UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica)

RENATA OGUSUCU

Interacoes de peroxirredoxinas citossélicas da levedura
Saccharomyces cerevisiae com peroxidos.

Estudos cinéticos e funcionais

Sao Paulo
Data do Depdsito na SPG

27/01/2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



RENATA OGUSUCU

Interacoes de peroxirredoxinas citossolicas da levedura
Saccharomyces cerevisiae com peroxidos.

Estudos cinéticos e funcionais

Tese apresentada ao Instituto de
Quimica da Universidade de Séao Paulo
para a obtencao do titulo de Doutor em
Ciéncias (Bioquimica)

Orientadora: Profa. Dra. Ohara Augusto

Sao Paulo

2009



Renata Ogusucu
Interacoes de peroxirredoxinas citossolicas da levedura Saccharomyces

cerevisiae com peroxidos. Estudos cinéticos e funcionais.

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo para obtencao do
Titulo de Doutor em Ciéncias (Bioquimica).

Aprovado em:

Banca Examinadora:

Prof. Dr.

Instituicao

Assinatura

Prof. Dr.

Instituicao

Assinatura

Prof. Dr.

Instituicao

Assinatura

Prof. Dr.

Instituicao

Assinatura

Prof. Dr.

Instituicao

Assinatura




AGRADECIMENTOS

A Ohara Augusto, pela orientagdo, confianca e algumas broncas também.

Ao Dr. Luis Eduardo Soares Netto, pela colaboracdo em todas as etapas deste trabalho.

Ao amigo, colaborador € guru Dr. Daniel Rettori.

Ao Prof. Pedro Vitoriano de Oliveira e Juliana Naozuka, pelos experimentos de

espectrometria de absorcao atémica.
Aos meus colegas de laboratério: Beré, Edlaine, Rita, Leonora, Toledo, Danilo, Sandra,
Rafael, Natalia, Luciana, Daniel, Fernanda e Giselle. Essas pessoas conviveram com meus

defeitos por praticamente todos os dias ha quase 5 anos!

Aos professores do Instituto de Quimica, pela convivéncia, empréstimos de equipamentos e

reagentes.

Aos funcionarios do Instituto de Quimica, especialmente da secretaria de Pds-Graduacao

(sem pedidos de socorro desta vez, s6 gratidao).

Aos colegas do Instituto de Quimica que tornaram o trabalho muito mais divertido (as horas

de folga entdo...).

A minha familia (biolégica e adquirida).

A FAPESP, CAPES e CNPq (Redoxoma) pelo financiamento.



"Eu quase que nada nao sei. Mas desconfio de muita coisa”.
Guimaraes Rosa

Grande Sertao: Veredas



RESUMO

Ogusucu, R. Interacdes de peroxirredoxinas citossoélicas da levedura Saccharomyces
cerevisiae com peroxidos. Estudos cinéticos e funcionais. 2009. 96 p. Tese de doutorado —
Programa de Pés-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de Séao

Paulo, Sao Paulo.

As peroxirredoxinas constituem uma familia de tiol-proteinas, que reduzem peréxido de
hidrogénio, peréxidos organicos e peroxinitrito a agua, alcool e nitrito, respectivamente,
utilizando equivalentes redutores fornecidos pela tiorredoxina, tiorredoxina redutase e
NADPH. As peroxirredoxinas sao enzimas abundantes (constituem aproximadamente 0,7 %
do total de proteinas sollveis presentes em leveduras) e foram identificadas em diversas
espécies de animais, plantas e bactérias, porém seu papel fisiolégico ainda é discutido. Até
recentemente, as peroxirredoxinas eram consideradas pouco eficientes para detoxificar
peréxidos, em comparagao as catalases e heme-peroxidases. De fato, as constantes de
segunda ordem determinadas para as reagbes de peroxirredoxinas com peroxido de
hidrogénio eram da ordem de 10*-10° M s™, valores muito menores que os de heme-
proteinas (~10” M s™). Neste trabalho, um método de cinética competitiva foi desenvolvido
para re-determinar essas constantes de velocidade, utilizando a peroxidase de raiz forte
como competidora das peroxirredoxinas de S. cerevisiae, Tsal e Tsa2. Este método foi
validado e as constantes de velocidade determinadas para Tsal e Tsa2 foram da ordem de
k~ 10" M s para a reacdo com peréxido de hidrogénio e da ordem de k~10° M s para a
reacao com peroxinitrito. Utilizando a mesma metodologia, foi possivel ainda determinar o
pK., da cisteina peroxidasica da Tsal e Tsa2 (Cys*), como sendo 54 e 6,3,
respectivamente. Paralelamente, o papel fisiolégico das peroxirredoxinas foi examinado em
linhagens de S. cerevisiae com delegao de Tsal, Tsa2 ou de ambas isoformas. Os estudos
foram realizados sob condi¢des fermentativas e a linhagem tsaidtsa24 se mostrou mais
resistente ao peroxido de hidrogénio (1 mM) e o consumiu mais rapidamente que a WT.

Além disso, a linhagem tsai4tsa24 produziu quantidades mais altas do radical 1-hidroxietila,



produto da oxidacdo do etanol, que é o principal metabdlito da levedura em anaerobiose. O
mecanismo de formacido do radical 1-hidroxietila foi examinado e a quantificagdo da
concentracao de ferro “quelatavel”, ferro total e cobre mostrou que a reacdo de Fenton nao
era sua principal fonte. Outro mecanismo investigado foi a formagao do radical através da
atividade peroxidasica da Sod1, cuja expressao e atividade se mostraram aumentadas cerca
de 5 e 2 vezes, respectivamente, na linhagem tsai4tsa24. Na linhagem mutante ainda foi
observado que o tratamento com peroxido de hidrogénio aumentou a concentracdo de
radicais derivados e adutos do DNA, detectados por imuno-spin trapping e incorporacao de
'“C derivado da glicose. Em conjunto, os resultados deste trabalho reforcam a importancia
das peroxirredoxinas na defesa antioxidante e mostram que as respostas compensatérias
empregadas pela levedura para contornar as delecoes de Tsal e Tsa2 podem ser deletérias

longo prazo.

Palavras chaves: Peroxirredoxinas, Saccharomyces cerevisiae, cinética de
peroxirredoxinas, atividades antioxidantes da Sod1, radicais livres derivados do etanol, dano

oxidativo ao DNA.



ABSTRACT
Ogusucu, R. Saccharomyces cerevisiae cytosolic peroxiredoxin interactions with peroxides.
Kinetics and functional studies. 2009. 96 p. PhD Thesis — Graduate Program in Biochemistry.

Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Peroxiredoxins constitute a family of cysteine-based peroxidases that are able to
reduce hydrogen peroxide, organic peroxides and peroxinitrite to water, alcohol and nitrite,
respectively, through the use of reducing equivalents provided by thioredoxin, thioredoxin
reductase and NADPH. Peroxiredoxins are abundant enzymes (correspond to approximately
0.7% of total soluble protein in yeasts) and have been identified in several species ranging
from animals, plants and bacteria, but their physiological role remains under scrutiny.
Peoxiredoxins were regarded as less eficient enzymes in comparison with catalases and
heme-peroxidases for detoxification of peroxides. Second-order rate constants determined
for the reaction of peroxiredoxins with hydrogen peroxide were in the range of 10*-10° M s™,
which is quite low, as compared with those of heme-proteins (~10” M s™). In the present
work, a competitive kinetic approach with horseradish peroxidase was developed in order to
determine the second order rate constant of the reaction of peroxiredoxins with peroxynitrite
and hydrogen peroxide. This method was validated and permitted for the determination of
the second order rate constant value of the reaction of Tsal and Tsa2 with peroxynitrite
(k~10° M s") and hydrogen peroxide (k~ 10’ M" s™') at pH 7.4, 25 °C. It also permitted the
determination of the pK, of the peroxidatic cysteine of Tsal and Tsa2 (Cys*’) as 5.4 and 6.3,
respectively. In parallel, the physiological role of peroxiredoxins was examined in S.
cerevisiae strains with deletion of Tsal, Tsa2 or of both isoforms. Under fermentative
conditions, tsaldtsa24 cells were more resistant to 1 mM hydrogen peroxide than WT cells,
and consumed it faster. In addition, tsa1Atsa2A cells produced higher yields of the 1-
hydroxyethyl radical from the oxidation of the glucose metabolite ethanol, as shown by spin-
trapping experiments. A major role for Fenton chemistry in radical formation was excluded by

comparing WT and tsa1Atsa2A cells with respect to their levels of chelatable iron ions, total



iron and copper ions, and of 1-hydroxyethyl radical produced in the presence of metal ion
chelators. The main route for 1-hydroxyethyl radical formation was ascribed to the
peroxidase activity of Sod1, whose expression and activity increased about five- and two-
fold, respectively, in tsalAtsa2A compared to WT cells. Relevantly, tsalAtsa2A cells
challenged with hydrogen peroxide contained higher levels of DNA-derived radicals and
adducts as monitored by immuno-spin trapping and incorporation of *C from glucose into
DNA, respectively. Taken together, our results reinforce the importance of peroxiredoxins in
the antioxidant defense show that the compensatory responses employed by yeast to

counterbalance the deletions of Tsa1l and Tsa2 may be deleterious in the long time range.

Keywords: Peroxiredoxins, Saccharomyces cerevisiae, peroxiredoxin kinetics, antioxidant

activities of Sod1, ethanol-derived free radicals, oxidative damage to DNA



LISTA DE ABREVIATURAS

DBNBS - 4cido 3,5 — dibromo-4-nitrosobenzeno sulfénico

DDC - dietilditiocarbamato

DMPO - N-6xido de 5,5'-dimetil-1-pirrolina

DTPA - acido dietilenotriaminopentaacético

EPR - ressonancia paramagnética eletrénica

HRP - peroxidase de raiz forte

NBT - nitroazul de tetrazélio

Peroxinitrito — o termo refere-se a soma do anion peroxinitrito (ONOO’) e &cido
peroxinitroso (ONOOH). A nomenclatura recomendada pela IUPAC para o peroxinitrito é

oxoperoxinitrato (-1) e para o acido peroxinitroso é oxoperoxinitrato de hidrogénio

POBN - o/(4-piridil-1-6xido)-N-tert-butilnitrona

Sod1 — Cu,Zn superoxido dismutase citossolica

TEMED — N, N, N’, N’ — Tetrametiletilenediamina

Tsa1 —tiorredoxina peroxidase citossolica |, também conhecida como cTPxI (YML028W)
Tsa2 - tiorredoxina peroxidase citossdlica Il, também conhecida como cTPxIl (YDR453C)
WT - linhagem tipo selvagem de S. cerevisiae

tsalA -linhagem de S. cerevisiae, derivada da WT, que apresenta delecao do gene que
codifica a enzima Tsa1

tsa24-linhagem de S. cerevisiae, derivada da WT, que apresenta delecao do gene que
codifica a enzima Tsa2

tsalAtsa2A - linhagem de S. cerevisiae, derivada da WT, que apresenta delecdo dos genes

que codificam as enzimas Tsal e Tsa2
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1. INTRODUCAO
1.1 Peroxirredoxinas

Os seres vivos sdo constantemente expostos a espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio produzidas pela atividade metabdlica normal das células, ou em resposta a
estimulos externos. Para protecdo contra a toxicidade dessas espécies, 0s organismos
aerobicos desenvolveram varios mecanismos enzimaticos e nao-enzimaticos de defesa
(Halliwell & Gutteridge, 2007). As peroxirredoxinas, que estdo entre essas defesas
antioxidantes, constituem uma familia de peroxidases que tem atraido cada vez mais
atencdo na literatura, devido a sua abundancia nas células e sua versatilidade. As
peroxirredoxinas reduzem peréxido de hidrogénio, peroxidos organicos e peroxinitrito a
agua, alcool e nitrito, respectivamente, utilizando equivalentes redutores fornecidos pela
tiorredoxina, tiorredoxina redutase e NADPH (Fig. 1) (Hoffman et al., 2002; Wood et al.,
2003a). Esta atividade catalitica é exercida por um residuo de cisteina especifico localizado
em uma seqléncia conservada no N-terminal, que é a caracteristica da familia (Netto et al.,
1996; Hoffman et al., 2002; Wood et al., 2003a; Rhee et al., 2005).

As peroxirredoxinas sdo comumente divididas em dois grupos, chamados 1-Cys Prxs
e 2-Cys Prxs, dependendo do nimero de residuos de cisteinas conservadas (Hoffman et al.,
2002; Wood et al.,, 2003a). As 1-Cys Prxs conservam apenas a “cisteina peroxidasica”,
responsavel pela atividade catalitica da enzima. Ja as 2-Cys Prxs conservam também um
outro residuo de cisteina, denominado “cisteina de resolugdo”. As 2-Cys Prxs ainda sao
subdividas em tipicas e atipicas, de acordo com as suas caracteristicas mecanisticas e
estruturais. Resumidamente, ap6s a reacao com peréxido, as 2-Cys Prxs tipicas formam um
dimero através da ligacao entre a cisteina peroxidasica oxidada e a cisteina de resolucédo de
outro monémero (Fig. 1). Ja nas 2-Cys Prxs atipicas, a cisteina peroxidasica oxidada forma
uma ponte dissulfeto com a cisteina de resolucdo do mesmo monbémero, logo, essas
enzimas nao formam dimeros. Em ambos os tipos de 2-Cys Prxs, a ponte dissulfeto é
reduzida pelo sistema tiorredoxina, regenerando assim o sitio ativo da enzima (Fig. 1)

(Hoffman et al., 2002; Wood et al., 2003a, Munhoz & Netto, 2004).
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Fig. 1. Ciclo catalitico das peroxirredoxinas 2-Cys tipicas.

A primeira peroxirredoxina descoberta foi a Tsal (thiol-specific antioxidant 1),
também chamada de tiorredoxina peroxidase citossolica |, da levedura Saccharomyces
cerevisiae (Kim et al., 1988). A Tsal é uma enzima citossélica, expressa constitutivamente e
€ bastante abundante (constitui cerca de 0,7% do total de proteinas sollveis) (Kim et al.,
1988; Wong et al., 2002; Munhoz & Netto, 2004). Além da Tsal, a S. cerevisiae possui
outras quatro isoformas de peroxirredoxinas, com diferentes padrdes de expressao e
compartimentalizagdo (Park et al., 2000). A isoforma Tsa2, também é citossolica, e é
expressa apenas em condigcbes de estresse oxidativo. Supde-se que a Tsa2 seja uma
duplicacdo da Tsal, pois essas proteinas apresentam 96% de similaridade e 86% de
identidade nas seqiiéncias de aminoacidos (Wong et al., 2002; Munhoz & Netto, 2004). As
demais isoformas de peroxirredoxinas sdo menos conhecidas e séo localizadas no
citoplasma (Ahp1), ndcleo (nTPx) e mitocdndria (mTPx) (Park et al., 2000). Assim como na
S. cerevisiae, em diversas espécies de animais, vegetais, fungos e bactérias as
peroxirredoxinas também sao encontradas em diferentes isoformas, com diferentes padrdes
de expressao e compartimentalizacao (Park et al., 2000; Wong et al., 2002; Wong et al.,
2004; Munhoz & Netto, 2004). Os papéis fisiologicos redundantes ou nao-redundantes
destas diferentes isoformas de peroxirredoxinas permanecem em estudo.

Em leveduras, o papel das peroxirredoxinas na defesa antioxidante vem sendo

bastante estudado in vivo, através de estudos de viabilidade em linhagens com delecédo de
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peroxirredoxinas (Park et al., 2000; Wong et al., 2002; Wong et al., 2004; Munhoz & Netto,
2004; Demasi et al.,, 2006). Os efeitos da delecido de uma ou mais isoformas de
peroxirredoxinas em S. cerevisiae nao sao visiveis sob cultivo em meio fermentativo, porém,
a viabilidade destas linhagens é prejudicada na presenca de concentragbes elevadas de
oxidantes, como peréxido de hidrogénio ou peroxinitrito (Park et al., 2000; Wong et al., 2002;
Wong et al., 2004; Munhoz & Netto, 2004; Demasi et al., 2006). Até recentemente, os
estudos cinéticos mostravam que as peroxirredoxinas eram enzimas pouco eficientes na
reducdo de peroxidos em comparacdo com catalases e glutationa peroxidases, com a
desvantagem de depender de equivalentes redutores, cuja disponibilidade pode estar
diminuida em condicbes estressantes. Por isso, a importancia das peroxirredoxinas na
defesa antioxidante chegou a ser questionada (Hoffman et al., 2002).

Além de antioxidante, a Tsal também é considerada uma proteina supressora de
mutacoes. Esta atribuicdo foi feita apds a observacdo de que em linhagens de S. cerevisiae,
a delecdo da Tsal causa um aumento significativo da taxa de mutacdes e rearranjos
cromossOmicos, incluindo translocacoes, delecdes e adicdo de teldbmeros, enquanto que a
delecao de outras enzimas antioxidantes, como catalase e superéxido dismutase, nao induz
esses processos (Huang et al., 2003; Wong et al., 2004; Huang & Kolodner, 2005; Ragu et
al., 2007; Iraqui et al., 2008).

Outro papel atribuido as peroxirredoxinas é o de regular eventos de sinalizacédo
celular mediados por peréxido de hidrogénio (Wood et al., 2003b). Embora os detalhes
mecanisticos ndao sejam conhecidos, propde-se que as 2-Cys Prxs sejam suficientes para
controlar as baixas concentracoes de peroxido de hidrogénio presentes em concentracoes
fsiol6gicas entre 1 - 700 nM (Stone, 2004). Em condicdes estressantes, quando os niveis de
peroxido atingem a faixa de micromolar, a cisteina peroxidasica das 2-Cys Prxs é oxidada a
acido sulfinico e sua reducado deixa de ser feita pelo sistema tiorredoxina e passa a ser
dependente da enzima sulfirredoxina, alterando o ciclo catalitico das 2-Cys Prxs (Biteau et
al., 2003). Quando isto ocorre, as peroxirredoxinas deixam de controlar os niveis de

peroxido de hidrogénio, permitindo sua reagdo com outras biomoléculas e provocando a
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ativacido de cascatas de sinalizacdo (Wood et al., 2003b). De fato, as peroxirredoxinas foram
relacionadas a indugédo de apoptose em células da tire6ide em resposta ao hormdnio TSH
(Kim et al., 2000), ativacdo do receptor do fator de crescimento derivado de plaguetas
(PDGF) em fibroblastos de camundongos (Choi et al., 2005), a ativacdo do fator de
transcricdo Pap1 na levedura Schizosaccharomyces pombe (Veal et al., 2004; Vivancos et
al., 2005; Bozonet et al., 2005) e ainda, regulagao da atividade do fator NF-xB em células
HelLa (Hansen et al., 2007).

