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“Até cortar os proprios defeitos pode ser perigoso. Nunca se sabe qual é o defeito que
sustenta nosso edificio inteiro.” — Clarice Lispector

“Digo: o real nao estda na satda nem na chegada: ele se dispoe para a gente é no meio da
travessia.” - Guimaraes Rosa - Grandes Sertoes: Veredas
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RESUMO

Com aumento da expectativa de vida da populagdo humana, também ocorre o aumento de doengas
associadas a idade como as neurodegenerativas, cardiovasculares, neoplasias, dentre outras, e cresce
também a necessidade de novas terapias. Oxidantes e radicais livres estdo relacionados a diversas
doencas e uma possibilidade de tratamento ¢ a modulagdo dos niveis dessas moléculas na célula,
aumentando ou diminuindo o estresse oxidativo, para fins de protecdo ou diminuicdo da viabilidade
celular respectivamente. Para lidar com o estresse oxidativo a célula dispde de enzimas antioxidantes,
dentre elas as peroxirredoxinas (Prx), enzimas capazes de decompor hidroperoxidos (Hpx). As Prx
possuem diversas isoformas entre os organismos, em humanos, a isoforma Prx2 aparenta ter um papel
de extrema importancia em razdo de sua alta abundancia em determinados tipos celulares (e.g. ¢ a
terceira enzima mais expressa em eritrocitos) e alta reatividade sobre hidroperoxidos (k = 10"3M!s).
Por outro lado, também ja foi observada sua superexpressdo em tecidos tumorais, indicando um papel
protetor realizado pela Prx2 contra o estresse oxidativo em células neoplasicas, o que permite a
progressao de tumores. A HsPrx2 pertence a classe das 2-Cys Prx tipicas, e estruturalmente sdo
homodimeros obrigatdrios que realizam a decomposicao de seus substratos (hidroperoxidos) através de
uma cisteina reativa denominada cisteina peroxidasica (Cp). Apos a decomposi¢do ¢ formado dacido
sulfénico (Cp-SOH) que condensa com uma cisteina adicional localizada no monémero complementar,
formando um dissulfeto intermolecular. Sob altas concentragdes de Hpx, dois ou trés substratos sdao
decompostos rapidamente pela enzima, formando cisteina acido sulfinico (Cp-SO,H) ou sulfonico (Cp-
SO;H), levando a perda de atividade peroxidasica da HsPrx2. Ja foram descritos como substratos desta
enzima moléculas inorgénicas como o perdxido de hidrogénio (H2O,) e peroxinitrito (NOOH); bem
como peroxidos sintéticos, como hidroperdxidos de cumeno (CHP) e fert-butil (-BOOH), contudo
ainda ndo foram avaliados hidroperoxidos organicos biologicos, como os de lipideos, considerados de
extrema relevancia por participarem de vias de sinalizagdo de processos inflamatoérios, coagulagdo,
hipertensdo dentre outros. Neste contexto, uma alta afinidade por perdxidos organicos bioldgicos pode
facilitar a hiperoxidacdo de HsPrx2 mesmo em baixas concentragdes, tornando estes hidroperdxidos
possiveis inibidores biologicos da enzima. Neste trabalho, inicialmente, efetuamos um levantamento da
literatura de quais seriam os substratos bioldgicos mais importantes para HsPrx2. Foram efetuadas
simulagdes computacionais de acoplamento (docking) molecular que indicaram que Hpx derivados de
lipideos de cadeia longa poderiam ser substratos com alta afinidade para HsPrx2 uma vez que os
resultados revelaram, dentre outros fatores, grande proximidade de sua fungdo peroxido ao Sy do
residuo catalitico de Prx2 (~ 3 A) bem como uma baixa energia livre de Gibbs (AG entre -4.8 e -6.1
cal/mol). Para avaliar bioquimicamente os Hpx derivados de lipideos como substratos de Prx2,
expressamos e purificamos a enzima recombinante de humanos em conjunto com o sistema redutor de
leveduras (ScTrx e ScTrxR1). Por meio do ensaio de oxidagdo do NADPH determinamos de forma
comparativa as constantes cinéticas utilizando H>O,, CHP, Hpx de 4cido oleico (Ol-OOH) e linoleico
(Li-OOH e Li-OOH)) muito abundantes em células eucarioticas. O Ky foi determinado como 104 —
89 M! para H,O, e CHP e variou de 16 — 23 M™! para Hpx de lipideos, indicando que para a satura¢do
enzimatica sdo necessarias menores concentracdes de Hpx de lipideos. O Kcu para as moléculas
lipidicas foi sensivelmente menor (0,03 — 0,05 s') em comparagio com H,O, e CHP (0,3 — 0,6 s!), o
que pode estar relacionado a um grupo de saida mais volumoso. Por meio de ensaios de fluorescéncia
intrinseca determinamos as constantes de oxida¢do da HsPrx2, como 1037 para CHP ¢ Hpx de 4cido
oleico. Em conjunto, nossos resultados revelam pela primeira vez que os hidroperoxidos de lipideos
podem néo s6 ser substratos de peroxirredoxinas humanas, como também possuem maior afinidade pela
enzima que H,O, e CHP, amplamente estudados.
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1. INTRODUCAO

1.1 Estresse oxidativo e caracteristicas dos hidroperéxidos organicos

Para a manutengdo da homeostase redox da célula, é necessario o controle constante dos niveis de
oxidantes celulares. Em situacdes de desbalango, ocorre o estresse oxidativo, que pode ser definido
como a variagdo transitoria da concentragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Sies et al., 2022).
Esse aumento pode ser controlado, como aqueles relacionados a eventos de sinalizacdo redox
fisiologicos (eustresse); ou de modo desordenado e suprafisiologico (diestresse), causando sinalizagdo
aberrante ou interrompida, o qual a longo prazo possui efeito patologico (Sies ef al., 2022). As EROs
sd0 uma familia heterogénea de moléculas derivadas de oxigé€nio molecular capazes de oxidar todos os
tipos de biomoléculas, e sdo geradas por diversos processos biologicos, dentre eles o metabolismo
respiratorio da célula, na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, que forma o radical anion
superoxido (0,*), convertido em peroxido de hidrogénio (H,0O») pelas superoxido dismutases (SOD)
(figura 1) (Sies ef al.,, 2022). Em proteinas o peroxido de hidrogénio ¢ um oxidante de residuos de
cisteina, em alguns casos também metioninas, possuindo um papel fundamental em diversas vias de
sinalizacdo redox associadas a apoptose, crescimento e diferenciagdo celular (Finkel, 2003; Sies et al.,
2022). Apesar dos trabalhos focarem principalmente no H,O,, existem diversos outros hidroperoxidos
gerados no ambiente celular. De fato, os Hpx sdo um grupo heterogéneo de moléculas formadas através
da oxidagdo de diversas biomoléculas por processos quimicos ou por agdo enzimatica. Sua
representacdo € feita pela formula geral R-OOH (Halliwell & Gutteridge, 2015; Seifried et al., 2007),
onde o grupo R (radical) pode ser um elemento quimico, como por exemplo peroxinitrito (NOOH) e
peroxido de hidrogénio (HOOH), ou um grupo organico derivado de diversas moléculas bioldgicas
como aminodcidos (AA-OOH), nucleotideos (Nt-OOH), proteinas (P-OOH) ou lipideos (Lp-OOH),
sendo os ultimos os Hpx orgédnicos mais abundantes nos seres vivos (Davies et al., 1995; Finkel, 2003;
Halliwell & Gutteridge, 2015; Seifried et al., 2007). Quando estdo em concentragdes elevadas no
ambiente celular, os Hpx s@o altamente toxicos por induzirem reagdes em cadeia de peroxidagdo
(Davies, 2005; Halliwell & Gutteridge, 2015). O principal efeito toxico dessas moléculas ocorre de
modo indireto através de reagdes quimicas como as de Fenton e Haber-Weiss com metais de transi¢ao
como o Fe?*, gerando espécies radicalares como o radical hidroxila (‘'OH) (Davies et al., 1995; Finkel,
2003; Halliwell & Gutteridge, 2015; Seifried et al., 2007). O radical ‘OH ¢é uma espécie altamente
reativa, capaz de oxidar carboidratos, lipideos, proteinas ¢ DNA (Davies et al., 1995; Davies, 2005;
Halliwell & Gutteridge, 2015; Seifried et al., 2007).

Com o aumento de EROs, especialmente na presenga de fons de Fe?*, ocorre a indugio de peroxidagdo
lipidica, através da retirada sist€émica de hidrogénios ou adi¢do de oxigénio (Catala, 2012). Cabe
ressaltar que moléculas de acidos graxos insaturados sdo mais passiveis de sofrer peroxidacao lipidica,
por possuirem ligagdes mais fracas (Catala, 2012; Gurr et al.,, 2003). Este processo produz Hpx de

lipideos, que também podem iniciar a reagdo de abstracdo de hidrogénio de outros lipideos, através do
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mecanismo de propagagdo, que pode causar danos irreversiveis as membranas celulares por conta da
perda de fluidez, podendo até culminar no seu rompimento, como ilustrado na figura 1 (Catala, 2012;

Su et al, 2019).
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Figura 1: O diestresse oxidativo pode causar danos irreversiveis a célula, por degradar DNA, biomoléculas e
membranas, eventualmente causando sua ruptura. Possui como causa a alta concentragdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), como o perdxido de hidrogénio que é continuamente gerado pelo metabolismo respiratério da
célula. Primeiramente ocorre a producdo do radical anion superoxido que é convertido em H,O; pelas superoxido
dismutases. Apesar do H>O, ndo ser considerado um radical livre, possui alto potencial reativo, gerando espécies
muito deletérias como a hidroxila (¢OH), por meio das rea¢des de Fenton ¢ Haber-Weiss. Por sua vez, as EROs
reagem com a bicamada lipidica ocasionando sua peroxidacdo lipidica que através do mecanismo de propagagio
leva ao aumento exponencial deste peroxido organico. Para manter o controle da concentracdo de oxidantes, a
célula possui uma gama de enzimas antioxidantes, como as Prx2, que sdo encontradas no citosol e decompdem
Hpx através do seu grupamento tiol, abstraindo um oxigénio do hidroperdxido. A figura foi elaborada utilizando
o programa Biorender (https://biorender.com).

