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RESUMO  

O misfolding proteico caracteriza um número de doenças metabólicas, nas quais 

defeitos da oxidação de ácidos gordos estão incluídos. Condições de severidade moderada 

destas doenças resultam frequentemente da destabilização conformacional e diminuição 

da função enzimática das proteínas afectadas. Pequenas moléculas com capacidade para 

aumentar os níveis funcionais dessas proteínas até um certo limiar da doença, são 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 β-oxidação de ácidos 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 enzimática durante a incubação de 1hora a 40ºC para concentrações de FAD 

próximas das fisiológicas. Um efeito claro foi também observado para os substratos 

preferidos, butiril-CoA e octanoil-CoA, respectivamente, para a SCAD e MCAD, mas 

não para a GCD. Em conclusão, a riboflavina pode ser benéfica durante episódios de 

febre em pacientes com deficiências na SCAD e MCAD, bem como GCD, e o tratamento 

com análogos de substratos poderá teoricamente alterar a actividade enzimática de 

algumas proteínas com dificuldades inerentes de folding. 

Outra estratégia para minimizar o misfolding proteico envolve a chaperonina 

GroEL, que tem a capacidade de encapsular proteínas misfolded no seu interior 

permitindo o refolding proteico. Neste trabalho investigou-se a partição do mutante 

p.Asp128Asn da flavoproteína de transferência electrónica (ETF). Os resultados 

demonstraram partição, sugerindo que variantes conformacionais podem ser recuperadas 

na presença de chaperões moleculares, e suscitando a possibilidade deste papel pela 

homóloga mHsp60 mitocondrial. A ausência de partição na presença de TMAO e 

sarcosina sugere o potencial destes chaperões químicos na estabilização conformacional 

da proteína, eliminando a necessidade de refolding pela GroEL.  

 

 

 

 

 

Palavras-chave: β-oxidação dos ácidos 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 β-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 40ºC. 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.Asp128Asn). 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 β-oxidation, acyl-CoA dehydrogenases, ETF, substrates, FAD, 
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 I. INTRODUÇÃO 

A introdução desta dissertação encontra-se organizada em cinco secções. Na 

secção 1.1 descreve-se a síntese proteica e o processo de folding, abordando-se os 

aspectos fundamentais do folding proteico e especificando-se o papel dos chaperões 

moleculares neste processo in vivo. Apesar do esforço destes e de toda a maquinaria do 

sistema de controlo de qualidade das proteínas, o folding in vivo está longe de ser perfeito 

e podem ocorrer defeitos no folding que conduzem a estados patológicos. Na secção 1.2 

apresentam-se essas patologias e possíveis estratégias de tratamento. Na secção 1.3 é 

apresentada a via metabólica da oxidação de ácidos gordos como caso de estudo. Aqui 

são abordados os aspectos gerais da oxidação dos ácidos gordos, especificando-se quatro 

tipos de doença. Na secção 1.4 descrevem-se alguns métodos biofísicos que permitem 

estudar e monitorizar o folding proteico. Por fim são apresentados os objectivos deste 

trabalho (secção 1.5). 

  

1.1. A síntese proteica e o processo de folding 

1.1.1. Folding proteico: aspectos fundamentais 

As proteínas são não só as macromoléculas biológicas mais abundantes, mas 

também as mais complexas em termos conformacionais e biologicamente versáteis [1]. 

São sintetizadas como sequências lineares de aminoácidos a partir da informação contida 

no genoma nuclear, ou a partir do DNA mitocondrial no caso das 13 proteínas 

mitocondriais da cadeia respiratória. Após sintetizadas necessitam de adquirir uma 

estrutura tridimensional específica, da qual depende directamente a sua função, por um 

processo designado de folding proteico [1-4]. Alguns dos autores traduzem este processo 

para português por “enrolamento”, mas neste trabalho optou-se por manter a designação 

anglo-saxónica.  

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 polipeptídica pode adquirir o folding 

espontaneamente in vitro sem requerer a assistência de nenhum factor celular [5], 

provando que toda a informação necessária para uma proteína adquirir a sua conformação 

nativa se encontra codificada na sua sequência linear de aminoácidos. Mostraram também 

que o processo de folding das proteínas se baseia estritamente na termodinâmica, ou seja, 

na procura aleatória de uma conformação única termodinamicamente mais estável para a 

qual a energia livre de Gibbs seja mínima [1, 2, 5, 6]. Todavia, Levinthal focando-se na 

cinética e dinâmica do folding, mostrou que o processo de folding não consiste na 
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exploração de todas as conformações possíveis, mas sim ocorre através de uma via bem 

definida e sequencial. Caso contrário, até mesmo uma proteína pequena (~100 

aminoácidos) necessitaria de um tempo biologicamente irrealista (~10
29

 anos) para 

adquirir a sua estrutura nativa [7].  

Na tentativa de se explicar o facto de as proteínas adquirirem a sua conformação 

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 número de conformações acessíveis para uma proteína (superfície 

do funil) se torna progressivamente mais restrito à medida que as interacções nativas 

aumentam [4, 8], terminando por fim numa estrutura nativa para a qual a energia livre é 

mínima (fundo do funil). Por oposição ao estado nativo, os estados unfolding são 

caracterizados por um alto grau de entropia conformacional e por uma alta energia livre 

de Gibbs (superfície do funil) [8, 9]. Este alto grau de entropia deve-se à presença de um 

grande número de conformações possíveis para uma proteína, e a energia livre à 

instabilidade do estado unfolding.  

O funil de folding pode ser liso ou apresentar rugosidades. O processo de folding 

de proteínas 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 presença de possíveis estados 

intermediários estáveis, que, no entanto, não conduzem a uma óptima termodinâmica 

global. A figura 1.1B ilustra um funil rugoso característico do folding de proteínas 

grandes que apresentam muitas barreiras energéticas, as quais podem levar à formação de 

intermediários até se atingir a topologia final [2].  

 

Figura 1.1 – Representação dos funis do folding proteico. Estes funis representam a 

paisagem de energia do processo de folding das proteínas in vitro até atingirem a conformação 

final. (A) Funil de folding característico de proteínas 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 presença de nenhuma barreira que leve à 

formação de intermediários. Percurso B, apresenta uma armadilha cinética, indicativa da presença 

de possíveis estados intermédios, mesmo para proteínas pequenas. (B) Ilustra um funil de folding 

rugoso com muitas armadilhas cinéticas, i.e. múltiplas barreiras energéticas que podem levar à 

formação de intermediários até se atingir a topologia final. Este tipo de funil é comum para 

proteínas grandes. Adaptado de [2]. 
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 In vivo o folding das proteínas ocorre num ambiente celular extremamente concentrado 

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

o refold de uma cadeia polipeptídica ocorre em soluções muito diluídas (<1 mg/ml).  

 

 

O facto de o folding in vivo ocorrer num ambiente extremamente sobrecarregado torna-o 

dependente de certos factores como o grau de confinamento da proteína e o efeito de 

crowding. Alguns dos autores traduzem este efeito para português por “efeito de 

empacotamento”, mas neste trabalho optou-se por manter a designação anglo-saxónica. O 

confinamento da proteína apresenta um efeito positivo resultando num aumento da 

estabilidade da proteína, devido a restringir o número de conformações 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 exclusão 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 exclusão de volume pode 

alterar substancialmente a afinidade entre as macromoléculas e conduzir ao misfolding 

proteico e à agregação [1, 2, 4, 6]. Outro factor que pode adicionalmente aumentar o risco 

de misfolding e agregação é o processo de tradução. Isto pode acontecer especialmente 

em células eucarióticas devido às cadeias polipeptídicas serem em média de maiores 

dimensões, e a tradução ser mais lenta que nos procariontes. Resultando assim, na 

presença de cadeias nascentes com um folding parcial por prolongados períodos de tempo 

os quais são sensíveis à agregação [1, 6].  

De forma a lidarem com os desafios do processo de folding, os sistemas biológicos 

desenvolveram uma maquinaria proteica específica - o sistema de controlo de qualidade 

proteica. Este compreende os chaperões moleculares, proteases e factores reguladores que 

regulam a actividade ou permitem a comunicação entre os vários componentes [3, 7]. 

Este sistema tem a capacidade de supervisionar o folding, contrariar a agregação e 

seleccionar e eliminar polipéptidos com baixa capacidade de folding ou com erros que 

poderiam exercer efeitos tóxicos para a célula [1, 4, 6]. Este sistema é também capaz de 

Figura 1.2 – Representação do 

empacotamento molecular em 

Escherichia coli. Representação de 

David S. Goodsell, The Scripps 

Research Institute, La Jolla, CA. 
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se adaptar a stress ambientais como alterações de pH, temperatura e stress oxidativo, os 

quais afectam fortemente o folding proteico [4].  

 

 

1.1.2. Chaperões moleculares: folding in vivo 

Os chaperões moleculares, como referido, fazem parte da maquinaria celular 

constituída por várias proteínas que supervisionam a qualidade do folding de proteínas 

sintetizadas. Estas proteínas são capazes de interagir, estabilizar, ou auxiliar proteínas a 

adquirir uma estrutura final correcta in vivo, mas que não determinam a estrutura 

funcional final [1, 4]. São conhecidos ainda como proteínas de choque térmico (Hsp – do 

inglês heat shock proteins), devido a serem sobre-expressas nas células em condições de 

stress conformacional. Contudo um número de chaperões pode ser constitutivamente 

expresso e fazer parte dos sistemas de expressão proteico em condições de não stress [4]. 

Estes chaperões são classificados de acordo com a sua massa molecular de: Hsp40, 

Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100 e pequenas Hsps [1, 6]. 

Os chaperões moleculares são altamente conservados, estando presentes nos três 

domínios da vida onde estão envolvidos em múltiplas funções celulares, incluindo o 

folding de novo, refolding de proteínas desnaturadas por stress, montagem oligomérica, 

transporte de proteínas intracelulares, e assistência na degradação proteolítica [1, 2, 6]. 

Nos três domínios da vida, uma fracção dos chaperões moleculares encontra-se associado 

ao ribossoma, actuando na estabilização de polipéptidos nascentes e iniciação do seu 

folding, e outra fracção auxilia o processo de folding até se atingir a topologia final 

(figura 1.3) [1, 6]. Especificamente, os chaperões assistem o folding a quatro níveis: (1) 

Previnem o folding prematuro das cadeias polipeptídicas nascentes ao nível dos 

ribossomas (exemplo do factor Trigger (TF) nas bactérias (figura 1.3A); sistema 

especializado Hsp70, denominado RAC (do inglês - ribossome-associated complex), nos 

eucariontes (figura 1.3C); e o complexo NAC (do inglês – nascent chain-associated 

complex) também presente em Archaea (figura 1.3B)) [1, 2, 6, 12-14]; (2) Auxiliam as 

cadeias polipeptídicas a adquirirem a estrutura tridimensional, por exemplo a família das 

Hsp70 eucariontes (DnaK nas bactérias); (3) Permitem que a cadeia polipeptídica, após 

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 são designadas de 

chaperoninas (e serão descritas em detalhe nos parágrafos seguintes devido a serem uma 

ferramenta deste trabalho) [2]; (4) E promovem o unfold de uma proteína misfolded e/ou 
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 agregada, como os membros da família HSP100/CIP [2]. O seu mecanismo de acção é 

dependente da hidrólise de ATP (adenosina trifosfato) e o folding é promovido por ciclos 

de ligação/libertação da proteína substrato. 

Outros Outros Outros Outros chaperõeschaperõeschaperõeschaperões~70%~70%~70%~70%TFTFTFTF DnaKDnaKDnaKDnaK(Hsp70)(Hsp70)(Hsp70)(Hsp70) mRNAmRNAmRNAmRNABacteriaBacteriaBacteriaBacteria ArchaeaArchaeaArchaeaArchaea EukaryaEukaryaEukaryaEukarya
+ + + + GrpEGrpEGrpEGrpE (NEF),(NEF),(NEF),(NEF),ATPATPATPATP ~20%~20%~20%~20%+ ATP+ ATP+ ATP+ ATP

DnaJDnaJDnaJDnaJ(Hsp40)(Hsp40)(Hsp40)(Hsp40)
GroELGroELGroELGroEL GroESGroESGroESGroES~10%~10%~10%~10% ThermosomeThermosomeThermosomeThermosome+ + + + cofactorescofactorescofactorescofactores+ ATP+ ATP+ ATP+ ATPDnaKDnaKDnaKDnaKDnaJDnaJDnaJDnaJNACNACNACNAC PFDPFDPFDPFDAAAA BBBB CCCC

~10%~10%~10%~10%~20%~20%~20%~20%SistemaSistemaSistemaSistemaHsp90Hsp90Hsp90Hsp90Hsp70Hsp70Hsp70Hsp70Hsp40Hsp40Hsp40Hsp40 NAC/NAC/NAC/NAC/RACRACRACRAC+ + + + NEFsNEFsNEFsNEFs+ ATP+ ATP+ ATP+ ATP
PFDPFDPFDPFD+ + + + NEFsNEFsNEFsNEFs+ ATP+ ATP+ ATP+ ATPTRiCTRiCTRiCTRiC////CCTCCTCCTCCT

 

Figura 1.3 - Modelos de folding citosólico de proteínas recém sintetizadas assistido 
por chaperões moleculares para os diferentes domínios da vida. (A) Bacteria. TF, factor 

trigger; N, proteína nativa. (B) Archaea. PFD, prefoldin; NAC, complexo associado a cadeias 

nascentes (do inglês - nascent chain-associated complex). (C) Eukarya. RAC, complexo associado 

ao ribossoma (do inglês - ribossome-associated complex). Adaptado de [6]. 

 

 

As chaperoninas, também descritas como “gaiola” de folding, são estruturas em 

forma de barril de ~800 kDa constituídas por dois anéis e uma cavidade interna na qual as 

proteínas substrato são totalmente encapsuladas e podem adquirir o folding num ambiente 

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

 

Figura 1.4 - Chaperonina GroEL-GroES. (A) Estrutura cristalográfica do complexo 

GroEL-GroES (PDB 1AON), mostrando a GroES ligada à 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 é composta por três 

domínios, A, I e E, que se referem respectivamente, ao domínio apical, intermédio e equatorial. A 

cor-de-rosa no anel cis é também mostrada uma molécula de ADP ligada ao domínio equatorial 

ATPase. Adaptado de [16]. 
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As chaperoninas dividem-se em dois grupos. O grupo I, também designadas de 

Hsp60, encontra-se presente em bactérias (GroEL), mitocôndrias (Hsp60) e cloroplastos 

(Cpn60) [1, 6, 15]. Estas possuem sete subunidades de ~60 kDa por anel e consistem em 

três domínios (figura 1.4) [17]: o domínio equatorial ATPase (figura 1.4 a azul), situado 

no meio do barril, e o qual forma os principais contactos inter-subunidades; um domínio 

apical (figura 1.4 a vermelho), situado em ambas as extremidades do barril, e que expõe 

resíduos aminoácidos hidrofóbicos para ligação do substrato em direcção ao centro do 

anel; e um domínio intermédio (figura 1.4 a verde) que conecta o domínio equatorial com 

o domínio apical [1, 6, 15-18]. Estas chaperoninas funcionam em cooperação com as 

proteínas Hsp10 (GroES nas bactérias), as quais funcionam como uma tampa da “gaiola” 

de folding no encapsulamento das proteínas (figura 1.4A) e é constituída por um único 

anel homo-heptamérico composto por subunidades de ~10 kDa [1, 6, 15]. O grupo II 

encontra-se presente no reino Archaea (thermosome) e no citosol das células eucariotas 

(TRiC/CCT), e são constituídas por oito ou nove subunidades por anel [15]. Este grupo é 

estruturalmente semelhante à GroEL, contudo diferencia-se desta através do seu domínio 

apical (figura 1.4B), o qual possui uma extensão especializada da hélice-α que actua 

como uma tampa interna e substitui a função da GroES, sendo assim independentes de 

factores Hsp10 [1, 6]. O mecanismo de acção das chaperoninas do tipo II ainda não se 

encontra compreendido. 

O mecanismo de acção das chaperoninas do tipo I é idêntico ao mecanismo dos 

chaperões moleculares, sendo dependente da hidrólise de ATP e o folding promovido por 

ciclos de ligação/libertação da proteína substrato. A diferença reside no facto de que o 

folding pelas chaperoninas ocorre por encapsulamento global da proteína pela Hsp10. O 

mecanismo de folding por parte da chaperonina GroEL é dependente do encapsulamento 

global das proteínas substrato pela GroES. As proteínas substratos não nativas ligam-se 

através de interacções hidrofóbicas ao domínio apical do anel desocupado; depois a 

GroES e o ATP ligam-se ao anel, conduzindo a uma dramática alteração conformacional 

do sistema que leva à formação de uma “gaiola” com um ambiente interno altamente 

hidrofílico e carregado negativamente onde a proteína é encapsulada. As proteínas de 

tamanho até ~60 kDa podem ser encapsuladas neste ambiente, onde adquirem o folding 

espontaneamente em 10-15 segundos, o tempo necessário para a hidrólise do ATP no anel 

de ligação da GroES (anel cis). As proteínas substrato são depois libertadas da “gaiola” 

de folding quando ocorre a dissociação da GroES induzida pela ligação de ATP no anel 

oposto (anel trans) [1, 6, 15]. Os substratos que não adquirirem o folding correcto re-

ligam-se rapidamente à GroEL para uma etapa adicional de folding (figura 1.5). As 
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 proteínas que excedem o tamanho limite da “gaiola” da chaperonina (~60 kDa) usam o 

sistema Hsp70, ou podem atingir o estado nativo através da associação e dissociação com 

a GroEL sem ocorrer encapsulamento [19]. O encapsulamento das proteínas unfolded é 

feito para apenas uma molécula de proteína de cada vez, de forma a prevenir a agregação 

durante o folding [1, 6].  