Adicionalmente, uma atividade de chaperona molecular foi atribuida as
peroxirredoxinas (Jang et al., 2004; Moon et al., 2005; Chuang et al., 2006; Rand & Grant,
2006). Novamente, os detalhes mecanisticos desta atividade nao foram elucidados, mas
propde-se que formas de baixo peso molecular atuem como peroxidases e formas de alto
peso molecular (aproximadamente 500 kDa em S. cerevisiae) atuem como chaperona
molecular. A deteccdo destas formas de alto peso molecular em células Hela, em
Helicobacter pylorie em S. cerevisiae sao considerados indicadores da indugao da atividade
chaperona e, nestes modelos experimentais, observou-se um aumento da quantidade de
proteinas desnaturadas em resposta a delecdo da Tsal (Jang et al., 2004; Moon et al.,
2005; Chuang et al., 2006; Demasi et al., 2006; Rand & Grant, 2006).

Considerando a versatilidade das peroxirredoxinas, assim como sua abundancia nas
células, ndo é surpreendente a relacdo encontrada entre suas atividades e sua expressao
com a progressao de varios processos patoldgicos (Allen et al., 2003; Wood-Allum et al.,
2006; Fang et al.,, 2007; Yao et al.,, 2007). Apesar dos atributos das peroxirredoxinas
permitirem sua atuacdo como defesa antioxidante, como reguladoras da sinalizacdo celular
e como chaperona molecular, estes papéis ainda nao foram bem caracterizados in vivo. Por
isso, estudos mecanisticos que explorem o papel fisioldégico das peroxirredoxinas constituem

uma area promissora de estudo.
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1.2. Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae € um dos organismos mais utilizados como modelo para
estudos em bioquimica e genética de eucariotos. Processos metabolicos como a replicacao
do DNA, o enovelamento de proteinas, a divisdo celular, entre outros, sdo bastante
conservados da levedura até eucariotos mais complexos (Outeiro & Giorgini, 2006; Gitler,
2008). Além disso, as leveduras possuem um sistema genético bem caracterizado e
razoavelmente maleavel, permitindo a introdugdo e/ou delegcdo de genes de interesse
(Munhoz & Netto, 2004; Outeiro & Giorgini, 2006; Landry et al., 2006). Adicionalmente, as
culturas de leveduras crescem rapidamente e podem ser mantidas na forma hapléide,
facilitando a deteccao das alteragbes causadas por transformagdes genéticas (Landry et al.,
2006). Algumas desvantagens da utilizacdo de leveduras como modelo experimental sdo
bem conhecidas. Por ser um organismo unicelular, a S. cerevisiae apresenta varias
diferengcas em relagdo a eucariotos superiores, além disso, € um anaerébio facultativo que
na presenca de glicose obtém energia principalmente através da fermentacdo, mesmo na
presenca de oxigénio. Nestas condigdes, além do ATP, outro produto formado é o etanol
(Outeiro & Giorgini, 2006; Landry et al., 2006; Piskur et al., 2006).

Uma caracteristica importante da S. cerevisiae é o diauxismo que, para esta espécie,
significa o consumo preferencial de glicose, mesmo na presenca de outras fontes de
carbono. Esta seletividade é possivel devido a “repressdo por glicose”, que consiste na
inibicdo da expressdo dos genes relacionados a respiracdo celular, biogénese de
mitocondria, gliconeogénese e transporte de galactose, sacarose e maltose, em ambientes
com altas concentracdes de glicose (Ronne, 1995; Barnett & Entian, 2005; Piskur et al.,
2006; Macierzynska et al., 2007). A expressao destes genes é induzida apenas quando a
concentracao de glicose diminui e a levedura é obrigada a utilizar outras fontes de carbono
para obtencao de energia (Rettori & Volpe, 2000; Piskur et al, 2006).

Na S. cerevisiae, a oxidacao do piruvato a CO, rende 16 ATP, enquanto em células
animais, o mesmo processo rende 30 ATP (Bakker et al., 2001). Esta diferenca é atribuida a

auséncia do complexo | em leveduras, pois, embora existam 3 NADH desidrogenases na
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membrana interna mitocondrial, a oxidacdo do NADH nao é acoplada a translocacéo de
prétons para o espago intermembranas (Bakker et al., 2001). E interessante notar que
embora o rendimento em ATP da fermentacdo seja cerca de 8 vezes menor que o da
respiracdo, esta estratégia ndo é necessariamente pouco eficiente para obtencdo de
energia, pois o piruvato produzido na glicélise nao é “perdido”, mas convertido a etanol, que
pode ser oxidado quando a concentracdo de glicose tornar-se limitante. Além disso, a
producao de etanol confere uma vantagem adaptativa para leveduras que crescem no meio
ambiente, pois inibe o crescimento de outros microorganismos (Querol et al., 2003; Piskur et
al., 2006).

A possibilidade de cultivar a S. cerevisiae na auséncia ou na presenca de oxigénio,
torna a espécie bastante Util em estudos de estresse oxidativo. Assim como os eucariotos
superiores, a levedura possui mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos para controlar os
niveis intracelulares de oxidantes. Para detoxificar perdxido de hidrogénio, por exemplo, sdo
conhecidos 5 tipos de peroxirredoxinas, 2 catalases, citocromo ¢ peroxidase, glutationa
peroxidase e glutarredoxinas, além da Sod1 e Sod2 que catalisam a dismutagdo do anion
radical superéxido (Munhoz & Netto, 2004; Demasi et al., 2006). Estas enzimas sao
encontradas em diferentes compartimentos celulares e sua expressao € regulada nao
apenas pela concentracdo de oxidantes, mas também pela fonte de carbono disponivel
(Polakis & Bartley, 1965; Galiazzo & Labbe-Bois, 1993; Longo et al., 1996; Jamieson, 1998;
Macierzinska et al., 2007). De fato, o cultivo em meio respiratério induz a biogénese de
mitocondrias, que sao consideradas as principais fontes de radical superéxido e das
espécies dele derivadas (Halliwell & Gutteridge, 2007). Além disso, a repressao por glicose
afeta a expressao de genes controlados pelo fator de transcricdo Hap1, incluindo os que
codificam os dois tipos de catalases e Sod2 (Jamieson, 1998).

Assim como observado em eucariotos superiores, a resposta da S. cerevisiae ao
estresse oxidativo é bastante complexa e envolve a cooperagdo de varios fatores de
transcricao (Jamieson, 1998, Schiiller, 2003; Herrero et al., 2008). Por exemplo, os genes

que codificam as enzimas Tsa1l, catalase T e o sistema tiorredoxina sao regulados por Yap1



18

e Skn7, ja a ativacdo da expressdo do gene SOD1 envolve ndo apenas estes fatores de
transcricdo, mas também do Acel (que por sua vez também esta relacionado a homeostase
de cobre) (Jamieson, 1998; Rutherford & Bird, 2004). Ja os dois tipos de catalase descritos
em levedura sdo regulados pelos fatores Yap1, Skn7, Hap1 e Msn2/4, sendo que estes
ultimos estdo associados a repressdao por glicose e resposta a choque térmico,
respectivamente (Jamieson, 1998; Demasi et al., 2006). Deste modo, é possivel observar
que ha uma grande variedade de fatores que regulam a transcricdo de genes relacionados a
defesa antioxidante, evidenciando a dificuldade de se estudar in vivo as estratégias
empregadas pela S. cerevisiae para responder a condicées estressantes, causadas por sua

propria atividade metabdlica ou pelo ambiente.
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2. OBJETIVO

Visando contribuir para a elucidacdo dos papéis fisiolégicos redudantes e nao
redundantes das peroxirredoxinas, nos propusemos a estudar a cinética das reacbes de
Tsal e Tsa2 com peréxidos in vitro, e o efeito das delecdes destas isoformas em culturas de

Saccharomyces cerevisiae.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Reagentes

Foram utilizados reagentes de grau analitico, adquiridos da Sigma-Aldrich, Merck,
Difco ou Synth. Todas as solugdes utilizadas foram preparadas em agua destilada purificada
em sistema Millipore Milli-Q e tratada com resina Chelex 100, para remocdo de ions

metalicos.

O peroxinitrito foi sintetizado a partir de nitrito de sédio (0,6 M) e peroxido de
hidrogénio (0,65 M) em um reator tipo quenched flow (Beckman et al., 1990; Denicola et al.,
1996). Foi usado perodxido de hidrogénio em excesso para diminuir a contaminacado por
nitrito (Saha et al., 1998) e o0 excesso de perdxido de hidrogénio foi removido por diéxido de
manganés. Niveis de peréxido de hidrogénio (< 1%) e nitrito (entre 10-30%) contaminantes
foram determinados como descrito anteriormente (Kissner et al., 1997). Antes de cada
experimento, o estoque de peroxinitrito foi diluido em hidroxido de soédio 0,1 M e sua
concentracdo nesta solugao de trabalho foi determinada por espectrofotometria em 302 nm

(€302 = 1670 M cm™) (Beckman et al., 1990; Denicola et al., 1996).

A concentracdo de peroxido de hidrogénio (Synth) foi determinada a cada
experimento por espectrofotometria em 240 nm (x4 - 43,6 M cm™) (Claiborne, 1995) ou
monitorando-se a oxidacao da HRP. Neste caso, foi obtido o espectro de absorcdo de 5 uM
de HRP, antes e depois desta enzima ser misturada a uma solugao diluida de perdxido de
hidrogénio. Através da diferenca de absorbéancia da amostra reduzida e oxidada em 403. nm
(Agqos = 5,5 x 10* M" ecm™), foi possivel calcular a concentracdo de HRP que reagiu com
peréxido de hidrogénio e conseglientemente, a concentracdo de peroxido presente na

solugao.

3.2. Expressao e purificacdo de Tsal e Tsa2
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As proteinas recombinantes Tsal e Tsa2, com cauda de histidina, foram produzidas e
purificadas no laboratério do Dr. Luis Eduardo Soares Netto (Instituto de Biociéncias,
Universidade de Sao Paulo) como descrito em Munhoz & Netto (2004).

A linhagem de Escherichia coli BL 21 transformada com os plasmideos pET15b/TSA1
(Novagen) ou p-PROEX/TSA2 (Invitrogen) foi cultivada por 12 h em 50 mL de meio LB
(peptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L, pH 7,5 ajustado com hidréxido de
s6dio) contendo ampicilina (100 ug/mL). Apds este periodo, as células obtidas foram
transferidas para 1 litro de meio LB fresco e a cultura foi novamente incubada até atingir
DOeoo entre 0,6-0,8. Nesta fase do crescimento, a producdo de Tsal ou Tsa2 foi induzida
através da adigao de IPTG (isopropil-1-tio-p-D-galactospiranosideo) para uma concentracao
final de 1 mM. Apds mais 3 h de cultivo, as células de E. coli foram coletadas e lavadas em
20 mL de tampao fosfato 20 mM, pH 7,4, contendo 500 mM de cloreto de s6dio. As células
obtidas foram congeladas a -20°C até o momento da extracao das proteinas recombinantes.

Para purificagdo da Tsal ou Tsa2, as células de E. coli foram descongeladas e
ressuspendidas em tampéo fosfato 20 mM, pH 7.4. Estas células foram lisadas em 6 ciclos
de 20 segundos de sonicacdo, intercalados por 30 segundos de repouso em gelo. A
suspensao obtida foi mantida em gelo e incubada por 20 min, sob agitacdo, com sulfato de
estreptomicina (concentracao final igual a 1%). Apo6s este periodo, a suspensao foi
centrifugada (31500 X g, por 30 min) e a parte soluvel foi filtrada utilizando-se uma
membrana com poro de 0,22 um. Por fim, a Tsal ou Tsa2 foram separadas das demais
proteinas por cromatografia de afinidade, utilizando coluna de niquel (GE Healthcare) ou
cobalto (BD Biosciences). Para eluicdo da Tsal ou Tsa2 foi utilizado tampao fosfato 20 mM,
pH 7,4 contendo 100 mM de cloreto de sddio e concentragbes crescentes de imidazol (20,
100, e 200 mM). O excesso de imidazol da solucdo de Tsal ou Tsa2 foi removido por
filtracdo em coluna de Sephadex G25 (PD-10, GE Healthcare) e as proteinas purificadas

foram armazenadas em tampao fosfato 20 mM, pH 7,4, a 8°C.
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3.3. Reducédo e quantificacdo de Tsal e Tsa2

Antes de cada experimento, Tsal e Tsa2 foram reduzidas através de incubagdes de
1h30min com 10 mM de DTT, em temperatura ambiente. O excesso de DTT foi removido
por filtracdo em colunas de Sephadex G25 (PD10, GE Healthcare). A concentracdo da
enzima na solucao obtida foi determinada por espectrofotometria em 280 nm, utilizando os
coeficientes de extingdo molar (ex0Tsal = 23590 M' cm™; exoTsa2 = 26150 M' cm™)
determinados pelo programa ProtParam (ExPaSy Proteomics Server, the Swiss Institute of
Bioinformatics, Genebra, Suica), disponivel em (http://bo.expasy.org/tools/protparam.html)

(Gasteiger et al., 2005).

3.4. Quantificacdo de tidis da Tsal e Tsa2

A concentracdo de sulfidrilas reduzidas nos estoques de Tsal ou Tsa2 foi
determinada pelo ensaio do DTNB (acido 5,5-ditio-2-nitrobenzoico) (Bonini & Augusto,
2001). Para isto, diluicoes das peroxirredoxinas em tampao fosfato 0,1 M, pH 9,0, foram
misturadas a 1 mM de DTNB (preparado em tampéao fosfato 0,1 M pH 7,4), de forma que o
pH final ficasse em torno de 8,3. Ap6s 15 min de incubacdo em temperatura ambiente, a
concentracao de tidis nas proteinas foi determinada através da absorbancia em 412 nm (412

= 13600 M'cm’™).

3.5. Estudos de cinética competitiva

Os valores das constantes de velocidade de segunda ordem das reacdes da Tsal e
Tsa2 com perdéxido de hidrogénio e peroxinitrito foram determinadas através do método de
cinética competitiva (Winternbourn, 1987; Trujillo et al.,, 2004; Trujillo et al., 2008). A
peroxidase de raiz forte (HRP) foi escolhida como competidora das peroxirredoxinas por
reagir de forma rapida com peréxido de hidrogénio (kugp=1,7 x 10’ M' s™") (Dunford et al.,

1978) e peroxinitrito (kure=1,02 x 10° M s™) (valor obtido por nosso grupo e por Floris et al.
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(1993)), formando o composto |. Adicionalmente, a oxidacdo da HRP a composto | pode ser
monitorada por espectrofotometria devido ao decaimento da absorbancia em 403 nm (Aego3 =
5,4 x 10* M cm™) durante o processo.

Os experimentos de cinética competitiva foram realizados em um espectrémetro de
fluxo interrompido (Applied Photophysics SX-18MV) com tempo de mistura de
aproximadamente 2 ms. Nestes experimentos, solugcdes de HRP contendo concentracdes
variadas de Tsal ou Tsa2 reduzidas (0-20 uM) (preparadas em tampéao fosfato 100 mM, pH
7,4, contendo 0,1 mM de DTPA) foram misturadas a concentracdes sub-estequiométricas de
peréxido de hidrogénio ou peroxinitrito, e a formacdo do composto | da HRP foi monitorada
em 403 nm. Para determinar a fracdo de inibicdo da reacdo da HRP causada pelas adicao
de peroxirredoxinas, inicialmente, obteve-se o valor de AAbs,gs, OU seja, a diferenca entre a
absorbéncia no final e no inicio da reacdo. A seqguir, os valores de AAbs,3 das reacdes com
peroxirredoxinas foram divididos por AAbs4e; da reagdo sem peroxirredoxinas, obtendo-se a
proporcdo de composto | formado (1-F) e, conseqlentemente, a fragdo de inibicdo da
formacédo de composto | (F). A relacdo entre a fracdo de inibicdo da reacdo da HRP e a
constante de velocidade de segunda ordem da reagado da peroxirredoxina é estabelecida

pela Equacao 1:

F
(ijHRP[HRP] =krsa[Tsa] (Equagéo 1)

Ao relacionar em um grafico os valores de (F/1-F)kyrp[HRP] com as concentragdes de
peroxirredoxina que causaram esta inibicao, determina-se uma reta cujo coeficiente angular
€ numericamente igual a constante de velocidade de segunda ordem para a reacdo da

peroxirredoxina.
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3.6. Estudos de cinética direta

O valor de constante de velocidade de segunda ordem da reacdo entre Tsal e
peroxinitrito também foi determinada através de experimentos de cinética direta, utilizando o
método da velocidade inicial (Trujillo et al., 2004). Para isto, a decomposi¢ao do peroxinitrito
(50 uM) foi monitorada em 310 nm na auséncia e presenca de Tsal (50 uM), em tampao
fosfato 100 mM contendo 0,1 mM de DTPA, pH 7,4, a 25°C £ 0,2, utilizando-se um
espectrofotdbmetro de fluxo interrompido (Applied Photophysics SX-18MV) A decomposicao
do peroxinitrito é usualmente monitorada em 302 nm (eso= 1,67 x 10° M ecm™), mas nestes
experimentos, foi monitorada em 310 nm (ez10= 1,60 x 10°> M cm™) para evitar interferéncias
causadas pela absorcédo de luz por proteinas (Trujillo et al., 2004). A velocidade inicial da
reacao entre Tsal e peroxinitrito foi determinada a partir do decaimento do peroxinitrito entre
2 e 10 ms, e fazendo-se as substituicbes adequadas, a constante de velocidade de segunda

ordem foi determinada através da Equacgéo 2:

—d[o'\c‘l?o] = krea[ONOO" |[Tsa1] (Equagdo 2)

3.7. Estudos de cinética competitiva por medidas de absorbancia

Os estudos de cinética competitiva apresentados neste trabalho foram, em sua
maioria, realizados em um espectrofotdbmetro de fluxo interrompido, mas resultados
semelhantes foram obtidos utilizando um espectrofotdbmetro comum. Nestes experimentos,
solucbes de HRP (8 uM) contendo diferentes concentragbes de Tsal (0-16 uM) foram
misturadas a peroxido de hidrogénio (4 uM) em tampao fosfato 100 mM, contendo 0,1 mM
DTPA, pH 7,4, a 25°C. Apbs 2 min de incubacado, a oxidacdo da HRP a composto | foi
verificada através da medida de absorbancia em 403 nm (Aeyws = 5,4 x 10* M" cm™).
Subtraindo-se o valor encontrado nestas medidas pelo valor de absorbancia de 8 uM de

HRP, determinou-se AAbs,; de cada reacdo, o que permitiu a obtengéo dos valores de F e
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1-F. Assim como nos experimentos anteriores, a constante de velocidade de segunda ordem

foi determinada através do grafico que relaciona (F/1-F)kurp[HRP] com as concentracoes

respectivas de Tsal, seguindo-se a relacdo estabelecida pela Equagéo 1.

