito da GroEL na ETFB-p.D128N quando submetida a uma
moderada temperatura de 35°C na presenca de FAD. No painel A esta representada a
anélise densitométrica das bandas do SDS-PAGE. O ponto inicial (antes das proteinas serem
incubadas) corresponde a 100%. No painel B estd representada a percentagem de proteina
particionada pela GroEL ao longo do tempo. Amostras independentes foram incubadas em 10 mM
de hepes e 20 uM de FAD, na auséncia (=) e presenca (= ) de GroEL a 35 °C. A concentracdo de
proteina, GroEL e FAD foram respectivamente 2, 4 uM. As experiéncias foram efectuadas com
um n=2. Ver tabela A7 em anexo para detalhe.

3.2.4. Particdo da ETFf-p.D128N na auséncia de FAD (?)

De forma a se tentar perceber se na auséncia de FAD a ETFB-p.D128N estava ou
ndo a ser particionada na GroEL, procedeu-se & analise da diminuigdo dos contactos da
estrutura tercidria da proteina, tendo em conta os valores de AEW na regido dos
triptofanos (300-450 nm), com recurso a espectroscopia de fluorescéncia. Os resultados
obtidos (figura 3.9) mostram uma diferenga, apesar de pequena, no AEW obtido para a
ETFB-p.D128N na auséncia e presenca de GroEL. Observa-se uma maior variagdo do
AEW para a proteina na auséncia de GroEL (até ~120 minutos), 0 que sugere que a
proteina esteja mais desnaturada.

Visto ter-se a mesma quantidade de proteina em solucdo (observada pelo SDS-
PAGE, figura 3.6) e um perfil de desnaturacéo diferentes (figura 3.9) pode indicar que a

precipitacdo também seja diferente. Pode haver mais precipitacdo na auséncia de GroEL,
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0 que coloca a hipotese de que, para se ter a mesma quantidade de proteina em solucéo, a
proteina na presenca de GroEL possa estar a ser particionada. Em resultado disso ter-se-ia
a diminuicdo da proteina mais desnaturada em solu¢do uma vez que esta estaria a ser
particionada, e a fluorescéncia apenas seria representativa da proteina menos desnaturada,

resultando assim num menor desvio do comprimento de onda de emissdo médio.
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Figura 3.9 - Efeito da GroEL na ETFB-p.D128N quando submetida a uma
temperatura moderada de 35°C determinado por espectrofotometria de
fluorescéncia. Anélise da diminuicdo dos contactos da estrutura terciaria da ETFB-p.D128N
determinada a partir da variacdo do comprimento de onda médio na regido dos triptofanos (300-
450 nm). Amostras independentes foram incubadas em 10 mM de hepes na auséncia (=) e
presenca (= ) de GroEL a 35 °C. A concentracdo de proteina e GroEL foram respectivamente 2 e 4
MM. As experiéncias foram efectuadas com um n=2. Ver tabela A8 em anexo para detalhe.

Analisou-se ainda a combinacdo do perfil de desnaturacdo térmica analisado pela
variagdo do AEW na presengca de GroEL e na presenga de GroEL e FAD. Esta
combinagéo resultou num perfil semelhante, no qual se tem, para ambos 0s casos, uma
diferenca de ~3 nm entre o valor de AEW final e inicial (figura 3.10B). Isto sugere que a
taxa de desnaturacdo é semelhante nos dois casos. No entanto, na presenca de FAD
observam-se valores de AEW inferiores devido a estabilizacdo da proteina em solucao
por parte do FAD (figura 3.10B). Por altimo combinaram-se o perfil de particdo da
GroEL na presenca de FAD e o possivel perfil de particdo na auséncia de FAD, o que
resultou numa sobreposic¢do dos valores de percentagem de proteina em solugdo, proteina
ndo particionada (figura 3.10A). Estes resultados sugerem assim, que a proteina esteja a
ser particionada na auséncia de FAD. Contudo, sdo apenas sugestdes dado estes
resultados se encontrarem ainda numa fase preliminar, sendo necesséria a realizagdo de
experiéncias posteriores. Uma experiéncia que podera ser realizada e podera trazer
alguma solidez a estas sugestdes serd testar a particdo da ETFB-p.D128N na GroEL na