 

Figura 1.5 - Modelo do mecanismo de acção da chaperonina GroEL-GroES que 

resume as alterações conformacionais na proteína substrato após transferência a 

partir da DnaK/DnaJ (sistema Hsp70) para a GroEL, e durante o folding mediado 

pela GroEL-GroES. (1) A proteína substrato pode ser entregue à GroEL pela DnaK/DnaJ numa 

forma não agregada, mas como um intermediário não produtivo. (2) O movimento do domínio 

apical da GroEL, é dependente de ATP, e resulta num alongamento das regiões fortemente ligadas 

da proteína substrato e na libertação e compactação parcial de regiões ligadas menos estáveis. (3) 

A compactação está completa após o encapsulamento da proteína substrato pela GroES. (4) Ocorre 

o folding na “gaiola” da chaperonina. (5) Libertação do substrato após a dissociação da GroES. (6) 

Re-ligação de estados com um fold incompleto. N, estado nativo; I, intermediário de folding. 

Adaptado de [6]. 

 

 

1.2. Patologias resultantes de defeitos no folding proteico 

Apesar do folding in vivo ser auxiliado por chaperões moleculares, este continua a 

estar longe de ser perfeito. Cerca de 20% das proteínas recém sintetizadas são incapazes 

de atingir o fold correcto, mesmo com o auxílio dos chaperões moleculares, e acabam por 

ser degradadas pelas proteases [20]. Apesar do esforço destes componentes do sistema de 

controlo de qualidade, por vezes ocorrem falhas e começam a observar-se 

comportamentos patológicos associados com o misfolding proteico. Alterações no 

ambiente celular, tais como flutuações de temperatura, aumento do stress oxidativo e 

envelhecimento, bem como alterações no nível proteico, como mutações missense, têm 

aumentam o misfolding proteico conduzindo à falha do sistema de controlo de qualidade 

das proteínas [21].  
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 Nos casos de misfolding proteico existem moléculas capazes de promover o 

folding correcto das proteínas que não atingem a estrutura tridimensional correcta, 

permitindo-lhes serem parcialmente funcionais, enquanto as restantes são capturadas 

como conformações unfold podendo ser acumuladas ou degradadas. O acumular ou a 

degradação das proteínas unfold vai depender da natureza da proteína e da variação 

genética, e de outros factores genéticos (interacções gene-gene), bem como condições 

celulares e ambientais, e factores de stress (interacções gene-ambiente) [22]. 

Dependendo da deficiência da proteína e das interacções ambientais, as proteínas 

não nativas podem agrupar-se e vir a perturbar a função celular normal, ou podem 

interagir com os chaperões moleculares acabando por influenciar o processo de folding de 

outras proteínas [22]. 

Na figura 1.6 encontram-se possíveis destinos das proteínas com defeitos no 

folding. 

 

Figura 1.6 - Possíveis destinos das proteínas com defeitos no folding. Adaptado de [22]. 

 

 

O misfolding proteico e a agregação podem resultar num largo e diverso grupo de 

doenças descritas como doenças conformacionais e de misfolding proteico [21]. Estas 

patologias podem resultar quer em ganho, quer na perda de função. Entre as patologias 

associadas ao ganho de função encontram-se as doenças amilóides e de Huntington [23]. 

Entre as patologias associadas à perda de função encontram-se a fibrose quística, 

fenilcetonúria, e SCADD (deficiência da acil-CoA desidrogenase de cadeia curta) que 

afectam, respectivamente, o retículo endoplasmático, citosol e mitocôndria [4]. A 
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 SCADD é uma das doenças metabólicas da oxidação dos ácidos gordos, usada como 

modelo no presente trabalho juntamente com outras da mesma via, para o estudo de 

folding e efeito de chaperões químicos e moleculares no processo de folding na tentativa 

de recuperação desses defeitos.  

Cerca de 30-50% das doenças conformacionais devem-se a defeitos no folding 

proteico. Na tentativa de se reverterem esses defeitos têm sido propostas abordagens mais 

direccionadas para o alvo e que oferecem a possibilidade de se desenvolverem terapias 

farmacológicas mais específicas [24].  

Uma das estratégias interessantes e potencial terapia para minimizar as doenças de 

folding proteico envolvidas em doenças conformacionais, baseia-se na identificação de 

compostos de baixa massa molecular [24-26]. Existe uma diversidade de moléculas 

capazes de exercer efeito sobre o folding de proteínas [27]. Alguns autores agrupam estas 

moléculas em chaperões químicos ou chaperões farmacológicos. A distinção entre estes 

dois grupos reside no mecanismo de acção, que é inespecífico para os chaperões químicos 

e específico para os farmacológicos [27]. 

Os chaperões químicos compreendem principalmente osmólitos e estabilizadores 

proteicos incluindo açúcares (ex. trealose), polióis (ex. glicerol e sorbitol), aminoácidos e 

seus derivados (ex. sarcosina e glicina), metilaminas (ex. trimetilamina N-óxido) e 

compostos hidrofóbicos (ex. 4-PBA). Muitos destes compostos são sintetizados ou 

absorvidos pelos organismos vivos, como microrganismos, plantas e animais, de forma a 

minimizar a desnaturação proteica como resultado da adaptação a condições ambientais 

ou de stress. Estas moléculas são frequentemente referidas como solutos compatíveis, 

podendo serem acumuladas dentro da célula sem afectar a função de outras 

macromoléculas [27]. O mecanismo de acção destes compostos é inespecífico, uma vez 

que não se ligam directamente às proteínas. A sua acção resulta do efeito de hidratação, o 

qual resulta da capacidade das moléculas de água para estabelecerem interacções 

favoráveis com os grupos polares do backbone da proteína, conduzindo, desta forma, à 

compactação desta [27]. Para além de promoverem a compactação da proteína pelo efeito 

de hidratação, a presença dos osmólitos pode também resultar num aumento da densidade 

do solvente, que torna restrito o movimento livre das proteínas, e conduz ao aumento da 

sua compactação [28, 29]. O mecanismo inespecífico dos chaperões químicos permiti-

lhes intervir em diferentes estados do processo de folding, podendo estabilizar o estado 

nativo, prevenir a agregação e degradação, e promover o refolding de proteínas misfolded 

destabilizadas [30]. Aparte desta acção directa na reacção de folding, certos químicos 
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podem também regular chaperões moleculares e o sistema de resposta a proteínas 

unfolded [31].  

Os chaperões farmacológicos têm uma acção específica na proteína alvo. É um 

grupo mais heterogéneo uma vez que compreende moléculas que estabelecem ligações 

fracas com a proteína alvo como inibidores competitivos, ligandos, agonistas/antagonistas 

e cofactores proteicos tais como metais e flavinas. Estes compostos têm baixa massa 

molecular e ligam-se reversivelmente a uma proteína específica sendo capazes de 

restabelecer a sua função e promover o seu folding [27]. 

Esta estratégia tem sido explorada para muitas doenças tais como a fibrose quística 

[32], fenilcetonuria [33], Hungtington [34] e a doença de Gaucher [35].  

Outra estratégia usada para minimizar as doenças de folding proteico tem sido o 

uso do sistema chaperonina GroEL-GroES, visto este ter a capacidade de se ligar a 

diferentes estados transitórios de folding e ao facto de a GroEL ser uma proteína 

altamente estável (Tm ~70ºC) e funcionar em diferentes condições tais como na presença 

de baixas concentrações de desnaturantes como 1M de ureia, condições de crowding 

proteico e numa ampla gama de pH, e funcionar também quer na forma solúvel como 

imobilizada num suporte sólido [24, 36]. O emprego da chaperonina GroEL imobilizada 

em esferas como um nanoreactor biológico capaz de descriminar entre conformações no 

estado nativo, misfolding e agregados, é um desenvolvimento tecnológico muito recente, 

o qual tem aberto a possibilidade do desenvolvimento de estratégias específicas na 

recuperação in vitro de proteínas misfolded e agregadas. Este sistema tem sido também 

usado no screen de pequenas moléculas capazes de recuperar o misfolding proteico e a 

agregação (os tão designados sistemas chaperonina/osmólito).  

 

1.3. A via metabólica de oxidação de ácidos gordos como caso de estudo  

Doenças da via metabólica de ácidos gordos encontram-se entre as patologias 

causadas por defeitos no folding proteico. De forma a enquadrar os quatro tipos de 

doenças usados como caso de estudo neste trabalho, apresentam-se nesta secção os 

aspectos gerais da via metabólica da oxidação de ácidos gordos, especificando-se depois 

cada um dos tipos de doença. 

A oxidação dos ácidos gordos (FAO – do inglês Fatty acid oxidation) representa 

um importante recurso de energia para o organismo durante períodos de jejum, febre, 

exercício físico intenso e stress metabólico quando o suplemento de glucose é limitado 

[37, 38]; fornecendo substratos de carbono para a gluconeogénese e contribuindo com 

electrões para a cadeia respiratória para produção de energia [38, 39]. Sob estas 
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 condições, o fígado converte os ácidos gordos em acetil-CoAs, os quais suportam a 

gluconeogénese; e em corpos cetónicos, os quais são libertados na circulação e fornecem 

energia aos tecidos que não são capazes de oxidar os ácidos gordos tais como o cérebro 

[38-40]. Os outros tecidos, como o músculo cardíaco e esquelético e rim são capazes de 

oxidar os ácidos gordos canalizando acetil-CoA para o ciclo de Krebs para produção de 

energia [38, 40]. 

Os ácidos gordos (FAs – do inglês fatty acids) são compostos constituídos por um 

grupo carboxílico e uma cadeia longa (de pelo menos 8 átomos de carbono) alifática 

linear ou ramificada, bem como saturada ou mono- ou polisaturada [41]. A maioria dos 

FAs naturais contém um número par de carbonos devido a serem sintetizados a partir de 

acetil-CoA [41]. Os FAs não se encontram livres na célula, sendo armazenados como 

componentes de fosfolípidos ou de triglicerídeos sendo estes últimos a principal fonte de 

ácidos gordos [39]. 

Os ácidos gordos podem ser metabolizados na célula através de três vias diferentes, 

designados de α-, β-, e ω-oxidação, as quais têm lugar em estruturas celulares 

especializadas tais como as mitocôndrias e os peroxisomas [41]. As mitocôndrias são 

predominantemente responsáveis pela oxidação dos ácidos gordos de 20 carbonos ou 

menos, enquanto os peroxisomas são mais relevantes na oxidação de ácidos gordos de 

cadeia longa [38]. A via de oxidação mais bem caracterizada é a da β-oxidação dos ácidos 

gordos (figura 1.7) [40], a qual tem lugar na matriz mitocondrial [41]. Esta via inicia-se 

com a activação dos ácidos gordos de cadeia longa no citosol, numa acilação dependente 

de ATP, que dá origem aos acil-CoAs [22, 41]. Posteriormente, os ácidos gordos de 

cadeia longa e muito longa atravessam a membrana interna da mitocôndria como 

derivados de carnitina através de três proteínas, as quais constituem o “shuttle carnitina” - 

a carnitina palmitoil transferase I (CPT I); a acil-carnitina translocase (CAT) e a carnitina 

palmitoil transferase II (CPT II) (figura 1.7) [22, 39, 41] . Os ácidos gordos de cadeia 

média e curta entram directamente na matriz mitocondrial sem necessitarem de ser 

activados [41]. Uma vez na matriz mitocondrial, os ácidos gordos acil-CoA sofrem 

desidrogenação pelas flavoenzimas acil-CoAs desidrogenases com diferentes 

especificidades de acordo com o tamanho da cadeia. Todas estas enzimas localizam-se na 

matriz, com a excepção da acil-CoA desidrogenase de cadeia muito longa (VLCAD) 

associada à membrana interna e com alta afinidade para ácidos gordos acil-CoA de C12-

C24 (figura 1.7). As subsequentes 3 etapas são catalisadas, respectivamente, pela enoil-

CoA hidratase, 3-l-hidroxiacil-coa desidrogenase e β-cetoacil-CoA tiolase, e conduzem à 

formação do acetil-CoA e ácidos gordos de dois carbonos [22, 42] (figura 1.7). Os ácidos 
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gordos insaturados seguem um percurso semelhante até a configuração cis de ligação 

dupla impedir a formação de um substrato para a acil-CoA desidrogenase e enoil-CoA 

hidratase [22, 41]. Neste ponto, enzimas adicionais são requeridas como a Δ
3
,Δ

2
 

transenoil-CoA isomerase ou a 2,4-dienoil-CoA reductase 1, caso a ligação insaturada se 

localize respectivamente, num carbono impar ou carbono par [22, 41]. Os ácidos gordos 

com um número impar de carbonos são degradados na mesma via, mas o produto final, 

propionil-CoA (3C) é depois convertido em succinil-CoA para entrar no ciclo do ácido 

cítrico [22, 41].  

 

Figura 1.7 – Representação esquemática da via da β-oxidação mitocondrial dos 

ácidos gordos. Ver em detalhe no texto. Adaptado de [43]. 

 

 

A família das acil-CoA desidrogenases (ACDH) compreende, nos humanos 11, 

proteínas mitocondriais envolvidas na oxidação dos ácidos gordos e no metabolismo dos 

aminoácidos 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 ACAD11; e a isovaleril-CoA desidrogenase (IVD), 

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 sequência e estrutura nativa com elevado grau de 
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 homologia, possuindo duas ou quatro subunidades formando, respectivamente, 

homodímeros ou homotetrameros e possuem um grupo prostético FAD (dinucleótido 

flavina adenina) não covalentemente ligado por subunidade. Apesar destas semelhanças, 

as ACDH diferem na especificidade para os seus substratos [44, 45]. Esta família de 

ACDH é responsável pela catalisação da β-desidrogenação dos ésteres acil-CoA por 

transferência de electrões para uma flavoproteína de transferência electrónica (ETF), uma 

enzima chave nesta via da β-oxidação dos ácidos gordos, que posteriormente os canaliza 

para a cadeia respiratória via ETF-ubiquinona oxidorredutase (ETF-QO) levando à 

consequente produção de ATP [45-47].  

Defeitos genéticos nas acil-CoA desidrogenases mitocondriais e na ETF e ETF-QO 

estão entre as doenças metabólicas mais comuns. Por exemplo, a deficiência da MCAD é 

a doença mais frequente deste grupo com uma frequência de 1:15000 em populações 

caucasianas [48, 49]. Estas doenças conformacionais estão associadas a defeitos 

genéticos, e dependendo da especificidade desse defeito, os pacientes sofrem de 

hipoglicémia hipocetónica durante o jejum, cardiomiopatia, disfunção do fígado, ou de 

morte súbita [39]. Os fenótipos clínicos têm-se expandindo consideravelmente estando 

associados com um número crescente de entidades clínicas tais como o síndrome de 

Reye, síndrome da morte súbita infantil, síndrome de vómitos cíclicos e complicações 

maternas na gravidez [42]. As formas menos severas destas doenças resultam da 

diminuída estabilidade e actividade das enzimas devido a defeitos no seu fold. De modo a 

melhorar os conhecimentos destas doenças ao nível molecular, estudou-se o folding e o 

efeito de chaperões químicos e moleculares na estrutura de quatro destas enzimas usando-

se como modelo duas proteínas envolvidas na β-oxidação dos ácidos gordos – MCAD e 

SCAD; uma proteína envolvida no metabolismo dos aminoácidos – GCD; e a proteína 

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

 

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

A deficiência na acil-CoA desidrogenase de cadeia média (MCADD; OMIM 

201450) é de longe a doença mais frequente do grupo de doenças da família ACDH, com 

uma frequência de 1:15000 em populações caucasianas [48, 49].  

A deficiência na acil-CoA desidrogenase de cadeia média (MCAD; EC 1.3.99.3) 

está associada, em geral, a mutações missense no gene nuclear ACADM que codifica uma 

proteína precursora de 47kDa que é importada para a mitocôndria, onde depois o péptido 

sinal N-terminal é clivado e a proteína adquire o folding assistido pelos chaperões Hsp70 

e Hsp60, originando a proteína MCAD madura de 44kDa. A MCAD nativa é formada por 
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4 monómeros sendo cada um deles constituído por três domínios [50, 51]. Os domínios 

N- e C-terminal são principalmente constituídos por hélices-α empacotadas e o domínio 

do meio é formado por duas folhas-β (figura 1.8). Como todas as ACDH possui um 

cofactor flavina por subunidade o qual se posiciona na fenda entre o domínio-β e C-

terminal de uma subunidade e o domínio C-terminal da subunidade vizinha [52].  

 

Figura 1.8 – Representação da estrutura da MCAD humana. A estrutura da proteína 

encontra-se representada como um cartoon com hélices representadas por cilindros e folhas-β 

representadas por setas, os cofactoes estão representados como sticks, e cada subunidade está 

representada por uma cor diferente. A estrutura foi obtida usando o programa Pymol (PDB:1ege). 

 

 

A MCAD é a enzima responsável pela β-oxidação de ácidos gordos de cadeia 

média (6-12 carbonos). Quando deficiente apresenta um fold proteico comprometido e 

uma actividade enzimática diminuída, a qual resulta num decréscimo de produção de 

corpos cetónicos e num aumento do nível dos seus substratos [53, 54]. Uma diversidade 

de sintomas tem estado associado com esta doença variando desde hipoglicémia até coma 

e morte súbita [42]. 