3.8. Simulacoes cinéticas

Para simulacdes cinéticas foi utilizado o programa Gepasi (versao 3.3) (Mendes,
1993; Mendes, 1997). A formacao do composto | da HRP foi simulada neste programa na
presenca de diferentes concentragcoes de Tsal ou Tsa2, utilizando as Equacdes 3 € 4 e os

valores das constantes de velocidade de segunda ordem determinados neste trabalho (kurpe

€ Krsa).
HRP +H,0,— 5 HRP, . . (Equagéo 3)
Tsareduzida + H202 A)Tsaoxidada (Equagéo 4)

3.9. Oxidacdo da dihidrorodamina 123

Solugbes de dihidrorodamina 123 (DHR) (100 uM) em tampao fosfato (100 mM) pH
7,4 contendo as proteinas em estado reduzido ou nao (0-45 uM), foram misturadas
rapidamente com peroxinitrito (20 uM). A oxidagdo da DHR a rodamina foi monitorada em
um espectrofotdmetro a 500nm (eso0 = 78800 M cm™) (Crow, 1997). Solucdes estoque de

DHR foram preparadas em acetonitrila e guardadas a —20 °C, ao abrigo da luz.

3.10. Linhagens de Saccharomyces cerevisiae e condicdes de cultivo

Foram utilizadas linhagens de S. cerevisiae do tipo selvagem (WT) e linhagens com
delecdo de Tsal ou Tsa2 ou ambas (Tabela 1), cedidas pelo Dr. Luis E. S. Netto (Instituto

de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo). A linhagem WT foi transformada com o
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plasmideo YEp600 contendo o gene da Sod1 humana para obtencao de células que super-
expressam Sod1. Este plasmideo foi extraido da linhagem de levedura EGy118 cedida pela
Dra. Edith B. Gralla (Departamento de Quimica e Bioquimica, University of California, Los

Angeles).

Tabela 1. Genétipos das linhagens de S. cerevisiae utilizadas.

Linhagem Delecées Genétipo
BY4741 - Mate; His3A1; Leu240; Met15 A0; Ura340
tsald TSA1 Mateor; His3A1; Leu240; Met15 A0; Ura340; YMLO28W : : Kan mx4
tsa2A TSA2 Mator; His341; Leu2A40; Met15 A0; Ura340; YDR453C : : Kan mx4

tsalAtsalA TSA1e 2 Mateo; His3A1; Leu2A0; Met15 A0; Ura340; tsat : : KAN; tsa2 : LEU2

Culturas permanentes destas linhagens foram mantidas a -80°C em solugao de glicerol
estéril 20% mas, para evitar a perda de material por repetidos ciclos de congelamento e
descongelamento, estoques foram também mantidos em placas com meio de cultura
sintético YNB (yeast nitrogen base) (Difco) (Guthrie & Fink, 1991) suplementado por glicose
(20 g/L), agar (20 g/L) e dropout (1,18 g/L) (Tabela 2). O dropout é uma mistura de
aminoacidos e nucleosideos preparada de acordo com as quantidades especificadas na
tabela 2. Para os experimentos em condigdes fermentativas, col6nias de leveduras foram
inoculadas em 10 mL do meio de cultura YNB, suplementado com dropout e 2% de glicose,
e incubadas a 30°C, sob agitacdo de 250 rpm, por 15 h. Apds este periodo, as culturas
foram diluidas para uma DOgyp = 0,2 e incubadas nas mesmas condicbes até atingirem
DOeoo = 0,8, correspondente a fase logaritmica do crescimento. Para cultivo em condicoes
respiratérias, a fonte de carbono do meio foi alterada para 3% de etanol ou uma mistura de
2% de glicerol e 0,1% de glicose. Nestes experimentos, as col6nias de levedura foram
primeiramente cultivadas em meio fermentativo por 15 h e, ap6és diluicdo para DOgy = 0,2,

foram cultivadas em meio respiratério por 8 h.
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Tabela 2. Aminoacidos e nucleosideos presentes no dropout.

Nutrientes Quantidade (g)
Adenina (sal hemi-sulfato) 2,5
L-arginina 1,2
L-&cido aspartico 6
L-acido glutamico 6
L-histidina 1,2
L-leucina 3,6
L-lisina 1,8
L-metionina 1,2
L-fenilalanina 3
L-serina 22,5
L-treonina 12
L-triptofano 2,4
L-tirosina 1,8
L-valina 9
Uracila 1,2
Isoleucina 2,4

3.11. Experimentos de viabilidade

Tratamentos com concentracdes toxicas (1-2 mM) de perdxido de hidrogénio ou
peroxinitrito foram realizados com as linhagens WT, fsaiA, tsa24 e tsaiAtsa2A, coletadas na
fase exponencial do crescimento. Nos experimentos com peréxido de hidrogénio, 5 x 10’
células de cada linhagem foram lavadas em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4 contendo 0,1 mM
de DTPA e foram ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura. Metade das suspensdes
celulares foi tratada com 1 ou 2 mM de peroxido de hidrogénio por 30 min, a 30°C, sob
agitacdo de 350 rpm. A outra metade foi incubada nas mesmas condi¢gdes, mas nao
receberam o tratamento com o oxidante. Apos este periodo, as suspensodes fora diluidas e
100 pL das diluigdes 1/10* e 1/10° foram plaqueadas em meio YNB com &gar. Apds 2 dias

incubacao em estufa a 30°C, o numero de colénias (UFC) em cada placa foi contado. Os
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resultados mostram a porcentagem de UFC das amostras tratadas em relacao aos controles
correspondentes. Nos experimentos com peroxinitrito, as amostras foram ressuspendidas
em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, contendo 0,1 mM de DTPA, ao invés de meio de cultura e
o peroxinitrito foi adicionado em fluxo de 0,4 umol/min, de forma que a concentracao final
fosse 1 ou 2 mM. As diluicdes seriais e o plagueamento foram realizados como descrito para

os experimentos com peréxido de hidrogénio.

3.12. Consumo de peréxido de hidrogénio

A velocidade de consumo de peroxido de hidrogénio foi determinada para as
linhagens WT, tsalA, tsa2A e tsalAtsa2A através do teste FOX (Wolff, 1994). Para isto,
células na fase exponencial do crescimento foram tratadas com 1 mM de peréxido de
hidrogénio, a 30°C, sob agitacdo. Apds 2,5, 5, 10, 20 e 30 min de incubacao, 50 uL de cada
amostra foram diluidos em meio de cultura e misturados a 950 pL de reagente FOX (100 uM
de alaranjado de xilenol; 250 uM de sulfato ferroso amoniacal; 100 mM de sorbitol; 25 mM
de acido sulfarico). Ap6s 30 min a temperatura ambiente, a absorbancia destas amostras foi
lida em 560 nm e comparada com os valores de uma curva padrao feita com solucdes de

peroxido de hidrogénio de concentragdes conhecidas (0 a 5 uM).

3.13. Producéo do radical 1-hidroxietila

A produgdo de radicais livres foi estudada por EPR, utilizando um espectrometro
Bruker ER 200D-SRD de banda X modernizado com instrumentacdo EMX e equipado com
cavidade de alta sensibilidade (4119HS). Estes experimentos foram realizados com as
linhagens WT, tsaid, tsa24 e tsalAtsa24 cultivadas em meio fermentativo e com as
linhagens WT e tsalAtsa24 cultivadas em meio respiratério. Em ambos os casos, 5 x 10’
células de cada linhagem foram ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura e incubadas

com 90 mM de POBN (o-(4-piridil-1-6xido)-N-tert-butilnitrona) por 5 min, em temperatura
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ambiente (Roe et al., 2002). A seguir, estas amostras foram tratadas com 1 mM de peréxido
de hidrogénio por 30 min, sob agitacdo de 350 rpm e transferidas para uma cela de quartzo
para obtencdo dos espectros de EPR. Este procedimento foi um pouco alterado nos
experimentos com peroxinitrito, que foi adicionado as suspensoes celulares em fluxo de 0,4
umol/min (concentracao final igual a 2 mM). Em alguns experimentos, as células foram
tratadas como descrito acima, mas 171 mM de [2-'°C] etanol foram adicionados a
incubacdo. Também foram realizados experimentos onde as células foram pré-incubadas
com 2 mM de desferrioxamina ou 10 mM de dietilditiocarbamato por 30 min ou 1 h antes da
adicao do peréxido de hidrogénio. Por fim, suspensdes celulares da WT e tsaiAtsa24 foram

aquecidas a 90°C por 20 min antes da adicdo de POBN e perdxido de hidrogénio.

O papel da enzima Sod1 na producao de radicais também foi estudado por EPR, em
experimentos com as linhagens WT e tsaiAtsa24 e com enzimas purificadas. Nos estudos
in vivo, 5 x 107 células/mL foram pré-incubadas com 10 mM de dietilditiocarbamato, 10 mM
de batocuproina ou 2 mM de desferrioxamina, a 30°C, por 30 min, ou foram aquecidas a
90°C por 20 min. A seguir, estas amostras foram tratadas com 1 mM de peréxido de
hidrogénio (na presenga de 90 mM de POBN), a 30°C, por 30 min. Nos experimentos com
proteinas purificadas, 10 uM de catalase, peroxidase de raiz forte, citocromo ¢ ou Sod1
foram incubados com 90 mM de POBN, 1 mM de peréxido de hidrogénio e 171 mM de
etanol, por 30 min, a 30°C, em tampéo fosfato 100 mM, pH 7,4, contendo 0,1 mM de DTPA.
Apenas com a Sod1 foram realizados experimentos cinéticos, variando-se a concentragao
de etanol (43 - 171 mM) e o tempo de incubacdo (2 - 60 min). Neste caso, a producao de
radicais foi quantificada comparando-se os valores obtidos apds a dupla integracdo dos
espectros em cada condigdo, com o da dupla integracdo do espectro de 4-hidroxi-2,2,6,6-

tetrametil-piperidine-1-oxila obtido no mesmo dia e nas mesmas condigdes instrumentais.
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3.14. Deteccédo de ferro “quelatavel”

A deteccao de ferro “quelatavel” nas linhagens WT e tsalAtsa2A foi realizada como
descrito em Srinivasan e colaboradores (2000), com algumas modificacoes.
Aproximadamente 10° células de cada linhagem foram coletadas na fase exponencial e
ressuspendidas em 10 mL de meio de cultura YNB, sem glicose, contendo 2 mM de
desferrioxamina. Ap6s incubacao de 30 min, a 30°C, com agitagao, estas leveduras foram
lavadas com 10 mL de tampao Tris-HCI 20 mM, pH 7,4 gelado e ressuspendidas em 400 uL
do mesmo tampao contendo 40 uL de glicerol. Estas amostras foram transferidas para
seringas descartaveis de 1 mL e congeladas em nitrogénio liquido. Para aquisicao dos
espectros de EPR, a ponta da seringa foi cortada com uma tesoura e a amostra ainda
congelada foi despejada em um Dewar preenchido com nitrogénio liquido. A quantificagao
de ferro "quelatavel" nestas amostras foi feita utilizando-se uma curva padrao, preparada a
partir de espectros de EPR de solucoes de 2 mM de desferrioxamina, 10% de glicerol e
diferentes concentragdes de sulfato ferroso amoniacal. A concentragéo de desferrioxamina-
Fe(lll) em cada solucéo foi determinada por espectrofotometria em 430 nm (e430 = 2.865 M’
T.em™) (Yegorov et al., 1993). Os espectros de EPR dos padrdes foram obtidos no mesmo
dia e sob as mesmas condicdes instrumentais utilizadas para as amostras. Com os valores
da dupla integracdo dos espectros de EPR foi possivel construir uma curva padrao e

determinar os niveis de desferrioxamina-Fe(lll) presentes na WT e tsaiAtsa2A.

3.15. Determinacdo da concentracéo de ferro, cobre e zinco

A concentragdo total de ferro, cobre e zinco nas linhagens WT e tsalAtsa24 foi
determinada através de espectroscopia de absorgdo atdmica. Para estes experimentos, 10°
células das duas linhagens, coletadas como no item anterior, foram lavadas em agua
deionizada, ressuspendidas em uma solucdo composta por &cido nitrico, peroxido de

hidrogénio e agua (2v: 1v: 3v), e digeridas em forno de microondas. A andlise do contetdo
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de metais nestas amostras foi feita em um espectrémetro de absorgéo atdmica (Analytikjena

AG, AAS ZEEnit 60). ions ferro foram detectados a 324,8 nm, cobre a 248,3 nm e zinco a

213,9 nm (Naozuka & Oliveira, 2007).

3.16. Determinacdo da concentracdo de perdxidos totais

Os niveis de peréxidos totais nas linhagens WT e fsa1A tsa2A foram determinados
por FOX (Wolff, 1994; Salmon et al., 2000). Cerca de 5 x 10’ células/mL de cada linhagem
foram lavadas e ressuspendidas em meio de cultura e foram tratadas ou ndo com 1 mM de
peroxido de hidrogénio. Apds 30 min de incubagao, as células foram lavadas duas vezes e
ressuspendidas em 100 ul de tampao fosfato 50 mM. O mesmo volume de pérolas de vidro
(425-600 um) foi adicionado e as amostras foram agitadas em voértex (1 min) e resfriadas em
gelo. Apés a adigao de 900 pL de metanol frio contendo 4 mM de hidroxitolueno butilado, as
amostras foram agitadas em vortex por 2 vezes (1 min cada vez) e resfriadas em gelo. A
seguir, as amostras foram centrifugadas (1000 x g, 10 min) e os sobrenadantes foram
recuperados (100 uL) e misturados a 900 uL do reagente FOX (100 uM de alaranjado de
xilenol; 250 uM de sulfato ferroso amoniacal; 25 mM de acido sulfarico e 4 mM de
hidroxitolueno butilado preparado em 90% (v/v) de metanol). Apés 30 min de incubacao a
temperatura ambiente, a absorbancia das amostras foi lida a 560 nm. De acordo com curvas
de calibragcédo realizados com peroxidos padrdo, um coeficiente de extingdo aparente foi

determinado (4,5 x 10* M ¢cm™) (Salmon et al., 2000).

3.17. Preparacéo de extratos celulares

Extratos das linhagens WT e tsalAtsa2A4 foram obtidos como descrito em Munhoz &
Netto (2004). Células das duas linhagens foram coletadas na fase exponencial do
crescimento. A seguir, foram lavadas e ressuspendidas em tampao Hepes 50 mM, contendo

50 mM de cloreto de sédio, 2 ug/mL de leupeptina e 1 ug/mL de pepstatina. O mesmo
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volume de pérolas de vidro (425-600 um) foi adicionado. Ap6s 2 ciclos de 6 min de agitacao
em vortex e 6 min de resfriamento em gelo, as amostras foram centrifugadas a 16000 x g
por 5 min. Os sobrenadantes foram coletados e centrifugados a 16000 x g por 30 min para

remocao de precipitados.

3.18. Expressio de SOD1 em células WT e tsalAdtsa2A

Os niveis de Sod1 nas linhagens WT e tsalAtsa24 foram determinados através de
western blot. Para isto, 40 ug de extratos celulares de ambas linhagens foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) e transferidos para uma membrana de
nitrocelulose (Hybond-D Extra, Amersham Biosciences). A membrana foi lavada com
tampao TBS (NaCl 150 mM; Tris-HCI 50 mM, pH 7,5) por 3 vezes (10 min cada vez) e
bloqueada com TBST (tampao TBS acrescido de 0,05% de Tween-20) contendo 5% de leite
desnatado (incubagdo em temperatura ambiente por 90 min). Excesso da solugao
bloqueadora foi removido por 3 lavagens de 10 min com TBST. A membrana foi incubada
por 2 h com anticorpo primario anti-Sod1 humana (Calbiochem) (diluicao 1:1500, preparada
em TBST contendo 0,1% de leite desnatado) e novamente lavada com TBST. O anticorpo
secundario utilizado foi o anti-lgG (ovelha) conjugado com peroxidase (Calbiochem) (diluicao
1:7000), também preparado em TBST contendo 0,1% de leite desnatado. Esta incubagao foi
feita por 1 h, em temperatura ambiente e o excesso de anticorpo foi removido através de 3
lavagens, de 10 min cada, com TBST. A presenca de Sod1 foi revelada em filme de raios-X
apos tratamento da membrana por 5 min com solugdes de peréxido e luminol do kit de
deteccao SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce Biotechnology). Apos
a digitalizagdo dos filmes de raio-x, as bandas foram quantificadas por densitometria,

utilizando o programa ImageQuant V5.2, (Molecular Dynamics).
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3.19. Atividade dismutasica em extratos de células WT e tsalAtsa2A

A atividade dismutasica das linhagens de WT e fsalAtsa24foi estudada através do
monitoramento da inibicdo da redugao do citocromo c¢ por diferentes quantidades de extratos

celulares e, também, em gel nativo.

Para estudar a atividade dismutasica em gel nativo (Beauchamp & Fridovich, 1971;
Flohé & Otting, 1984), 40 ug de extratos celulares das duas linhagens foram separados por
eletroforese em gel nativo de poliacrilamida (12%). ApGs a eletroforese, o gel foi incubado
no escuro com uma solucdo composta por 0,25 mg/mL de NBT e 0,1 mg/mL de riboflavina
por 20 min. A seguir, adicionou-se uma solucao de 10 mg/mL de TEMED e o gel foi exposto
a luz, sob agitagédo, até o aparecimento das bandas. A atividade dismutasica foi estimada
através da quantificacdo destas bandas por densitometria, utilizando o programa

ImageQuant V5.2, (Molecular Dynamics).