1.2 Relevincia biolégica dos hidroperodxidos orginicos

As doencas neurodegenerativas como as de Alzheimer e Parkinson vém se tornando mais comuns a
medida que a expectativa de vida da populacdo aumenta (WHO, 2021), com isso cresce a necessidade
de estudos sobre mecanismos moleculares que atuam na evolucdo da patologia, visando retardar sua
progressdo e diminuir sua agressividade (Liu et al., 2020). Neste contexto, os Hpx sdo altamente
relevantes por participarem de vias apoptdticas e por promoverem estresse oxidativo, aumentando a
les@o e danos nos neurénios (Liu et al., 2020).

No caso do cancer, dados da Organizagdo Mundial da Satde (OMS) mostram que no ano de 2020 houve
10 milhdes de mortes pela doenga, sendo ela a segunda maior causa de morte no ocidente (WHO, 2020).

7

O tratamento de neoplasias ¢ especialmente desafiador em razdo da complexidade para encontrar

biomoléculas alvo que ndo afetem as células saudéveis, visto que células tumorais sdo originadas pelo
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acimulo de mutagdes em genes que controlam apoptose, proliferacdo e instabilidade gendmica
(Clemente et al., 2020; Cruz-Gregorio et al., 2021; Hussain et al., 2003). Nesta linha, trabalhos
demonstram que o aumento das concentragdes celulares de Hpx pode explicar, pelo menos em parte,
caracteristicas de células neoplasicas, visto que essas moléculas estdo associadas a danos no DNA, o
que pode gerar mutagdes. Ha também evidéncias de que a concentragdo mais elevada de H,O; celular
pode induzir a proliferagao, resisténcia a apoptose, metastase e invasao tecidual (Clemente et al., 2020;
Cruz-Gregorio et al., 2021; Davies et al., 1995; Davies, 2005; Discola et al., 2005; Finkel, 2003;
Halliwell & Gutteridge, 2015; Hussain et al., 2003; Seifried et al. 2007).

Concomitantemente sabe-se que a modulacdo da expressdo de enzimas antioxidantes pode atuar nas
vias de sinalizagdo que os Hpx participam, uma vez que sua concentragdo, apesar de alta, deve ser
extremamente regulada, caso contrario, a célula entra em apoptose, assim sendo, células neoplasicas
possuem enzimas antioxidantes como as Prx2 super expressas (Clemente et al., 2020; Cruz-Gregorio et
al.,2021; Davies et al., 1995; Davies, 2005; Finkel, 2003; Halliwell & Gutteridge, 2015; Seifried et al.
2007; Hussain et al., 2003; Kang et al., 2017).

Os acidos graxos mono-insaturados (MUFA) e poli-insaturados (PUFA) de cadeia longa sdo de extrema
importancia, pois estdo presentes nas membranas celulares, participando da mediagdo de processos
fisiologicos e inflamatdrios sendo precursores de eicosanoides (Carvalho et al., 2019; Gurr et al., 2003).
A retirada destas moléculas da membrana e peroxidacgao destes lipideos gera hidroperoxidos (Gurr et
al., 2003). Seu perfil e distribuigdo afeta a fluidez de membrana e sua permeabilidade a agua (Carvalho
et al., 2019). Os MUFAs (acido oleico — @ 9) podem ser sintetizados pelo organismo, ja os PUFAs
(4cido linoleico e linolénico — @ 3 e 6) ndo, portanto sua incorporagdo ocorre apenas através da
alimentagdo, por isso sdo denominados “acidos graxos essenciais” (Carvalho et al., 2019; Gurr et al.,
2003; Nelson et al., 2019). Apos sucessivas reagdes de alongamento e dessaturagdo, estas moléculas
originam acido araquidonico (AA), acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaenoico (DHA),
que sdo eicosanoides (mediadores inflamatorios e de coagulagdo através da formagdo de leucotrienos,
tromboxanos, prostaglandinas, prostaciclinas e lipoxinas) figura 2 (Carvalho et al., 2019; Gurr ef al.,
2003; Nelson et al., 2019; Raff, Levitzky, 2012).

Como evidenciado na figura 2, a formagdo de Hpx e redugdo em um grupamento hidroxila (OH) € um
importante passo para gerar moléculas biologicamente ativas. Portanto o estudo da reatividade da Prx2
com essas moléculas ¢ de extrema importancia para o entendimento do funcionamento de vias ainda

ndo totalmente compreendidas e de processos que possivelmente a Prx2 possa participar.
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Figura 2: Ciclo do é4cido araquiddnico. O acido araquidonico ¢ retirado da membrana celular pela a¢do de
fosfolipases através de hidrdlise. Pode ser metabolizado pela via das lipoxigenases (LOX), que catalisam a
formacao de Hpx de 4cido araquidénico (HPETE), posteriormente originando leucotrienos e lipoxinas; ou pela
via das ciclooxigenases (COX) que catalisa reagdes da molécula com O, formando Hpx e quebrando duplas
ligagoes para dar origem a PGG2 (prostaglandina precursora) que posteriormente serd reduzida pela propria COX,
originando prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos. A figura foi elaborada utilizando o programa Biorender
(https://biorender.com).

Um aspecto importante também, reside no fato de que a peroxidacdo lipidica ¢ aumentada em
determinados tipos de cancer como o de colon (Skrzydlewska et al., 2005), bem como as lipoxigenases
(15-LOX e 12-LOX) possuem papeis relevantes como enzimas produtoras de moléculas de sinalizagdo
tumorigénicas, permitindo o desenvolvimento da neoplasia (Clemente et al., 2020). Farmacos que
promovem a inibi¢do destas enzimas tém se mostrado promissores ao impedir a progressdo tumoral
(Che et al., 2016; Lu et al., 2018). De forma geral, os trabalhos acima indicam que os peroxidos de
lipideos apresentam relagdo importante com neoplasias. Neste contexto, o estudo de proteinas capazes
de decompor Hpx, como a HsPrx2, torna-se muito relevante, visto que também pode ser alvo

terapéutico.

1.3 Peroxirredoxinas, substratos e caracteristicas estruturais

As peroxirredoxinas sdo enzimas antioxidantes que se destacam por serem altamente expressas em
diversos tecidos e tipos celulares (Schroder, et al., 2000), possuirem ampla distribuigdo celular, sendo
encontradas no citosol, reticulo endoplasmatico, peroxissomo, nucleo, associada a membranas e
mitocondrias (Day et al., 2012; Romanello et al., 2003). Em humanos, e de forma geral em mamiferos,

jé foram descritas 6 isoformas (Prx1-Prx6). Estas enzimas nao possuem grupamentos prostéticos e sao
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capazes de decompor os substratos utilizando um residuo de cisteina reativo denominado de cisteina
peroxidasica (Cp). Apesar de compartilharem aspectos comuns, as peroxirredoxinas sdo estruturalmente
e funcionalmente diversas ¢ podem ser divididas em trés classes: Prx 1-Cys, enzimas diméricas que
possuem apenas a cisteina peroxidasica (Cp); as Prx 2-Cys tipicas, também homodimeros que possuem
uma cisteina adicional (Cr) formando um dissulfeto intermolecular com o mondmero complementar; e
as 2-Cys atipicas, que podem ser diméricas ou monoméricas, e formam um dissulfeto intramolecular
(Poole & Nelson, 2016). A isoforma Prx2 em humanos (HsPrx2), pertencente a classe das 2-Cys tipicas,
¢ a mais abundante em diversos tipos celulares, de fato em eritrocitos chega a ser a terceira proteina
mais abundante (Bryk & Wisniewski, 2017; Day et al., 2012; Poole & Nelson, 2016; Romanello et al.,
2003; Schroder, et al., 2000), Outro aspecto importante desta proteina € a sua diversidade de substratos,
enquanto outras peroxidases como a catalase (Cat) decompde apenas H,O», as Prxs tém a capacidade
de decompor hidroperoxidos como o peroxinitrito, peroxido de monocarbonato e de perdxidos
derivados de constituintes celulares organicos ou mesmo perdxidos orgénicos sintéticos (Day et al.,
2012; Kang et al., 2005; Monteiro et al., 2007; Romanello et al., 2003; Truzzi et al., 2019).

Comparando a eficiéncia/especificidade enzimatica sobre substratos de enzimas antioxidantes, observa-
se que enquanto a catalase (Cat) s6 é capaz de decompor H>O, com constantes de 10° M's™!, as Prxs
possuem constantes entre 10”M's”! (figura 3) (Hall ez al., 2009; Romanello et al., 2003). Por sua vez,

as Gpx possuem abundancia notadamente menor quando comparada com as Prx (Griffiths et al., 2014).