 

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

A deficiência na acil-CoA desidrogenase de cadeia curta (SCADD; OMIM 

201470) é uma doença rara, autossómica recessiva [22]. Está associada a alterações no 

respectivo gene – ACADS – localizado no cromossoma 12q22 que codifica um precursor 

citosólico da acil-CoA desidrogenase de cadeia curta (SCAD; EC 1.3.8.1) que é 

transportado para a mitocôndria, onde o péptido sinal N-terminal é clivado 

proteoliticamente [55-57]. A enzima SCAD, na sua forma nativa, apresenta uma estrutura 

semelhante à 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 proteína é a enzima da β-oxidação de ácidos gordos de cadeia curta que 

catalisa a desidrogenação do butiril-CoA (C4-CoA) [59]. Este substrato C4-CoA pode ser 

convertido em diferentes metabolitos, especificamente, em ácido etilmalónico (EMA) o 

qual é característico da SCADD. Quando a sua actividade é comprometida, devido a 

erros, o substrato (C4-CoA) e seus derivados são acumulados no sangue, urina e nas 

células [55, 59].  

Uma variedade de fenótipos tem sido atribuída à SCADD incluindo: insuficiência 

no crescimento, acidose metabólica, hipoglicémia, atraso no desenvolvimento, 

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

 

1.3.3. Deficiência da glutaril-CoA desidrogenase  

A deficiência da glutaril-CoA desidrogenase, conhecida como a doença acidúria 

glutárica do tipo I (GA-I; OMIM 231670), é uma doença neurometabólica rara, 

autossómica recessiva, do metabolismo da lisina, hidroxilisina e triptofano [60-62]. Esta 

doença apresenta uma prevalência 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 proteína precursora que é 

importada para a mitocôndria onde depois os resíduos N-terminal são clivados [61]. A 

GCD localiza-se na matriz mitocondrial na forma de homotetramero com estrutura 

similar à MCAD (figura 1.8) e é responsável pela conversão de glutaril-CoA em crotonil-

CoA requerendo FAD como coenzima [61, 62]. Mais de 200 mutações no gene GCDH 

são conhecidas. Estas mutações estão associadas a uma reduzida actividade enzimática da 

GCD, resultando na acumulação de ácido hidroxiglutárico e glutárico nos tecidos e 

fluidos corporais dos pacientes afectados. Estes pacientes podem apresentar atrofia 

cerebral e macrocefalia [61, 62]. A doença pode ser atenuada pela administração de uma 

dieta com restrição de lisina e triptofano e suplementação de carnitina [61]. Quando a 

doença não é tratada pode resultar numa elevada mortalidade [60].  

 

1.3.4. Deficiência múltipla das acil-CoA desidrogenases (MADD) 

A deficiência múltipla das acil-CoA desidrogenases (MADD; OMIM 231680), 

também conhecida como acidúria glutárica do tipo II (GA II), é uma doença rara, 

hereditária autossómica recessiva associada ao metabolismo dos ácidos gordos, 

aminoácidos e colina [63-66]. Na maioria dos casos, resulta do comprometimento da 

transferência de electrões entre 11 flavoproteínas desidrogenases da matriz mitocondrial e 

a cadeia de transporte electrónico, devido a mutações nos genes que codificam a 
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subunidade α (ETFA) e subunidade β (ETFB) da flavoproteína de transferência 

electrónica (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 são codificadas pelos genes nucleares ETFA e ETFB os quais se 

encontram localizados, respectivamente, nos cromossomas humanos 15q23-25 e 19q13.3 

[63, 64]. A subunidade alfa é sintetizada com uma sequência precursora, a qual é clivada 

depois do importe para o interior da mitocôndria, originando a subunidade matura de 30 

kDa [63, 69]. A subunidade beta, contrariamente à subunidade alfa, é sintetizada numa 

forma indistinguível da forma mitocondrial, não possuindo pré-sequências cliváveis [63, 

69].  

A ETF encontra-se presente na matriz mitocondrial como um heterodímero que 

consiste de uma subunidade alfa de 30 kDa (ETFα) e de uma subunidade beta de 28 kDa 

(ETFβ) e contém um FAD como grupo prostético, e uma molécula adenosina 

monofostato (AMP) por heterodímero (figura 1.9) [46, 63, 64, 68-71]. A ETF é 

constituída por três domínios distintos [69]: domínio I - porção N-terminal da subunidade 

α; domínio II - porção C-terminal da subunidade α e uma porção pequena C-terminal da 

subunidade β; e domínio III – maioria da subunidade β (figura 1.9) [46, 69]. 

 Diversas mutações nestes dois genes têm sido descritos [68, 72, 73], sendo, na 

maioria dos pacientes da MADD, o gene ETFA o mais afectado [63]. A maioria das 

variações detectadas em pacientes são do tipo missense, embora também sejam descritas 

mutações nonsense e de frameshift [74]. 

 

Figura 1.9 – Representação da estrutura da ETF humana. O FAD (laranja) liga-se à 

fenda formada entre a subunidade α (cinza) e a subunidade β (verde). O AMP (amarelo) localiza-

se inteiramente na subunidade β. A estrutura foi obtida usando o programa Pymol (PDB:1efv). 
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 A outra proteína afectada na MADD é a ETF:QO, a qual é  responsável pela 

canalização dos electrões para a cadeia respiratória. A ETF:QO é uma proteína 

monomérica de 64 kDa, integrada na membrana interna da mitocôndria via uma hélice 

anfipática, e contem uma molécula FAD e um cluster 4Fe-4S (figura 1.10) [63, 64, 68]. O 

cluster 4Fe-4S localiza-se próximo da superfície da proteína, enquanto o FAD se localiza 

próximo da ubiquinona tendo sido especulado que o cluster redox é o aceitador dos 

electrões da ETF e o cofactor flavina o aceitador dos electrões da ubiquinona [47]. 

O gene que codifica a ETF-QO é o ETFDH e localiza-se no cromossoma 4q32-q35 

[75]. 

 

Figura 1.10 – Representação da estrutura da ETF-QO de porco. A estrutura da proteína 

encontra-se representada como um cartoon com hélices representadas por cilindros, folhas-β 

representadas por setas e os cofactores representados por sticks. A estrutura foi obtida usando o 

programa Pymol (PDB:2gmj). 

 

 

A base genética e a caracterização funcional das mutações associadas à MADD 

ainda não se encontram bem estabelecidas. As características clínicas dos pacientes que 

sofrem da MADD são bastante heterogéneas [38] sendo descritos três fenótipos clínicos 

com variáveis graus de severidade clínica [63]. Uma forma mais severa, letal em recém-

nascidos com (tipo I) ou sem (tipo II) anomalias congénitas, e várias formas menos 

agressivas com expressão tardia (tipo III). Alguns dos pacientes que têm este nível de 

doença menos severo têm demonstrado uma resposta dramática à riboflavina [64, 76]. 

Neste momento o único tratamento que tem tido efeitos positivos nesta doença é a 

suplementação com riboflavina e carnitina. 
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1.4. Métodos biofísicos para monitorização do folding proteico 

A estrutura nativa de uma proteína é mantida através de um somatório de 

interacções diferentes tais como: ligações de hidrogénio, interacções electrostáticas, 

interacções hidrofóbicas e interacções de Van der Walls. Esta estabilidade pode ainda ser 

reforçada pela formação de ligações covalentes de dissulfureto entre cistéinas localizadas 

em diferentes partes da cadeia polipeptídica [77]. 

 No estado nativo, ao contrário do estado desnaturado, as cadeias hidrofóbicas 

encontram-se enterradas no interior da proteína promovendo características estruturais 

diferentes o que possibilita o uso de uma diversidade de métodos biofísicos para a 

monitorização da desnaturação. 

De uma forma simplista, a desnaturação proteica compreende dois estados, o 

estado no qual a proteína se encontra na conformação nativa e outro no qual a proteína se 

encontra numa conformação desnaturada. Entre estes dois estados existe uma zona de 

transição, sendo o ponto médio de transição entre os estados definido por temperatura de 

desnaturação térmica (Tm), nas desnaturações térmicas; ou concentração de desnaturação 

química (Cm), nas desnaturações químicas. Este ponto médio de transição entre os estados 

corresponde à desnaturação de 50% das proteínas, figura 1.11 [78-80]. 

 

Figura 1.11 – Representação da curva de desnaturação hipotética. O Tm ou o Cm 

representam a temperatura ou a concentração de desnaturante químico no ponto médio de transição 

da curva de desnaturação. 
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 1.4.1. Espectroscopia de fluorescência 

A espectroscopia de fluorescência é um método altamente sensível para análise de 

folding e dinâmica de proteínas uma vez que permite analisar a estrutura terciária das 

proteínas. Esta análise baseia-se na medida da intensidade e comprimento de onda 

máximo de emissão de fluorescência intrínseca das proteínas, a qual é proveniente de 

resíduos aromáticos tais como a fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp). Este 

último é o maior contribuinte por ter uma maior absorvância no comprimento de onda de 

excitação (280 nm) e um maior rendimento quântico de emissão a um comprimento de 

onda de emissão que varia de ~300-350 nm dependendo da polaridade do solvente [81, 

82]. Desta forma, a fluorescência permite avaliar a integridade da estrutura terciária de 

uma proteína pela observação de um desvio do comprimento de onda de emissão para 

valores superiores (desvio para o vermelho), resultante da maior exposição dos 

aminoácidos aromáticos ao solvente polar. Em termos de alteração da intensidade de 

fluorescência com a desnaturação, esta ocorre de forma muito imprevisível, pois a 

intensidade pode aumentar ou diminuir dependendo da proteína em estudo [83].  

Para além da fluorescência intrínseca por parte dos aminoácidos aromáticos, 

algumas proteínas são fluorescentes devido aos seus cofactores, tais como o NADH 

(dinucleótido nicotinamida adenina) e o FAD, respectivamente na forma reduzida e 

oxidada [84, 85]. Em alguns casos é possível ainda recorrer a fluoróforos extrínsecos tais 

como o ANS (Ácido 8-anilinonaftaleno-1-sulfónico) e a Sypro Orange. Estes apresentam 

um aumento substancial de intensidade quando ligados às regiões hidrofóbicas das 

proteínas, as quais se tornam expostas aquando da desnaturação [81].  

 

1.4.2. Espectroscopia de Dicroísmo Circular 

A espectroscopia de dicroísmo circular (CD – do inglês Circular Dichroism) é um 

método que permite avaliar rapidamente o folding proteico, conteúdo de estruturas 

secundárias e propriedades de ligação das proteínas [86]. Esta técnica baseia-se na 

interacção de um feixe de luz polarizada circular com estruturas moleculares portadoras 

de propriedades quirais, presentes essencialmente nas conformações secundárias, cadeias 

laterais de aminoácidos aromáticos e pontes dissulfureto [87]. Desta forma, permite 

monitorizar com elevada sensibilidade alterações na estrutura secundária, bem como 

alterações na estrutura terciária dependendo da gama de comprimentos de onda 

utilizados. Na zona de UV-distante (190-250 nm) permite estimar elementos de estrutura 

secundária, nomeadamente hélices-α (pico negativo característico aos 222 e 208 nm) e 
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folhas β (pico negativo entre 217-220 nm) [86, 88]. O UV-próximo funciona como uma 

sonda sensível a alterações topográficas e ambientais na estrutura terciária.  

O CD permite ainda estudar a estabilidade de uma proteína por monitorização das 

alterações do espectro à medida que se alteram as condições do meio (temperatura, pH, 

concentração de desnaturante) [88]. 

 

1.4.3. Varrimento diferencial de fluorescência (DSF) 

A técnica de varrimento diferencial de fluorescência (DSF – do inglês differential 

scanning fluorimetry) baseia-se na utilização de fluoróforos (por exemplo, Sypro Orange) 

com afinidade para regiões hidrofóbicas que ficam expostas com a desnaturação térmica 

[78]. O fluoróforo tem uma maior emissão de fluorescência quando associada a regiões 

hidrofóbicas da proteína e uma menor emissão antes da ligação. Desta forma, permite a 

distinção de acordo com a emissão de fluorescência, a qual aumenta significativamente e 

proporcionalmente com o aumento da desnaturação da proteína. Este aumento 

significativo de emissão de fluorescência é facilmente detectado, permitindo estudar 

rapidamente a desnaturação proteica em função da temperatura, e determinar a 

temperatura de desnaturação térmica através da qual é possível 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 

desnaturação térmica de uma forma rápida (~1h) para um grande número de amostras 

(placas de 96 poços), requerendo pequenas quantidades de proteína (1-15 µg por poço) 

[78-80]. Este método permite assim analisar várias condições tais como a presença de 

diferentes compostos, efeitos de pH e condições de composição óptima de tampões que 

permitam uma melhor qualidade e tempo de vida das proteínas. 

 

Para além destas técnicas existem ainda outras tais como: a espectroscopia 

vibracional de infravermelho [89]  e Raman [90]  que fornecem informação, 

respectivamente, acerca da estrutura secundária e terciária; e a cristalografia de raio-X e 

espectroscopia de ressonância magnética nuclear [91] que possibilitam uma determinação 

de alta resolução, ao nível atómico, da estrutura tridimensional e dinâmica das proteínas.  

Outros métodos não biofísicos podem ser usados para o estudo do folding como 

por exemplo o estudo do folding relatado para a proteína acil-CoA desidrogenase de 

cadeia curta (SCAD), na qual se recorreu à marcação selectiva da proteína in vitro e 

subsequente importação para o interior da mitocôndria, permitindo estudar a sua 

biogénese sem recorrer a métodos imunológicos e no seu habitat natural [4, 92]. É 
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 possível também estudar o folding in vivo recorrendo por exemplo à co-expressão de 

proteínas com chaperões 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 β-

oxidação dos ácidos 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 aminoácidos lisina e triptofano. 

O outro objectivo do trabalho baseou-se no conhecimento de que a GroEL se liga a 

uma ampla gama de intermediários de folding e no conhecimento de que variantes 

mutadas são comumente particionadas na GroEL devido a terem uma maior tendência 

para a agregação e uma estabilidade e eficiência de folding diminuída. Assim, o objectivo 

foi investigar o efeito da chaperonina GroEL como potencial capturador de formas 

misfolded que posteriormente poderão ser recuperadas. Para tal, recorreu-se a estudos de 

partição pela chaperonina GroEL imobilizada de uma variante mutada da ETF, a ETF-

D128N, a qual está associada à doença metabólica. Investigou-se também a partição da 

variante mutada pelo tão chamado sistema chaperonina/osmólito na presença do cofactor 

FAD e dois potenciais chaperões químicos (TMAO e sarcosina). 





Estudos de folding e efeito de chaperões químicos e moleculares em proteínas envolvidas na 

β-oxidação de ácidos gordos 
 

23 

 

 

C
ap

ít
u

lo
 2

 

II. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1. Expressão e purificação proteica 

2.1.1. Expressão e purificação das ACDH – Os cDNAs que codificam as proteínas 

MCAD, SCAD ou GCD foram inseridos no vector pBluescriptKS(-) (Stragene) na 

ausência da sequência que codifica o péptido sinal para a mitocôndria, e na presença de 

um codão de iniciação ATG no N-terminal e uma cauda de histidinas (6xhis + 1xgln) no 

C-terminal, conforme descrito para o plasmídeo pWT da MCAD [93]. As células de 

Escherichia coli JM109 (Promega) foram transformadas com os plasmídeos da MCAD, 

SCAD ou GCD e crescidas em meio TB (12g Bacto triptona, 24g de extracto de levedura, 

9,4g de fosfato dipotássio, 2,2g de fosfato de potássio e 2mL de glicerol por litro) 

suplementado com 100 µg.ml
-1

 de ampicilina a 30ºC numa incubadora com agitação até 

uma OD532 de ~0,5. As células foram depois induzidas com 1 mM de isopropil-1-tio-β-D-

galactopiranosídeo (IPTG) durante a noite [58]. As células foram recolhidas por 

centrifugação e ressuspendidas em 10 mM de hepes, 20 % de etileno glicol a pH 7,8 e 0,5 

mM de fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF) na presença de DNase (PVL) e FAD, e 

partidas na French press. Posteriormente realizou-se uma centrifugação (centrífuga 

Beckman Coulter Avanti J-25I, com o rotor JA-25,5 a 8000 rpm, a 4ºC durante 5 min) 

recolhendo-se o sobrenadante que foi adicionalmente submetido a uma ultracentifugação 

(ultracentrigufa Beckman Coulter Optima LE-80, com o rotor 90Ti a 60000 rpm, a 4ºC, 

durante 1 h) [94]. A fracção solúvel foi sujeita a uma purificação por cromatografia de 

afinidade numa resina de ligação 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 (tampão A). A coluna foi lavada com 5 volumes de tampão 

A, e as proteínas ligadas à coluna foram eluídas por um gradiente crescente de 10-500 

mM de imidazol, em tampão A. A SCAD foi eluída como proteína pura aos ~220 mM de 

imidazol e a MCAD e GCD aos ~160 mM de imidazol. A pureza de todas as fracções foi 

confirmada por SDS-PAGE 12,5%. As fracções puras foram rapidamente congeladas em 

azoto líquido e armazenadas a -80ºC na presença de 2,5 x de excesso de FAD. 