A atividade dismutasica também foi estudada através do monitoramento da inibicao
da reducdo do ferricitocromo ¢ por diferentes concentracées de extratos de células WT e
tsalAtsa2A4 (0-50 pug) (McCord & Fridovich, 1969; Oberley & Spitz, 1985). Para producao de
superoxido, foram utilizados 100 uM de xantina e xantina oxidase (uma quantidade de
enzima suficiente para causar variagao de absorbancia de 0,025 unidade/min) e para reduzir
o perdxido de hidrogénio produzido pela oxidacdo da xantina, também foi adicionada uma
unidade de catalase. As reacdes foram preparadas em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4,
contendo 0,1 mM de DTPA, a 30°C e foram monitoradas em 550 nm por 150 segundos. Os
resultados destes experimentos sdo expressos em um grafico que relaciona a porcentagem
de inibicdo observada e a quantidade de extrato que causou esta inibicdo. Para determinar a

porcentagem de inibicao foi utilizada a Equacéo 5:

o Declividade na auséncia de extrato — declividade na presenga de extratos
% inibigdo = X100 (Equagao 5)
Declividade na auséncia de extrato
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3.20. Atividade peroxidasica das linhagens WT e tsaiAdtsa2A

A atividade peroxidasica dependente de bicarbonato das linhagens WT e tsaiAtsa2A
foi estudada por EPR, monitorando-se a oxidacdo do captador de spin DMPO a DMPO/*OH.
Nestes experimentos, 5x10” células lavadas e ressuspendidas em 1 mL de tampéo fosfato
0,1 M, pH 7,4, contendo 0,1 mM de DTPA, foram incubadas com 80 mM de DMPQO por 5 min
a temperatura ambiente. A seguir, estas amostras foram tratadas com 1 mM de peréxido de
hidrogénio e 25 mM de bicarbonato de sédio (15 min, 30°C) e imediatamente transferidas

para celas de quartzo para aquisi¢cao dos espectros de EPR.

3.21. Extracdo e quantificacdo de DNA

A extragdo de DNA das linhagens WT e tsaiAdtsa24foi realizada de acordo com
Ramirez e colaboradores (2007) com modificacdes (Philippsen et al., 1991). Inicialmente, as
células (1 x 10%) das linhagens WT e tsalAtsa2A lavadas por 2 vezes com &gua, foram
ressuspendidas e incubadas em 800 pL do tampéao de digestao da parede celular (sorbitol
0,9 M; EDTA 0,1 M; ditiotreitol 50 mM e 3.5 mg/mL de zymolyase 20T) por 2 h, a 37°C. Apos
este periodo, as amostras foram centrifugadas (1000 x g, 10 min) e os esferoblastos obtidos
foram ressuspendidos em 500 uL de tampéao de lise (SDS 1%; NaCl 100 mM; Tris-HCI 10
mM, pH 8,0; DTPA 25 mM), aos quais foram adicionados 25 uL de uma solugdo de
proteinase K (20 mg/mL de proteinase K; CaCl, 1 mM; Tris-HCI 50 mM, pH 8,0). Apés 1 h de
incubagao a 52°C, as amostras foram resfriadas até 37°C, e tratadas com 10 uL de uma
solucdo de RNAse (RNAse 20 mg/mL; acetato de sédio 1 mM, pH 4,5) por 1 h, a 37°C. A
seguir, 500 uL de fenol, pH 8,0 foi adicionado as amostras e misturado por inversdo. Apos
centrifugacao (11.700 x g, 2 min), 350 uL da fase aquosa (superior) de cada amostra foram
transferidos para um novo tubo, que receberam também, 150 uL de tampao de lise, 250 uL
de fenol e 250 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24v:1v). Ap6s nova centrifugacéo (11700

X g, 2 min), 350 uL da fase aquosa foram transferidos para um novo tubo e acrescentou-se
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150 uL de tampao de lise e 500 uL da solucéo de cloroférmio: alcool isoamilico. Ap6s nova
centrifugacao (11700 x g, 2 min), 300 uL da fase aquosa foram recuperados e misturados a
750 uL de isopropanol gelado e 36 uL de acetato de aménio 9 M. As amostras foram
incubadas a -20°C por no minimo 1 h e, apés este periodo, foram centrifugadas (11700 x g,
5 min) e lavadas 2 vezes com etanol 70% gelado. O DNA obtido foi ressuspendido em
tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM). A concentracdo de DNA nestas solucbes
foi determinada por absorbancia 260 nm. Considera-se que 1 unidade de absorbancia neste
comprimento de onda corresponde a 50 ug/mL de DNA dupla fita. A absorbancia em 280 nm
também monitorada para determinar a contaminacao por proteinas; nos experimentos foram

utilizadas apenas amostras cuja razao Aseo/Azso €ra maior que 1,8.

3.22. Deteccio de adutos de DMPO no DNA das linhagens WT e tsaiAtsa2A

A deteccao de adutos de DMPO/DNA das linhagens WT e tsaiAtsa24 foi realizada
por imuno-slot blot, como descrito por Ramirez e colaboradores (2007).

Cerca de 5 x 107 células/mL das linhagens WT e tsaldtsa2A foram lavadas,
ressuspendidas em meio de cultura e tratadas com 100 mM de DMPO e 1 mM de peréxido
de hidrogénio, por 30 min, 30°C. Apds este tratamento, o DNA destas amostras foi extraido
como descrito acima, e diluido em 100 pL de agua para uma concentracao final igual a 10
ng/uL. Para desnaturar o DNA, esta solugao diluida foi fervida por 10 min, resfriada em gelo
e misturada a 100 pL de NaOH 1M. As amostras desnaturadas de DNA foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra, Amersham Biosciences), utilizando
um aparelho de slot blot. Para esta transferéncia, a membrana foi posicionada no aparelho
sobre 2 folhas de papel Whatman 3 MM umedecidos com SSC 2X (NaCl 3 M; citrato de
s6dio 0,3 M e pH ajustado para 7,0 com HCI). O DNA foi aplicado nos slots e foi deixado em
contato com a membrana por 60 min. Somente apds este intervalo é que a bomba de vacuo

conectada ao aparelho foi ligada. Apés a passagem da solucdo de DNA, a membrana foi
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incubada com uma solucao de neutralizagao por 30 min (EDTA 1 mM; NaCl 1,5 M; Tris-HCI,
0,5 M pH 7,2). Por fim, a membrana foi lavada com agua destilada e guardada.

Para deteccao dos adutos de DMPO/DNA, a membrana foi bloqueada com tampao
PBS, contendo 3% de leite desnatado (NaCl 0,725 M; KCI 0,027 M; Na,HPO, 0,08 M;
KH,PQO, 0,014 M), por 1 hora, sob agitacdo. Antes da incubagdo com anticorpo primario, a
membrana foi lavada com PBS, contendo 0,05% de leite desnatado e 0,1% de Tween-20,
por 10 min. O anticorpo anti-DMPOna foi diluido (1:10000) neste tampao de lavagem e foi
incubado com a membrana por 1 h, a temperatura ambiente. Apés 3 lavagens de 10 min, a
membrana foi incubada com o anticorpo secundario anti-lgG (coelho) conjugado com
peroxidase (Sigma), que foi diluido no tampao de lavagem (1:10000), por 1 h. O excesso de
anticorpo foi removido por mais 3 lavagens de 10 min. A presenca de adutos de DMPO/DNA
foi revelada em filme de raio-X, ap6s tratamento da membrana por 5 min com solugdes de
peréxido e luminol do kit de deteccdo SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

(Pierce Biotechnology).

3.23. Incorporacio de '“C no DNA das linhagens WT e tsalAtsa24 metabolizando glicose e

"“C-glicose

O cultivo das linhagens WT e tsalAtsa24 em meio suplementado com '*C- glicose foi
realizado como descrito por Sentandreu & Northcote (1969), com modificacées. Foi utilizada
“C-glicose (Schwarz/Mann) de atividade especifica de 230 mCi/mM e concentracio de 1
mCi/mL.

Cerca de 2 x 108 células de cada linhagem foram ressuspendidas em 500 pL de meio
de cultura, contendo 4 vezes menos glicose que o usual e suplementado com 50 pCi de "*C-
glicose. A seguir, foi feito o tratamento com 1 mM de peréxido de hidrogénio por 30 min,
30°C, na presenca ou auséncia de 90 mM do captador de spin POBN. Apéds este periodo, as
amostras foram lavadas e procedeu-se a extracdo de DNA, como descrito anteriormente.

Cem nanogramas de DNA de cada condicao experimental foram transferidos para papel
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defiltro e incubados com 5 mL de liquido de cintilagdo. A deteccao de produtos derivados da
glicose radioativa no DNA das linhagens foi feita em um detector de radioisdtopos por

cintilagao liquida (Liquid scintillation analyser, 1660 TR, Packard).
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4. RESULTADOS
4.1. Cinética das reacbes das peroxirredoxinas Tsal e Tsa2 com peroxidos

4.1.1 Validacao do método de cinética competitiva

Estudos cinéticos baseados na determinacdo da velocidade inicial da reacdo das
peroxirredoxinas com peroxidos sé foram realizados com peroxinitrito, pois este é o Unico
peréxido cuja decomposicao pode ser monitorada por espectrofotometria em concentracées
na faixa de micromolar (Beckman et al., 1990; Bryk et al., 2000; Jaeger et al., 2004; Trujillo
et al., 2004). Porém, mesmo o peroxinitrito apresenta um valor de coeficiente de extincao
molar relativamente baixo (g50,= 1,67 x10* M cm™) e sua absor¢cdo maxima ocorre em uma
faixa do espectro de ultra-violeta em que as proteinas também absorvem luz, exigindo o uso
de concentragdes altas de reagentes (30-50 uM) para obtencdo de medidas confiaveis. Para
contornar esta limitacdo é que desenvolvemos um método competitivo para os estudos
cinéticos das peroxirredoxinas Tsal e Tsa2 (Winterbourn, 1987; Truijillo et al., 2004).

Antecipando que as constantes de velocidade de segunda ordem da Tsal e Tsa2 em
reacbes com peroxinitrito e peroxido de hidrogénio seriam altas, a peroxidase de raiz forte
(HRP) foi escolhida como competidora das peroxirredoxinas. A HRP reage rapidamente com
peroxido de hidrogénio (kure= 1,7 x 10”7 M's™) (Dunford et al., 1978) e peroxinitrito
(kerp=1,02 x 106 M's™) (valor obtido por nosso grupo e por Floris et al. (1993)) para formar
composto |. Esta reagao é facilmente monitorada em 403 nm devido a grande diferenga de
absorbancia entre as formas nativa e oxidada da HRP (Agesqs = 5,4 x 10* M'cm™). Esta
caracteristica permitiu o uso de concentracées baixas dos reagentes nos experimentos de
competicdo. As reagdes concorrentes nestes experimentos sao similares as descritas nas
Equacodes 3 e 4 (substituindo-se o peréxido de hidrogénio por peroxinitrito, dependendo do
experimento).

Primeiramente, para validar o método competitivo, a constante de velocidade de
segunda ordem da reacgdo entre Tsal e peroxinitrito foi determinada por cinética direta,

utilizando o método da velocidade inicial, e também através da competicdo com HRP. No
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experimento de competicdo, a oxidagcdo de 8 uM de HRP por 8 uM de peroxinitrito foi
monitorada na presenca de diferentes concentracées de Tsal (0 - 20 uM). A inibicdo da
reacdo da HRP com peroxinitrito foi dependente da concentracdo de Tsal utilizada (Fig. 2),
por isso, a constante de velocidade da reacdo entre Tsal e peroxinitrito pdde ser obtida
através da relaciao estabelecida pela Equacéao 1. O grafico que relaciona os valores de (F/1-
F)kure[HRP] com as concentragdes respectivas de Tsal gerou uma reta, cujo coeficiente
angular é numericamente igual ao valor da constante de velocidade de segunda ordem da

reacdo entre Tsal e peroxinitrito (7,4 + 0,9 x 10°M's™, pH 7,4 e 25 °C) (Fig. 2).
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Fig. 2. Determinagao do valor da constante de velocidade da reacdo entre Tsal e peroxinitrito por
cinética competitiva. (A) Inibigdo da formagdo do composto | da HRP pelas concentragdes
especificadas de Tsal em misturas contendo HRP (8,2 uM) e peroxinitrito (8 uM) em tampao fosfato
100 mM, pH 7,4, contendo 0,1 mM de DTPA, a 25°C. (B) Gréfico de (F/(1-F))kure[HRP] versus [Tsal],
de acordo com os dados obtidos em A. O coeficiente angular da reta determinada neste grafico é

numericamente igual ao krsa = (7,5 +0,9) x10° M s™.
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A seguir, a velocidade inicial da reacéo entre Tsal e peroxinitrito foi determinada através do
decaimento de peroxinitrito (50 uM), na presengca e na auséncia de 50 uM da enzima
(Beckman et al., 1990; Bryk et al., 2000; Trujillo et al., 2004) (Equacdo 3 e Fig. 3). Este
experimento foi repetido duas vezes, e a constante de velocidade de segunda ordem
aparente foi igual 26,5+ 1,0 x 10°M" s, pH 7,4 e 25°C, um valor préximo ao determinado

por cinética competitiva, validando este método.
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Fig.3. Determinacao do valor da constante de velocidade da reagdo entre Tsal e peroxinitrito por
cinética direta (método da velocidade inicial). O decaimento de 50 uM de peroxinitrito na auséncia e
na presenca de 50 uM de Tsal em tampao fosfato 100 mM, pH 7,4, contendo 0,1 mM de DTPA, a
25°C foi monitorado a 310 nm. A partir da velocidade inicial da decomposi¢cdo do peroxinitrito nas
duas condigdes foi possivel determinar a constante de velocidade.

4.1.2. Cinética das reacoes entre Tsal e Tsa2 com perdxido de hidrogénio e

peroxinitrito

A constante de velocidade da reagdo entre Tsa2 e peroxinitrito também foi
determinada em experimentos de competicdo com HRP. Assim como a Tsa1l, a Tsa2 inibiu

a reacao da HRP de forma dependente da concentragédo, e a constante de velocidade de
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sua reagdo com peroxinitrito foi determinada através do grafico que relaciona (F/(1-
F))kure[HRP] com as concentragdes respectivas da enzima. O valor obtido foi 5,1 x 10° £ 0,6

M's™ em pH 7,4 (Fig. 4).
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Fig. 4. Determinacéo do valor da constante de velocidade da reagéo entre Tsa2 e peroxinitrito por
cinética competitiva. (A) Inibigdo da formagdo do composto | da HRP pelas concentragdes
especificadas de Tsa2 em misturas contendo HRP (8 uM), peroxinitrito (8 uM) e DTPA (0,1 mM) em
tampao fosfato 100 mM, pH 7,4, a 25°C. (B) Grafico de (F/(1-F))kure[HRP] versus [Tsa2], de acordo
com os dados obtidos em A. O coeficiente angular da reta determinada neste grafico é

numericamente igual ao krez = (5,1 +0,6) x10° M s™.

Utilizando a mesma abordagem, as constantes de velocidade das reacdes da Tsal e
Tsa2 com peréxido de hidrogénio foram determinadas (Figs. 5 e 6). Os valores obtidos
foram 2,2 x 10’ M's™ e 1,3 x 10’ M"'s™, para Tsat e Tsa2 respectivamente, e sdo cerca de
100 vezes maiores que os atribuidos até entdo para peroxirredoxinas de diversas espécies

(inclusive de levedura). Estes resultados mostram que, na verdade, as peroxirredoxinas sao
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capazes de reduzir peroxido de hidrogénio de forma tao eficiente quanto heme- e selénio-

proteinas.
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Fig. 5. Determinagdo do valor da constante de velocidade da reagao entre Tsal e peréxido de
hidrogénio. (A) Oxidagdo da HRP (3,67 uM) por peréxido de hidrogénio (1,5 uM) na presenga de
diferentes concentragdes de Tsal (0-7,8 uM). As reagdes foram feitas em tampao fosfato 100 mM, pH
7,4, contendo 0,1 mM de DTPA, a 25°C. (B) Grafico de (F/(1-F))kurp[HRP] versus [Tsal]. Coeficiente
angular = krsar = 2,2 X 10' M7's™,
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Fig. 6. Determinagdo do valor da constante de velocidade da reagao entre Tsa2 e peréxido de
hidrogénio por cinética competitiva. As misturas de reagéo continham HRP (3,67 uM), peréxido de
hidrogénio (1,5 uM) e as concentragbes especificadas de Tsa2. As reagdes foram feitas em tampao
fosfato 100 mM, pH 7,4, contendo 0,1 mM de DTPA, a 25°C. (A) Formagao do composto | da HRP na
presenca das concentragbes especificadas de Tsa2. A linha sem ruido corresponde a simulagao
deste experimento realizada no programa Gepasi. (B) Grafico de (F/(1-F))kure[HRP] versus [Tsa2]. O

coeficiente angular da reta = kyeaz = 1,30 £ 0.14 x10' M s,

Como exposto anteriormente, experimentos de cinética direta ndo poderiam ser
feitos com peroxido de hidrogénio, por isso, as constantes de velocidade das reacées da
Tsal e Tsa2 com perédxido de hidrogénio foram validadas através de simulagdes cinéticas,
utiizando o programa Gepasi (Mendes, 1993; Mendes, 1997). Nesta abordagem, a
formacao do composto | da HRP foi simulada, utilizando-se diferentes concentragdes de
Tsal ou Tsa2, e empregando-se as constantes de velocidade das peroxirredoxinas,
determinadas através dos experimentos de competicido, € a constante de velocidade da

HRP, determinada por Dunford e colaboradores (1978). A aproximacgao entre o decaimento
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da HRP observado nos experimentos e nas simulagdes serviu para validar mais uma vez o
método competitivo (Fig. 6).