A o’/o'r‘ B) o e C)><O\"'o v D) A\ < >
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=
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)
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S
.
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Figura 3: Estrutura de alguns substratos ja identificados para as Prx. A) Peroxido de hidrogénio; B) peroxinitrito;
C) hidroperoxido de fert-butil (t-BOOH); D) hidroperéxido de cumeno (CHP); E) hidroperdxido de urato; F)
hidroperéxido de tirosina; G) hidroperdxido de colesterol; H) hidroperoxido de acido oleico e I) hidroperéxido
de acido araquidonico. As representacdes graficas foram geradas com o auxilio do programa Molview
(https://molview.org/).

Para hidroperoxidos orgénicos, em especial os mais hidrofébicos como hidroperoxidos de lipideos, as
informacodes existentes sdo muito escassas em razdo da dificuldade de obtengao ¢ utilizagdo em ensaios
bioquimicos, por conta da sua alta hidrofobicidade. Os estudos, portanto, se concentram em peréxidos
organicos sintéticos como os hidroperoxidos de tert-butil (¢-BOOH) e cumeno (CHP) (figura 3C e 3D)
(Carvalho et al., 2017). Contudo, resultados para Prx2 utilizando substratos volumosos como analogos
de base (figura 3E) e derivados de aminoacidos (figura 3F) demonstram que esta enzima ¢ capaz de

decompo-los eficientemente (Carvalho ef al., 2017; Carvalho et al., 2017; Peskin ef al., 2010; Tairum

et al., 2016). No caso de hidroperdxidos de lipideos de importancia biologica (figura 3G-3I) ja foi
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evidenciado que algumas Prxs de microrganismos sdo capazes de decompor estes substratos com alta
eficiéncia (Oliveira et al., 2021), entretanto estes resultados sdo indisponiveis para isoformas de

mamiferos.

1.4 Aspectos estruturais e moleculares do sitio ativo de Prx 2 -Cys tipicas

A HsPrx2, tal como todas as enzimas do tipo das Prx 2-Cys tipicas, tem como unidade funcional um
homodimero obrigatdrio que utiliza para decompor seus substratos, um residuo de cisteina altamente
reativo, Cp°! (a numeracio dos residuos se refere a isoforma HsPrx2), associada a Cr!”* do mondmero
complementar, forma um dissulfeto intermolecular (Cp-S-S-Cr). Sua alta reatividade advém de outras
interacdes com dois residuos, uma Thr*® e Arg!?’, os quais sdo capazes de desprotonar a Cp, formando
um tiolato (Cp-S°) (Monteiro et al., 2017; Peskin et al., 2010; Romanello et al., 2018). O conjunto destes
trés aminoacidos (Thr*, Arg!'?’, Cp°!) é denominado triade catalitica (figura 4B-D) (Hall et al., 2009;
Wood et al., 2003). Apesar de serem homodimeros obrigatérios, as Prx 2-Cys tipicas, como a HsPrx2
sdo ativas como peroxidases em sua forma decamérica, formada pela associagdo de 5 homodimeros.
Curiosamente, os residuos envolvidos na catalise estdo localizados na interface entre os dimeros que se
dissociam quando a enzima decompde hidroperoxidos (Hall ez al., 2009; Wood et al., 2003). Essa
caracteristica faz com que o microambiente do sitio ativo seja formado por residuos do dimero
obrigatorio bem como residuos do dimero adjacente que ajudam a estabilizar os ligantes ou substratos
(figura 4D) (Hall et al., 2009, Wood et al., 2003). Apos a decomposi¢do dos Hpx, o decamero de
HsPrx2 se dissocia em dimeros (figura 4C) os quais sdo reduzidos pelo sistema Trx-TrxR (Oliveira et
al., 2004; Oliveira et al., 2010) para retornar a sua atividade catalitica, voltando ao estado decamérico

(Hall et al., 2009, Wood et al., 2003).

de Prx 2 humana, em cartoon (PDB: 1QMV). Os mondmeros estdo representados em cores diferentes. B) Detalhe

do sitio ativo que mostrando a disposigdo dos residuos da triade catalitica no sitio ativo: Thr, Cp®!, Arg!'?’,

representados em esferas e coloridos da seguinte forma: C = cor igual a unidade monomérica, N= azul, O =
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vermelho e S = amarelo. C) Modelo de HsPrx2 em sua forma oxidada, formando dimeros, que estao representados
em cores diferentes (purpura claro e rosa). D) Prx2 representada em surface, onde o microambiente do sitio ativo
forma uma cavidade, sendo composto por residuos do homodimero funcional obrigatorio e do dimero adjacente.
O homodimero contendo Cp e Cr estdo representados por cores distintas (purpura claro e rosa), o mondémero do
dimero adjacente (azul claro). Os residuos do sitio ativo estdo coloridos da seguinte forma: Thr*® = vermelho, Cp>!
= amarelo e Arg'?’ = azul. As representacdes graficas foram criadas utilizando o PyMol (www.pymol.com).

1.5 Hiperoxidacio de Prx2 e switching funcional

Em caso de altas concentragdes de H,O», em alternativa ao dissulfeto intermolecular entre Cp € Cr, pode
ocorrer a hiperoxidagdo, quando dois Hpx sd3o decompostos rapidamente pela enzima, resultando na
formacao de cisteina acido sulfinico (Cp-SO,H). No caso de HsPrx2, e de 2-Cys tipicas de eucariotos
de forma geral, este intermediario pode ser reduzido pela sulfirredoxina (Srx) que fara a conversao de
4cido sulfinico em 4cido sulfénico em constantes de 10*M!s™! (figura 5) (Lowther, Haynes, 2011; Woo
et al., 2003). Também ¢ possivel a formagao de cisteina acido sulfonico (Cp-SO3H), quando a enzima
decompde trés Hpx, sendo um estado considerado irreversivel pois ainda ndo sdo conhecidas enzimas

capazes de reverter esta espécie, portanto a Prx inativa ¢ degrada (Findlay et al., 2005; Lee et al., 2013).

0

JL Baixas concentragoes de Alras concentragdes de
H /\[ ~OH hidroperdxidos hidroperéxidos
NH
Acido sulfénico Tiol Acido sulfinico
Cysi Cys, Cysy
—=SOH > SH = _SO.H
R-OOH 2R-0O0H 2R-OH
Cyse
—SH L—_SH
Cyse
OH Redugo pel
3o pelo
Srx sistemna Srx
Cyse +ATP
dissulfeto pelo —SH
sistema Trx
Acido
Sulfénico

Figura 5: Aspectos moleculares da oxidagdo e hiperoxidagdo das 2-Cys Prx tipicas. Em baixas concentra¢des de
hidropero6xidos, ocorre oxidagdo do tiol de Cp em cisteina acido sulfénico (Cp-SOH) a qual condensa com Cgr
resultando na formag@o de um dissulfeto intermolecular entre as duas subunidades do homodimero com
consequente liberagdo de agua e do grupo de saida do hidroperéxido (R-OOH). O dissulfeto entdo é reduzido pelo
sistema Trx, que retorna as cisteinas a tiol. Em altas concentragdes de hidroperdxidos ocorre a hiperoxidacao de
Cp, onde ha a incorporagdo de dois oxigénios no grupamento tiol da Cp (Cp-SO,H), neste caso a reducao ocorre
pelo sistema Srx, que ¢ lento e dependente de ATP, retornando a cisteina a dcido sulfénico o qual forma um
dissulfeto com Cr o qual pode ser reduzido pelo sistema Trx. A figura foi elaborada utilizando o programa
Biorender (https://biorender.com).

Estudos recentes mostram que Hpx orgénicos sintéticos como t-BOOH e CHP hiperoxidam a HsPrx2
em taxas consideravelmente maiores que peroxidos hidrofilicos como NOO™ e H»O,, estes dados
sugerem que hidroperoxidos organicos no geral tém maior capacidade de hiperoxidar a HsPrx2 que
peréxidos inorganicos (Ishida et al., 2019). Apesar de estudos que investigam atividade/inativagido de
HsPrx2 s6 terem sido efetuados com Hpx organicos sintéticos e inorganicos, a hiperoxidagdo por
substratos organicos bioldgicos ¢ de grande importancia em aspectos como a sinalizagcdo celular. De

fato, o sistema redutor Trx envolvido na redugdo das Prx também responde pela ativagdo redox de
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muitos substratos envolvidos com o reparo de DNA (ribonucleotideo redutase), reparo de proteinas
(metionina sulfoxido redutase), kinases e fatores de transcri¢do envolvidos na sinalizagdo celular
(Conway et al., 2015; Day et al., 2012; Lee et al., 2013). Neste contexto, uma vez que HsPrx2 é muito
abundante na célula, sua hiperoxidagdo disponibiliza o sistema Trx para ativagdo redox de outras
moléculas que permitem a sobrevivéncia da célula ou levam a apoptose (Conway et al., 2015; Day et
al.,2012; Lee et al., 2013; Netto et al., 2016).