 

2.1.2. Expressão e purificação da ETF - As células de Escherichia coli JM109 

(Promega) foram transformadas com os plasmídeos da ETF, ETFα-Thr171 

(correspondente à ETF-WT neste estudo), e ETFβ-p.D128N [74, 95] e foram crescidas 

em meio TB (12g Bacto triptona, 24g de extracto de levedura, 9,4g de fosfato dipotássio, 

2,2g de fosfato de potássio e 2mL de glicerol por litro) suplementado com 10 µg.ml
-1

 de 
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canamicina a 30ºC numa incubadora com agitação até uma OD532 de ~0,5. As células 

foram depois induzidas com 1 mM IPTG durante a noite. As células foram recolhidas por 

centrifugação, ressuspendidas em 10 mM de hepes, 10 % de etileno glicol a pH 7,8 e 0,5 

mM de PMSF (tampão A) na presença de DNase (PVL) e FAD, e partidas na French 

press. Posteriormente a fracção solúvel foi recolhida por centrigufação e 

ultracentrifugação da mesma forma que as ACDH. [94]. Esta fracção foi sujeita a uma 

purificação por cromatografia de troca aniónica numa resina de 20 mL Q-Sepharose fast 

flow (GE Healthcare), equilibrada em tampão A. A coluna foi lavada com 5 volumes de 

tampão A, e as proteínas ligadas à coluna foram eluídas por um gradiente crescente de 0-

1 M de NaCl, em tampão A [67, 70, 74]. A ETF foi eluída como proteína pura aos ~250 

mM de sal. A pureza de todas as fracções foi confirmada por SDS-PAGE 12,5%. As 

fracções puras foram rapidamente congeladas em azoto líquido e armazenadas a -80ºC na 

presença de 2,5 x de excesso de FAD. 

 

2.2. Ensaios bioquímicos e enzimáticos – Os espectros UV-visíveis, e as actividades 

enzimáticas foram analisados usando um espectrofotómetro Shimadzu UVPC-1601 com 

agitação. Antes de cada experiência, o excesso de FAD adicionado ao tampão como 

conservante, foi removido por uma lavagem extensa utilizando ultrafiltração. A 

concentração das proteínas foi determinada pelo ensaio de Bradford e o conteúdo de FAD 

foi medido pela absorvância a 450 nm e 436 nm, respectivamente para as ACDH e ETF. 

Os coeficientes de extinção molar usados foram, respectivamente, para as ACDH e ETF, 

ε450nm=11300M
-1

.cm
-1

 descrito para a flavina livre [96] e ε436nm=13400M
-1

.cm
-1

 descrito 

para a flavina ligada à ETF [95]. Todas as experiências foram realizadas com proteínas 

contendo uma ocupação completa do sítio de ligação de FAD (>0,9). O tampão usado em 

todos os ensaios foi 10 mM hepes a pH 7,8. A actividade enzimática das acil-CoA 

desidrogenases foi medida a 30ºC monitorizando-se a redução 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 catalítica é definida, nas condições usadas no ensaio, como uma 

nmol de DCPIP reduzida por minuto. Todas as actividades específicas das ACDH foram 

baseadas no conteúdo total de flavina.  

 

2.3. Espectroscopia de dicroísmo circular - Os espectros de dicroísmo circular foram 

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

integridade da conformação folded num espectropolarimetro Jasco J-815, com um suporte 



Estudos de folding e efeito de chaperões químicos e moleculares em proteínas envolvidas na 

β-oxidação de ácidos gordos 
 

25 

 

 

C
ap

ít
u

lo
 2

 

de células termostaticamente controlado com um dispositivo Peltier. A desnaturação 

térmica foi monitorizada medindo o sinal de CD a 222 nm, de 25-90ºC a uma taxa de 

1ºC.min
-1

. Foi utilizada uma cuvete de quartzo polarizada de 1mm de percurso óptico 

(Hellma), e a concentração de proteína foi tipicamente de 0,1 mg.ml
-1

. 

 

2.4. Varrimento diferencial de fluorescência – O varrimento diferencial de 

fluorescência (DSF) foi usado para determinar a temperatura de desnaturação (Tm) das 

proteínas na presença de diferentes compostos. Resumidamente, o tampão ou os 

compostos foram distribuídos na placa de PCR (Bio-Rad), aos quais depois se adicionou 

em cada poço a solução de proteína (1,2 µM) com a Sypro Orange 5x concentrada 

(Invitrogen). As placas foram seladas com uma fita de vedação de qualidade óptica (Bio-

Rad) e analisadas num instrumento de Real-Time PCR iCycler iQ (Bio-Rad) usando um 

filtro de excitação de 530 a 560 nm e um filtro de emissão de 575 a 595 nm. A 

temperatura variou de 20 a 90ºC, com incrementos de 2ºC.min
-1

. Os dados em bruto 

foram exportados para uma folha de Excel, e as curvas de desnaturação térmica foram 

obtidas, e os pontos de transição (temperatura de melting, Tm) determinados para as 96 

condições diferentes em cada ensaio. Os valores de Tm calculados usando esta 

metodologia foram idênticos aos monitorizados pelo sinal de CD a 222 nm, validando 

assim a nossa abordagem. Ver figura 3.2 que representa as curvas de desnaturação 

térmica determinadas pelo termofluor e determinada por CD para a proteína SCAD. 

 

2.5. Estudos funcionais em condições de stress térmico – Para estudar o efeito de 

alguns compostos na actividade biológica das enzimas usadas como modelo, a sua 

actividade foi medida depois de estas serem submetidas a stress térmico. Resumidamente, 

as ACDH (1,2 µM) foram incubadas 1h a 40ºC na presença de substratos (20 µM) ou/e 

FAD (20 µM). A solução de proteína foi adicionada à solução de composto antes da 

incubação a 40ºC. As amostras controlo, na ausência de compostos, foram também 

preparadas e tratadas nas mesmas condições. A actividade específica para cada proteína 

foi determinada imediatamente depois de misturada (tempo 0) e depois de 1h de 

incubação como descrito na secção de ensaios bioquímicos e enzimáticos. Não se 

observou precipitação das proteínas. 

 

2.6. Ensaio de partição pela chaperonina GroEL – Para se estudar o efeito dos 

chaperões moleculares no folding de uma variante da ETF associada a fenótipos menos 

severos - ETFβ-p.Asp128Asn, foram realizados ensaios de partição na chaperonina 
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GroEL imobilizada em esferas (beads) de Sepharose 4 fast flow. Resumidamente, 

submeteram-se misturas de proteína e GroEL (1proteína:2GroEL) a 35ºC com agitação 

constante, e de 40 em 40 minutos fez-se um spin down da mistura, de forma a separar a 

GroEL imobilizada da fracção solúvel (fracção de proteína não particionada na GroEL) e 

fizeram-se aliquotas desta. As aliquotas foram aplicadas num SDS-PAGE 12,5% e a 

quantidade da proteína foi quantificada. Para além da quantificação da proteína, fez-se 

também uma análise da qualidade da proteína através da realização de espectros de 

fluorescência. A concentração de partida de proteína e GroEL foram respectivamente, 2 

µM e 4 µM em 10 mM de hepes a pH 7,8. Como controlo da precipitação da proteína, a 

qual impediria concluir se a quantidade de proteína solúvel diminuiria em resultado da 

partição pela GroEL ou devido à precipitação da proteína, realizaram-se os mesmos 

ensaios na ausência de GroEL. Realizaram-se, da mesma forma, ensaios de partição da 

ETFβ-p.D128N na presença de FAD (20 µM) ou de TMAO ou sarcosina (1M). 

 

2.7. Espectroscopia de fluorescência – Os espectros de fluorescência foram traçados 

para a ETF, durante os ensaios de partição na GroEL, usando um espectrofluorímetro 

Varian Cary Eclipse com uma cuvete de quartzo de 500 µl a 30ºC. A emissão dos 

triptofanos foi monitorizada utilizando um comprimento de onda de excitação de 280 nm. 

A emissão foi registada entre os 300 e os 500 nm A fenda de excitação foi de 5 nm e de 

emissão de 10 nm, a voltagem do detector foi de 600 V. A concentração inicial de 

proteína usada nestes estudos foi de 2 µM.  
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*Os resultados apresentados nesta secção 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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III. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Recuperação de defeitos no folding proteico por pequenos chaperões 

farmacológicos* 

Os cofactores, substratos e inibidores pertencem ao grupo dos chaperões 

farmacológicos conhecidos pelo seu potencial para exercerem uma estabilização directa 

no fold das proteínas, sendo capazes de recuperar conformações misfolded por exemplo 

por efeitos via nucleação as quais restabelecem as interacções nativas e/ou promovem o 

estado oligomérico correcto. 

 

3.1.1. Efeito dos substratos na estabilidade das ACDH em condições fisiológicas 

O efeito de diversos substratos para três 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 à técnica de varrimento 

diferencial de fluorescência (DSF), uma técnica que permite um rápido screen de uma 

variedade de condições (96) em apenas 1h. De forma a se tentarem imitar as condições 

encontradas na mitocôndria, procuraram-se usar concentrações muito próximas das 

fisiológicas [98], as quais estiveram presentes, em todos os estudos, em concentrações na 

ordem dos micromolar (0,8-100 µM). Tendo em conta ainda esta abordagem, tentaram-se 

simular as condições mitocondriais de disfunção das ACDH, nas quais os níveis 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 proteínas medindo-se a temperatura de desnaturação térmica 

(Tm) em função do aumento da concentração de substrato (figura 3.1 e tabela A1 em 

anexo). Na figura 3.2A encontra-se a título de exemplo, as curvas de desnaturação 

determinadas por DSF para a proteína SCAD na presença de butiril-CoA, onde se observa 

um aumento do Tm em função da concentração. O valor do Tm para cada uma das 

proteínas em estudo foi confirmado pela espectroscopia de dicroísmo circular (CD). Na 

figura 3.2B encontra-se representada, como exemplo, a curva de desnaturação obtida por 

CD para a proteína SCAD. Os valores de Tm determinados pelas duas técnicas mostraram 

ser concordantes para as três proteínas em estudo. Por exemplo para a proteína SCAD 

este foi de 50ºC e 47,5ºC determinado, respectivamente, por DSF e por CD, mostrando 

uma variação que se encontra dentro do erro das técnicas usadas. 
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Figura 3.1 – Dependência da concentração de substrato na estabilidade térmica das 

ACDH. A estabilidade térmica da SCAD e MCAD foi determinada por DSF na presença de 

diferentes concentrações de metabolitos e substratos: butiril-CoA ( ), octanoil-CoA ( ), glutaril-

CoA ( ), palmitoil-CoA ( ), acetil-CoA ( ) e CoA ( ). É mostrada a variação da estabilidade 

(ΔTm) das proteínas comparada com o controlo para o qual a temperatura de desnaturação térmica 

foi determinada na ausência da adição de qualquer molécula (Tm=50 ºC para a SCAD e Tm=54 ºC 

para a MCAD). A concentração de proteína foi 1,2 µM e a concentração de composto variou de 

0.16 a 100 µM, em 10 mM de hepes a pH 7,8. Ver materiais e métodos para detalhes e a tabela A1 

dos anexos.  
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Figura 3.2 - Curvas de desnaturação térmica. Painel A - desnaturação térmica da proteína 

SCAD na presença de diferentes concentrações de butiril-CoA determinada por DSF. A 

concentração de proteína foi de 1,2 μM em 10 mM de hepes a pH 7,8. Ver tabela A1 para detalhe. 

Painel B – desnaturação térmica da proteína SCAD e representação dos espectros obtidos no início 

(20ºC) e no final (90ºC). A concentração de proteína foi de 0,15 mg.ml
-1

 em 10 mM de hepes a pH 

7,8. O valor de Tm determinado por DSF e por CD para a proteína SCAD foi respectivamente, 

50ºC e 47,5ºC.  

 

 

Os resultados obtidos mostraram que os substratos preferidos (butiril-CoA e 

octanoil-CoA, respectivamente) da SCAD e MCAD têm um efeito substancial na 

estabilidade térmica (ΔTm ≈ +12 ºC). Estes substratos preferidos mostraram também um 
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efeito substancial mesmo para concentrações muito baixas, tendo-se para a concentração 

de 20 uM mais de 80% do efeito máximo de estabilização, observado para a concentração 

de substrato mais elevada (100 uM). Para as restantes moléculas testadas, não se observou 

uma estabilização tão substancial como para os substratos preferidos, mesmo assim, foi 

observada alguma estabilização de menor magnitude (ΔTm < 4ºC). Contudo, a 

estabilização conformacional induzida pelos substratos não parece ser uma propriedade 

partilhada por todas as acil-CoA desidrogenases em geral, devido a não ter sido 

observado qualquer efeito para o glutaril-CoA na GCD (tabela A1 em anexo) nem na 

presença das restantes moléculas. Estas diferenças observadas entre as ACDH sugerem 

que estas proteínas, embora partilhem uma estrutura nativa comum, possuem 

propriedades conformacionais moduladas por mecanismos distintos, um processo que 

possivelmente relaciona as diferenças na dinâmica das proteínas. Uma possível 

explicação poderá ser que a ligação do substrato à proteína GCD resulta, de alguma 

maneira, em alterações conformacionais diferentes das que ocorrem na SCAD e MCAD, 

as quais não conduzem a uma estabilização da estrutura da proteína GCD e reflectem 

diferenças entre as propriedades dinâmicas destas enzimas. Para a SCAD e MCAD o 

efeito estabilizador induzido pelo substrato sugere que o mecanismo de estabilização 

ocorre através de um efeito local no sítio activo de ligação do substrato e é propagado 

para a proteína global. 

 

3.1.2. Efeito do cofactor FAD, mas não do seu precursor riboflavina na estabilização 

das ACDH  

Investigou-se posteriormente se o FAD, o cofactor comum presente em todas as 

acil-CoA desidrogenases, tem também uma acção estabilizadora nas ACDH. Este efeito 

do cofactor FAD na estabilização 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 proteínas (com uma concentração final de 1,2 µM) 

medindo-se a temperatura de desnaturação (Tm) em função do aumento da concentração 

de FAD de 3 a 25 µM. Antes de qualquer adição de FAD foi verificada a razão de 

FAD/mol de proteína, 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 considerável aumento do Tm (figura 3.3 e tabela A2 em 

anexo).  

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

específica ou não, ou se essa estabilização era promovida por interacções mediadas pelo 
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anel isoaloxazina, investigou-se também o efeito da riboflavina, o precursor do FAD. Os 

resultados revelaram ausência de estabilização para as concentrações e condições testadas 

(figura 3.3 e tabela A2 em anexo), sugerindo que a estabilização não se deve em geral ao 

anel isoaloxazina, sendo específica para o FAD. Assim, este resultado sugere que a 

dissociação do cofactor durante o stress térmico pode ser compensada pelo FAD exógeno, 

o qual é conhecido por estar aumentado em pessoas medicadas com suplemento do 

precursor biossintético riboflavina [99]. A relevância destas observações é que uma 

grande significante estabilização é atingida para uma concentração de FAD (20 µM) que 

se encontra dentro da gama de concentrações 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 µM) foi determinado 

para várias concentrações (3,1-25 µM) em 10 mM de hepes a pH 7,8. As barras indicam a variação 

da estabilidade (ΔTm) das proteínas em relação ao controlo. Note por favor que o eixo dos xs não 

cruza o y=0. Ver materais e métodos para detalhes e tabela A2 em anexo. 

 

 

3.1.3. Combinação da estabilização do cofactor e dos substratos aditiva 

Tendo-se estabelecido que os cofactores e metabolitos mitocondriais são potenciais 

estabilizadores das flavoproteínas desidrogenases da β-oxidação, investigou-se o seu 

possível efeito sinergético. Para tal, foi analisado o valor de ΔTm obtido para a SCAD na 

presença dos diferentes metabolitos e, em paralelo, na presença da combinação destes 

com um excesso moderado de FAD (20 µM) (figura 3.4, tabela A3 em anexo). Os 

resultados obtidos mostraram que as combinações testadas estabilizam a SCAD e que 

essa estabilização é quase aditiva em relação ao observado para os ensaios em que é 

analisado o efeito individual das moléculas (figura 3.4). Esta observação está de acordo 

com os resultados descritos nas secções anteriores deste estudo, uma vez que confirma 

que os substratos e o cofactor estabilizam as proteínas através de mecanismos diferentes: 

os substratos pela ligação ao centro activo da enzima, e o cofactor por deslocar o 
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equilíbrio dissociação-associação do cofactor para o estado de associação às proteínas. O 

que é muito interessante de se notar é que a combinação do butiril-CoA e FAD aumenta 

substancialmente a temperatura de desnaturação da SCAD. Isto ilustra como a 

conformação de uma ACDH pode ser efectivamente resgatada por pequenos ligandos, 

neste caso metabolitos mitocondriais naturais em concentrações muito baixas. 
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Figura 3.4 - Efeito combinatório do FAD e dos metabolitos na estabilidade da 

SCAD. A estabilidade térmica da SCAD (1,2 µM) na presença de CoA, acetil-CoA, butiril-CoA, 

octanoil-CoA, glutaril-CoA ou palmitoil-CoA (20 µM) foi determinada na presença e ausência de 

FAD (20 µM). As barras indicam a variação da estabilidade (ΔTm) das proteínas em relação ao 

controlo. As experiências 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 estabilização substancial das proteínas por pequenas moléculas 

conduz à rigidificação da estrutura das proteínas que, por sua vez, diminui a sua dinâmica 

e flexibilidade acabando por comprometer a sua actividade biológica [100]. De forma a se 

investigar se a estabilização das ACDH em estudo por parte dos substratos e do cofactor 