A constante de velocidade da reacdo entre Tsal e peréxido de hidrogénio também
foi determinada em um espectrofotdbmetro comum, pois espectrdmetros de fluxo
interrompido nao sdo amplamente encontrados. No espectrofotdmetro comum, o
decaimento da HRP ndo é monitorado, mas a concentracao fina de composto | formado
pode ser determinada através de medidas de absorbancia em 403 nm. Nestes
experimentos, solucées de HRP (4 uM) contendo diferentes concentracées de Tsal (0-16
uM) foram misturadas rapidamente ao per6xido de hidrogénio, e ap6s 2 min de incubacéo, a
absorbéancia das misturas foi determinada no espectrofotdmetro. Novamente, a inibicdo da
oxidacdo da HRP por peréxido de hidrogénio foi dependente da concentracdo de Tsat
utilizada, e através do grafico que relaciona (F/(1-F))kprp[HRP] versus [Tsal] foi obtido o
valor de 2,5 x 10’ M s para a constante de velocidade de segunda ordem desta reacéo
(Fig. 7). Este valor é bem proximo do determinado em espectrometros de fluxo interrompido,

ampliando a aplicabilidade do método competitivo.
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Fig. 7. Determinagao do valor da constante de velocidade da reagéo entre Tsal e peréxido de
hidrogénio por medidas de absorbancia. Foram feitas misturas de HRP (8 uM) e Tsa1 (concentragbes
especificadas na figura) em tampéo fosfato 100 mM, pH 7,4, contendo 0,1 mM de DTPA. A estas
misturas foram adicionados 4 uM de peroxido de hidrogénio e apds 2 min de incubagao, a formagao
do composto | da HRP foi monitorada a 403 nm. (A) Formagao do composto | da HRP na presenga
das concentragbes especificadas de Tsal. (B) Grafico de (F/(1-F)kyrp[HRP]. Coeficiente angular da
reta = krsa1 = 2,5 x10" M s

4.1.3. Determinacdo do pK, da cisteina peroxidasica de Tsal e Tsa2

Os valores das constantes de velocidade determinadas para reacdes entre Tsal e
Tsa2 com peroxido de hidrogénio sdo bastante altas (k~ 10’ M s™), principalmente quando
comparadas com as constantes publicadas para reagdes entre glutationa ou cisteina livre
com o mesmo oxidante (respectivamente, 0,89 e 2,9 M' s™) (Winterbourn & Hampton,
2008). A eficiéncia catalitica das peroxirredoxinas esta associada a manutencéo da cisteina
peroxidasica na forma tiolato, e por isso, um baixo valor de pK, é esperado. Para determinar
o pKa da cisteina peroxidasica (Cys*’) da Tsal e Tsa2, o método competitivo, utilizando a

HRP como competidora das peroxirredoxinas, também foi empregado. Nestes
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experimentos, o valor da constante de velocidade de segunda ordem das reacdes entre
Tsal e Tsa2 e peroxido de hidrogénio foi determinada em diferentes pHs (4,5 a 7,4),
aproveitando que nesta faixa, a reacao da HRP com peroxido de hidrogénio é independente
de pH. Os valores das constantes de velocidade determinadas foram relacionadas em um
grafico com os pHs correspondentes e um Unico pK, de 5,4 e 6,3 foi determinado para Tsa1
e Tsa2, respectivamente (Fig. 8). Estes valores sdo atribuidos a cisteina peroxidasica

170)

(Cys*’), pois a cisteina de resolugdo (Cys provavelmente apresenta um valor de pK,

similar ao determinado para cisteina livre (pK,= 8,4).
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Fig. 8. Variagao do valor da constante de velocidade de segunda ordem da reagao entre Tsal (m) ou
Tsa2 (e) com per6xido de hidrogénio em fungdo do pH. As constantes de velocidade foram
determinadas nas mesmas condigdes experimentais descritas nas legendas das figuras 5 e 6, com
excegao do pH da reagdo. Tampéao fosfato 100 mM foi usado no intervalo de pH de 4,5 -5,8 e 0
tampao fosfato foi usado no intervalo de 6,0 — 7 4.

4.1.4. A reacio entre Tsal e Tsa2 com peroxinitrito

Os valores das constantes de velocidade de segunda ordem das reacbes com

peroxinitrito sdo menores que os determinados com peréxido de hidrogénio, porém a esta
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comparagao deve ser feita com cautela, pois a decomposicdo do peroxinitrito € bastante
complexa (Augusto et al., 2002; Trujillo et al., 2008). O peroxinitrito apresenta pK, baixo, em
torno de 6,6 e decompde-se rapidamente ao ser protonado (k= 0,17 s™, pH 7,4 e 25°C),
produzindo nitrato (65%) e diéxido de nitrogénio, além do radical hidroxila (35%) (Equacao

6).

- T 0,65 NO, + 0,65H"
ONOO'<—" ONOOH —— [ONOOH] w

pK,=6,6

0,35 NO,+ 0,35 HO' (Equagéo 6)

Deste modo, a reagao direta do peroxinitrito com seus alvos, compete com seu
decaimento unimolecular, cujos produtos (NO," e HO®) podem oxidar os mesmos alvos.
Grupos tiél sdo oxidados diretamente por peroxinitrito por mecanismo de dois elétrons,
produzindo o &cido sulfénico correspondente, que a seguir reage com um segundo tiol,
formando um dissulfeto (Equagao 7). Deste modo, a estequiometria da reagéo é de 2 tiois
oxidados para cada peroxinitrito (Gatti et al., 1994; Quijano et al., 1997; Bonini & Augusto,

2001; Trujillo & Radi, 2002; Carballal et al., 2003).

RS
ONOO + RS ?RSOHgRSSR + OH"
NO, (Equacéao 7)

Grupos tiol também podem reagir com os radicais derivados do decaimento
unimolecular do peroxinitrito, produzindo radicais tiila e sulfenila, que por sua vez, podem
iniciar reacoes em cadeia (Gatti et al., 1994; Quijano et al., 1997; Bonini & Augusto, 2001). A
estequiometria deste Ultimo processo pode variar de acordo com as condicoes
experimentais, mas é sempre menor que 2 tidis por peroxinitrito, pois apenas 35% deste

oxidante se decompde a radicais (Radi et al., 2000; Augusto et al., 2002) (Equacéo 6). Em
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conjunto, estas caracteristicas tornaram necessario o estudo mais detalhado da reagéo do
peroxinitrito com Tsal e Tsa2.

A dependéncia de tibis reduzidos para a ocorréncia da reagao entre peroxirredoxinas
e peroxinitrito foi determinada através de experimentos de competigdo com dihidrorodamina.
Nestes experimentos, solugdes de diferentes concentracées de Tsal ou Tsa2 (oxidadas ou
reduzidas), contendo dihidrorodamina, foram misturadas rapidamente ao peroxinitrito, e
apenas nas incubacoées contendo peroxirredoxinas reduzidas a oxidagao da dihidrorodamina
a rodamina foi inibida (Fig. 9) (Trujillo et al., 2004; Dubuisson et al., 2004). A seguir, a
estequiometria das reagdes da Tsal e Tsa2 com peroxinitrito foi estudada através da
determinagdo da concentracdo de tidis presentes nas peroxirredoxinas antes e depois
destas reacoes, utilizando o método do DTNB (Bonini & Augusto, 2001). No inicio dos
experimentos, foi determinada a concentragéo de 1,8 tidis/monémero de Tsal ou Tsa2,
indicando que 90% da enzima estava na forma reduzida. Diferentes concentragbes de
peroxinitrito foram adicionadas as solucbes de peroxirredoxinas, e observou-se que a
oxidacao dos tiéis depende da concentracao de oxidante utilizada. As concentragbes de tidis
apoés as reagdes e as concentracoes de peroxinitrito foram relacionadas em um grafico, e a
partir da regressao linear destes dados, foi determinada uma reta, cujo coeficiente angular é
aproximadamente 2, indicando a estequiometria de 2 tidis oxidados para cada peroxinitrito
adicionado (Fig. 9). Em conjunto, estes resultados mostram que a reacdo estudada em
nossas condicbes experimentais €, de fato, a reacdo direta entre o peroxinitrito e a cisteina
peroxidasica da Tsal e Tsa2 (Cys*), como demonstrado anteriormente para outras
peroxirredoxinas (Trujillo et al., 2004; Dubuisson et al., 2004). Esta estequiometria pode ser
explicada pelo mecanismo mostrado na figura 1 (Hoffman et al., 2002; Wood et al., 2003a,
onde a cisteina peroxidasica (Cys*’) é oxidada a &cido sulfénico apés reagdo com um

170)

peréxido, e a seguir, reage com a cisteina de resolucdo (Cys'*™") de um outro monémero,

formando uma ponte dissulfeto.
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Fig. 9. Dependéncia de tidis para a reagao entre Tsal ou Tsa2 com peroxinitrito. (A). Inibicdo da
oxidagdo da DHR 123 por peroxinitrito por concentragdes crescentes de Tsal ou Tsa2. As misturas
de reagao continham DHR 123 (100 uM), peroxinitrito (20 uM) e as concentragbes especificadas de
Tsal (m), Tsal oxidada (o), Tsa2 (e) ou Tsa2 oxidada (o), e foram realizadas em tampao fosfato 100
mM, pH 7.4, contendo 0,1 mM de DTPA. (B) Oxidagao dos tidis de Tsal e Tsa2 por peroxinitrito. As
concentragdes especificadas de peroxinitrito foram adicionadas a 20 uM de Tsa1 (m) ou Tsa2 (e), em
tampéo fosfato 100 mM, pH 7,4, contendo 0,1 mM de DTPA, a 25°C. Ap6s 15 min de incubagéo, a
concentragdo de tidis remanescentes foi determinada através do ensaio do DTNB. As barras
representam o desvio padrao dos experimentos, realizados em triplicata.

Apds a verificacdo de que a reacdo das peroxirredoxinas Tsal e Tsa2 com
peroxinitrito segue o descrito para a reacdo com peroxido de hidrogénio (Fig. 1), as
constantes de velocidade de segunda ordem independentes de pH foram determinadas,
assumindo que o acido peroxinitroso é a espécie que reage com o anion tiolato das

peroxirredoxinas (Equagao 8) (Trujillo & Radi, 2002).
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onooH T lH+J TsasH T lH+J

Apos a substituicdo dos valores apropriados (ks corresponde a constante de velocidade de
segunda ordem obtida experimentalmente em pH 7,4; Konoon = 2,5 x 107 M, Kreash = 3,98 X
10° e 5,01 x107 M para Tsal e Tsa2, respectivamente), as constantes de velocidade de
segunda ordem independentes de pH determinadas foram 5,3 x 10° M's" e 3,9 x 10° M's™,
respectivamente, para Tsal e Tsa2). Estes dados mostram que de fato, a reacdo destas

peroxirredoxinas com peréxido de hidrogénio é mais rapida que com peroxinitrito.

4.2. Estudos em culturas de S. cerevisiae com delegcao das peroxirredoxinas citossdlicas

4.2.1. Viabilidade celular e producao de radicais

Para contribuir com a elucidacdo do papel fisiolégico das peroxirredoxinas, os
estudos foram realizados com quatro linhagens de S. cerevisiae: a linhagem WT ¢é a
levedura do tipo selvagem; a tsa14 apresenta delecao do gene que codifica a Tsal; a tsa24
apresenta delecdo do gene que codifica a Tsa2; a tsalAtsa24 apresenta delecdo dos 2
genes.

Primeiramente, curvas de crescimento destas linhagens foram realizadas,
monitorando-se 0 aumento da turbidez do meio (DOgy) ao longo do tempo de cultivo em
meio fermentativo (Fig.10). As semelhangas entre as taxas de crescimento das quatro
linhagens mostram que a delegédo de Tsal ou Tsa2 ou mesmo de ambas isoformas ndo é
letal e ndo afeta de forma significativa seu crescimento, em acordo com o descrito na

literatura (Wong et al., 2002; Wong et al., 2004; Demasi et al., 2006).
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Fig 10. Curva de crescimento das linhagens WT, tsaid, tsa2AetsaldA tsa2A4 em condigcdes

fermentativas.

Os efeitos das delegbes de peroxirredoxinas foram observados apenas quando as
linhagens foram tratadas com concentracdes téxicas de oxidantes. Os efeitos da exposicao
ao peroxido de hidrogénio, hidroperéxido de tércio butila e peroxinitrito ja haviam sido
estudados anteriormente nestas mesmas linhagens de leveduras, através de cultivo em
meio de cultura sélido misturado ao peroxido (spot assays) (Wong et al., 2002. Munhoz &
Netto, 2004; Wong et al., 2004; Demasi et al., 2006). Porém, esta abordagem nao é
adequada para experimentos com peroxinitrito, que pode reagir com varios componentes do
meio de cultura (aminoacido, nucleosideos e carboidratos) diretamente ou através dos
radicais produzidos por sua decomposicdo unimolecular (Equacdo 6) (Gatti et al., 1994;
Quijano et al., 1997). De fato, em experimentos onde as linhagens WT, tsal4, tsa2A e
tsalAtsa24foram submetidas a um fluxo de peroxinitito (0.4 pumol/min; concentragao final
igual a 2 mM), ndo foram observadas diferengas significativas no nimero de unidades
formadoras de col6nia detectadas (Fig. 11), porém, o efeito da adicdo de peroxinitrito pbde

ser avaliado quando as amostras foram ressuspendidas em tampé&o fosfato (Fig. 11).
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Fig. 11. Porcentagem de células viaveis das linhagens WT, tsai4, tsa2A e tsalA tsa24 submetidas ao
tratamento com 2 mM de peroxinitrito. (A) O peroxinitrito foi adicionado as células ressuspendidas em

meio de cultura. (B) O peroxinitrito foi adicionado as células ressuspendidas em tampao fosfato.

A confirmagao de que o peroxinitrito estava reagindo com componentes do meio de cultura e
produzindo radicais foi feita através de EPR, utilizando o captador de spin DBNBS (acido 3,5
— dibromo-4-nitrosobenzeno sulfénico). A adicdo de peroxinitrito ao meio de cultura, na
presencga ou auséncia de leveduras levou a deteccdo de um espectro de EPR (ay= 13,6 G)
caracteristico de radical-adutos de DBNBS derivados de aminoacidos como tirosina e

triptofano (Li et al., 1998; Bonini et al., 2004) (Fig. 12). A intensidade deste sinal foi menor na
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presenca de leveduras, confirmando que os componentes do meio de cultura competem
com as células pelo oxidante. Estes resultados enfatizam mais uma vez a importancia de se
considerar a reatividade do peroxinitrito na programacéao de experimentos com células (Gatti

et al., 1994).

WT

tsa1Atsa2A

Meio de cultura

Meio de cultura
sem suplementos

Ay o

Fig. 12. Espectros de EPR das linhagens WT e tsalA4tsa24 obtidos apés tratamento com 2 mM de
peroxinitrito, na presenca do captador de spin DBNBS. Os parédmetros do espectrometro foram:
Poténcia de microonda, 20 mW; amplitude de modulagdo, 1G; ganho, 7,1 x 10%; constante de tempo,

82 ms; numero de acumulagoes, 4.

Os experimentos de viabilidade também foram realizados com peréxido de
hidrogénio. Neste caso, a adicdo do oxidante pode ser feita em meio de cultura, pois o
composto é razoavelmente estavel e ndo reage com os componentes do meio. A adicao de
2 mM de perdxido de hidrogénio diminui consideravelmente o niumero de células viaveis
(Fig. 13), por isso, 0 mesmo experimento foi realizado com 1 mM. Neste caso, foi observado

que na presenca de 1 mM de peroxido de hidrogénio nao ha diferencas significativas entre
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as linhagens WT, tsalde tsa24, porém, foi surpreendente verificar que a linhagem
tsalAtsa2A4 foi a menos afetada pelo tratamento (Fig. 13). Além da maior resisténcia, a
linhagem tsa1Atsa2A consumiu perdxido de hidrogénio de forma mais rapida que as demais
linhagens (Fig. 14), enquanto as linhagens WT, tsald e tsa24 praticamente nao

apresentaram diferencgas.
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Fig. 13. Viabilidade das linhagens WT, fsal4, tsa2Ae tsald tsa24 submetidas ao tratamento com
peréxido de hidrogénio. (A) Porcentagem de células viaveis apds tratamento com 2mM de peroxido
de hidrogénio. (B) Porcentagem de células viaveis ap6s tratamento com 1mM de perdxido de
hidrogénio.
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Fig. 14. Consumo de 1 mM de per6xido de hidrogénio pelas linhagens WT e tsaiAtsa24, monitorado
através do teste FOX. Os valores correspondem a média + os desvios padrao obtidos a partir de trés

experimentos independentes; p < 0.03, r-test.

A maior resisténcia da tsalAtsa24 pode estar relacionada a sua capacidade de
consumir peréxido de hidrogénio de forma mais rapida que as outras linhagens. Porém, este
aumento do metabolismo de peréxido de hidrogénio pode ser desvantajoso por possibilitar o
aumento da producado de intermediarios radicalares (Roe et al., 2002; Halliwell & Gutridge,
2007). Por isso, a producao de radicais pelas linhagens WT, tsalA, tsa2A e tsalAtsa2A foi
examinada por EPR, utilizando o captador de spin POBN (Roe et al., 2002). Apés
incubacoes de amostras das quatro linhagens com 1 mM de peréxido de hidrogénio, a
concentracao de radicais detectada foi pequena, com excecao da linhagem tsaiAtsa2A4, que
apresentou um sinal de EPR significativamente maior (Fig.15). Estes experimentos foram
repetidos diversas vezes e os resultados sempre foram similares, com a produgédo de
radical-aduto dependente de todos os componentes da incubagao (leveduras, glicose e

peroxido de hidrogénio).
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Fig. 15. Espectros dos radicais-adutos de POBN produzidos pelas linhagens WT, tsai14, tsa24 e
tsaldtsa24 tratadas com 1 mM de perdxido de hidrogénio. Cerca de 5 x 10’ células/mL
ressuspendidas em meio de cultura contendo 2% de glicose, foram tratadas com 90 mM de POBN e 1
mM de peréxido de hidrogénio por 30 min, a 30°C. Aliquotas destas incubagdes foram transferidas
para celas de quartzo e os espectros de EPR foram adquiridos utilizando-se os seguintes parametros:
Poténcia de microonda, 20 mW; amplitude de modulagéo, 1G; ganho, 7,1 x 10°; constante de tempo,
82 ms; numero de acumulagoes, 4.

O espectro de EPR produzido pela linhagem tsaiAtsa2A é caracteristico do radical-
aduto POBN/1-hidroxietila (an= 15,8 G; ay= 2,6 G) e sua producdo ja havia sido reportada
em leveduras cultivadas em meio fermentativo, condicdo em que o etanol é o principal
metabdlito produzido (Roe et al.,, 2002). Para confirmar a identidade do radical-aduto

captado, a linhagem tsaiAtsa24 foi ressuspendida em meio de cultura fermentativo
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suplementado com 171 mM de [2-"*Cletanol e tratada com perdxido de hidrogénio. Neste
caso, o sinal de EPR de seis linhas foi substituido por um sinal de doze linhas (ax= 15,5 G;
an= 2,6 G; aisc= 4,2 G) (Fig. 16), evidenciando a contribuicdo do atomo *C (I= ) e

comprovando que o radical detectado é de fato derivado do etanol.