Outra questao relevante ¢ que quando a HsPrx2 esta hiperoxidada, ocorre o switching funcional de
peroxidase para chaperona molecular. Neste contexto a enzima sofre intensa oligomerizagao assumindo
a forma de cilindros ou esferas (figura 6) (revisado em Oliveira ef al., 2021). Uma vez que esta fungdo
reconhecidamente estd envolvida com o enovelamento de proteinas, acredita-se que este switching
proteja proteinas de danos quanto a célula se encontra em estresse oxidativo. Adicionalmente, acredita-
se que a modulacdo controlada da mudanca de atividade de peroxidase para chaperona pode ser
importante em terapias de doengas neurodegenerativas como Alzheimer e doenga de Creutzfeldt-Jakob
onde pode ocorrer o enovelamento incorreto de proteinas e peptideos, levando ao acimulo de grandes
agregados e formacdo de placas proteicas, prejudicando o funcionamento dos neurdénios (Conway et al.,

2015; Detienne et al., 2018; MacDiarmid et al., 2013; Trotter et al., 2008).

Atividade de peroxidase
o B
A) « D ﬂ_;;,f )
2S04 105ac)
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Redugdo (Srx+
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Reestabelecimento da
homeostase REDOX

Espécies hiperoxidadas com atividade de chaperona

Figura 6: Aspectos funcionais e estruturais de enzimas Prx 2-Cys tipicas. A) Quando reduzidas as Prx 2-Cys
tipicas encontram-se como decameros e apta a reduzir os substratos. B) A decomposic¢do de hidroperoxidos resulta
na formag@o de dissulfetos, o que leva a dissociag@o dos decdmeros em dimeros. C) Sob elevadas concentragdes
intracelulares de hidroperoxidos ocorre a hiperoxidagdo de Cp em cisteina acido sulfinico (Cp-SO,H), com
concomitante perda da atividade peroxidasica e com ganho da atividade de chaperona. Quando hiperoxidada, as
Prx 2-Cys tipicas podem formar complexos de alto peso molecular através de intensa oligomerizagdo. O
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restabelecimento da homeostase redox permite a redugdo de Cp-SO,H pela enzima sulfirredoxina. As
representagdes graficas foram criadas utilizando o PyMol (www.pymol.com).

Recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou que 2-Cys Prx tipicas eucaridticas sdo muito mais
suscetiveis a hiperoxidacdo por hidroperdxidos organicos sintéticos (Tairum et al., 2021). Curiosamente
alguns trabalhos presentes na literatura revelam que Hpx de lipideos como o acido linoleico, oleico e
araquidonico possuem grande afinidade por tiol em proteinas de microrganismos (Longo et al., 2020;
Reyes et al.,2011) e sdo capazes de hiperoxidar estas proteinas mesmo em baixas doses (Oliveira et al.,
2004; Alegria et al., 2017). No entanto, at¢é o presente momento nenhum trabalho atentou para
determinar a afinidade de Prx humanas por hidroperéxidos organicos. Neste contexto, o conhecimento
de substratos bioldgicos das 2-Cys Prx tipicas pode levar a identificagdo de peroxidos de lipideos que
podem desencadear a hiperoxidagdo de isoformas humanas com fins terapéuticos. De fato, ja é bem
conhecido que certos farmacos sdo capazes de promover a peroxidagdo lipidica, e neste contexto em
determinadas situagdes eles poderiam ser utilizados para inativar a atividade peroxidasica e ativar a
atividade de chaperona molecular (Gram & Fouts, 1996; Wendel & Feuerstein, 1991).

Cabe ressaltar que esta area de estudo carece mesmo de simulagdes computacionais de ligacdo de
substratos ao sitio ativo. De fato, trabalhos de andlises de docking molecular para a estrutura
cristalografica da HsPrx2, as simulagdes foram efetuadas utilizando a enzima em sua forma
monomeérica (Forli et al., 2016) ou dimérica (Hou et al., 2014; Lee et al., 2019; Zhu et al., 2019), este
fato traz questionamentos visto que em seu estado ativo a HsPrx2 se encontra em estado decamérico e
sitio ativo da proteina se localiza na interface de dimeros (figura 4), ou seja, € também formado por

residuos de aminoacidos do dimero adjacente que sdo importantes para a estabilizacdo de um ligante.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos avaliar comparativamente a afinidade de hidroperéxidos organicos
de relevancia biologica pela Prx2 de humanos por meio de simulagdes computacionais (docking
molecular) e diferentes abordagens bioquimicas que avaliem tanto a atividade da enzima quanto sua

oligomerizagao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Docking molecular e tratamento da proteina

A estrutura cristalogréafica da HsPrx2 e as coordenadas dos compostos foram obtidas no banco de dados

PDB (co6digo PDB: 1QMV) e no PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), respectivamente. Para
estruturas de Hpx ndo disponiveis foram determinadas utilizando a ferramenta MolView

(https://molview.org/). A estrutura da HsPrx2 obtida no PDB foi tratada removendo as moléculas de

agua bem como adicionando apenas hidrogénios polares com o auxilio do programa AutoDockTools-
1.5.6 (Trott & Olson, 2010). O &cido sulfinico (SO;H) encontrado na cisteina peroxidasica foi
substituido por tiol (SH) utilizando o Pymol. A caixa utilizada para a ancoragem (docking) foi de 30 %
30 x 30 A e teve como origem a cisteina peroxidasica de cada mondmero utilizando as coordenadas do

eixo X, y e z, sendo obtidos 20 resultados por mondmero porque estes variam em sua estrutura.

3.1.1 Analise dos resultados de docking

As analises de intera¢des entre aminoacidos e ligantes foram feitas utilizando a ferramenta LIGPLOT"
4.5.3. A viabilidade dos resultados foi avaliada no programa Chimera 1.14, (Martinez et al., 2019;
Pettersen et al., 2004) baseados na energia livre de Gibbs (AG) ¢ a distancia do grupamento perdxido
do ligante ao Sy da cisteina peroxidasica (Cp), sendo considerados #its distancias entre 2 a 8 A. Para a
selecdo do best hit, os melhores resultados foram selecionados baseado em ligantes no sitio ativo com

ligante co-cristalizado na Prx 2-Cys tipica de levedura (Tsal ligada a DTT; codigo de pdb = 3SBC).

3.2 Hidroperoxidos utilizados para os ensaios bioquimicos
A partir dos resultados de docking, foram selecionadas as moléculas com maior afinidade, que foram
os hidroperdxidos de lipideos monoinsaturados e poli-insaturados. Os hidroperéxidos de lipideos foram

gentilmente sintetizados e cedidos pelo grupo de pesquisa da Dra. Sayuri Myamoto (IQ, USP-SP).

A) ~ B) ©)

Figura 7: Hidroperoxidos de lipideos selecionados para os ensaios bioquimicos. A) Hidroperoxido de acido oleico
- Ol-OOH; B) hidroperoéxido de acido linoleico - Li-OOH); C) hidroperéxido de acido linoleico - Li-OOH. As
representacdes graficas foram geradas com o auxilio do programa Molview (https://molview.org/).

18



unesp

&ﬁﬁ IB-CLP

3.3 Expressao e purificacio

3.3.1 Plasmideos de expressao e genes de proteinas alvo
Os plasmideos utilizados para a expressao foram: pET28b para Prx 2 de H. sapiens, pET17b para Trx1
de S. cerevisiae e pPROEX para TrxR1 de S. cerevisiae.

3.3.2 Meio de cultura para bactérias

Meios de cultura: Luria-Bertani (LB): (1% triptona; 0,5% extrato de levedura (YE); 0,5% NaCl); meio
de cultura Super Optimal Broth (SOC): (2% triptona; 0,5% YE; 0,058% NaCl; 0,018% KCI; [glicose]
final de 20mM; pH7; ampicilina 100 pg/ml.

3.3.3 Expressao de proteinas em bactérias (E. coli)

Para inser¢do do plasmideo (1ul), foram utilizadas linhagens de E. coli BL21 (DE3) eletrocompetentes
que foram submetidas a transformagao por eletroporagdo a 2500 V e plaqueadas em meio de cultura
contendo agar (2%) e o antibidtico ampicilina/canamicina 50pg/ml (dependendo do plasmideo). Apos
o crescimento das bactérias, uma coldnia isolada foi retirada para crescimento em meio liquido LB. A
expressdo do gene de interesse foi induzida mediante a adi¢ao de 150 pl IPTG (1 M; [final] =200 uM
de IPTG).

3.3.4 Purificaciao de Proteinas

Foi realizada sonicagdo para o rompimento das células em 3 ciclos de (10s, seguidos de 60 de descanso)
a 30% de amplitude, num banho de gelo para neutralizar o calor produzido pelas bolhas de cavitagdo
geradas pelo equipamento. Como tampao foi utilizado (Tris 50 mM, NaCl 500 mM, pH 7.4); PMSF
como inibidor de protease (50 mM); Triton (10%) como surfactante ndo idnico para permeabilizagdo
das membranas celulares e consequente facilitagdo do rompimento das células; e estreptomicina (10%)
para a retirada dos acidos nucleicos. A amostra foi centrifugada para a exclusio de restos celulares, o
sobrenadante foi coletado para os passos subsequentes. A purificagdo foi realizada por IMAC,
utilizando colunas Hi-Trap (Cytiva Life Sciences) - cobalto, em gradiente de imidazol, uma vez que
todas as proteinas recombinantes deste estudo possuem caudas de histidina (adicionadas nos plasmideos
de expressao). Aliquotas das diferentes concentragcdes de imidazol foram coletadas e submetidas a SDS-
PAGE (12%) e amostras que apresentaram proteinas puras foram coletadas, centrifugadas em
concentrador Amicon Ultra Filter (Millipore) a 4°C, 4000 rpm por aproximadamente 30 min e
dessalinizadas em colunas PD-10 (Cytiva Life Sciences) em tampao (200 mM de NaCl e 50 mM de
Tris, pH 7.4). A quantificacdo foi feita através de espectrofotometria a 280 nm, utilizando o coeficiente
de extingdo molar de cada proteina obtido com a ferramenta  ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/) (HsPrx2 = 21555 M ! em™!; ScTrx1= 10095 M! cm!; ScTrxR1
=24660 M cm™.