FAD não comprometia a actividade destas, realizaram-se estudos enzimáticos nos quais 

se submeteram as proteínas (SCAD, MCAD e GCD) a uma incubação durante 1h a 40ºC 

na presença e ausência de FAD e em combinação com os substratos (butiril-CoA, 

octanoil-CoA e glutaril-CoA). As actividades das proteínas foram determinadas antes da 

incubação na presença dos respectivos aditivos e após 1h a 40ºC, condição que simula 

episódios de febre e está associada às doenças da FAO. Os resultados mostraram para o 

controlo, proteína sem a adição 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 enzimática foi prevenido, em todos os casos, pela 
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presença de concentrações baixas de FAD (20 µM) durante o stress térmico. Esta 

prevenção 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 activação enzimática adicional. Estes resultados 

estão assim, de acordo com o aumento substancial da estabilidade das proteínas pelos 

substratos e cofactor, e mostram que a estabilização conformacional não sacrifica a 

actividade catalítica. Em relação aos substratos não específicos, os resultados mostraram 

um efeito substancial na prevenção da perda de actividade durante as condições de stress 

térmico do ensaio. Um exemplo é o caso do butiril-CoA para a proteína MCAD: na 

presença de 20 µM de butiril-CoA tinha-se apenas um modesto aumento na temperatura 

de desnaturação térmica (ΔTm ≈+2ºC), mas preveniu a perda de actividade durante 1h a 

40ºC, fornecendo uma actividade residual de 73% (versus 31% na sua ausência). Por 

outro lado, o glutaril-CoA devido não ser substrato da SCAD nem da MCAD, não teve 

um efeito na prevenção da perda de actividade. Em sumário, estes resultados ilustram o 

princípio da estabilização cinética por ligação de uma molécula no sítio activo que 

conduz à estabilização da conformação, permitindo uma actividade residual alta no final 

de 1h a 40ºC. 
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Figura 3.5 – Recuperação da actividade das ACDH em condições de stress térmico 

pelos substratos e FAD. A actividade residual após stress térmico (1h a 40ºC) foi determinada 

para a SCAD, MCAD e GCD sem a adição de nenhum composto, na presença de FAD (20 µM), 

na presença dos substratos butiril-CoA, octanoil-CoA e glutaril-CoA (20 µM), e na presença da 

combinação dos substratos (20 µM) e FAD (20 µM). A concentração das proteínas foi de 1,2 µM, 

em 10 mM de hepes a pH 7,8. Os valores de actividade residual foram calculados em relação à 

actividade ao tempo zero, para cada uma das condições testadas. As experiências foram efectuadas 

com um n=3.Ver materiais e métodos para detalhe e tabela A4 em anexo. 
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3.2. Recuperação de defeitos no folding proteico por chaperões moleculares  

Os chaperões moleculares são conhecidos por auxiliarem o folding de proteínas in 

vivo. Um exemplo muito estudado e utilizado como estratégia na recuperação de defeitos 

de folding tem sido o uso da chaperonina GroEL, a qual tem a capacidade de encapsular 

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

 

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

Como referido anteriormente, mutações nos genes que codificam a subunidade α e 

β da ETF têm resultado no comprometimento da transferência de electrões entre 11 

flavoprotéinas desidrogenasses e a cadeia de transporte electrónico. A mutação 

Asp128Asn na subunidade β (ETFp.Asp128Asn) tem estado associada à doença 

metabólica MADD e tem sido mostrada por afectar a estrutura terciária e diminuir a 

actividade específica da proteína [67]. Para além disso, esta mutação na ETF tem um 

efeito destabilizador no processo de folding, tornando a proteína susceptível ao misfolding 

e agregação, ou à degradação [74]. Mais especificamente, a mutação localiza-se perto da 

interface do dímero e estabelece contactos com resíduos que pertencem ao local de 

ligação do cofactor FAD [74]. Esta mutação permite que o mutante mantenha o folding 

global da ETF-WT mas, em condições de stress, o cofactor FAD torna-se menos 

fortemente ligado conduzindo a uma maior destabilização da proteína [67]. 

Com o intuito de se avaliar o efeito da mutação ETFβ-p.D128N na dinâmica 

conformacional da proteína e o efeito da chaperonina GroEL no folding desta, procedeu-

se à análise da partição da ETF na GroEL. A GroEL tem a vantagem de poder ser 

utilizada tanto na forma solúvel como na forma imobilizada. Estudos usando as duas 

formas têm mostrado que a capacidade da GroEL para se ligar a estruturas proteicas 

unfolded ou parcialmente folded é idêntica [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 avaliação da partição na GroEL 

de forma mais fácil e imediata. O ensaio consiste em fazer um pequeno spin down para 

separar a fracção insolúvel (GroEL imobilizada e proteína particionada) da fracção 

solúvel (proteína não particionada) que é posteriormente analisada. 

Os primeiros estudos tiveram como objectivo a optimização do processo de 

partição por parte do mutante no chaperão molecular. Incubou-se a ETFβ-p.D128N a 

40ºC durante 2h, fazendo-se aliquotas de 40 em 40 minutos que foram posteriormente 

analisadas por SDS-PAGE. Observou-se a precipitação da proteína, o que não permitiria 

depois concluir se a proteína em solução diminuiria por estar a ser particionada na GroEL 



Capítulo 3 

34 

 

ou por estar a precipitar. Experimentou-se então uma temperatura menor, de 35ºC, na 

tentativa de se diminuir essa precipitação da ETFβ-p.D128N. Contudo, estes resultados 

mostraram que a proteína precipita também nestas condições. Uma vez que temperaturas 

mais baixas poderiam comprometer a actividade da GroEL (a qual é uma proteína de 

choque térmico e funciona melhor para temperaturas mais elevadas) e temperaturas mais 

elevadas conduzem à precipitação da ETFβ-p.D128N, usou-se a temperatura de 35ºC de 

forma a ter-se um equilíbrio entre o nível de precipitação e partição da ETF na GroEL.  

Devido à instabilidade da ETFβ-p.D128N e tendência para precipitar fizeram-se 

ensaios controlo de precipitação da proteína na ausência de GroEL. Os ensaios de 

partição foram realizados para a ETF-WT e a variante clínica ETFβ-p.D128N. 

Resumidamente, submeteram-se misturas de proteína e GroEL numa estequiometria de 

1:2 a 35ºC com agitação constante, e de 40 em 40 minutos fez-se um spin down da 

mistura e a fracção solúvel (proteína não particionada) foi analisada e quantificada por 

SDS-PAGE. Os resultados obtidos (figura 3.6, esquerda) demonstram um perfil idêntico 

na ausência e presença de GroEL para a ETFβ-p.D128N, não permitindo concluir se o 

decaimento da % de proteína na presença de GroEL resulta da precipitação ou partição 

nesta. A GroEL pode estar a exercer um efeito de crowding que pode favorecer a 

estabilidade da proteína impedindo que a proteína precipite e acabe por ser particionada. 

Em relação aos resultados comparativos para a ETF-WT, estes demonstram que a 

proteína não estava a precipitar (figura 3.6, direita na ausência de GroEL) e que a proteína 

não é particionada na GroEL (figura 3.6, direita na presença de GroEL). Estes resultados 

indicam assim a manutenção da estabilidade da proteína ao longo do tempo e sugerem 

que a proteína ETF-WT, mesmo quando submetida a uma moderada temperatura de 35ºC, 

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 35ºC. Análise densitométrica das bandas do SDS-PAGE para a variante mutada 

ETFβD128N (esquerda) e para a ETF-WT (direita). O ponto inicial (antes das proteínas serem 

incubadas) corresponde a 100%. Amostras independentes foram incubadas em 10 mM de hepes na 

ausência (
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 ) de GroEL a 35 ºC. A concentração de proteína e GroEL foram 

respectivamente 2 e 4 µM. As experiências foram efectuadas com um n=2 para a ETFβ-p.D128N e 

com n=1 para a ETF-WT. Ver tabela A5 em anexo para detalhe. 

 

 

3.2.2. FAD previne a precipitação da ETFβ-p.D128N  

Com o objectivo de se diminuir a precipitação da ETFβ-p.D128N de forma a se 

tentar encontrar uma condição que permitisse concluir que nos ensaios de partição a 

percentagem de proteína em solução diminui em resultado da partição da ETF na GroEL 

e não da precipitação, pensou-se em adicionar FAD aos ensaios. A adição do cofactor 

FAD como estratégia para se diminuir a precipitação da ETFβ-p.D128N baseou-se no 

facto de este ter demonstrado um substancial efeito na estabilidade térmica das suas 

parceiras desidrogenases e no facto de já ter sido previamente demonstrado por Henriques 

et al [67] o seu importante efeito estabilizador na ETF sob condições de stress térmico 

moderado. Para tal incubaram-se amostras individuais de proteína (2 µM) na presença de 

20 µM de FAD (mesma concentração usada nos ensaios de estabilidade das ACDH) a 

35ºC e fizeram-se aliquotas de 40 em 40 minutos, as quais foram analisadas por SDS-

PAGE e por espectroscopia de fluorescência.  

Os resultados obtidos por SDS-PAGE revelam um decréscimo de precipitação ao 

longo do tempo (figura 3.7A). A análise da proteína por espectroscopia de fluorescência 

baseou-se no conhecimento de que um desvio do comprimento de onda médio (AEW – 

do inglês average emission wavelength) para valores superiores é indicativo de que a 

proteína está a perder estrutura terciária. Assim, procedeu-se à análise da diminuição dos 

contactos da estrutura terciária da proteína tendo em conta a variação do AEW na região 

dos triptofanos (300-450 nm) na presença e ausência de FAD. Os resultados mostraram 
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que a presença de FAD permite uma diminuição do AEW de ~344 (na ausência de FAD) 

para ~340 nm aos 120 minutos (figura 3.7B). Isto indica que o FAD contribui para a 

manutenção dos resíduos aromáticos num ambiente menos acessível ao solvente 

prevenindo a perda da estrutura terciária da proteína e, por conseguinte, possibilita que a 

proteína se encontre mais estável e a precipitação seja prevenida. Colocou-se assim a 

possibilidade de que a realização dos ensaios de partição na presença de FAD possa trazer 

resultados conclusivos acerca da partição da ETFβ-p.D128N na GroEL. 
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Figura 3.7 - Efeito do FAD na ETFβ-p.D128N quando submetida a uma 

temperatura moderada de 35ºC. No painel A está representada a análise densitométrica das 

bandas do SDS-PAGE. O ponto inicial (antes das proteínas serem incubadas) corresponde a 100%. 

No painel B está representada a análise da diminuição dos contactos da estrutura terciária 

determinada a partir da variação do comprimento de onda médio na região dos triptofanos (300-

450 nm). Amostras independentes foram incubadas em 10 mM de hepes na ausência (
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 ) de FAD a 35 ºC. A concentração de proteína e FAD foram respectivamente 2 e 20 

µM. As experiências foram efectuadas com um n=2. Ver tabela A6 em anexo para detalhe. 

 

 

3.2.3. Efeito da combinação da GroEL e do FAD no folding da ETFβ-D128N 

Uma vez encontrada a condição que minimiza a precipitação da variante, 

realizaram-se os ensaios de partição da ETFβ-p.D128N na GroEL na presença de 20 µM 

de FAD procedendo-se da mesma forma que na ausência deste.  

Os resultados revelam um decréscimo na percentagem de proteína em solução na 

presença de GroEL (figura 3.8A) sugerindo que a proteína está a ser particionada. A 

percentagem de proteína particionada ao longo do tempo na GroEL encontra-se 

representada na figura 3.8B onde se observa um aumento de partição ao longo do tempo. 

Isto indica que à medida que a proteína é destabilizada, por estar submetida a uma 

temperatura moderada, é particionada na GroEL, tendo-se no final de 160 minutos ~35% 

de proteína particionada. Estes resultados demonstram que o FAD, apesar de estabilizar a 

proteína prevenindo a sua precipitação, não conduz, pelo menos de forma acentuada, a 

alterações conformacionais na proteína que revertam defeitos encontrados na ETFβ-
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p.D128N e a impedem de ser particionada na GroEL. Contudo, não é possível estimar o 

efeito do FAD na recuperação do defeito conformacional encontrado na ETFβ-p.D128N 

uma vez que não temos um controlo conclusivo para a partição de proteína na ausência 

deste. Ressalva-se assim que a percentagem de proteína particionada na presença de FAD 

possa ser superior aos ~35%. Em resumo, estes resultados sugerem que as variantes 

conformacionais possam ser auxiliadas por chaperões moleculares no processo de folding, 

suscitando a possibilidade deste papel pela homóloga mHsp60 presente nas mitocôndrias.  
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Figura 3.8 - Efeito da GroEL na ETFβ-p.D128N quando submetida a uma 

moderada temperatura de 35ºC na presença de FAD. No painel A está representada a 

análise densitométrica das bandas do SDS-PAGE. O ponto inicial (antes das proteínas serem 

incubadas) corresponde a 100%. No painel B está representada a percentagem de proteína 

particionada pela GroEL ao longo do tempo. Amostras independentes foram incubadas em 10 mM 

de hepes e 20 µM de FAD, na ausência (
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 ) de GroEL a 35 ºC. A concentração de 

proteína, GroEL e FAD foram respectivamente 2, 4 µM. As experiências foram efectuadas com 

um n=2. Ver tabela A7 em anexo para detalhe. 

 

 

3.2.4. Partição da ETFβ-p.D128N na ausência de FAD (?) 

De forma a se tentar perceber se na ausência de FAD a ETFβ-p.D128N estava ou 

não a ser particionada na GroEL, procedeu-se à análise da diminuição dos contactos da 

estrutura terciária da proteína, tendo em conta os valores de AEW na região dos 

triptofanos (300-450 nm), com recurso à espectroscopia de fluorescência. Os resultados 

obtidos (figura 3.9) mostram uma diferença, apesar de pequena, no AEW obtido para a 

ETFβ-p.D128N na ausência e presença de GroEL. Observa-se uma maior variação do 

AEW para a proteína na ausência de GroEL (até ~120 minutos), o que sugere que a 

proteína esteja mais desnaturada.  

Visto ter-se a mesma quantidade de proteína em solução (observada pelo SDS-

PAGE, figura 3.6) e um perfil de desnaturação diferentes (figura 3.9) pode indicar que a 

precipitação também seja diferente. Pode haver mais precipitação na ausência de GroEL, 
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o que coloca a hipótese de que, para se ter a mesma quantidade de proteína em solução, a 

proteína na presença de GroEL possa estar a ser particionada. Em resultado disso ter-se-ia 

a diminuição da proteína mais desnaturada em solução uma vez que esta estaria a ser 

particionada, e a fluorescência apenas seria representativa da proteína menos desnaturada, 

resultando assim num menor desvio do comprimento de onda de emissão médio.  
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Figura 3.9 - Efeito da GroEL na ETFβ-p.D128N quando submetida a uma 

temperatura moderada de 35ºC determinado por espectrofotometria de 

fluorescência. Análise da diminuição dos contactos da estrutura terciária da ETFβ-p.D128N 

determinada a partir da variação do comprimento de onda médio na região dos triptofanos (300-

450 nm). Amostras independentes foram incubadas em 10 mM de hepes na ausência (
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 ) de GroEL a 35 ºC. A concentração de proteína e GroEL foram respectivamente 2 e 4 

µM. As experiências foram efectuadas com um n=2. Ver tabela A8 em anexo para detalhe. 

 

 

Analisou-se ainda a combinação do perfil de desnaturação térmica analisado pela 

variação do AEW na presença de GroEL e na presença de GroEL e FAD. Esta 

combinação resultou num perfil semelhante, no qual se tem, para ambos os casos, uma 

diferença de ~3 nm entre o valor de AEW final e inicial (figura 3.10B). Isto sugere que a 

taxa de desnaturação é semelhante nos dois casos. No entanto, na presença de FAD 

observam-se valores de AEW inferiores devido à estabilização da proteína em solução 

por parte do FAD (figura 3.10B). Por último combinaram-se o perfil de partição da 

GroEL na presença de FAD e o possível perfil de partição na ausência de FAD, o que 

resultou numa sobreposição dos valores de percentagem de proteína em solução, proteína 

não particionada (figura 3.10A). Estes resultados sugerem assim, que a proteína esteja a 

ser particionada na ausência de FAD. Contudo, são apenas sugestões dado estes 

resultados se encontrarem ainda numa fase preliminar, sendo necessária a realização de 

experiências posteriores. Uma experiência que poderá ser realizada e poderá trazer 

alguma solidez a estas sugestões será testar a partição da ETFβ-p.D128N na GroEL na 

forma solúvel através da monitorização da actividade da proteína ao longo do tempo, 
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como se encontra descrito para a ETF-WT em [70]. Resumidamente, poderá incubar-se a 

proteína durante  160 minutos a 35ºC na presença e ausência de GroEL e medir-se a 

actividade ao longo do tempo. Caso a proteína esteja a ser particionada e a GroEL 

melhore a conformação desta, espera-se uma actividade residual superior na presença de 

GroEL. 
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Figura 3.10 - Efeito da GroEL na ETFβ-p.D128N durante o stress térmico na 

presença e ausência de FAD. No painel A está representada a análise densitométrica das 

bandas do SDS-PAGE. O ponto inicial (antes das proteínas serem incubadas a 35ºC) corresponde a 

100%. No painel B está representada a análise da diminuição dos contactos da estrutura terciária 

determinada a partir da variação do comprimento de onda médio na região dos triptofanos (300-

450 nm). Amostras independentes foram incubadas em 10 mM de hepes na ausência (
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 ) de FAD a 35 ºC. A concentração de proteína e FAD foram respectivamente 2 e 20 

µM. As experiências foram efectuadas com um n=2. Ver tabela A9 em anexo para detalhe. 