‘ 10G
tsalAtsa2A

tsalAtsa2A
[2-"C] Etanol

Simulacao

Fig. 16. Espectros dos radicais-adutos de POBN produzidos pela linhagem tsai4tsa24 tratadas com 1
mM de peréxido de hidrogénio. Cerca de 5 x 10" células/mL foram ressuspendidas em meio de
cultura contendo 2% de glicose ou em meio contendo 2% de glicose e 1% de [2-'°Cletanol e, a
seguir, tratadas com 90 mM de POBN e 1 mM de perdxido de hidrogénio por 30 min, a 30°C.
Aliquotas destas incubagdes foram transferidas para celas de quartzo e os espectros de EPR foram
adquiridos utilizando-se 0s seguintes parametros: Poténcia de microonda, 20 mW; amplitude de
modulacdo, 1G; ganho, 7,1 x 10°; constante de tempo, 82 ms; niimero de acumulagdes, 4.

A produgdo de radicais também foi estudada em amostras das quatro linhagens
submetidas ao tratamento com fluxo de peroxinitrito, porém nestas condicdes nao foram
detectados sinais de EPR (Fig. 17). Este resultado nao indica necessariamente que as

leveduras ndo tenham produzido espécies radicalares nestas condigdes, pois o proprio
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peroxinitrito ou os oxidantes dele derivados podem destruir os radicais-adutos, impedindo

sua deteccao (Augusto et al., 1994).
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Fig. 17. Espectros de EPR das linhagens especificadas tratadas com 2 mM de peroxinitrito. Cerca de
5 x 10’ células/mL foram ressuspendidas em tampao fosfato e, a seguir, tratadas com 90 mM de
POBN e um fluxo de 0,4 umol/min de peroxinitrito, em temperatura ambiente. Aliquotas destas
incubacoes foram transferidas para celas de quartzo e os espectros de EPR foram adquiridos
utilizando-se os seguintes parametros: Poténcia de microonda, 20 mW; amplitude de modulagéo, 1G;
ganho, 7,1 x 10°; constante de tempo, 82 ms; niimero de acumulagées, 4.

Os resultados descritos acima foram obtidos utilizando leveduras cultivadas em meio
fermentativo (2% de glicose), mas a producdo de radicais pelas linhagens WT e
tsalAtsa2Atambém foi estudada substituindo-se a glicose por uma mistura de glicerol (2%)
e glicose (0,1%). Neste tipo de cultivo, as mitocéndrias da levedura estdo ativas e a
producado de ATP ocorre principalmente através da respiracao celular (Galiazzo & Labbe-
Bois, 1993; Munhoz & Netto, 2004; Macierzynska et al., 2007), mas o crescimento da cultura
€ baixo. A adicao de glicose aumenta a atividade metabdlica das leveduras e facilita a
obtencao de células, mas nao é suficiente para inibir a respiracéo celular. Durante o cultivo

nestas condicbes, devido as diferencas metabdlicas apresentadas pelas leveduras, a
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deteccao de radicais livres foi feita utilizando os captadores de spin DMPO e POBN, que
apresentam maior eficiéncia para captar radicais derivados de oxigénio e carbono,
respectivamente. Nos dois casos, a produgao de radicais pela linhagem tsaAtsa24foi maior
(Fig.18), mas as diferengas ndo foram tdo acentuadas como nos experimentos em
condicbes fermentativas (Fig. 15). E interessante notar que a mudanca das condigdes de
cultivo afeta também a expressao de genes relacionados a defesa antioxidantes, como por
exemplo, dos dois tipos de catalases identificados em leveduras. Deste modo, é possivel
que a dificuldade em detectar diferencas quanto a producdo de radicais na linhagem
tsalAtsa2A seja decorrente do controle mais eficiente das espécies reativas durante o

cultivo em meio respiratério.
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Fig. 18. Produgao de radicais nas linhagens WT e tsalAtsa2A cultivadas em meio respiratorio. (A)
Cerca de 5 x 10’ células/mL de cada linhagem foram cultivadas em meio suplementado com 2% de
glicerol e 0,1% de glicose e tratadas com 1 mM de peréxido de hidrogénio, na presenga de 90 mM de
POBN. (B) Amostras cultivadas como descrito em A, mas foram tratadas com per6xido de hidrogénio,
alterando-se o captador de spin para DMPO (100mM). Poténcia de microonda, 20 mW; amplitude de

modulacdo, 1G; ganho, 7,1 x 10°; constante de tempo, 82 ms; niimero de acumulagdes, 4.
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4.2.2. Mecanismo de formacédo do radical 1-hidroxietila na linhagem tsaiAtsa2A4

O radical 1-hidroxietila detectado nos experimentos de EPR é derivado do etanol, o
principal metabolito fermentativo da levedura. A producédo de 1-hidroxietila pode ocorrer
através da oxidacdo do etanol por uma espécie reativa com as caracteristicas do radical
hidroxila (Equacao 9), cuja producdo em sistemas biolégicos é freqlientemente atribuida a

reacao de Fenton (Equacao 10).

CH,CH,OH + HO—— CH,CHOH + H,0 (Equagio 9)

H,0,+ Me™—> HO + H,0 + Me""” (Equaco 10)

fons ferro sdo essenciais para o crescimento celular, mas sua concentragdo &
rigorosamente controlada no interior das células. Porém, em condicdes estressantes, estes
ions ferro podem ser disponibilizados para catalisar reagcées quimicas, como a reacao de
Fenton, e tornam-se mais acessiveis a quelantes. Deste modo, utilizando a desferrioxamina
foi possivel detectar e quantificar, por EPR, os ions ferro disponiveis nas linhagens WT e
tsalAtsa2A4 (Srinivasan et al., 2000). Ao contrario do esperado, a linhagem WT apresentou
concentracdo mais elevada de complexos ferro(lll)-desferrioxamina que a tsalAtsa2A

(respectivamente, 1,00 £ 0,05 e 0,28 = 0,03 pg/g de células) (Fig. 19 e tabela 3).
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Tabela 3 — Concentracdao de ferro “quelatavel” por desferioxamina (Fe(lll)-DF) e ferro total,
cobre e zinco, e peroxidos totais nas linhagens WT e tsa1Atsa2A. A concentracdo de ferro
“quelatavel foi determinada por EPR; as concentragbes de ferro total, cobre e zinco foram
determinadas por espectrometria de absor¢do atdémica; e perdxidos totais foram determinados por
FOX. Os valores mostrados correspondem a média * desvios padrdao obtidos a partir de trés
experimentos diferentes.

Linhagens Fe(lll)-DF Ferro Cobre Zinco Perdxidos®
(1g/9) (ug/9) (ng/g) (ug/g) (nmol/g)

WT 1,00 £ 0,05 104 +£2 1,11+£0,02 22+5 75+5

tsalAtsa2A 0,28 £ 0,03 64+7 1,58 £ 0,04 23+3 95+ 10

? Peroxidos totais também foram determinados ap6s tratamento com 1 mM de perdxido de hidrogénio
e os valores obtidos foram 100 £ 11 e 94 = 8 por nmol/g, para as linhagens WT e tsalAtsa2A,
respectivamente.

g~4.3

Fe(lll)-DF = 1,0 + 0,05

Fe(lll)-DF = 0,028 £ 0,03
tsalAtsa2 A

Fig. 19. Espectro de EPR dos complexos Fe(lll)-DF das linhagens WT e tsalAtsa2A.
Aproximadamente 10° células de cada linhagem foram coletadas na fase exponencial do crescimento
e tratadas com 2 mM de desferrioxamina por 30 min. A seguir, as amostras foram ressuspendidas em
Tris-HCI 20 mM, pH 7,4, contendo 10% de glicerol e congeladas em nitrogénio liquido. As amostras
foram mantidas congeladas durante a aquisigdo dos espectros. As condigbes instrumentais utilizadas
foram: Poténcia de microonda, 20 mW; amplitude de modulagao, 5G; ganho, 1,12 x 10%; constante de
tempo, 163,84 ms.
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Em paralelo, foi observado que a pré-incubacdo de amostras das linhagens WT e
tsalAtsa24 com desferrioxamina ou batocuproina, antes da adicao de POBN e peroxido de
hidrogénio, ndo impede a producdo de POBN/1-hidroxietila, embora diminua sua

concentragcao em aproximadamente 30% (Fig. 20).

10 G
+DF
WT A A A A
+BC

tsalAtsa2A

tsal Atsa2 A
+DF

tsal Atsa2 A
+BC

Fig. 20. Efeitos da desferrioxamina e batocuproina no rendimento do radical-aduto POBN/1-
hidroxietila produzido pelas linhagens WT e tsalAtsa2A tratadas com 1 mM de peréxido de
hidrogénio. Cerca de 5 x 10" células/mL das duas linhagens, ressuspendidas em meio de cultura,
foram tratadas com 2 mM de desferrioxamina ou 2 mM de batocuproina por 30 min antes da adigao
de 2% de glicose, 90 mM de POBN e 1 mM de perdxido de hidrogénio. Apds 30 min de incubagao a
30°C, aliquotas foram transferidas para celas de quartzo para aquisigdo dos espectros de EPR, em
temperatura ambiente. Condigdes instrumentais utilizadas: Poténcia de microonda, 20 mW; amplitude
de modulagéo, 1G, constante de tempo, 82 ms, ganho, 7,1 x 10°, nimero de acumulagées, 4.
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O conteudo total de ferro nestas duas linhagens também foi determinado por espectrometria
de absorcao atbmica e, concordando com os experimentos anteriores, os niveis de ferro na
linhagem WT foram maiores que na tsaiAtsa24 (Tabela 3). Em contraste, foi observado que
a concentragao de cobre na linhagem tsa1Atsa24 é maior que na WT, enquanto os niveis de
zinco nao diferem de forma significativa (Tabela 3). Os ions cobre também poderiam
catalisar a producdo de radical hidroxila, mas assim como a desferrioxamina, a pré-
incubacdo das amostras com batocuproina nao foi suficiente para inibir a producao de
POBN/1-hidroxietila (Fig. 20). Em conjunto, estes resultados indicam que a reacao de
Fenton catalisada por ions ferro ou cobre nao é a principal via de formagao do radical 1-
hidroxietila.

As peroxirredoxinas também sdo consideradas importantes na detoxificagdo de
peréxidos orgéanicos, por isso, a delecdo de Tsal e Tsa2 poderia causar o acumulo de
peréxidos organicos e radicais peroxila derivados (ROO°®), que poderia oxidar etanol ao
radical 1-hidroxietila (k~ 10* M s') (Packer et al., 1981). Porém, as medidas dos niveis de
peroxidos presentes nas linhagens WT e tsaiAtsa24 foram similares em condi¢gdes basais
ou apos o tratamento com peréxido de hidrogénio (Tabela 3), mostrando que os radicais
derivados de perdxidos organicos ndao sao a principal fonte do radical 1-hidroxietila
detectado na linhagem tsaiAtsa2A.

O aumento da concentracdo de cobre na tsalAtsa2A sugeriu que o aumento da
expressdo de Sod1 poderia estar relacionado ao aumento da producédo de 1-hidroxietila
nesta linhagem. Por um lado, em linhagens de leveduras, a delecao de TSAT foi relacionada
ao aumento da transcricdo de genes que codificam proteinas antioxidantes (catalase,
citocromo ¢ peroxidase, tiorredoxina e Sod1) (Wong et al., 2004; Demasi et al., 2006).
Adicionalmente, a atividade peroxidasica da Sod1 pode oxidar etanol a 1-hidroxietila,
embora esta reacgdo tenha sido considerada ineficiente (Yim et al., 1993; Zhang et al., 2000).
E preciso ressaltar que estes trabalhos foram realizados em tampao bicarbonato, onde a

atividade peroxidasica da Sod1 produz preferencialmente o anion radical carbonato (Zhang
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et al., 2000; Liochev & Fridovich, 2004; Medinas et al., 2007), que por sua vez nao oxida
alcoois de forma eficiente (Augusto et al., 2002).

Diferentes enzimas purificadas (Sod1, catalase, citocromo ¢ e HRP) foram
comparadas quanto a eficiéncia em oxidar o etanol ao radical 1-hidroxietila na presenga de
peréxido de hidrogénio e POBN, em tampao fosfato contendo DTPA. Apenas em
incubagbes contendo Sod1, o radical-aduto POBN/1-hidroxietila foi produzido em
concentracoes relevantes (Fig. 21). O sinal detectado na incubacdo contendo HRP
corresponde a oxidagao do POBN e foi detectado mesmo na auséncia de etanol (Fig. 21).
Como a atividade peroxidasica da Sod1 é considerada pouco eficiente para oxidar o etanol
(Yim et al., 1993; Zhang et al., 2000), este experimento foi repetido, substituindo-se o etanol
por [2-"®Cletanol. A deteccdo de um sinal de EPR de 12 linhas (ao invés do espectro de 6
linhas observado anteriormente) confirmou que nestas condicdes, a Sod1 produz o radical
1-hidroxietila (Fig. 21). Adicionalmente, a producdo de POBN/1-hidroxietila se mostrou
dependente do tempo de incubagdo e da concentracdo de etanol utilizada (Fig. 22),
indicando que este processo é de fato dependente da atividade enzimatica da Sod1, e ndo é
decorrente de reacédo de Fenton catalisada por ions cobre liberados do sitio ativo da enzima

durante sua inativagao.
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HRP

Fig. 21. Produgdo do radical-aduto POBN/1-hidroxietila por diferentes enzimas. As enzimas
especificadas (10 uM) foram tratadas com 1 mM de perédxido de hidrogénio, 90 mM de POBN e 0,171
M de etanol em tampao fosfato 100 mM, pH 7,4, contendo 0,1 mM de DTPA, por 30 min, a 30°C. Nos
experimentos com Sod1 foram utilizados etanol nao-marcado ou [2-"*CJetanoal. Aliquotas destas
incubacoes foram transferidas para uma cela de quartzo para aquisicdo dos espectros de EPR,
utilizando as seguintes condi¢des instrumentais: Poténcia de microonda, 20 mW; amplitude de
modulacdo, 1G, constante de tempo, 82 ms, ganho, 7,1 x 10°, niimero de acumulagdes, 4.
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Fig. 22. Produgao do radical-aduto POBN/1-hidroxietila pela Sod1 em fungédo do tempo. Foram feitas
incubagoes da Sod1 (10uM) com 90 mM de POBN, 1 mM de peréxido de hidrogénio e as
concentragbes especificadas de etanol, em tampao fosfato 100 mM, pH 7,4, contendo 0,1 mM de
DTPA, a 30°C pelos periodos de tempo especificados. Apés intervalos de tempo especificos, as
reagdes foram interrompidas pela adigao de 10 unidades de catalase. As amostras foram transferidas
para uma cela de quartzo para aquisicdo dos espectros de EPR, utilizando-se os seguintes
parametros: Poténcia de microonda, 20 mW; amplitude de modulagéo, 1G, constante de tempo, 82
ms, ganho, 7,1 x 10°, nimero de acumulagées, 4.

Para comprovar o papel da atividade peroxidasica da Sod1 na producdo de POBN/1-
hidroxietila, células da linhagem tsaiAtsa24 foram pré-incubadas com dietilditiocarbamato
ou foram aquecidas a 90°C, por 20 min, e apenas depois foram tratadas com peroxido de
hidrogénio. Nestas duas condicdes, ndo houve producdo de POBN/1-hidroxietila (Fig. 23),
reafirmando a dependéncia de atividade enzimatica, mais especificamente, da Sod1 para

producéao do radical 1-hidroxietila.
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Fig. 23. Efeitos do dietilditiocarbamato (DDC) e aquecimento no rendimento do radical-aduto POBN/1-
hidroxietila produzido pela linhagem tsaiAtsa24 tratada com 1 mM de perdxido de hidrogénio. Cerca
de 5 10’ células/mL ressuspendidas em meio de cultura foram pré-incubdas com 10 mM de DDC por
1 hora ou aquecidas a 90°C por 20 min e resfriadas até a temperatura ambiente antes da adigao de
90 mM de POBN e 1 mM de perdxido de hidrogénio. Apés 30 min de incubagao a 30°C, aliquotas
foram transferidas para celas de quartzo e os espectros de EPR foram adquiridos utilizando-se os
seguintes parametros: Poténcia de microonda, 20 mW; amplitude de modulacédo, 1G, constante de
tempo, 82 ms, ganho, 7,1 x 10°, nimero de acumulagdes, 4.

Neste sentido, também foi observado que na linhagem tsaiAtsa2A a expressao de Sod1 é
aumentada em aproximadamente 5 vezes, em relagdo a WT (Fig. 24). Paralelamente, a
atividade dismutasica, estudada através da reducdo do NBT em gel nativo (Fig. 24) e da
inibigdo da redugao do citocromo ¢ (McCord & Fridovich, 1969; Beauchamp & Fridovich,
1971; Oberley & Spitz, 1985), aumenta cerca de 2 vezes (Fig. 25). Além disso, a linhagem
tsalAtsa2A apresentou um aumento da atividade peroxidasica dependente de bicarbonato,

que é tipica da Sod1 (Fig. 25). Estes resultados mostram que tanto a atividade superdxido
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dismutase como a atividade peroxidasica dependente de bicarbonato sdo cerca de duas
vezes maiores na linhagem tsalAtsa24, em comparacao a WT (Fig. 25). Porém, o aumento
da concentracdo de Sod1, como detectado por western blot, é de aproximadamente 5 vezes
(Fig. 24), indicando que nem toda Sod1 sintetizada esta na forma ativa. E interessante notar
que o0 aumento da concentragdo de cobre na linhagem tsalAtsa24 também nao é
proporcional ao aumento da sintese de Sod1, mas se correlaciona com o aumento de

atividade desta enzima.