19



Funesp

&‘Vﬁ IB-CLP

3.4 Ensaios bioquimicos

3.4.1 Avaliacao de hiperoxidaciao por SDS PAGE nao redutor

A avaliagdo da suscetibilidade de HsPrx2 a hiperoxidagao foi realizada através de aliquotas de proteina
previamente reduzidas com 5 mM de ditiotreitol (DTT) por uma hora. Apds a dessalinizagdo (retirada
de excesso do DTT) as aliquotas de 10 uM de HsPrx2 foram tratadas com diferentes Hpx e incubadas
durante 30s, a reacdo foi interrompida utilizando stop buffer (Tris-HCI pH 6.8, SDS 2%, NEM 50 mM,

glicerol 100%, azul de bromofenol). Todos os géis foram corridos no mesmo dia do ensaio.

3.4.2 Ensaio acoplado de oxidaciao de NADPH

Para os ensaios de oxidagdo de NADPH com HsPrx2, foi utilizado sistema redutor heterélogo de
Saccharomyces cerevisiae (Trx1 e TrxR1) (Truzzi et al., 2019). Foram adicionados 5 uM de HsPrx2
nos mixes contendo 10 uM de ScTrx1, 0.2 uM de ScTrxR1, 150 uM de NADPH, em tampao 50 mM
HEPES/pH = 7.4, 1 mM de DTPA e 100 pM de azida sddica. As reagdes foram iniciadas pela adigdo
de concentracdes crescentes de CHP, H,O, ou Hpx de lipideos (1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 75, 100, 250, 500 pM) e monitoradas a 340 nm em espectrofotometro Cary 60 UV-Vis (Agilent), a
37°C, por 6 minutos. Como controle negativo, foram utilizadas rea¢des sem a HsPrx2. Para os calculos

cinéticos e representacdes graficas utilizou-se o programa GraphPad Prism 4.

3.4.3 Cinética de oxidacdo de Prx2 de humanos por florescéncia intrinseca do triptofano

Aliquotas de HsPrx2 foram previamente reduzidas utilizando 5 mM de DTT, a 37°C, por
aproximadamente 1 hora. A retirada do DTT foi feita utilizado coluna de dessalinizagdo PD-10 (Cytiva
Life Sciences) e foi bombeado argonio as amostras para expulsar o O,. 1 uM de HsPrx2 reduzida foi
misturado com concentracdes crescentes de Hpx de Oleico e CHP em um instrumento de fluxo
interrompido (espectrofluorimetro Applied Photophysics SX 17MV acoplado a stopped flow). A reacao
de mudanca da fluorescéncia intrinseca da proteina foi monitorada a (Aex = 280 nm, emission filter >330
nm), a 25 °C em tampao (50 mM de NaCl e 50 mM de Tris, pH 7.4). A determinag@o do Kobs (1/t1) foi
feita no programa Origin 2023, a partir das hipérboles geradas pelo grafico de fluorescéncia, utilizando
uma fung¢do exponencial simples (ExpDec1 — para calculos de constantes de primeira ordem). O célculo
das constantes foi realizado pela professora Dra. Daniela Truzzi. Também foram utilizadas
concentragdes subestequiométricas de oxidante, para que melhor fosse identificado os pontos de queda

da curva de atividade enzimatica que correspondem a formagao do acido sulfénico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados de simulacées computacionais de docking molecular

Inicialmente foi realizada uma revisao bibliografica na busca de perdxidos organicos que poderiam ser
potenciais substratos de HsPrx2. Foram encontrados hidroperoxidos de tirosina, hidroperéxido de urato,
hidroperdxido de colesterol, hidroperéxido de acido linolénico, hidroperéxido de acido linoleico,
hidroperéxido de 4cido oleico, e hidroperoxido de 4cido araquiddnico como os mais relevantes
biologicamente em razdo de sua geragdo e abundéancia em sistemas bioldgicos (Brinkmann et al., 2012;
Carvalho et al., 2017; Ishida et al., 2017; Lovatt et al., 2020; Zhao et al., 2012).

E importante ressaltar que as moléculas selecionadas apresentam diferentes caracteristicas, como
tamanho, peroxidagdo em posigdes distintas, presenga de uma segunda fun¢do peréxido, nimero de
diferentes insaturagdes, e diferengas na flexibilidade, dentre outras, o que acreditamos que deve levar a
diferencgas de afinidade pela HsPrx2, que em ultima instdncia podem refletir em uma maior ou menor
sensibilidade a hiperoxidagdo de HsPrx2 para cada um deles. Estas caracteristicas sdo importantes nao
somente para se ter um aprofundamento das caracteristicas da HsPrx2, visto que esse conhecimento
pode auxiliar na triagem de inibidores que se assemelhem ao substrato com maior afinidade. Também
se torna possivel a busca por novas terapias que modulem a concentracao de oxidantes celulares,
atuando em vias de sinalizagdo especificas (Sies ef al., 2022).

As moléculas de hidroperoxidos organicos foram ancoradas utilizando o tetramero da proteina, pois em
trabalhos anteriores ja foi identificado que residuos do dimero adjacente das 2-Cys Prx tipicas auxiliam
na estabilizagdo do ligante no sitio ativo (dos Santos et al., 2022). Para realizar uma triagem das
melhores moléculas para testes bioquimicos (Tabela 1), foram consideradas as distancias do Sy da Cp
ao grupamento hidroperoxido dos ligantes (distincias 6timas entre 2-4 A, médias de 4-5 A e
insatisfatorias 6-8 A), bem como em qual classe se concentrou o maior niimero de hits (foram
selecionados os hits com distincia de 2-8 A), também foi considerado a energia livre de Gibbs (AG)
que mede a espontancidade de uma reacdo (quanto mais negativo o valor, maior estabilidade do
complexo proteina-ligante).

Vale ressaltar que apesar do 8-colesterol ter o AG mais negativo de todas os ligantes testados na best
pose, apresentou apenas 1 it na distancia 3-4 A, podendo indicar que a enzima possui alta afinidade
por moléculas hidrofébicas, contudo estas estruturas volumosas e ciclicas possuem menos liberdade de
conformagoes (Nelson, Cox, 2019), dificultando sua entrada na cavidade do sitio ativo. Todos os Hpx
que foram considerados como os melhores obtiveram a maior parte dos Aits nas distincias entre 3-4 A.
Estes resultados nos parecem bastante relevantes, pois indicam que moléculas mais flexiveis como os
peroxidos de lipideos de cadeia longa podem ser melhores substratos quando comparadas com
moléculas que apresentam estruturas ciclicas, que conferem maior rigidez. Neste sentido é possivel
observar que o pior resultado considerado foi justamente o hidroperoxido de colesterol, seguidos pelos

perdxidos derivados de base como o peroxido de urato e o perdxido de tirosina (tabela 1).
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Apesar do baixo numero de hits, boa parte dos resultados do acido araquidonico apresentaram baixa
distancia da cisteina peroxidasica, baixo AG e interacdo com todos os residuos da triade catalitica. O

alinhamento com a estrutura cristalizada com DTT da Tsal também mostrou resultado proximo ao real.

Tabela 1: Classificagdo dos resultados obtidos por docking como melhores resultados (verde), medianos (amarelo) ou
insatisfatorios (vermelho), baseados no nimero de moléculas ancoradas na regido do sitio ativo pardmetros de AG, distancia e
orientacdo entre os grupos reativos dos Hpx e o Sy de Cp de HsPrx2.

Distancia (Sy-OOH) . Best Energia livre de
= Total Hirs
Hidroperoxidos [ 34@4) | 454) | s6d) | 684 Pose Gibbs (AG)
8-colesterol
1 4 21 5 31/200 3,961 -6.5
10-4cido oleico
67 12 13 3 101/200 2,993 -4.8
10-linoleico
58 6 1 4 69/200 3.03 -5.3
10-13-linoleico
70 2 1 2 75/200 3,311 -4.9
S-araquidonico
6 4 1 0 11/200 3,352 -5.6
15-araquidonico
25 5 6 2 38/200 3.061 -6.1
13-linolénico
24 6 6 5 41/200 3.348 -4.9
Urato
19 8 4 17 48/200 3,635 -5.4
Tirosina
19 2 2 T 29/200 3,242 -4.9