 

 

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

O efeito na estabilidade térmica da ETFβ-p.D128N pelo FAD foi analisado para se 

tentar perceber a magnitude do seu efeito na recuperação do defeito conformacional 

encontrado na ETFβ-p.D128N e, consequentemente perceber se a percentagem de 

proteína particionada pode ser ou não superior à encontrada na presença 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 

desnaturação (Tm) em função do aumento da concentração (10-40 µM). Antes de 

qualquer adição de FAD foi verificada a razão de FAD/mol de proteína, a qual foi 

superior a 0.9. Os resultados obtidos mostraram que o FAD não tem um efeito 

estabilizador para as concentrações testadas (tabela A10 em anexo), nem mesmo para a 

concentração mais elevada (40 µM) que corresponde a 20 x mais FAD em relação à 

quantidade de proteína (2 µM) (figura 3.11). Estes estudos foram realizados com n=4 

para cada uma das concentrações testadas (10, 20 e 40 µM). De acordo com os resultados 
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obtidos sugere-se que o FAD não conduz a alterações conformacionais que melhorem a 

estabilidade da proteína quando submetida a uma desnaturação térmica de 20 a 90 ºC. 

Contudo, na figura 3.11 observa-se que a ETFβ-p.D128N na presença de FAD (10-40 

μM) se encontra mais estável até uma temperatura de ~45ºC visto não se observar um 

aumento na intensidade de fluorescência, a qual resultaria do aumento do nível de 

fluorescência da Sypro Orange quando ligada a regiões hidrofóbicas. Comprovasse assim 

o efeito estabilizador do FAD para a temperatura usada nos ensaios de partição (35ºC) e 

que esse efeito não conduz a alterações na estabilidade conformacional da proteína dado o 

ΔTm variar dentro do erro, de 0.5-1.0.  
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Figura 3.11 - Curvas de desnaturação térmica determinadas por DSF. Desnaturação 

térmica da variante ETFβ-p.D128N na presença de diferentes concentrações de FAD. A 

concentração de proteína foi de 2 µM 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 partição da ETFβ-

p.D128N  

Adicionalmente fizeram-se ensaios de estabilidade na presença de outros 

compostos, conhecidos por terem a capacidade de exercerem um efeito estabilizador em 

certas proteínas [32-35, 101]. Estes estudos foram realizados com recurso à técnica de 

DSF a qual permite analisar um grande número de condições em apenas 1h. Assim, foram 

testados diferentes compostos a diferentes concentrações (tabela A11em anexo). Entre os 

compostos testados, os que apresentaram um efeito estabilizador mais significativo foram 

a Trimetilamina N–óxido (TMAO) e a sarcosina com um ΔTm, respectivamente de ~7 e 

~5 para a concentração de 1 M. De forma a se verificar se esse efeito significativo em 

termos de estabilidade se traduziria numa recuperação do folding da proteína, permitindo 
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que esta não fosse particionada pela GroEL, foram realizados ensaios de partição pela 

GroEL da mesma forma que os realizados anteriormente na presença de TMAO e 

sarcosina. Os resultados obtidos (figura 3.12) mostram um decréscimo na intensidade das 

bandas na ausência de composto. Na presença de composto isso não se verifica, indicando 

que a proteína na presença destes compostos não é particionada. Isto sugere que estes 

compostos conduzem a alterações conformacionais capazes de reverter o defeito 

encontrado na ETFβ-p.D128N nas condições usadas neste estudo. A precipitação da 

ETFβ-p.D128N também foi testada, observando-se também uma menor precipitação 

(figura 3.12 na ausência de GroEL) na presença dos compostos, resultante da 

estabilização da proteína por estes. Em suma, a combinação destas duas técnicas para 

tentativa de recuperação de proteínas com defeitos no folding, mostraram resultados 

concordantes. O efeito estabilizador substancial do TMAO e sarcosina determinado pela 

técnica de DSF revelou um substancial efeito nos ensaios de partição na GroEL 

impedindo a partição nesta (figura 3.12). Quanto à ausência de efeito do cofactor FAD na 

estabilidade térmica da proteína, este resultou na partição da proteína na GroEL indicando 

que a estabilização por parte do FAD à temperatura de 35ºC não é suficiente para reverter 

o defeito no fold da ETFβ-p.D128N embora permita prevenir a sua precipitação e 

desnaturação. Esta prevenção de precipitação e desnaturação deve-se possivelmente a um 

desvio do equilíbrio entre o cofactor ligado e não ligado, na direcção que favorece a sua 

ligação, traduzindo-se na manutenção do estado nativo. A combinação destas técnicas 

permite assim estudar e perceber, de forma mais detalhada, o efeito conformacional dos 

compostos na recuperação dos defeitos no folding e como esse efeito influencia o nível de 

partição na GroEL indicando ser uma boa estratégia de estudo. 

ETFβ -D128N  + TMAO

ETFβ -D128N  + sarcosina

ETFβ-D128N
α

β

α

β
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Figura 3.12 - Efeito dos osmólitos TMAO e sarcosina na partição da ETFβ-p.D128N 

na GroEL quando submetido a uma temperatura moderada de 37ºC. O nível de 

partição pela GroEL durante 120 minutos a 37ºC foi analisado por SDS-PAGE. Amostras 

independentes foram incubadas em 10 mM de hepes na ausência e presença de GroEL. A 

concentração de proteína e GroEL foram respectivamente 2 e 4 µM. A concentração de TMAO e 

sarcosina usada no ensaio foi de 1 M. 
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IV. CONCLUSÃO 

Este estudo teve dois objectivos principais: 1) a investigação do efeito de 

cofactores e metabolitos mitocondriais como potenciais estabilizadores de três acil-

CoA desidrogenases: SCAD, MCAD e GCD; e 2) a investigação do efeito da 

chaperonina GroEL como potencial capturador da forma misfolded da ETF, a ETFβ-

p.D128N.  

O objectivo 1) teve como base o princípio de que os ligandos e substratos que 

aumentam a estabilidade e função proteica poderiam, em teoria, ser usados como 

chaperões farmacológicos para estabilização de proteínas afectadas, de forma a 

permitirem que estas atinjam o limite mínimo de actividade requerida para 

recuperação da função de proteínas associadas a patologias metabólicas. Foi 

investigada a hipótese de que os metabolitos e cofactores a concentrações fisiológicas 

da ordem dos micromolar poderiam ter este papel. Para tal tomaram-se duas 

abordagens complementares: por um lado testou-se o efeito na estabilidade da 

proteína, e por outro a estabilidade cinética sob condições de simulação de episódios 

de febre.  

Os resultados mostraram que para a SCAD e MCAD, os substratos preferidos e 

o cofactor FAD têm um efeito estabilizador substancial, aumentando a estabilidade 

térmica da proteína e prevenindo a perda de actividade durante stress térmico 

moderado. Em relação aos resultados obtidos para a proteína GCD, a ligação do 

substrato não parece estar acoplada com a estabilização do fold da proteína ao 

contrário do cofactor FAD que claramente está. Isto sugere que a ligação do substrato 

à proteína GCD pode resultar, de alguma maneira, em alterações conformacionais 

diferentes das que ocorrem na SCAD e MCAD, as quais não conduzem a uma 

estabilização da estrutura da proteína GCD e reflectem diferenças entre as 

propriedades dinâmicas destas enzimas. O facto de o substancial efeito dos substratos 

preferidos para a SCAD e MCAD ocorrer na presença de concentrações próximas das 

fisiológicas, sugere que a manutenção do centro activo ocupado pelo substrato é uma 

estratégia de estabilização para estas proteínas. O efeito sinergético do cofactor e do 

substrato na recuperação da estabilidade e actividade catalítica da SCAD estabelece 

claramente o princípio de que os cofactores e metabolitos a níveis fisiológicos são 

potenciais estabilizadores das acil-CoA desidrogenases. É interessante notar que nos 

pacientes da SCADD existe uma acumulação nas células, sangue e urina de compostos 

nos quais o butiril-CoA é convertido tais como o ácido etilmalónico (EMA) nas 

células [55]. Portanto, os pacientes poderão potencialmente beneficiar de um 
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tratamento que aumente os níveis intra-mitocondriais de butiril-CoA ou através de um 

análogo do substrato o qual teria a capacidade de estabilizar a enzima. Assim, sugere-

se que o desenvolvimento de tais análogos seria um benefício potencial para estes 

pacientes.  

O elevado efeito estabilizador do FAD observado nestes estudos é sugestivo de 

um efeito directo nas proteínas, o que corrobora o seu potencial benefício para os 

pacientes que sofrem de deficiências hereditárias nas acil-CoA desidrogenases quando 

submetidos a uma dieta de altas doses do precursor riboflavina, o qual conduz a um 

aumento intracelular dos níveis de FAD [99]. Apesar da escassez dos estudos 

abrangentes dos efeitos clínicos do tratamento com altas doses de riboflavina e os 

dados de um subgrupo de pacientes com deficiência na SCAD não serem conclusivos 

em relação às melhorias clínicas, sendo necessários estudos mais completos [102]. 

Todavia as melhorias bioquímicas resultantes de um aumento dos níveis de FAD, 

como resultado da terapia com vitamina B2 (riboflavina) estão bem estabelecidas e 

apontam para um papel essencial do cofactor FAD. Mesmo razões FAD:proteína 

baixas melhoram substancialmente a estabilidade proteica e sustêm a actividade 

enzimática. Estes estudos sugerem que a dissociação do cofactor durante o stress 

térmico possa ser compensada por FAD exógeno, o qual pode ser fornecido pelo 

tratamento com riboflavina [99]. A relevância destas observações é que uma 

estabilização significante é atingida para concentrações de FAD de 20 µM, as quais 

estão próximas das encontradas em condições fisiológicas da célula [98]. Esta 

estabilização surge provavelmente a partir de um desvio do equilíbrio entre cofactor 

ligado e não ligado, na direcção que favorece a sua ligação resultando numa melhoria 

da estabilidade da proteína. É importante notar que as experiências foram realizadas 

com uma ocupação das proteínas pela flavina de 0,9, portanto esta estabilização 

externa do FAD ocorre na holoproteína, contrariamente à estabilização bem descrita 

pelos cofactores das proteínas na forma apo. Este estudo possibilitou uma medida 

quantitativa para a estabilização das ACDH mitocondriais pelo cofactor FAD, através 

da saturação do sítio de ligação deste, fornecendo uma explicação para o facto de 

ACDH serem rapidamente degradadas em condições de depleção de FAD [103]. 

Adicionalmente, os resultados obtidos para o FAD levam à especulação de que o FAD 

possa ser um regulador geral da β-oxidação. Caso esta especulação seja verdadeira, o 

aumento dos níveis de FAD induziriam o aumento dos níveis das enzimas da β-

oxidação uma vez que aumentariam a estabilidade proteica, podendo levar à inibição 

da degradação mediada pelas proteases. Em sumário, no geral estes resultados 
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ilustram o princípio da estabilização cinética pela ligação do substrato ao centro activo 

da proteína contribuindo para a estabilização da conformação da proteína, a qual 

resulta numa elevada actividade residual no final de 1h a 40ºC. Sugerem também que 

a riboflavina pode ser benéfica durante crises de febre em pacientes com deficiências 

nas acil-CoA desidrogenases de cadeia curta (SCAD), média (MCAD), bem como na 

glutaril-CoA desidrogenase (GCD). 

O objectivo 2) teve como base o conhecimento da potencial capacidade na 

chaperonina GroEL para capturar formas misfolded que poderão ser posteriormente 

recuperadas. Para tal foram efectuados estudos de partição pela chaperonina GroEL 

imobilizada de uma variante mutada da ETF, a ETFβ-p.D128N, a qual está associada à 

doença metabólica. Os resultados de partição da ETFβ-p.D128N na GroEL na 

presença de FAD mostraram que ~35% da proteína no final de 160 minutos a 35ºC é 

particionada na GroEL e que o FAD previne a precipitação. Estes resultados sugerem 

que o FAD tem um papel na estabilização da proteína permitindo uma diminuição da 

desnaturação e prevenção na precipitação, não impedindo contudo, que a proteína seja 

particionada pela GroEL. No entanto, ressalva-se que a partição na ausência de FAD 

possa ser superior à percentagem de proteína particionada encontrada. A partição 

observada na presença de FAD permite sugerir que as variantes conformacionais 

podem ser recuperadas na presença de chaperões moleculares, suscitando a 

possibilidade deste papel pela homóloga mHsp60 presente nas mitocôndrias.  

Adicionalmente foi investigada a hipótese de que os chaperões químicos 

poderiam ter um efeito estabilizador na ETFβ-p.D128N. Para tal, tiveram-se duas 

abordagens complementares: por um lado testou-se o efeito de diferentes compostos 

na estabilidade da proteína, e por outro, o nível de partição da proteína na GroEL na 

presença desses compostos. A combinação destas duas abordagens na tentativa de 

recuperação de proteínas com defeitos no folding mostrou serem concordantes. O 

efeito substancial dos dois compostos que mostraram um substancial efeito na 

estabilidade da proteína, o TMAO e a sarcosina, revelaram também um substancial 

efeito na conformação da proteína pelos ensaios de partição na GroEL, impedindo a 

partição da ETFβ-p.D128N. Quanto à ausência de efeito do cofactor FAD na 

estabilidade térmica da proteína dá-nos indicação que há apenas um efeito parcial na 

conformação da proteína, que permite prevenir a precipitação desta quando submetida 

a 35ºC durante 160 minutos, mas que não é suficiente para impedir a partição desta na 

GroEL. A estabilização pelo FAD à temperatura de 35ºC não parece ser suficiente 

para reverter o defeito no fold da ETFβ-p.D128N. Em sumário a combinação destas 
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duas abordagens permitem assim estudar e perceber, de forma mais detalhada, o efeito 

conformacional dos compostos na recuperação dos defeitos no folding visto mostrar 

reflectir-se no nível de partição na GroEL. 
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Tabela A1 – Temperatura de desnaturação (Tm) para a SCAD, MCAD e GCD 

determinada por DSF. As curvas de desnaturação foram traçadas na ausência (controlo) e 

presença de concentrações graduais de diferentes compostos e substratos. O ΔTm representa a 

variação comparada com o controlo. A concentração de proteína foi de 1,2 μM em 10 mM de 

hepes a pH 7,8. 

 

 

 SCAD MCAD GCD 

Concentração 

(μM) 
Tm ΔTm Tm ΔTm Tm ΔTm 

C
o

n
tr

o
lo

 

- 50,0 - 54,0 - 54,0 - 

B
u

ti
ri

l-
C

o
A

 

0,16 - - 55,0 1,0 54,5 0,5 

0,8 56,0 6,0 55,0 1,0 54,5 0,5 

4 59,0 9,0 56,0 2,0 54,5 0,5 

20 62,0 12,0 56,0 2,0 54,5 0,5 

100 63,0 13,0 58,0 4,0 53,5 -0,5 

O
ct

a
n

o
il

- 

-C
o
A

 

0,16 - - 56,0 2,0 53,5 -0,5 

0,8 51,0 1,0 58,0 4,0 54,5 0,5 

4 52,0 2,0 62,0 8,0 53,5 -0,5 

20 54,0 4,0 64,0 10,0 54,5 0,5 

100 55,0 5,0 67,0 13,0 52,5 -1,5 

G
lu

ta
ri

l-
C

o
A

 

0,16 - - 55,0 1,0 54,5 0,5 

0,8 51,0 1,0 54,0 0,0 53,5 -0,5 

4 51,0 1,0 55,0 1,0 53,5 -0,5 

20 52,0 2,0 55,0 1,0 54,5 0,5 

100 54,0 4,0 56,0 2,0 54,5 0,5 

P
a
lm

it
o
il

- 

-C
o
A

 

0,16 51,0 1,0 55,0 1,0 54,5 0,5 

0,8 53,0 3,0 55,0 1,0 54,5 0,5 

4 55,0 5,0 55,0 1,0 54,5 0,5 

20 54,0 4,0 54,0 0,0 54,5 0,5 

100 53,0 3,0 55,0 1,0 53,5 -0,5 

A
ce

ti
l-

C
o
A

 0,16 51,0 1,0 55,0 1,0 55,5 1,5 

0,8 51,0 1,0 55,0 1,0 53,5 -0,5 

4 51,0 1,0 55,0 1,0 53,5 -0,5 

20 52,0 2,0 55,0 1,0 52,5 -1,5 

100 54,0 4,0 56,0 2,0 53,5 -0,5 

C
o

A
 

0,16 - - 55,0 1,0 53,5 -0,5 

0,8 51,0 1,0 - - 54,5 0,5 

4 51,0 1,0 56,0 2,0 54,5 0,5 

20 53,0 3,0 56,0 2,0 53,5 -0,5 

100 54,0 4,0 55,0 1,0 50,5 -3,5 
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Tabela A2 – Temperatura de desnaturação (Tm) determinada a partir das 

experiencias de DSF para a SCAD, MCAD e GCD na presença de concentrações 

graduais de FAD e riboflavina. O ΔTm representa a variação em relação ao controlo (ver 

tabela A1). A concentração de proteína foi de 1,2 μM em 10 mM de hepes a pH 7,8. 

 

 

 Riboflavina FAD 

Concentração 

(μM) 
Tm ΔTm Tm ΔTm 

S
C

A
D

 

3,1 48,5 -1,5 54,0 4,0 

6,3 50,5 0,5 55,0 5,0 

12,5 50,5 0,5 57,0 7,0 

20,0 51,5 1,5 60,0 10,0 

25,0 51,5 1,5 62,0 12,0 

M
C

A
D

 

3,1 55,0 1,0 60,0 6,0 

6,3 55,0 1,0 61,0 7,0 

12,5 55,0 1,0 63,0 9,0 

20,0 54,0 0,0 63,0 9,0 

25,0 55,0 1,0 64,0 10,0 

G
C

D
 

3,1 55,5 1,5 61,5 7,5 

6,3 53,5 -0,5 62,5 8,5 

12,5 52,5 -1,5 64,5 10,5 

20,0 53,5 -0,5 65,5 11,5 

25,0 52,5 -1,5 66,5 12,5 

 

 

 

 

Tabela A3 – Temperatura de desnaturação (Tm) determinada por DSF para a SCAD 

na presença de diferentes compostos. A concentração de proteína e composto foi, 

respectivamente, 1,2 µM e 20µM. O ΔTm representa a variação em relação ao controlo sem a 

adicção de qualquer composto (ver tabela A1). 