A

tsalA tsalA
WT  tsa2A WT  tsa2A

- + +
-
-

Densitometria 1x 5x 1,7x 8x

1 mM H,0,

B

tsalA tsalA

WT  f5a2A WT  tsa2A

1mMH,0, - - =+
Densitometria 1y 1,6x 1,9x 2,éx

Fig. 24. Niveis de expressao da Sod1 e da atividade superdxido dismutase em extratos celulares das
linhagens WT e tsalAtsa2A. (A) Western blot mostrando os niveis de expressao da Sod1 nos extratos
das duas linhagens tratadas ou ndo com 1 mM de peréxido de hidrogénio, antes da extragao de
proteinas. (B) Atividade superéxido dismutase das duas linhagens analisada em gel nativo. Extratos
celulares foram obtidos antes e apés tratamento com 1 mM de peréxido de hidrogénio (30 min, 30°C).
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Fig. 25. Atividade super6xido dismutase e peroxidasica dependente de bicarbonato das linhagens
WT, tsalAtsa24 e WThsogt- A atividade superdxido dismutase foi estimada através do monitoramento
da inibicdo da redugdo do citocromo c por diferentes concentragbes de extratos celulares das
linhagens WT (m), tsalAtsa2A (o) e WThsos1 (A). A insercdo mostra a atividade peroxidasica
dependente de bicarbonato nestas linhagens monitorada através da oxidagdo do DMPO. Células
destas linhagens foram ressuspendidas em tampao fosfato 100 mM, pH 7,4, contendo 0,1 mM de
DTPA, e foram incubadas com 80 mM de DMPO por 5 min. A seguir foram adicionados 25 mM de
bicarbonato de sédio e 1 mM de peréxido de hidrogénio. Apdés 15 min de incubagao a 30°C, as
reagdes foram transferidas para celas de quartzo para aquisigcdo dos espectros de EPR. A figura
mostra as médias * desvios padrdao de trés experimentos diferentes, p < 0,05. Os parametros
instrumentais utilizados foram: Poténcia de microonda, 20 mW; amplitude de modulagdo, 1G,
constante de tempo, 82 ms, ganho, 7,1 x 10°, nimero de acumulagées, 4.

O papel da Sod1 na producédo de radicais também foi explorado através de experimentos
com amostras da linhagem WT transformadas com o gene da Sod1 humana. A linhagem
obtida (WThseg1) produz maior quantidade de Sod1 e, como a tsalAdtsa24, tem maior
atividade dismutasica e peroxidasica dependente de bicarbonato (Fig. 26), além de produzir
mais radicais que a WT (Fig. 26). Deste modo, os resultados obtidos indicam uma relacao

entre 0 aumento da atividade da Sod1 e o aumento da producéo de radicais.
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Fig. 26. Produgao do radical-aduto POBN/1-hidroxietila pelas linhagens WT, tsa1Atsa2A, e WThsogi-
Cercade 5 x 107 células/mL de cada linhagem foi ressuspendida em meio de cultura e foi tratada com
90 mM de POBN e 1 mM de peréxido de hidrogénio por 30 min, a 30°C. Apéds este periodo, foram
adquiridos os espectros de EPR destas amostras utilizando-se as seguintes condigfes: Poténcia de
microonda, 20 mW; amplitude de modulagdo, 1G, constante de tempo, 82 ms, ganho, 7,1 x 10°,

numero de acumulagoes, 4.

4.2.3. Instabilidade gendémica da linhagem tsaiAdtsa2A

A relacao entre delecao de genes relacionados a defesa antioxidante e o aumento da
taxa de mutacdes em S. cerevisiae vem sendo bastante estudada, uma vez que as espécies
reativas formadas pela propria atividade metabdlica da levedura podem provocar oxidacao
de nucleotideos, quebra da dupla fita do DNA, formacao de ligacoes cruzadas entre DNA e
proteinas e a remogao de bases nitrogenadas (Gralla & Valentine, 1991; Myung et al., 2001;

Huang et al., 2003; Wong et al.,, 2004; Ragu et al.,, 2007; Iraqui et al., 2008). Mais
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especificamente, a peroxirredoxina Tsal é considerada uma enzima supressora de
mutacdes, devido ao aumento de mutacdes pontuais e ao acumulo de translocagoes,
inversoes, fusdes e delecdes de partes de cromossomos e aneuploidias em linhagens que
sofreram delecao desta enzima (Huang et al., 2003; Wong et al., 2004; Ragu et al., 2007;
Iraqui et al., 2008). Embora estes estudos mostrem uma relagao significativa entre a delecéao
da Tsal e o aumento de mutacdes, os mecanismos que levam a estas alteragdes ainda nao
foram elucidados.

A deteccdo de um maior rendimento em radicais na linhagem tsaiAtsa24 tornou
interessante verificar a ocorréncia de danos ao DNA desta linhagem, uma vez que o radical
1-hidroxietila pode clivar e alquilar acidos nucleicos (Augusto, 1993; Nakao & Augusto,
1998). Para verificar a producao de adutos de DNA nas condicdes experimentais usadas
neste trabalho, amostras das linhagens WT e tsalAtsa24 foram tratadas com peroxido de
hidrogénio em meio de cultura contendo ['“C]glicose. O DNA destas amostras foi extraido e
a incorporacdo de '“C foi determinada em um detector de radiois6topos por cintilacdo
liquida. Como mostrado na Fig. 27, a incorporacao de "C foi maior na linhagem tsalAtsa24
tratada com peroxido de hidrogénio. Tal incorporacdo diminuiu na presenca de POBN,
indicando que uma fracdo consideravel do is6topo 'C incorporado ao DNA é devida a
radicais lives, provavelmente o radical 1-hidroxietila. Paralelamente, a detecgao de radicais
de DNA destas amostras foi realizada através do tratamento das linhagens WT e tsalAtsa2A
com peréxido de hidrogénio na presenca do captador de spin DMPO. O DNA destas
amostras foi extraido e a formagdo de adutos DMPO/DNA® foi detectada utilizando o
anticorpo anti-DMPO (Ramirez et al., 2007). Deste modo, foi possivel confirmar que na
linhagem tsalAtsa24 ha uma producédo aumentada de radicais derivados do DNA (Fig. 27).
Em conjunto, estes resultados permitem associar o aumento da produgédo do radical 1-
hidroxietila ao aumento de danos oxidativos ao DNA da linhagem tsaiAtsa2Atratada com

peroxido de hidrogénio.
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Fig. 27. Adutos e radicais derivados do DNA nas linhagens WT e tsa1Atsa2A tratadas com per6xido
de hidrogénio. (A) Incorporacdo de '“C no DNA das linhagens WT e tsalAtsa2A durante o
metabolismo de "*C-glicose, na presenca ou na auséncia de 1mM de peréxido de hidrogénio e 90 mM
de POBN, como especificado. Os valores correspondem a média + os desvios padrdao de trés
experimentos diferentes; *p < 0.05, teste t. (B) Niveis de radicais derivados do DNA nas linhagens WT
e tsalAtsa2A tratadas ou nao com peroxido de hidrogénio, detectados por imuno-dot blot utilizando o
anticorpo anti-DMPO/aduto. O controle positivo corresponde a 100 ng de DNA extraido da linhagem
WT e tratado com DMPO (50 mM), CuCl, (1 mM ) e peréxido de hidrogénio (20 uM ), em tampao
fosfato 100 mM, pH 7.4, por 30 min, a 30°C. As barras correspondem a intensidade do spot,
determinada através do programa ImageQuant 5.1 (Molecular Dynamics). Os resultados sao
representativos de 2 experimentos independentes.
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5. DISCUSSAO

5.1. Reacoes entre Tsal e Tsa2 com peréxidos

As peroxirredoxinas constituem uma familia de tiol-proteinas identificadas
inicialmente em leveduras, mas também encontradas em bactérias, plantas e animais
(Hofmann et al., 2002). Freglientemente, em uma Unica espécie, sdo encontradas varias
isoformas de peroxirredoxinas com diferentes padrbes de expressao e
compartimentalizacao (Park et al., 2000; Wong et al., 2004). Devido a sua abundéancia e
capacidade de reduzir diferentes substratos (peréxido de hidrogénio, peroxidos organicos e
peroxinitrito), as peroxirredoxinas sdo consideradas importantes defesas antioxidantes, e
nos ultimos anos também vém sendo relacionadas a regulacdo de eventos de sinalizacao
celular mediados por perdéxido de hidrogénio (Wood et al., 2003a; Wood et al., 2003b;
Demasi et al., 2006). Para executar qualquer uma destas fungoes, seria esperado que as
peroxirredoxinas reagissem de forma rapida com seus substratos, mas até recentemente, as
constantes de velocidade de segunda ordem atribuidas a estas enzimas, inclusive Tsal e
Tsa2, em reacdes com peroxidos eram da ordem de 10* a 10° M s, valores baixos quando
comparados aos determinados para heme- ou selénio-proteinas (Flohé et al., 2002; Hoffman
et al., 2002; Wood et al., 2003; Munhoz & Netto, 2004). E preciso ressaltar que estes valores
foram obtidos através de experimentos de cinética do estado estacionario, onde os valores
de Kqq € Ky sdo determinados através do monitoramento da oxidacado do NADPH. Deste
modo, era possivel que as constantes determinadas refletissem o passo determinante de
todo o processo (Fig. 1) e ndo a reagao entre a peroxirredoxina e o peréxido. Para resolver o
aparente paradoxo entre a importancia atribuida as peroxirredoxinas e os baixos valores de
constantes de velocidade entdo atribuidos, desenvolvemos um método competitivo
utilizando a peroxidase de raiz forte (HRP) para determinar os valores das constantes de
velocidade de segunda ordem para reacdes da Tsal e Tsa2 com peroxido de hidrogénio e
peroxinitrito.

O método competitivo mostrou-se confiavel, pois forneceu um valor de constante de

velocidade para reacdo entre Tsal e peroxinitrito bastante préximo ao que foi determinado
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por cinética direta (Figs. 2 e 3). Uma vez validado, o método competitivo foi usado para
determinar as constantes de velocidade de segunda ordem das reagbes da Tsal e Tsa2
com peréxido de hidrogénio. Para ambas, os valores determinados foram altos, da ordem de
10" M" s, como os determinados mais recentemente para outras peroxirredoxinas,
modificando a visdo de que seriam enzimas pouco eficientes. Na verdade, peroxirredoxinas
de fato, podem competir com heme- ou selénio-proteinas na detoxificacdo de peroxido de
hidrogénio (Parsonage et al., 2005; Ogusucu et al., 2007; Peskin et al., 2007; Parsonage et
al., 2008; Truijillo et al., 2007).

Utilizando o método competitivo também foram determinadas as constantes de
velocidade para reacdes da Tsal e Tsa2 com peroxinitrito. Os valores, da ordem de 10° M’
s, sdo compativeis com os publicados para as peroxirredoxinas de Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi (Trujillo et al., 2004) e Toxoplasma gondii (Akerman & Maller, 2005),
mas sdo menores que os determinados para a peroxirredoxina AhpC de Mycobacterium
tuberculosis (1,3 x 10° M'.s™) e para PRDX5 humana (1,2 x 108 M".s™) (Trujillo et al., 2007).

Utilizando o método competitivo também foi possivel determinar o pK, da cisteina
peroxidasica (Cys*’) da Tsal e da Tsa2, respectivamente, 5,4 e 6,3 (Fig. 8). Esta diferenca
entre os valores determinados foi inesperada, considerando os 86% de identidade na
sequiéncia de aminoacidos apresentada pelas duas isoformas (Wong et al., 2002). E
interessante notar que apesar da diferenca nos valores de pK, a Tsal e Tsa2 sao
igualmente eficientes para reduzir peréxido de hidrogénio e peroxinitrito. Utilizando esta
metodologia, os valores de pK, da cisteina peroxidasica descritos para outras
peroxirredoxinas também sdo bem mais baixos que o da cisteina livre (pK.= 8,4) (Ogusucu
et al., 2007; Peskin et al., 2007; Trujillo et al., 2007). Embora a estabilizacdo da forma tiolato
da cisteina peroxidasica seja atribuida a um residuo de arginina altamente conservado no
sitio ativo da enzima (Arg'®, na Tsal e Tsa2) (Wood et al., 2003), a alta reatividade das
peroxirredoxinas parece nao ser decorrente apenas do baixo valor de pK, (Peskin et al.,
2007; Trujillo et al., 2007). De fato, a PRDX5 (peroxirredoxina 5 humana) apresenta pK,

igual a 5,2 e reage com peroxinitrito com constante de velocidade da ordem de 10’ M ' s e
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com perdxido de hidrogénio com constante da ordem de 10” M s (Truijillo et al., 2007). Em
conjunto, tanto os nossos resultados como os da literatura indicam que o pK, é apenas um
dos fatores que determinam a reatividade da cisteina peroxidasica. Mais estudos cinéticos
envolvendo diferentes peroxirredoxinas e diferentes substratos, além da obtencao de dados
estruturais, sdo necessarios para melhor compreensao das caracteristicas que determinam
as diferengcas quanto a reatividade e os papéis redundantes e nado-redundantes das
diferentes peroxirredoxinas.

Além dos valores das constantes de velocidade de segunda ordem para as reacdes
entre Tsal e Tsa2 com oxidantes, nossos experimentos cinéticos fornecem um método
simples para a determinacdo dessas constantes para tidis-proteinas. Tais proteinas vém
recebendo crescente atencéo na literatura devido aos seus papéis na sinalizagao celular. De
fato, embora a maioria dos experimentos aqui descritos tenha sido feita em um
espectrdmetro de fluxo interrompido, é possivel obter resultados convincentes em
espectrofotdbmetros comuns (Fig. 7). A principal vantagem do método competitivo é que, ao
contrario dos experimentos de cinética de estado estacionario, ndo requer a adicdo de
sistemas redutores e por isso, pode ser aplicado para estudar peroxirredoxinas cujo redutor
biolégico ndo é conhecido. A desvantagem do método € que nado pode ser aplicado ao
estudo de reacdes com perdxidos organicos, pois estes oxidantes reagem com HRP de
forma relativamente lenta, complexa, com geracao de intermediarios radicalares (Furtmuller
et al., 2000). Recentemente, descreveu-se a determinagdo de valores de constantes de
velocidade de segunda ordem através do monitoramento da variagdo da fluorescéncia de
peroxirredoxinas decorrentes de suas oxidacoes (Parsonage et al., 2005; Trujillo et al., 2007;
Parsonage et al., 2008). As reacdes entre PRDX5 com peroxinitrito, peréxido de hidrogénio,
hidroperoxido de tércio-butila e hidroperéxido de cumeno foram estudadas monitorando-se o
aumento de fluorescéncia do Trp®, utilizando uma forma da enzima em que a cisteina de
resolucao foi substituida por uma serina (Trujillo et al., 2007). Porem este método nao pode
ser amplamente aplicado, pois muitas peroxirredoxinas ndo apresentam variagdo de

fluorescéncia mensuravel com oxidacido. Uma outra abordagem (mais trabalhosa) baseada
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em mudangas de fluorescéncia foi empregada em estudos cinéticos da AhpC
(peroxirredoxina de Salmonella typhimurium) (Parsonage et al., 2005; Parsonage et al.,
2008). Nestes trabalhos, como redutor da AhpC foi utilizada uma forma truncada da AhpF
constituida apenas pelo seu dominio N-terminal (regido doadora de elétron para AhpC) com
acréscimo de um residuo de triptofano. A perda de fluorescéncia decorrente da reducao da
AhpC pela AhpF, na presenca de per6xido de hidrogénio foi monitorada em um
espectrometro de fluxo interrompido. Através dos valores de K.y e Ky obtidos nestes
experimentos, os autores determinaram a constante de velocidade da reacdo de oxidacao
da AhpC por peroxido de hidrogénio.

Em resumo, os estudos cinéticos realizados neste trabalho permitiram a
determinagao das constantes de velocidade das peroxirredoxinas Tsal e Tsa2 e dos valores
de pKa das respectivas cisteinas peroxidasicas, além de apresentar uma nova abordagem
experimental para este tipo de estudo. Os resultados obtidos através do método competitivo

com HRP estdo resumidos na tabela 4.

Tabela 4- Valores de pK, e das constantes de velocidade de segunda ordem determinadas para
Tsal e Tsa2 em reacdes com peroxido de hidrogénio e peroxinitrito, a 25 °C.

. . kperéxido de hidrogénio kperoxinitrito (M.-|.S-1)
Peroxirredoxina pPKa 4o _
(M'.s™) pH7,4 independente de pH
Tsa1l 54 22x10’ 7,4x10° 5,3x10°
Tsa2 6,3 1,3x 10’ 51x10° 3,9x10°

Nossos resultados, além de contribuir para mostrar que as peroxirredoxinas sao
enzimas bastante eficientes na remocado de perdxidos, fornecem embasamento para a
hipotese de que sejam importantes mediadoras dos processos de sinalizagdo celular
mediado por peroxido de hidrogénio. Sob estresse oxidativo, enzimas como a catalase
devem ser mais relevantes para a detoxificacdo de perdxidos que peroxirredoxinas,
principalmente por ndo dependerem de equivalentes redutores, que podem ser escassos

nestas condicées. Porém, em condicbes normais, os niveis intracelulares de peréxido de
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hidrogénio variam de 1 nM a 700 nM (Stone et al., 2004), concentracbes pelas quais as
peroxirredoxinas competem com heme-proteinas, com a vantagem adicional de sofrerem
modificacbes conformacionais que sao consistentes com seus papéis de reguladoras da

sinalizagao redox mediada por peréxido de hidrogénio (Wood et al., 2003).

5.2. Efeitos das delecbes de Tsal e Tsa2 em leveduras

Paralelamente aos estudos cinéticos, o papel fisiolégico das peroxirredoxinas foi
examinado em culturas de S. cerevisiae que sofreram delegdo da Tsal (tsal4), Tsa2
(tsa24) ou ambas isoformas (fsalAtsa24). A levedura é um organismo bastante utilizado
como modelo neste tipo de estudo, pois € um eucarioto que suporta manipulacdo genética
extensiva, sobrevivendo a delecao ou super-expressao de genes da propria levedura ou de
outras espécies (Munhoz & Netto, 2004; Outeiro & Giorgini, 2005). Além disso, a S.
cerevisiae é bastante utilizada em estudos de estresse oxidativo, devido a possibilidade de
cultiva-la em aerobiose ou anaerobiose.