Outro aspecto que merece atengao foi o elevado nimero de resultados positivos obtidos para o peréxido
derivado de 4cido linoleico contendo duas peroxidagdes. Como € possivel observar nas figuras 8 ¢ 9, o
hidroperoxido de acido linoleico com duas peroxidagdes (Li-OOH2)) se organiza de forma peculiar na
maioria dos resultados, com as duas peroxidagdes voltadas para a cisteina peroxidasica, na tabela 1 ¢
possivel constatar que 75 de 200 resultados apresentaram esta conformago. Tais dados abrem a
possibilidade desta molécula ser mais oxidante que os outros monoperoxidos (Ln-OOH, Li-OOH, Ol-
OOH), podendo apresentar maior afinidade pela enzima por possuir dois grupamentos OOH, neste
contexto também ¢é possivel que ocorra hiperoxidacdo da HsPrx2 mais facilmente, j4 que ndo
necessitaria da entrada de uma segunda molécula de Hpx no sitio ativo para formar acido sulfinico.
Caso esta hipdtese seja coerente, € possivel que os peroxidos de lipideos contendo diversas insaturagdes,
os quais estio largamente presentes nas células inclusive em membranas bioldgicas, possam representar

inibidores biologicos das Prx 2-Cys tipicas.
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Figura 8: Interacdes moleculares envolvidas na estabiliza¢do dos ligantes. As imagens geradas pelo programa
mostram as interagdes dos residuos de aminoacidos com o ligante de carater hidrofébico como semicirculos
vermelhos, ja as que apresentaram ponte de hidrogénio, o aminoacido aparece junto a uma linha pontilhada verde
com a distancia entre os atomos. A) Hidroperoxido de urato; B) hidroperoxido de tirosina; C) hidroperoxido de
cumeno; D) hidroperdxido de fert-butil; E) hidroperoxido de acido araquidénico (peroxidagdo no carbono 15); F)
hidroperoxido de acido araquidonico (peroxidag@o no carbono 5); G) hidroperdéxido de acido linoleico (duas
peroxidagdes nos carbonos 10 e 13); H) hidroperdxido de colesterol (peroxidagdo no carbono 8); I) hidroperoxido
de acido linolénico (peroxidag@o no carbono 13); J) hidroperoxido de acido linoleico (peroxidag@o no carbono
10) K) e hidroperdxido de acido oleico (peroxidagdo no carbono 10). As andlises foram efetuadas utilizando o
programa LIGPLOT".

I
Figura 9: Representagdo das interagdes moleculares dos grupos reativos de hidroperoxidos de lipideos e de grupos
polares da triade catalitica de HsPrx2. A representacdo 3D em sticks e cartoon da proteina foi criada utilizando a
ferramenta PyMol, mostrando as distancias entre o grupo reativo do hidroperoxido e da cadeia lateral de residuos
de aminoacidos da triade catalitica envolvidos na reatividade ou direcionamento do Hpx a Cp representados por
sticks e coloridos da seguinte forma: (C), amarelo (S), vermelho (O) e azul N. Para os perdxidos os atomos de O
estdo em vermelho e os de C em A) Li-OOH() = parpura; B) Li-OOH = verde e C) Ol-OOH = azul.

Tabela 2: Comparagio entre os residuos de aminoacidos com interagdes com os ligantes (de natureza hidrofobica
ou pontes de hidrogénio) detectados com a ferramenta LIGPLOT". Nesta tabela é possivel observar de maneira
geral quais residuos foram comuns aos ligantes.
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O simbolo apostrofo () representa residuos do mondmero da triade catalitica, os apdstrofos duplos (“) residuos do mondmero
complementar e o asterisco (*) residuos do dimero adjacente.

4.2 Resultados bioquimicos

4.2.1 Expressio e purificacdo de Prx2, Trx1 e TrxR1

Como descrito nos materiais e métodos, a purificacdo de HsPrx2 e TrxR1 foi realizada por IMAC, a
cauda de His possui afinidade mor metais (cobalto, carregado na matriz da coluna de purificagio)
retendo a HsPrx2 ou a TrxR1. Em seguida, ¢ feito um gradiente de imidazol (5-500 mM) que compete
com as caudas pela ligacdo com o cobalto, e as proteinas se dissociam da resina da coluna. A purificagao
da Trx1 de levedura ocorre por fervura, uma vez que esta proteina € termo resistente e em sua construgao
ndo ¢ inserida cauda de His na regido N-terminal da enzima.

Ap0s as purificagdes a eficiéncia do processo e a pureza das amostras foi avaliada por meio de SDS-
PAGE redutor (12%). Na figura 10 é apresentado um gel representativo das purificagcdes. Em média as
purificagdes produziram aproximadamente 5 mg, 22,46 mg ¢ 20,73 mg por litro de cultura celular para

HsPrx2, ScTrx1 e ScTrxR1, respectivamente.
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Figura 10: Avaliacdo da expressdo e purificagdo de HsPrx2, Trx1 e TrxR1. A) Resultado de purificagdo em SDS-
PAGE redutor (12%) das enzimas HsPrx2 recombinante contendo His-tag purificadas por IMAC utilizando a
coluna HiTrap TALON crude (Cytiva). Na primeira /ane foi aplicado o marcador de peso molecular Sigma Marker
(Sigma-Aldrich), amostra ndo-purificada (1), amostra pds-coluna (2), e subsequentemente as diferentes
concentragdes de imidazol: 5SmM (3), 20mM (4), SOmM (5), 100mM (6) ¢ 500mM (7). B) Resultado da
concentragdo de HsPrx2, Trx1 e TrxR, com aproximadamente 95% de pureza. Foi utilizado como corante
comassie blue.

4.2.2 Avaliacdo comparativa da afinidade por diferentes hidroperoxidos

4.2.2.1 Estado redox/oligomérico por SDS-PAGE nio redutor

A hiperoxidagdo foi avaliada através por meio de diferengas oligoméricas que podem ser detectadas por
SDS-PAGE nao redutor. Apesar de ser decamero quando reduzida, as interagcdes envolvidas na
manuten¢do dos homodimeros constituintes do decamero sdo efetuadas por interagdes fracas (van der
Wals, hidrofobicas e salinas) as quais sao desfeitas em SDS-PAGE em razao da desnaturagdo da enzima
pelo detergente e a migragdo ocorre como monomero. O tratamento com hidroperoxidos em dose
crescente resulta na formagdo de dimeros unidos por pontes dissulfetos intermoleculares, uma interagao
covalente que ndo é rompida pelo SDS. Ja na formagdo de acido sulfinico ocorre a migragdo em
monomeros, visto que a Cp ¢ incapaz de formar ligagdes de dissulfeto. Na figura 10 ¢ apresentado

diagrama do estado oligomérico em SDS-PAGE nao redutor em razdo da oxida¢@o da enzima.
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Figura 11: Resultado de avaliagdo de hiperoxidagdo por SDS-PAGE nao redutor. A ilustragdo representa o estado
oligomérico da populagdo de enzimas em razdo da oxidagdo do residuo de cisteina catalitica (Cp-SH — reduzida,
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Cp-S-S-Cr — oxidada em dissulfeto intermolecular e CP-SO,/O3H — hiperoxidada). Na figura é simulado a
formacao de espécies hiperoxidadas em razdo do tratamento com concentra¢des crescentes de Hpx (C1-CS8). A
figura foi elaborada utilizando o programa Biorender (https://biorender.com).
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Figura 12: Resultados de ensaios de avaliagdo de oxidagdo/hiperoxidacdo comparativa de HsPrx2 por
hidroperdxidos em por SDS-PAGE néo redutor (12%). Aliquotas de 10 pM de HsPrx2 (em tampao Tris 50mM,
NaCl 200mM) previamente reduzidas com 5SmM de DTT, foram incubadas com concentragdes crescentes de
diferentes hidroperdoxidos (H>O,, CHP, OlI-OOH, Li-OOH e Li-OOH)) por 30s. A reagdo foi interrompida
utilizando stop buffer (Tris-HCI pH 6.8, SDS 2%, NEM 50 mM, glicerol 100%, azul de bromofenol). A)
H,0,; B) Hpx de cumeno; C) Hpx de acido oleico; D) Hpx de acido linoleico; E) Hpx de acido linoleico (2). Foi
utilizado como controle da eficiéncia da reducdo a enzima depois de reduzida e dessalinizada em coluna PD-10
(Cytiva) sem peroxido (lane identificada como Prx2 reduzida). Foi utilizado como corante comassie blue.

Neste contexto, amostras de HsPrx2 previamente reduzidas com DTT e o excesso removido por
cromatografia de filtragdo em gel foram tradas com doses crescentes (1-100 uM) para os peroxidos de
hidrogénio, CHP, Ol-OOH, Li-OOH e Li-OOH;. Para H,O, e CHP também foram utilizadas
concentracdes de até 500 uM (figura 12).

Como ¢ possivel observar nos resultados (figura 12) mesmo em concentragdes bastante altas de
peroxido de hidrogénio nio ha indicios de hiperoxidagido, uma vez que a relacio mondmero para dimero
foi crescente nas doses testadas. De forma contrastante € possivel perceber a relacdo para CHP, ocorre

uma diminuicao de espécies monoméricas com 10 uM que volta a aumentar a partir de 50 uM, o que
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indica a formagdo de espécies hiperoxidadas (figura 12B). Quando se avalia os resultados dos peroxidos
derivados de lipideos de cadeia longa OlI-OOH e Li-OOH, ha um contraste em comparag¢ao com os para
H>0; e CHP. Para Ol-OOH o grau maximo de espécies diméricas detectas ocorre entre 5- 10 uM e
concentragdes superiores levam a diminui¢ao de espécies diméricas (figura 12C). Para Li-OOH se
observa situacdo semelhante nas concentragdes de 5- 10 uM, no entanto concentragdes superiores leva
0 aparecimento progressivo de espécies monoméricas sugerindo a formagdo de espécies hiperoxidadas
(figura 12D). No caso do peréxido de acido linoleico (Li-OOH(;)) contendo duas peroxidagdes os
resultados obtidos apresentaram baixa qualidade, uma vez que as bandas apresentaram aspecto difuso
e nao foi possivel fazer inferéncias com relagdo ao aumento ou diminuigdo das espécies monoméricas.
Contudo foi possivel observar dimeros em todas as concentragdes testadas, indicando que o peroxido
reage com a enzima (figura 12E). A baixa quantidade e concentracdo deste hidroperoxido impediu a
realizag¢do de ensaios adicionais.