 

  - FAD + FAD 

Compostos Tm (n=3) ΔTm (n=3) Tm (n=3) ΔTm (n=3) 

S
C

A
D

 

FAD - - 58,0±0,0 8,0±0,0 

CoA 51,0±0,0 1,0±0,0 58,3±0,6 8,3±0,6 

Acetil-CoA 51,0±0,0 1,0±0,0 58,0±0,0 8,0±0,0 

Butiril-CoA 58,7±0,6 8,7±0,6 63,0±0,0 13,0±0,0 

Octanoil-CoA 53,0±0,0 3,0±0,0 60,3±0,6 10,3±0,6 

Glutaril-CoA 51,0±0,0 1,0±0,0 58,7±0,6 8,7±0,6 

Palmitoil-CoA 51,3±0,6 1,3±0,6 54,7±0,6 4,7±0,6 
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Tabela A4 – Actividade residual após stress térmico (1h a 40ºC) determinada para a 

SCAD, MCAD e GCD. As proteínas foram incubadas a 40ºC na ausência e presença de 

substratos (20 µM) ou FAD (20 µM), ou na presença de ambos. A concentração da proteína foi de 

1,2 µM em 10 mM de hepes a pH 7,8. Os valores da actividade residual foram calculados em 

relação à actividade ao tempo zero, para cada condição em estudo. 

 

 

 

Compostos Residual activity (%) (n=3) 
S

C
A

D
 

Nenhum composto 49±9 

FAD 104±15 

Butiril-CoA 81±7 

Butiril -CoA+FAD 115±7 

Octanoil-CoA 38±15 

Octanoil -CoA+FAD 157±5 

Glutaril-CoA 35±10 

Glutaril -CoA+FAD 122±14 

M
C

A
D

 

Nenhum composto 31±13 

FAD 100±8 

Butiril-CoA 73±2 

Butiril -CoA+FAD 169±10 

Octanoil-CoA 132±10 

Octanoil -CoA+FAD 166±17 

Glutaril-CoA 39±1 

Glutaril -CoA+FAD 172±6 

G
C

D
 

Nenhum composto 48±4 

FAD 114±7 

Butiril-CoA 65±3 

Butiril -CoA+FAD 65±3 

Octanoil-CoA 47±7 

Octanoil -CoA+FAD 69±12 

Glutaril-CoA 52±7 

Glutaril -CoA+FAD 83±14 

 

 

 

 

Tabela A5 – Efeito da GroEL na ETF quando submetida a uma temperatura 

moderada de 35ºC. Análise densitométrica das bandas do SDS-PAGE para a ETFβ-p.D128N e 

para a ETF-WT. O ponto inicial (antes das proteínas serem incubadas) corresponde a 100%. 

Amostras independentes foram incubadas em 10 mM de hepes na ausência e presença de GroEL a 

35ºC. A concentração de proteína e GroEL foram respectivamente 2 e 4 µM. 

 

 

 % ETFβ-p.D128N em solução % ETF-WT em solução 

Tempo 

(minutos) 

- GroEL 

(n=2) 

+ GroEL 

(n=2) 

- GroEL 

(n=1) 

+ GroEL 

(n=1) 

0 100 100 100 100 

40 85 ± 15 83 ± 10 103 92 

80 81 ± 8 75 ± 9 100 92 

120 62 63 ± 12 100 88 

160 54 ± 0 53 ± 18 82 92 



Anexos 

58 

 

Tabela A6 – Efeito do FAD na ETFβ-p.D128N quando submetida a uma 

temperatura moderada de 35ºC. Análise densitométrica das bandas do SDS-PAGE. O ponto 

inicial (antes das proteínas serem incubada) corresponde a 100%. Análise da diminuição dos 

contactos da estrutura terciária determinada a partir da variação do comprimento de onda médio na 

região dos triptofanos (300-450 nm). Amostras independentes foram incubadas em 10 mM de 

hepes na ausência e presença de GroEL a 35ºC. A concentração de proteína e FAD foram 

respectivamente 2 e 20 µM. 

 

 % ETFβ-p.D128N em solução AEW (nm) 

Tempo (minutos) - FAD (n=2) + FAD (n=2) - FAD (n=2) + FAD (n=2) 

0 100 100 338,8 ± 1,2 337,3 ± 1,6 

40 85 ± 15 98 341,9 ± 0,7 338,1 ± 1,4 

80 81 ± 8 93 ± 7 343,4 ± 0,6 339,0 ± 1,6 

120 62 80 343,6 ± 1,1 339,7 ± 1,6 

160 54 79 ± 6 343,0 ± 1,1 339,9 ± 1,4 

 

 

 

 

Tabela A7 – Efeito da GroEL na ETFβ-p.D128N quando submetida a uma 

temperatura moderada de 35ºC. Análise densitométrica das bandas do SDS-PAGE. O ponto 

inicial (antes das proteínas serem incubadas) corresponde a 100%. Percentagem de proteína 

particionada pela GroEL ao longo do tempo. Amostras independentes foram incubadas em 10 mM 

de hepes e 20 µM de FAD, na ausência e presença de GroEL a 35 ºC. A concentração de proteína, 

GroEL e FAD foram respectivamente 2, 4 µM. 

 

 % ETFβ-p.D128N em solução 

% ETFβ-p.D128N particionada Tempo 

(minutos) 

- GroEL  

(n=2) 

+ GroEL 

 (n=2) 

0 100 100 0 

40 98 80 ± 1 18 ± 1 

80 93 ± 7 70 24 ± 7 

120 80 53 ± 9 27 ± 10 

160 79 ± 6 54 ± 13 33 ± 6 

 

 

 

 

Tabela A8 – Efeito da GroEL na ETFβ-p.D128N quando submetida a uma 

temperatura moderada de 35ºC. Análise da diminuição dos contactos da estrutura terciária 

da ETFβ-p.D128N determinada a partir da variação do comprimento de onda médio na região dos 

triptofanos (300-450 nm). Amostras independentes foram incubadas em 10 mM de hepes na 

ausência e presença de GroEL a 35 ºC. A concentração de proteína e GroEL foram 

respectivamente 2 e 4 µM. 

 

 AEW (nm) 

Tempo (minutos) - GroEL(n=2) + GroEL (n=2) 

0 338,8 ± 1,2 339,2 ± 0,9 

40 341,9 ± 0,7 339,7 ± 0,9 

80 343,4 ± 0,6 341,0 ± 0,9 

120 343,6 ± 1,1 341,7 ± 1,2 

160 343,0 ± 1,1 341,9 ± 1,4 



Estudos de folding e efeito de chaperões químicos e moleculares em proteínas envolvidas na 

β-oxidação de ácidos gordos 
 

59 

 

 

A
n

ex
o

s 

Tabela A9 – Efeito da GroEL na ETFβ-p.D128N quando submetida a uma 

temperatura moderada de 35ºC na presença e ausência de FAD. Análise densitométrica 

das bandas do SDS-PAGE. O ponto inicial (antes das proteínas serem incubadas) corresponde a 

100%. Análise da diminuição dos contactos da estrutura terciária determinada a partir da variação 

do comprimento de onda médio na região dos triptofanos (300-450 nm). Amostras independentes 

foram incubadas em 10 mM de hepes na ausência e presença de FAD a 35 ºC. A concentração de 

proteína e FAD foram respectivamente 2 e 20 µM. 
 

 % ETFβ-p.D128N em solução AEW (nm) 

Tempo (minutos) - FAD (n=2) + FAD (n=2) - FAD (n=2) + FAD (n=2) 

0 100 ± 0 100 ± 0 339,2 ± 0,9 337,6 ± 1,2 

40 83 ± 10 80 ± 1 339,7 ± 0,9 337,6 ± 1,2 

80 75 ± 9 70 ± 0 341,0 ± 0,9 338,2 ± 1,5 

120 63 ± 12 53 ± 9 341,7 ± 1,2 338,9  ± 1,6 

160 53 ± 18 54 ± 13 342,0 ± 1,4 339,5 ± 1,7 

 

 

 

 

Tabela A10 – Temperatura de desnaturação (Tm) para a ETFβ-p.D128N 

determinada por DSF. As curvas de desnaturação foram traçadas na ausência (controlo) e 

presença de concentrações graduais de FAD. O ΔTm representa a variação comparada com o 

controlo. A concentração de proteína foi de 2 μM em 10 mM de hepes a pH 7,8.  

 

 
ETFβ-p.D128N 

 

 

Concentração 

(μM) 
Tm (n=4) ΔTm (n=4) 

Controlo - 53,0 ± 0,0 - 

F
A

D
 10 53,5 ± 0,0 0,5 ± 0,7 

20 54 ± 0,7 1,0 ± 0,0 

40 54 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
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Tabela A11 – Temperatura de desnaturação (Tm) para a ETFβ-p.D128N 

determinada a partir das experiencias de DSF. As curvas de desnaturação foram traçadas 

na ausência (controlo) e presença de concentrações graduais de diferentes compostos. O ΔTm 

representa a variação comparada com o controlo (ver tabela A10). A concentração de proteína foi 

de 2 μM em 10 mM de hepes a pH 7,8.  

 

 
ETFβ-D128N 

 

 

Concentração 

(μM) 
Tm (n=2) ΔTm (n=2) 

TMAO 

0,5 57,0 ± 0,0 4,0 ± 0,0 

1 60,0 ± 0,0 7,0 ± 0,0 

1,5 63,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 

Sarcosina 

0,5 55,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 

1 58,0 ± 0,0 5,0 ± 0,0 

1,5 59,0 ± 0,0 6,0 ± 0,0 

Glicina 

0,5 55,5 ± 0,7 2,5 ± 0,7 

1 57,5 ± 0,7 4,5 ± 0,7 

1,5 58,5 ± 0,7 5,5 ± 0,7 

Sorbitol 

0,5 55,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 

1 57,0 ± 0,0 4,0 ± 0,0 

1,5 58,5 ± 0,7 5,5 ± 0,7 

Prolina 

0,5 54,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 

1 54,0 ± 0,0 1,0± 0,0 

1,5 55,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 

Sucrose 

0,5 54,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 

1 57,0 ± 0,0 4,0 ± 0,0 

1,25 56,5 ± 0,7 3,5 ± 0,7 

Arginina 

0,5 43,5 ± 0,7 -9,5 ± 0,7 

1 43,5 ± 0,7 -9,5 ± 0,7 

1,5 40,5 ± 2,1 -12,5 ± 2,1 

Glicerol 

3 54,5 ± 0,7 1,5 ± 0,7 

4 54,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 

5 54,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 

Trehalose 

0,25 54,5 ± 0,7 1,5 ± 0,7 

0,5 56,5 ± 0,7 3,5 ± 0,7 

0,75 57,0 ± 0,0 4,0  ± 0,7 

FMN 

5 53,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

10 53,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

20 53,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

40 53,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

AMP 

5 54,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 

10 54,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 

20 54,5 ± 0,7 1,5 ± 0,7 

40 55,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 

Riboflavina 

5 53,5 ± 0,7 0,5 ± 0,7 

10 53,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

20 53,5 ± 0,7 0,5 ± 0,7 

40 53,5 ± 0,7 0,5 ± 0,7 
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Protein misfolding is a hallmark of a number of metabolic diseases, in which fatty acid oxidation defects are
included. The latter result from genetic deficiencies in transport proteins and enzymes of the mitochondrial
β-oxidation, and milder disease conditions frequently result from conformational destabilization and de-
creased enzymatic function of the affected proteins. Small molecules which have the ability to raise the func-
tional levels of the affected protein 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 β-oxidation acyl-CoA dehydrogenases: short chain acyl-CoA dehydrogenase and the medi-
um chain acyl-CoA dehydrogenase as well as glutaryl-CoA dehydrogenase, which is involved in lysine and
tryptophan metabolism. We found that near physiological concentrations (low micromolar) of FAD resulted
in a spectacular enhancement of the thermal stabilities of these enzymes and prevented enzymatic activity
loss during a 1 h incubation at 40 °C. A clear effect of the respective substrate, which was additive to
that of the FAD effect, was also observed for short- and medium-chain acyl-CoA dehydrogenase but not for
glutaryl-CoA dehydrogenase. In conclusion, riboflavin may be beneficial during feverish crises in patients
with short- and medium-chain acyl-CoA dehydrogenase as well as in glutaryl-CoA dehydrogenase deficien-
cies, and treatment with substrate analogs to butyryl- and octanoyl-CoAs could theoretically enhance en-
zyme activity for some enzyme proteins with inherited folding difficulties.
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D, glutaryl-CoA dehydrogenase;
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1. Introduction

Acyl-CoA dehydrogenases (ACDH) constitute a protein family that
in humans comprises 11 mitochondrial proteins. These proteins are
involved in fatty acid oxidation and amino acid metabolism and com-
prise the short (SCAD), medium (MCAD), long (LCAD) and very-long
(VLCAD) chain acyl-CoA dehydrogenases, ACAD9, ACAD10, ACAD11,
isovaleryl-CoA dehydrogenase (IVD), short/branched chain acyl-CoA
dehydrogenase (SBCAD), isobutyryl-CoA dehydrogenase (IBDH) and
glutaryl-CoA dehydrogenase (GCD). These enzymes all share high
sequence similarity, but differ in their substrate specificities. The elec-
trons gained in the respective dehydrogenation reactions by all
ACDH are transferred to the respiratory chain through electron trans-
fer flavoprotein (ETF) and ETF:ubiquinone oxidoreductase (ETF:QO)
[1–3]. These proteins share a common structural fold with two or
four subunits forming homodimers or homotetramers which invari-
ably harbor a FAD moiety as catalytic redox cofactor [4].

Genetic disorders in mitochondrial acyl-CoA dehydrogenases in-
volved in fatty acid oxidation (FAO) and amino acid metabolism
are among the most common metabolic disorders. For example,
MCAD deficiency is by far the most frequent disorder of this group
with a frequency of 1:15,000 in Caucasian populations [5–7]. New-
born screening for many of these disorders is currently performed
in many countries. Patients show a wide spectrum of symptoms,
which in many cases are triggered by metabolic stress (high flux
through the respective pathway) or pathophysiological conditions
(e.g. fever), leading to further destabilization of mutant proteins
with residual enzyme activity. Treatment regimes aiming at flux
reduction by avoiding respective metabolites and their precursors in
the diet have proved beneficial [8–9]. As many disease associated
gene variations in the genes giving rise to variant proteins are of the
missense type [10–11] the pathogenesis is in many cases resulting
from defective folding [12]. As FAD has been shown to function
as a chaperone [13–14], treatment with riboflavin, the precursor of
FAD may theoretically increase the folding efficiency of mutant pro-
teins with residual activity [15–16]. However, although riboflavin

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbadis.2011.09.009
mailto:gomes@itqb.unl.pt
http://www.itqb.unl.pt/pbfs
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbadis.2011.09.009
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09254439
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treatment has been sporadically tried in acyl-CoA dehydrogenase de-
ficiencies [8,17–19], no conclusive molecular studies addressing the
mechanistic and structural basis of these effects on the dehydroge-
nase enzymes have been performed.

In the current work we have investigated the effects of addition
of FAD, riboflavin or ACDH substrates and substrate analogs to study
in detail the effects of these compounds on the in vitro structural
stability of the two fatty acid oxidation ACDH, short-chain acyl-CoA
dehydrogenase (SCAD) and medium-chain acyl-CoA dehydrogenase
(MCAD) and on glutaryl-CoA dehydrogenase (GCD), which is
involved in amino acid metabolism. Our study can provide the basis
for evidence-based mechanistic treatment strategies as it establishes
the proof of principle for conformational and kinetic stabilization by
cofactor and substrates in these proteins. Thus, treatment with sub-
strate analogs to butyryl- and octanoyl-CoAs could theoretically
enhance enzyme activity for some enzymes with inherited folding
difficulties.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

All reagents were of the highest purity grade commercially
available. Fatty acid substrates, FAD and riboflavin were purchased
from Sigma. Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) was pur-
chased from VWR International.

2.2. ACDH expression and purification

Plasmids with MCAD, SCAD or GCD cDNA lacking the sequence
encoding the mitochondrial transit peptide, and supplied with an N-
terminal ATG start codon and a C-terminal his-tag (6xhis+1xgln)
were constructed in the same arrangement in a pBluescriptKS(−)
(Stratagene) derived vector as described for the MCAD plasmid pWt
described [20]. Escherichia coli JM109 cells (Promega) were trans-
formed using standard procedures, and were grown in TB-medium
(12 g Bacto tryptone, 24 g yeast extract, 9.4 g dipotassium phosphate,
2.2 g monopotassium phosphate and 2 ml glycerol per liter) supple-
mented with 100 μg.ml−1 ampicillin at 30 °C in a shaking incubator
until OD532 of 0.5 was reached. The cells were then induced overnight
with 1 mM isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside (IPTG) [21]. Cells
were harvested by centrifugation, resuspended in 10 mM hepes, 20%
ethylene glycol at pH 7.8, and 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF) in the presence of DNase (PVL) and FAD, and disrupted in a
French press. The soluble fraction was subjected to a His-binding
resin, 5 ml His-Trap HP (GE Healthcare), equilibrated in 10 mM
hepes, 20% ethylene glycol, 200 mM NaCl, 10 mM imidazole and
0.5 mM PMSF at pH 7.8 (buffer A). The column was washed with
five volumes of buffer A, and bound proteins were eluted by a linear
gradient ranging from 10 to 500 mM imidazole, in buffer A. SCAD
eluted as pure proteins at ~220 mM imidazole and MCAD and GCD
eluted at ~160 mM imidazole. The purity of the pooled enzyme frac-
tions was confirmed by SDS/PAGE. Pure fractions with 2.5 fold excess
FAD were fast-frozen using liquid nitrogen and stored at −80 °C.