forma soluvel através da monitorizacdo da actividade da proteina ao longo do tempo,
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como se encontra descrito para a ETF-WT em [70]. Resumidamente, podera incubar-se a
proteina durante 160 minutos a 35°C na presenca e auséncia de GroEL e medir-se a
actividade ao longo do tempo. Caso a proteina esteja a ser particionada e a GroEL
melhore a conformacdo desta, espera-se uma actividade residual superior na presenca de
GroEL.
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Figura 3.10 - Efeito da GroEL na ETFp-p.D128N durante o stress térmico na
presenca e auséncia de FAD. No painel A estd representada a analise densitométrica das
bandas do SDS-PAGE. O ponto inicial (antes das proteinas serem incubadas a 35°C) corresponde a
100%. No painel B esta representada a andlise da diminuicdo dos contactos da estrutura terciéria
determinada a partir da varia¢do do comprimento de onda médio na regido dos triptofanos (300-
450 nm). Amostras independentes foram incubadas em 10 mM de hepes na auséncia (=) e
presenca (» ) de FAD a 35 °C. A concentracdo de proteina e FAD foram respectivamente 2 e 20
UM. As experiéncias foram efectuadas com um n=2. Ver tabela A9 em anexo para detalhe.

3.2.5. Efeito do FAD na estabilidade térmica da ETFf-p.D128N

O efeito na estabilidade térmica da ETFB-p.D128N pelo FAD foi analisado para se
tentar perceber a magnitude do seu efeito na recuperacdo do defeito conformacional
encontrado na ETFB-p.D128N e, consequentemente perceber se a percentagem de
proteina particionada pode ser ou ndo superior a encontrada na presenca de FAD. Este
efeito foi estudado empregando a técnica de DSF anteriormente usada para as ACDH.
Resumidamente, fez-se um screen do efeito do FAD medindo-se a temperatura de
desnaturacdo (T,) em funcdo do aumento da concentracdo (10-40 pM). Antes de
qualquer adicdo de FAD foi verificada a razdo de FAD/mol de proteina, a qual foi
superior a 0.9. Os resultados obtidos mostraram que o FAD ndo tem um efeito
estabilizador para as concentracdes testadas (tabela A10 em anexo), nem mesmo para a
concentracdo mais elevada (40 uM) que corresponde a 20 x mais FAD em relacdo a
quantidade de proteina (2 uM) (figura 3.11). Estes estudos foram realizados com n=4

para cada uma das concentrages testadas (10, 20 e 40 uM). De acordo com 0s resultados
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obtidos sugere-se que o FAD nédo conduz a alteracGes conformacionais que melhorem a
estabilidade da proteina quando submetida a uma desnaturacdo térmica de 20 a 90 °C.
Contudo, na figura 3.11 observa-se que a ETFB-p.D128N na presen¢a de FAD (10-40
uM) se encontra mais estavel até uma temperatura de ~45°C visto ndo se observar um
aumento na intensidade de fluorescéncia, a qual resultaria do aumento do nivel de
fluorescéncia da Sypro Orange quando ligada a regides hidrofébicas. Comprovasse assim
o efeito estabilizador do FAD para a temperatura usada nos ensaios de particdo (35°C) e
gue esse efeito ndo conduz a alteracBes na estabilidade conformacional da proteina dado o

AT, variar dentro do erro, de 0.5-1.0.
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Figura 3.11 - Curvas de desnaturacdo térmica determinadas por DSF. Desnaturagdo
térmica da variante ETFB-p.D128N na presenca de diferentes concentragdes de FAD. A
concentragdo de proteina foi de 2 uM em 10 mM de hepes a pH 7.8. Ver tabela A10 em anexo

para detalhe.

3.2.6. Efeito de pequenas moléculas na estabilidade térmica e particdo da ETFg-
p.D128N

Adicionalmente fizeram-se ensaios de estabilidade na presenca de outros
compostos, conhecidos por terem a capacidade de exercerem um efeito estabilizador em
certas proteinas [32-35, 101]. Estes estudos foram realizados com recurso a técnica de
DSF a qual permite analisar um grande nimero de condigdes em apenas 1h. Assim, foram
testados diferentes compostos a diferentes concentracGes (tabela Allem anexo). Entre os
compostos testados, os que apresentaram um efeito estabilizador mais significativo foram
a Trimetilamina N-o6xido (TMAO) e a sarcosina com um AT, respectiva