De forma geral os resultados indicam fortemente que os perdxidos de lipideos s@o capazes de oxidar e
hiperoxidar HsPrx2 de forma mais eficiente que o H,O» ou o CHP, o que indica uma maior afinidade
para os peroxidos de lipideo. Ainda, ¢ possivel que a capacidade oxidante de Li-OOH seja maior que a
do OI-OOH, uma vez que espécies monoméricas aumentam de acordo com a concentragdo de
hidroperoxido (figura 12C e 12D). Neste contexto, pelos resultados a afinidade/capacidade de oxidagdo
¢ distinta para cada peréxido seguindo a ordem Li-OOH > OI-OOH > CHP > H,0, o que indica de
forma geral que peroxidos orgénicos, em especial os derivados de lipideos, sdo melhores substratos para

HsPrx2.

4.2.2.2 Avaliacado do potencial oxidante de diferentes hidroperéxidos e determinacao de
constantes cinéticas por meio do ensaio acoplado de oxidacao de NADPH

No ensaio de NADPH foi utilizado o sistema Trx1-TrxR1 de leveduras para reduzir a HsPrx2. Apesar
do sistema heter6logo possuir limitagdes devido ao atraso no acoplamento da HsPrx2 a Trx1, gerando
uma menor precisdo para o calculo das constantes cinéticas, analises comparativas entre os oxidantes
podem ser efetuadas (Truzzi et al., 2019).

Para avaliar se realmente o tratamento pode levar a espécies hiperoxidadas e consequentemente a perda
de atividade, previamente ao ensaio de oxidagdo do NADPH amostras de HsPrx2 foram incubadas com
100 uM dos diferentes peroxidos (H.O,, CHP, Ol-OOH, Li-OOH; exceto Li-OOH, cuja concentragao
foi de 50 pM). Em seguida as amostras foram adicionadas as reacdes contendo peroxido de hidrogénio
e o consumo de NADPH foi acompanhado por cinco minutos (figura 13). Os resultados indicam que o
tratamento prévio com H,O, foi o que menos influenciou na atividade peroxidasica uma vez que o
consumo de NADPH foi extremamente acentuado. Por sua vez o tratamento com CHP levou a um
sensivel decréscimo da atividade peroxidasica quando comparado com o H,O». No caso dos peroxidos

derivados de lipideos de cadeia longa os resultados revelam que o consumo foi bastante afetado (figura
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13), novamente sugerindo que estes peroxidos tem uma maior poder oxidante quando comparado H,O»
e CHP, pois a diminui¢do/perda da atividade peroxidasica indica que o tratamento levou a formacao de

um maior namero de espécies hiperoxidadas na populagdo de enzimas tratadas com os peroxidos de

lipideos.
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Figura 13: Ensaio de consumo de NADPH de amostras de HsPrx2 previamente tratadas com altas doses de
diferentes Hpx. Para o ensaio de oxidagdo de NADPH foi utilizado 5 uM de HsPrx2, 10 uM de Trx1 e 0,2 uM de
TrxR1 em tampdo 50 mM HEPES/pH = 7.4, 1 mM de DTPA e 100 uM de azida sédica. O ensaio foi
realizado incubando a enzima com 100 uM dos respectivos oxidantes evidenciados na legenda (exceto Li-OOHy),
cuja concentrag@o foi de 50 uM) por 6 minutos, apos esse periodo foi adicionado 100 uM de H,O» ¢ o consumo
de NADPH foi monitorado espectrofotometricamente. A representagdo grafica foi realizada utilizando o programa
GraphPad Prism 4.
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Figura 14: Graficos de V) utilizados para o calculo das constantes cinéticas utilizando baixas concentragdes de
hidroperoxidos. As condigdes experimentais foram as mesmas apresentadas na figura 14. A) Peroxido de
hidrogénio, B) hidroperoxido de cumeno, C) hidroperéxido de acido oleico, D) hidroperdxido de 4cido linoleico.
A representacdo grafica e calculos cinéticos foram realizados no programa GraphPad Prism 4.
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Uma vez que os resultados indicam que nas condigdes testadas ocorre hiperoxidacio foram efetuados
ensaios utilizando baixas quantidades (2,5 a 35 uM — Li-OOH; 2,5 a 60 uM — OI-OOH; 2,5 a 100 uM
— CHP) de perdxidos organicos para a determinacao de constantes cinéticas (Km, Keat € Kea/Kn) (Tabela
3 e figura 14). Para todos os peroxidos o R? foi superior a 95%. Nas condigdes testadas o Ky variou de
16,81 M a 23,58 M em Hpx de lipideos, significativamente inferior aos determinados para H,O»
(104,8 M) e CHP (89,98 M™"). Estes pardmetros revelam que s3o necessarias mais moléculas de H,O»
e CHP para saturar o sitio ativo da enzima quando comparado ao Li-OO e Ol-OOH (Ku). Este resultado
ajuda a explicar por que os acidos graxos aparentemente possuem maior capacidade de hiperoxidar a

enzima.

Tabela 3: Parametros cinéticos dos hidroperéxidos determinados a partir do ensaio de NADPH.
Hidroperéxido Ky (M) Keat (s Kea/ K (M5 Vs (uM/s)  R2(%)

H,O0; 104,8 0,3568 3,4x10° 1,070 97.4
CHP 89,98 0,6807 7,56x10° 2,042 98,1
Ol-OOH 23,58 0,05364 2,27x10° 0,1609 96,7
Li-OOH 16,81 0,03335 1,98x10° 0,1000 99,4

Um fator importante que pode ser observado e discutido a partir da tabela 3 ¢é a diferenga entre Li-OOH
e OI-OOH. E provavel que a quantidade de insaturagdes, carbonos e posi¢io do grupamento
hidroperdxido interfira na afinidade da molécula pela enzima. Deste modo, o Ol-OOH sendo um Hpx
lipidico monoinsaturado possui mais liberdade de conformagdes, ja o Li-OOH por ser poli-insaturado
ndo. Estes dados estdo em conformidade com os resultados obtidos nas simulagdes computacionais,
visto que o Ol-OOH obteve mais #its que Li-OOH, como também uma distancia menor da Cp.

Em seguida foram efetuados ensaios de NADPH com concentragdes crescentes de hidroperdxidos
(figura 15). Nossos resultados revelam que houve baixa perda de atividade de HsPrx2 mesmo com
quantidades altas de H>O», como 750 uM e 1 mM (figura 15 A). Por outro lado, para concentragdes de
250 uM CHP ja ¢ detectada uma inibicao significativa na atividade peroxidasica de HsPrx2 (figura 15
B). No que tange o hidroperoxido de Li-OOH o consumo de NADPH foi bastante reduzido em relaggo
ao H,O, ou CHP (ver absorbancia entre os diferentes ensaios na figura 15), novamente indicando que
parcela significativa da populagdo de HsPrx2 ¢ hiperoxidada e perde atividade mesmo em concentragdes
de 50 uM de hidroperoxidos de lipideos. Ja o Hpx de Ol-OOH apresentou indicios de hiperoxidagao a
partir da concentragdo de 70 uM. Neste contexto, ¢ importante salientar que neste tipo de ensaio
observamos condi¢des mais proximas as encontradas na célula, uma vez que um eventual dissulfeto
formado na HsPrx2 ¢ reduzido pelo sistema Trx, e portanto, cada ciclo de oxidoredugdo possibilita a

hiperoxida¢do da Prx (Jang et al., 2004).
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Figura 15. Inativagdo comparativa de HsPrx2 com concentragdes crescentes de hidroperdxidos. O ensaio de
NADPH (150 uM de NADPH, 5 uM de HsPrx2, 10 uM de Trx1 e 0,2 uM de TrxR1 em tampao 50 mM HEPES/pH
=7.4,1 mM de DTPA e 100 uM de azida sodica) foi monitorado a 340 nm. No grafico ¢ apresentado a relagdo
de Vj por concentracao de substrato oxidante. A) H>O,, B) CHP, C) OI-OOH, D) e Li-OOH. A perda de atividade
para hidroperoxidos de lipideos foi detectada em concentragdes menores que 100 pM. A representacdo grafica foi
realizada utilizando o programa GraphPad Prism 4.

4.2.2.3 Cinética de oxidacio de Prx2 de humanos através de alteracdes da florescéncia intrinseca
do triptofano em diferentes estados oxidativos

Considerando as limitagdes do ensaio de NADPH, uma vez que ¢ utilizado o sistema heter6logo de
levedura e que a utilizacdo de baixas concentragdes de hidroperdxidos para a obteng¢@o de constantes
leva a uma variagdo diminuta na absorbancia, utilizamos a metodologia baseada na alteragdo de
fluorescéncia intrinseca do triptofano que existe entre os diferentes estados de oxidagdo da enzima
(Tairum et al., 2016). Neste ensaio, a medicdo é realizada através da mudanca no perfil de fluorescéncia
dos triptofanos gerada pela formacgao de acido sulfénico, ou seja, no ataque ao substrato realizado pela
enzima, portanto ndo ha o atraso gerado pelo acoplamento do sistema ScTrx1-ScTrxR1. Deste modo,
foram testados os Hpx de cumeno e de oleico, visto que ja foi determinado a constante para H,O, como
~ 108 M''s”! (Carvalho et al., 2017). Os experimentos foram realizados no Instituto de Quimica da
Universidade de Sdo Paulo (IQ-USP) em colaboragdo com o grupo de pesquisa da Dra. Daniela Truzzi
(IQ, USP-SP).