2.3. Biochemical and enzymatic assays

UV/visible spectra and enzymatic activities were measured using a
Shimadzu UVPC-1601 spectrometer with cell stirring. Before each ex-
periment FAD excess added to buffers as a preservative was removed
by extensive washing using ultra filtration/dilution. Protein concen-
tration was determined by the Bradford assay and FAD content was
measured by the absorbance at 450 nm. All experiments were per-
formed with pure proteins containing full occupancy of FAD site.
Final buffer for protein assays was 10 mM hepes pH 7.8. The acyl-
CoA dehydrogenase enzymatic activity was measured at 30 °C
monitoring 2,6-dichlorophenolindophenol (DCPIP) reduction at
600 nm, in an assay with phenazine methosulfate and butyryl-CoA,
or octanoyl-CoA or glutaryl-CoA, respectively to SCAD, MCAD or
GCD [22].

2.4. Differential scanning fluorimetry

Differential scanning fluorimetry (DSF) was used to determine the
melting temperatures (Tm) of the proteins under different conditions.
This method is based on the use of the fluorophore Sypro Orange
which becomes fluorescent upon binding to hydrophobic protein
patches that get exposed upon thermal unfolding [23], being very use-
ful to determine protein stability in a variety of conditions [24]. Briefly,
different buffers or compound solutionwas distributed into PCR plates
(Bio-Rad). Prior to measurements, protein solution (1.2 μM) with
Sypro Orange 5× (Invitrogen) was added to each well. The plates
were sealed with optical quality sealing tape (Bio-Rad) and run in an
iCycler iQ Real-Time PCR instrument (Bio-Rad) using excitation filter
from 530 to 560 nm and emission filter from 575 to 595. Temperature
range used was from 20 to 90 °C, with increments of 2 °C.min−1. Raw
data were exported to a spreadsheet, background corrected and the
thermal denaturation curves obtained from which the midpoint tran-
sitions (melting temperatures, Tm) have been determined for up to 96
different conditions in each assay. See Fig. S1 for a representative plot
of melting curves determined by DSF.

2.5. Functional studies under thermal stress

To study the effect of compounds on the biological activity of the
model enzymes, activity was measured after heat stress. Briefly,
ACDHs (1.2 μM) were incubated for 1 h at 40 °C in the presence of
the selected compounds: substrates (20 μM) and/or FAD (20 μM).
Protein solution was added to the compound solution right before in-
cubation at 40 °C. Control samples in the absence of the compounds
were also prepared and treated in the same conditions. The enzy-
matic activity for each condition was determined immediately after
mixing (time 0) and then after 1 h of incubation as described in the
biochemical and enzymatic assay section. No protein precipitation
was observed.

3. Results

3.1. Effect of acyl-CoA substrates on ACDH stability under physiological
conditions

Cofactors, substrates and inhibitors are among small molecules
which are known to have the potential to exert a direct stabilizing
action over a protein fold by recovering misfolded conformations for
example via nucleation effects which restore native interactions
and/or promote the correct oligomeric state. Using differential scan-
ning fluorescence (DSF) we have investigated in vitro the effect of di-
verse fatty acid substrates and related molecules on the stability of
three ACDH: glutaryl-CoA dehydrogenase (GCD), short chain acyl-
CoA dehydrogenase (SCAD) and the medium chain acyl-CoA dehy-
drogenase (MCAD). In order to mimic conditions such as those
found in mitochondria, we have used near physiological substrate
concentrations [25], which were always present in assays at low
micromolar concentrations (from 0.8 to 100 μM). With this approach,
we seek also to simulate conditions of mitochondrial ACDH dysfunc-
tion, in which substrate levels and metabolites are increased. For
the purpose, we have screened the effect of butyryl-CoA, octanoyl-
CoA, glutaryl-CoA, palmitoyl-CoA, acetyl-CoA and CoA, on the protein
thermal stabilities and the melting temperatures (Tm) were measured
at increasing concentrations (Fig. 1 and Supplemental Fig. S1,
Table S1). The results obtained showed that preferred substrates
(butyryl-CoA and octanoyl-CoA, respectively) of SCAD and MCAD
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have a dramatic effect on the thermal stability affording a substantial
stabilization (ΔTm≈+12 °C). Interestingly, this stabilization is
achieved even at very low concentrations and already at 20 μM more
than 80% of themaximal stabilizing effect observed at higher substrate
concentrations (100 μM) is achieved. For these two proteins, although
the most significant effect is limited to the preferred catalytic sub-
strate, some stabilization with lower magnitude (ΔTmb4 °C) is also
observed for the other molecules tested. However, substrate-induced
conformational stabilization does not seem to be a property shared
by acyl-CoA dehydrogenases in general, as we did not observe any ef-
fect of glutaryl-CoA on GCD (Table S1). These differences observed in
respect to substrate stabilization among ACDHs suggest that these
proteins, although sharing a common structural fold, can in fact have
their conformational properties modulated by distinct mechanisms,
a process which possibly relates to differences in protein dynamics
(discussed below). The substrate-induced stabilization effects ob-
served for SCAD and MCAD are thus suggestive of a stabilizing mech-
anism through which local effects resulting from substrate binding to
the active site are globally propagated to the protein.

3.2. FAD but not its precursor riboflavin stabilizes ACDH

We then set to investigate if FAD, the common flavin cofactor pre-
sent in all acyl-CoA dehydrogenases, has also a stabilizing action over
the ACDH proteins. We had previously established that a slight excess
of FAD, similar to that found in patients undergoing riboflavin supple-
mentation therapy [26], has an important stabilizing effect over the
electron transfer flavoprotein (ETF) under mild thermal stress mim-
icking a fever episode, even under conditions in which the protein co-
factor site is fully saturated [14]. We have now extended this analysis
to the three acyl-CoA dehydrogenases here studied, and for the pur-
pose the DSF assays of the different proteins (at 1.2 μM final concen-
tration) were performed in the presence of a slight excess of FAD at
concentrations from 3 to 25 μM. Importantly, it should be noted that
the as purified proteins had already fully loaded flavin binding sites
(N0.9 FAD/mol). The results obtained show that FAD has a stabilizing
effect on SCAD, MCAD and GCD, resulting in considerable increases of
the Tm (Fig. 2, Table S2). In order to investigate if this stabilization is
specific for FAD or if, on the other hand, isoalloxazine-ring mediated
interactions could promote an identical effect, we have carried out
experiments using riboflavin. In these cases, no stabilization was ob-
served thus showing that at the concentrations and conditions tested,
the stabilization is not afforded generically by any flavin moiety, but
rather it is specific for FAD.

3.3. The combination of cofactor and substrate stabilization is nearly
additive

Having established that mitochondrial cofactors and metabolites
are potential stabilizers of native β-oxidation flavoprotein dehydro-
genases, we have investigated for possible synergistic effects. For
the purpose, we have analyzed SCAD without FAD added in parallel
with assays in which a moderate excess of FAD (20 μM) was included
in the assay solution; for all these conditions the additional effects of
substrates were analyzed (Fig. 3, Table S3). The results obtained show
that i) the tested combinations of compounds stabilize SCAD; and
ii) the stabilization achieved is nearly additive in respect to that ob-
served in experiments in which the effect of the molecules has been
tested individually (Fig. 3). This observation agrees with the results
described in the previous sections of this study as it confirms that
substrates and the cofactor result in protein stabilization via different
mechanisms: the former by binding to the active site pocket, and the
latter by shifting the dissociation equilibrium of the redox cofactor to-
ward the protein bound state. What is very interesting to note is that
the combination of butyryl-CoA and FAD increases substantially
the melting temperature of SCAD. This illustrates how the confor-
mation of an ACDH can be effectively rescued by small molecule
ligands, in this case natural mitochondrial metabolites at very low
concentrations.

3.4. Cofactors and metabolites prevent activity loss during mild
temperature stress

In order to be truly effective, protein stabilization by small mole-
cules must not compromise the biological activity. In some cases, a
substantial increase in the protein melting temperature corresponds
to a rigidification of the protein structure leading to decreased dy-
namics and flexibility, thus compromising biological activity [27].
An adequate stability–activity balance must thus be attained so that
a better protein conformation is not obtained at the expense of a
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trade off with enzymatic activity. In order to investigate this possibil-
ity we have carried out experiments in which GCD, MCAD and SCAD
were incubated for 1 h at 40 °C with and without FAD, in combination
with butyryl-CoA, octanoyl-CoA and glutaryl-CoA. After this period,
which simulates a mild temperature stress resembling a fever epi-
sode, the remaining enzymatic activity was measured. The results
obtained in control experiments without added molecules show
that these are rather destabilizing conditions as after this incubation
the enzymes had low residual activities: 48% for GCD, 31% for MCAD
and 49% for SCAD (Fig. 4, Table S4). For all cases, this activity decay
was prevented if FAD was present at low concentrations (20 μM) dur-
ing the thermal stress. Likewise, the preferred substrates (octanoyl-
CoA for MCAD and butyryl-CoA for SCAD) also prevent activity loss
and, when in combination with the flavin cofactor, an enzymatic acti-
vation is observed. These results are in agreement with the increased
melting temperatures and show that the conformational stabilization
does not sacrifice catalytic activity. In this respect, it is interesting
to note that non-optimal substrates withheld activity during the tem-
perature stress assay at 40 °C. This is for example the case of butyryl-
CoA for MCAD: at 20 μM it yields a modest increase in the melting
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temperature (ΔTm≈+2 °C), but under identical conditions it pre-
vents activity loss during 1 h incubation at 40 °C, affording a residual
activity of 70% (versus 30% in its absence). On the other hand, glu-
taryl-CoA, which is not a substrate for either SCAD or MCAD has no
preventive effect.

4. Discussion

In this study we have investigated the effect of mitochondrial cofac-
tors and metabolites as potential stabilizers in three acyl-CoA dehydro-
genases: GCD, SCAD and MCAD. The rationale for the study was based
on the principle that ligands and substrates that increase protein stabil-
ity and function could in theory be used as small molecule pharmaco-
logical chaperones, restoring levels of the affected proteins above
critical disease thresholds in the associated metabolic pathologies. We
have tested the hypothesis that metabolites and cofactors at micromo-
lar physiological concentrations could play this role, and we have un-
dertaken two complementary approaches: on the one hand testing
effects on protein stabilization, and, on the other, testing effects on the
protein kinetic stability upon an in vitro fever simulation.

Our results show that for MCAD and SCAD, the preferred sub-
strates and the FAD cofactor have a dramatic stabilizing effect, in-
creasing the protein thermal stability and preventing activity loss
during a mild temperature stress. Interestingly, GCD substrate bind-
ing does not seem to be coupled with overall fold stabilization,
whereas the FAD cofactor clearly does. This suggests that substrate-
binding in GCD may result in a somehow different set of conforma-
tional changes that do not yield effective stabilization as observed in
MCAD and SCAD, which reflects differences among the dynamic prop-
erties of these enzymes. In the case of SCAD, cofactor and substrate
synergistically restore stability and catalytic activity. Thus, these re-
sults clearly establish the proof of principle that cofactors and metab-
olites at physiological levels are potential stabilizers of mitochondrial
acyl-CoA dehydrogenases. The fact that these substantial effects take
place at near physiological concentrations of the compounds, which
have the same magnitude as the Km for the most effective enzyme–
substrate pairs, strongly suggests that the maintenance of a high ac-
tive site occupancy is an effective stabilizing strategy for SCAD and
MCAD. Interesting to note is the fact that in the case of SCAD patients
there is accumulation of butyryl-CoA byproducts such as ethylmalo-
nic acid (EMA) in the cells, blood and urine [28-30]. Therefore, pa-
tients could potentially benefit of a treatment that would increase
the intra-mitochondrial level of butyryl-CoA or by a substrate analog
which would have the ability to stabilize the enzyme. The



No 
co

m
po

un
d

FA
D

But
yr

yl-
CoA

But
yr

yl-
CoA

+F
AD

O
ct

an
oy

l-C
oA

O
ct

an
oy

l-C
oA

+F
AD

G
lu

ta
ry

l-C
oA

G
lu

ta
ry

l-C
oA

+F
AD

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

R
es

id
u

al
 a

ct
iv

it
y 

af
te

r 
1h

 a
t 

40
o
C

 (
%

)

 SCAD

 MCAD

 GCD

Fig. 4. Rescue of ACDH activity following thermal stress by metabolites and FAD. The residual activity after thermal stress (1 h at 40 °C) was determined for GCD, MCAD, and SCAD
with no compound added or in the presence of FAD (20 μM), and butyryl-CoA, octanoyl-CoA and glutaryl-CoA (20 μM), the latter also in combination with FAD (20 μM). Protein was
added to the solutions right before the incubation at 40 °C (final concentration was 1.2 μM). Values for residual activity were calculated in relation to activity at time zero, for each
condition. See Materials and methods for details and supplementary materials for tables.

1662 T.G. Lucas et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1812 (2011) 1658–1663
competition effect of a substrate analog over the native substrate
would be overcome by the fact that its binding would increase pro-
tein stabilization and result in a higher level of correctly folded pro-
tein in the mitochondria with extended lifetime, thus surpassing a
certain functional threshold below which there is dysfunction and
disease. Thus developing such substrate analog compounds would
be potentially beneficial to patients. In fact the same role could be
played by inhibitors, such as in the case of those that have been devel-
oped and are used therapeutically to treat for example lysosomal dis-
orders, such as Gaucher disease. In the latter case, inhibitor molecules
bind to folding variants of the affected glucocerebrosidase enzyme,
increasing their thermodynamic and kinetic stability, thus favoring
their correct trafficking and an increase of enzymatic function above
a critical disease threshold [31–32]. Other relevant modes of pharma-
cological rescue of metabolic disorders focus on increasing protein
expression levels, which could also be a possibility in respect to in-
creasing the levels of enzyme, even if partially catalytically impaired.
As an example, bezafibrate was shown to induce both mRNA and pro-
tein expression levels of VLCAD and CPTII in deficient fibroblast [33],
and has also proved to be effective in patients [34].

In the present case, the highly stabilizing effect of FAD is sugges-
tive of a direct effect in the proteins, which corroborates the view
that dietary administration of high doses of the riboflavin precursor
results in an intracellular increase in FAD levels [26] is in fact poten-
tially beneficial for patients suffering from inherited acyl-CoA
dehydrogenase deficiencies. Although comprehensive studies on the
clinical effects of high-dose riboflavin treatments are scarce, data
from a subgroup of patients with SCAD deficiency is not conclusive
in respect to establishing a clear relationship between high-dose ribo-
flavin treatments and clinical improvements, therefore broader and
more complete studies are needed [18]. Nevertheless, the biochemi-
cal improvements resulting from increased FAD levels, as a result of
vitamin therapy are well established, and point to a pivotal role for
this cofactor. Even low FAD:protein ratios substantially improve pro-
tein stability and sustain enzymatic activity, and presumably the
same effect takes place in disease-associated variants. One could
speculate if whether FAD could be a general regulator of β-oxidation.
Under this hypothetical scenario, increased steady-state levels of β-
oxidation enzymes could be induced by high FAD concentrations,
both as a result of a direct stimulatory effect of FAD over translation
[35] and also by significant increase in protein stability promoted by
FAD, that would inhibit protease-mediated protein degradation.
Future experiments will contribute to clarify this hypothesis.

The data here collected suggests that cofactor dissociation during
thermal stress may be compensated by exogenous FAD, which can
be provided by riboflavin treatment [26]. The relevance of our obser-
vations is that a very significant stabilization is achieved at FAD con-
centrations (20 μM) which are within the physiological cellular range
[25]. This stabilization effect arises probably from a shift in the equi-
librium between bound and unbound cofactors, in the direction that
favors the bound form resulting in an improvement of the stability
of the protein. Important to note is that in our experiments the initial
proteins had 95% occupancy of the flavin binding site; therefore, FAD
is stabilizing the holo form of the protein, in contrast with the well
described stabilization of apo forms by respective cofactors. Mecha-
nistically, the effect of FAD might be interpreted in respect to the
principle of ligand-based kinetic stabilization; the availability of the
FAD cofactor results in an equilibrium shift toward the bound state,
further promoted by the fact that binding of a molecule to the active
pocket contributes to the kinetic stability of the protein conformation,
which further increases the end-point residual activity.

With this study we provide a quantitative measure for the FAD-
dependent stability of mitochondrial acyl-CoA dehydrogenases,
through saturation of the flavin binding site yielding conformational
and structural stabilization, therefore providing a framework that ex-
plains the fact that mature acyl-CoA dehydrogenases undergo fast
degradation under flavin-depletion [35]. Therefore, riboflavin may
be beneficial during feverish crises in patients with the short- and
the medium-chain acyl-CoA dehydrogenase as well as in glutaryl-
CoA dehydrogenase deficiencies, and treatment with substrate ana-
logs to butyryl- and octanoyl-CoAs could theoretically enhance en-
zyme activity for some enzyme proteins with inherited folding
difficulties. Future research will contribute to clarify this possibility.
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