O perfil de fluorescéncia da HsPrx2 quando exposta ao oxidante produz duas hipérboles, inicialmente
¢ possivel identificar uma primeira fase de queda da intensidade da fluorescéncia (oxidagao - formacgao
de acido sulfénico) e posteriormente uma segunda fase de aumento da intensidade da fluorescéncia que,

segundo determinados autores, representa a hiperoxidacdo de Cp quando ha aumento expressivo na
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velocidade da segunda hipérbole (figura 16A), visto que a reagdo da formagdo de dissulfeto tende a ser
constante (Parsonage et al., 2015; Carvalho et al., 2017). Deste modo foram obtidos dados para as duas
fases, que foram analisados separadamente, como constantes de primeira ordem ou pseudo primeira

ordem, respectivamente.
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Figura 16: Alteracdes do perfil de fluorescéncia de HsPrx2 em razdo do estado de oxidag@o. A) Perfil completo
de fluorescéncia da HsPrx2 (1 pM) na concentracdo de 0,5 uM de Hpx de acido oleico. B) Dados da fase de
hiperoxidacdo com 1 pM de HsPrx2 com concentragdes crescentes de 4cido oleico, da esquerda para a direita 0,5
uM, 1 uM, 5 uM e 10 uM. Destaque para o aumento da velocidade conforme o aumento da concentragdo. A
representagdo grafica e calculos cinéticos foram realizados com o auxilio do programa Origin 2023.

Os dados adquiridos no IQ-USP sdo preliminares, porém estdo coerentes, ¢ indicam claramente
hiperoxidagdo na segunda fase, visto que com o aumento da concentragdo a reacao fica cada vez mais
rapida. O angulo do grafico se aproxima mais 90° e o tempo de rea¢do diminui, como evidenciado na
figura 16.

As constantes obtidas para a segunda fase (hiperoxidagdo/dissulfeto) foram de 5,75 x 10 M's! para
Hpx de 4cido oleico e de 7,75 x 10* M!'s! para Hpx de cumeno, mostrando que o Hpx de oleico é mais
de 100 x eficiente em hiperoxidar a enzima. A constante de hiperoxidagdo de H,O» para HsPrx2 ja foi
determinada como 1,2 x 10% ou seja, na mesma ordem de grandeza que a constante obtida com CHP,
contudo Peskin et al/, 2013 demonstraram que este fendmeno ocorre com um excesso de 150 uM
(mesmo resultado obtido no ensaio de NADPH figura 14), comparativamente maior que CHP, onde a
enzima apresenta perda de atividade com um excesso de aproximadamente 50 pM. A sensibilidade a
hiperoxidagao apresentada pela HsPrx2 demonstra que muito provavelmente este fator é essencial para
a sinalizacdo redox por ela promovida, principalmente considerando sua localizagdo na célula. Outras
2-Cys Prx de humanos, como HsPrx3 que esta situada exclusivamente na mitocondria, apresenta
praticamente a mesma taxa de hiperoxida¢do com H>O,, 10* M!s™!, contudo a constante foi obtida com
excesso de 2 mM de oxidante, mostrando que enzimas semelhantes podem ter diferengas significativas

em seu funcionamento, participando assim de vias de sinaliza¢ao diferentes (Peskin et al, 2013).

31



Funesp

ﬁ»"ﬁ IB-CLP

J4 as constantes de oxidagdo foram de 1,5 x 108 M!s™! para Hpx de cumeno e de 0.82 x 103 M's! para

Hpx de oleico, o que € muito interessante, visto que o Hpx de oleico é um acido graxo de cadeia longa,
possuindo 18 carbonos, € mesmo assim a HsPrx2 é capaz de decompd-lo com praticamente a mesma

eficiéncia de moléculas muito menores como H,O, ou CHP.
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Figura 15. Perfis de alteragdo de fluorescéncia de HsPrx2 utilizados para o calculo das constantes de oxidagdo e
hiperoxidacdo. A) Decaimento da fluorescéncia para oxidagdo por CHP. B) Plotagem dos Kos para diferentes
concentragdes (0.25, 0.5, 0.75, 1, 2.5 uM) de CHP da fase de oxidagdo (decaimento da fluorescéncia). C)
Decaimento da fluorescéncia para oxidagdo por Ol-OOH. D) Plotagem K para diferentes concentracdes de Ol-
OOH (0.25, 0.75, 2.5, 5 uM). E) Aumento da fluorescéncia para hiperoxidagdo por CHP. F) Plotagem dos Kobs
para o aumento de fluorescéncia detectado em diferentes concentragdes de CHP (0.5, 10, 15, 20, 25). G) Aumento
da fluorescéncia para hiperoxidacdo por OI-OOH. H) Plotagem dos Ko para o aumento de fluorescéncia
detectado em diferentes concentragdes de Ol-OOH (0.75, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 uM). Todos os experimentos foram
feitos em triplicada. A representacdo grafica e calculos cinéticos foram realizados no programa Origin 2023.
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Comparando com os dados de Carvalho et al., 2017, as constantes de segunda ordem para Hpx de urato
foram de 2,3 x 10°, considerada baixa para uma enzima capaz de decompor substratos a 10® M!s!,
como o perdxido de hidrogénio. Bem como constantes de 4 x 10* para hidroperoxidos derivados de
aminoacidos, proteinas e peptideos, como hidroperéxido de N-acetil leucina (Peskin et al., 2010). Estes
dados podem sugerir que apesar de decompor hidroperdxidos organicos bioldgicos, a HsPrx2 nao possui
alta afinidade por todos. De fato, os resultados de docking obtidos neste trabalho mostraram que Hpx
mais volumosos como os de urato, tirosina e colesterol nao apresentaram bons hits. Indicando assim,
que a enzima pode ter preferéncia por substratos com uma longa cadeia hidrofobica.

De forma geral estes dados nos parecem muito importantes pois as diferengas nas taxas de oxidacao e
hiperoxidac¢ao entre os oxidantes testados sdo muito altas indicando fortemente que peroxidos de
lipideos sejam substratos biologicos de HsPrx2. As baixas concentragdes testadas para a obtengao tanto
do perfil de oxidacdo quanto de hiperoxidag¢do também refor¢a que moléculas lipidicas com uma longa

cadeia carbonica s@o muito mais eficientes na hiperoxidacdo de HsPrx2.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os dados obtidos neste trabalho nos revelam fortes indicios de que perdxidos derivados de lipideos de
cadeia longa sdo substratos biologicos para HsPrx2. De fato, os resultados de simulagdes de ancoragem
molecular indicaram alta afinidade por Hpx de lipideos, ¢ os dados sdo concordantes com os ensaios
bioquimicos que revelaram que a HsPrx2 ¢ capaz de decompor eficientemente os hidroperdxidos de
lipideos. Também foi possivel observar que estes substrato promovem a sua hiperoxidacdo em
concentragdes significativamente menores comparado com o substrato organico sintético ou o HO».
Neste contexto, apesar de iniciais, estes resultados nos parecem bastante relevantes, uma vez que estes
hidroperoxidos de lipideos sdo abundantes na célula em razdo da grande quantidade existente de
lipideos mono e poli-insaturados nas membranas (Halliwell & Gutteridge, 2015). A capacidade destas
moléculas de causar a inativagdo da atividade peroxidasica de Prx nos parece importante visto que em
determinadas neoplasias Prx2 ¢ superexpressa sendo considerada um fator de persisténcia de células
tumorais. Neste contexto, o conhecimento de substratos biologicos oxidantes pode gerar reflexos nao
somente na ciéncia basica, mas também na aplicada, uma vez que existem fairmacos que promovem a
peroxidacao lipidica (Alegria et al., 2017; Reyes et al., 2011). No caso de doencas neurodegenerativas
onde ocorre a agregagdo proteica, a hiperoxidagdo também ¢ interessante pois promove o swtiching
funcional de peroxidase em chaperona molecular (Forshaw et al., 2021; Jang et al., 2004, Moon et al.,
2005), o que a principio poderia auxiliar no tratamento destas doengas (Conway & Lee, 2015; Detienne
et al., 2018; MacDiarmid et al., 2013 Trotter et al., 2008). Outra questdo relevante ¢ a possivel
participacdo da HsPrx2 em vias de sinalizagdo promovidas pelas moléculas lipidicas, visto que a Prx2
ja foi relacionada a processos inflamatdrios e ativagdo/recrutamento do sistema imunologico (Liu et al.,
2020; Shichita et al., 2012; Tanaka et al., 2020), contudo constantemente estes processos sdo associados
a sinalizagdo redox por H»O,. O resultado deste estudo pode abrir uma nova perspectiva para a
investigacao da participagdo da HsPrx2 em outras vias regulatdrias, inclusive por sua sensibilidade a
hiperoxidag@o. Por fim cabe ressaltar que parte do trabalho foi desenvolvido sob a pandemia ou efeitos
poés-pandémicos da COVID-19, e neste sentido acreditamos que os resultados obtidos sdo altamente

significativos, ndo so pela qualidade dos mesmos, mas também pelo momento em que foi desenvolvido.
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