Embora as peroxirredoxinas sejam enzimas abundantes nas células (em S.
cerevisiae apenas a Tsal corresponde a 0,7% do conteldo de proteinas sollveis), a
delecdo de uma ou mesmo das cinco isoformas ndo altera seu crescimento em meio
fermentativo (Fig. 10) (Wong et al., 2002; Wong et al., 2004). Porém, na presenca de 1 mM
de peréxido de hidrogénio foi observado que a linhagem tsalAtsa2A4 é mais resistente que a
WT. Anteriormente, foi mostrado que a delecdo de uma ou mais isoformas de
peroxirredoxinas em leveduras aumenta a susceptibilidade a peréxidos (Wong et al., 2002;
Wong et al., 2004; Munhoz & Netto, 2004), porém, é preciso ressaltar que estes trabalhos
empregam uma metodologia diferente (spot assay) e concentragcdes mais elevadas do
oxidante. De fato, nossos experimentos de viabilidade realizados com 2 mM de peréxido de
hidrogénio (Fig. 15) mostraram que as linhagens tsal4, tsa2A e tsalAtsa24 sao mais
susceptiveis ao tratamento, porém, a reducdo do nimero de células viaveis foi bastante alta,

inclusive para a WT, tornando dificil determinar a significancia deste resultado.
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Além da maior resisténcia a 1 mM de perdxido de hidrogénio, a tsalAtsa2A consumiu
o peroxido de forma mais rapida que as demais linhagens (Fig. 17), sugerindo que a
auséncia de Tsal e Tsa2 estaria sendo compensada pela atividade de outras enzimas. De
fato, a S. cerevisiae possui varios sistemas antioxidantes capazes de reduzir peroxidos,
como por exemplo, dois tipos de catalase, citocromo ¢ peroxidase, glutarredoxinas, além de
mais trés isoformas de peroxirredoxinas (Munhoz & Netto, 2004; Demasi et al., 2006).
Especificamente, ja foi demonstrado que na linhagem fsa’4 ha o aumento de expressao da
catalase T, tiorredoxina peroxidase mitocondrial, tiorredoxina, tiorredoxina redutase, Sod1,
Sod2, além das enzimas que atuam na sintese de glutationa (Wong et al., 2004; Demasi et
al., 2006). Logo, o aumento de expressao destas enzimas poderia explicar tanto o aumento
da resisténcia da linhagem tsafAtsa24 como também sua maior capacidade de remover
peroxido de hidrogénio.

Embora o aumento do metabolismo de peréxido de hidrogénio na linhagem
tsalAtsa2A4 possa estar relacionado a sua maior resisténcia, também pode causar como
efeito colateral o aumento da producdo de radicais livres. Anteriormente, através da
utilizagéo da sonda fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato, foi verificado o aumento
da producido das chamadas espécies reativas de oxigénio em linhagens de levedura com
delecao de peroxirredoxinas (Wong et al., 2002; Wong et al., 2004). Porém, a utilizacao
deste tipo de sonda é bastante sujeita a artefatos, por isso, a producdo de radicais nas
nossas linhagens foi determinada através de EPR, que é um método menos sensivel, mas
capaz de detectar estas espécies de forma inequivoca.

Os experimentos de EPR foram realizados incubando as linhagens WT, tsa14, tsa24
e tsalAtsa2A com perdxido de hidrogénio (1 mM) na presenca do captador de spin POBN
(90 mM) (Roe et al., 2000). De fato, a producao de radical-aduto pela linhagem tsa1Atsa2A
foi significativamente maior que pela WT, tsai4 e tsa2A.

O radical detectado nos experimentos de EPR foi inequivocamente identificado como

o 1-hidroxietila (Fig. 16), produzido pela oxidagdo do etanol, que é o principal produto da
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fermentacdo da glicose (Roe et al.,, 2000). Para oxidar o etanol a 1-hidroxietila seria
necessaria uma espécie reativa com as caracteristicas do radical hidroxila, e em sistemas
biolégicos, a principal fonte desta espécie é a reacado de Fenton (Equacdes 9 e 10). Em
condicdes normais, a concentracdo de metais de transicdo é fortemente regulada, de tal
maneira que nao existe metal “livre” no interior da célula. Porém, sob condigdes
estressantes, os ions metalicos podem ser liberados dos estoques intracelulares e serem
disponibilizados para catalisar reacoes radicalares (Srinivasan et al., 2000; de Freitas et al.,
2000). Para verificar ser a produgdo do radical 1-hidroxietila nas linhagens WT e
principalmente, na tsalAtsa2A, ocorreria através desta via, a concentracao de ferro (total e
quelatavel), cobre e zinco foi determinada (Fig. 20) (Tabela 3). Na linhagem tsa1Atsa2A4 foi
observada uma concentracdo menor de ferro total e “quelatavel” em comparacdo a WT, e a
pré-incubacgao das linhagens com desferrioxamina nao inibiu completamente a producédo do
radical 1-hidroxietila, contrariando a hipétese de que a reagao de Fenton catalisada por ferro
seria a principal responsavel pela producao de 1-hidroxietila.

Um outro mecanismo que poderia levar a producao de 1-hidroxietila seria a oxidacao
do etanol através da atividade peroxidasica de outras enzimas. Anteriormente, o aumento de
expressao de outras enzimas antioxidantes, como a catalase, citocromo ¢ peroxidase e
Sod1 foi detectado na linhagem tsafAa (Wong et al.,, 2004, Demasi et al., 2006).
Anteriormente, foi sugerido que a catalase seria a principal responsavel pelo consumo de
peroxido de hidrogénio pelas linhagens tsafA e tsa2A, uma vez que este consumo era
inibido por azida (Munhoz & Netto, 2004). Porém, nossos resultados indicam que parte do
consumo de peréxido de hidrogénio (Fig. 14) por células da linhagem tsalAtsa2A é
realizado pela Sod1, que é induzida nesta linhagem (Fig. 24). Embora as catalases sejam
enzimas eficientes que apresentam atividade especifica em torno de 17750 U/nmol
(Zamocky et al., 1995), seus niveis sao baixos em extratos das linhagens WT, tsa1A e tsa2A
durante a fase exponencial do crescimento em condi¢des fermentativas (Munhoz & Netto,

2004). De fato, os valores de atividade da catalase reportados para extratos de levedura
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variam entre 0,38 — 1,3 U/mg (Izawa et al., 1996; Munhoz & Netto, 2004), que correspondem
a aproximadamente 5 x 10° nmol de catalase/mg. Em contraste, Sod1 é uma enzima
abundante e seus niveis em extratos da linhagem tsaiAtsaZ2A pode ser estimado como
sendo em torno de 1 x 10" nmol de Sod1/mg, baseando-se nos dados da Fig. 25 (67 U/mg
de proteina) e nos valores de atividade especifica reportados para a enzima de figado
bovino (~90 U/nmol) (Flohé & Otting, 1994).

A verificacdo que na linhagem tsalAtsa2A4 a concentracao de ions cobre é maior que
na WT (Tabela 3), e a expressao da Sod1 também é aumentada, levou a hipétese de que a
atividade peroxidasica desta enzima poderia ser responsavel pela producao aumentada de
1-hidroxietila (Fig. 22). A atividade peroxidasica da Sod1 permite que a enzima utilize o
peroxido de hidrogénio para oxidar diferentes substratos, como o formato, urato, azida,
bicarbonato e residuos de aminoacidos de seu proprio sitio ativo (Hodgson & Fridovich,
1975). Anteriormente, foi verificado que a atividade peroxidasica da Sod1 néo é eficiente
para oxidar etanol (Yim et al., 1993; Zhang et al., 2000), porém, estes experimentos haviam
sido realizados em presenca de bicarbonato, que “direciona” a atividade da enzima para
producéo do anion radical carbonato, que por sua vez, nao é eficiente para oxidar etanol a
1-hidroxietila (Augusto et al., 2002). De fato, quando incubacdes de Sod1, peroxido de
hidrogénio e etanol foram realizadas em tampao fosfato, na presenca do captador de spin
POBN, foi detectado um sinal de EPR correspondente ao do radical-aduto POBN/1-
hidroxietila (an= 15,8 G; an= 2,6 G) (Fig. 15). Para confirmar que o sinal era realmente um
produto da oxidagao do etanol, experimentos similares foram realizados substituindo-se o
etanol por [2-"°C]etanol e, como esperado, foi produzido um radical-aduto de 12 linhas,
evidenciando a contribuicdo do atomo *C (an= 15,5 G; au= 2,6 G; aisc= 4,2 G) (Fig. 16). Nas
culturas de leveduras, o papel da Sod1 na producdo do 1-hidroxietila foi evidenciado
principalmente através do tratamento térmico (90°C, 10 min) e da adicdo de
dietilditiocarbamato que eliminaram a producdo deste radical (Fig. 23). Além disso,
independente da metodologia empregada, foi observado o aumento (2 vezes) da atividade

superéxido dismutase e da atividade peroxidasica dependente de bicarbonato na linhagem
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tsalAtsa2A4 (Fig. 25). Porém, é interessante observar que o aumento da concentragdo de
Sod1 nos extratos de tsalAtsa2A é de aproximadamente 5 vezes indicando que nem toda a
proteina Sod1 produzida apresenta atividade enzimatica (Figuras 24 e 25). Possivelmente,
esta diferenga esta relacionada a disponibilidade de cobre, cuja concentracdo na linhagem
tsalAtsa2Afoi aumentada em menos de 2 vezes (Tabela 3).

A relacédo entre a delecdo de genes relacionados a defesa antioxidante e o aumento
de mutacdes ja foi bastante estudado, mesmo em S. cerevisiae. Porém, a Tsal é
especificamente considerada uma proteina “supressora de mutacdes”, devido a observacao
de que nas linhagens tsaf’Ad as taxas de mutacdes sdo ainda maiores e incluem
translocagdes, delegdes e adicdo de teldbmeros, em comparacao a outras linhagens que
apresentam delecdes de genes relacionados ao estresse oxidativo (sod1, lys7, skn7, yap1,
entre outros) (Huang et al., 2003; Wong et al., 2004; Ragu et al., 2007). Estes estudos foram
realizados principalmente através da determinagdo do nimero de células de S. cerevisiae
que sofreram mutagdes ou rearranjos cromossdmicos que provocam a inativacdo do gene
canl. Apenas células que sofreram mutacdo em can1 crescem em meio de cultura contendo
canavanina, permitindo entdo a determinacao da taxa de mutacao na linhagem. Além disso,
o sequienciamento da regidao do DNA que contém o gene can1 permite verificar o tipo de
alteracdo ocorrida (Huang et al., 2003; Wong et al., 2004; Ragu et al., 2007; lraqui et al.,
2008). Embora estes estudos apresentem de forma consistente a relacdo entre
hipermutabilidade e a delecdo de Tsal, ndo foram estabelecidos os mecanismos pelos
quais isto ocorre. A verificacdo de que a linhagem tsaiAtsa24 produz mais radicais que a
WT, através da atividade peroxidasica da Sod1 e a identificacdo deste radical como o 1-
hidroxietila levaram a hip6tese de que estas espécies poderiam ser responsaveis pelo
fendtipo hipermutavel associado a delecdo de Tsal. De fato, o radical 1-hidroxietila reage
com biomoléculas como DNA e RNA, formando adutos detectados in vitro e in vivo (Nakao &
Augusto, 1998) e a producao de 1-hidroxietila proxima ao DNA é possivel, pois a Sod1,

apesar de ser uma enzima citossolica, também pode ser encontrada no nucleo, nos
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peroxissomos e espaco intermembranas das mitocéndrias (Joffe et al., 2003). A detecgao de
concentragbes mais altas de '*C (derivado do metabolismo da '“C glicose) no DNA da
linhagem tsalAtsa24 indicou que um fracdo consideravel de produtos de oxidacdo da
glicose, provavelmente o radical 1-hidroxietila, pode provocar danos no DNA (Fig. 27).
Através de experimentos utilizando o anticorpo anti-DMPO, foi detectado uma concentracao
maior de radicais derivados do DNA na linhagem tsaiAtsa2A4 (Fig. 27), confirmando a
associacao entre a maior produgao de radicais nesta linhagem com o aumento de danos ao
DNA. Os resultados apresentados atribuem a producdo do radical 1-hidroxietila
principalmente a atividade peroxidasica da Sod1, embora alguma participagdo da reacao de
Fenton (~30%) (Fig. 20) nao possa ser excluida.

As vias de sinalizag&o relacionadas ao aumento do nivel de expressdo da Sod1 na
linhagem tsalAtsa24 nao sdo conhecidas, mas provavelmente envolvem os regulons Yap1
e Skn7 que controlam os genes SOD1, TSA1 e TSA2 (Jamieson, 1998; Lee et al., 1999). A
delecdo dos genes TSA71 e TSAZ2 provavelmente causa um aumento da concentragao
intracelular de perdxido de hidrogénio, o que provocaria a ativacdo de Yapl e Skn7, e
causaria um aumento da expressao da SOD1. Porém, a resposta ao estresse oxidativo é
bastante complexa e é influenciada por varios fatores de transcrigao, por isso, a participacao
de outros reguladores, como Hap1, na resposta a delecdo de TSA7 e TSA2 nao pode ser
excluida.

A Sodi1 é considerada uma das principais defesas antioxidantes devido a sua
eficiéncia na dismutacao do anion radical superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio
molecular (Valentine et al., 2005). Leveduras sod74, que apresentam delecdo do gene
SOD1, apresentam cerca de 3-4 vezes mais mutacoes espontdneas que a linhagem WT
(Gralla & Valentine, 1991), mas a super-expressao da Sod1 ja foi associada ao aumento de
danos ao DNA em células de mamiferos com funcionamento alterado dos sistemas de
reparo do DNA (Peter et al., 2001; Karanjawala et al., 2002; Karanjawala et al., 2003;

Bonatto, 2007). Alguns trabalhos sugerem que os efeitos deletérios da super-expressao da
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Sod1 estdo relacionados ao aumento da concentracdo intracelular de peroxido de
hidrogénio, mas é mais provavel que sejam decorrentes da competicdo da enzima com
outras metaloproteinas por cofatores (ions cobre e zinco) e de outras atividades enzimaticas
executadas pela Sod1 (superéxido oxidase, peroxinitrito sintase, tiol oxidase e peroxidasica)
(Yim et al., 1993; Zhang et al., 2000; Liochev & Fridovich, 2004; Medinas et al., 2007).
Nossos estudos das linhagens WT e tsalAtsa2Aenfatizam a possivel importancia da
atividade peroxidasica da Sod1, evidenciada pelo aumento dos danos ao DNA observados
na linhagem mutante (Fig. 27).

Em conjunto, nossos resultados mostram que a delecao de peroxirredoxinas, embora
nao seja letal, altera a regulagdo das defesas antioxidantes da célula, envolvendo nesse
processo 0 aumento de expressdo de varias enzimas, entre elas a catalase, citocromo ¢
peroxidase e a Sod1. Estas alteragbes estdo relacionadas ao consumo mais rapido de
peroxido de hidrogénio pela linhagem tsaiAdtsa24 e tém como principal efeito colateral o
aumento da produgédo do radical 1-hidroxietila, através da oxidagao do etanol pela atividade
peroxidasica da Sod1. Assim, nossos resultados forneceram uma seqiéncia de eventos
moleculares pela qual a resposta de S. cerevisiae para compensar a delegcdo das

peroxirredoxinas citossolicas leva a sua hipermutabilidade.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que ao contrario do estabelecido
anteriormente, as peroxirredoxinas sdo enzimas eficientes para reduzir diferentes tipos de
peroxidos e reagem eles com valores de constantes de velocidade comparaveis aos de
catalases e heme-peroxidases. Logo, a importancia destas enzimas na defesa antioxidante
é reforgada, pois além de serem cataliticamente muito eficientes, séo bastante abundantes e
estao presentes em um mesmo tipo celular na forma de diferentes isoformas, com diferentes
padrées de expressao e compartimentalizacao.

O papel das peroxirredoxinas in vivo também foi estudado através da utilizacao de
linhagens com delegdes de Tsal e Tsa2; Nossos experimentos ressaltam que embora a
delecao destas isoformas nao seja letal, provocam uma grande reorganizacdo do sistema
antioxidante, exigindo a atividade das enzimas restantes compensem estas delecoes,
causando efeitos colaterais, como o aumento da producdo de radicais pela atividade
peroxidasica da Sod1. Logo, estes resultados mostram que a resposta compensatéria da S.
cerevisiae pode ser deletéria ao longo prazo, enfatizando a interdependéncia dos diferentes

sistemas antioxidantes presentes em um mesmo tipo celular.
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Abstract

Peroxiredoxins are receiving increasing attention as defenders against oxidative damage and sensors of hydrogen peroxide-mediated signaling
events. Likely to be critical for both functions is a rapid reaction with hydrogen peroxide, typically with second-order rate constants higher than
10° M ' s7!. Until recently, however, the values reported for these rate constants have been in the range of 10-10°M 's71, including those for
cytosolic thioredoxin peroxidases I (Tsal) and II (Tsa2) from Saccharomyces cerevisiae. To resolve this apparent paradox, we developed a
competitive kinetic approach with horseradish peroxidase to determine the second-order rate constant of the reaction of peroxiredoxins with
peroxynitrite and hydrogen peroxide. This method was validated and allowed for the determination of the second-order rate constant of the
reaction of Tsal and Tsa2 with peroxynitrite (k~10° M~ s™') and hydrogen peroxide (k~10" M ' s ') at pH 7.4, 25°C. It also permitted the
determination of the pK, of the peroxidatic cysteine of Tsal and Tsa2 (Cys*’) as 5.4 and 6.3, respectively. In addition to providing a useful method
for studying thiol protein kinetics, our studies add to recent reports challenging the popular belief that peroxiredoxins are poor enzymes toward
hydrogen peroxide, as compared with heme and selenium proteins.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Peroxiredoxins; Hydrogen peroxide; Peroxynitrite; Peroxiredoxin kinetics; Yeast; Antioxidant defense; Hydrogen peroxide-mediated signaling

Introduction organisms have evolved an array of defense mechanisms [1].

Among these, a family of cysteine-based peroxidases, known as

Living organisms are constantly exposed to oxygen- and
nitrogen-derived reactive species that are produced during
metabolism and in response to external stimuli. To protect
themselves against the toxicity of these species, aerobic

Abbreviations: Tsal, cytosolic thioredoxin peroxidase I; Tsa2, cytosolic
thioredoxin peroxidase II; DHR, dihydrorhodamine 123; DTNB, 5,5’-dithio-2-
nitrobenzoic acid; DTPA, diethylenetriamine-N, N, N, N-pentaacetic acid; DTT,
dithiothreitol; HRP, horseradish peroxidase; peroxynitrite, the sum of
peroxynitrite anion (ONOO , oxoperoxonitrate (—1)) and peroxynitrous acid
(ONOOH, hydrogen oxoperoxonitrate).
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peroxiredoxins (most of which are thioredoxin peroxidases), is
attracting increasing attention due to its ubiquity and versatility.

Peroxiredoxins are abundant in cells and have been
identified in organisms ranging from bacteria to yeasts, plants,
and humans [2—4]. These enzymes have been shown to detoxify
hydrogen peroxide, organic peroxides, and peroxynitrite by
reducing them to water, alcohol, and nitrite, respectively,
through the use of reducing equivalents provided by thioredoxin
and other thiol-electron donors [2—11]. In addition to detoxify-
ing peroxides, specific peroxiredoxins have been shown to act
as molecular chaperones [12,13] and to play roles in regulating
hydrogen peroxide-mediated cell signaling events [2,3,14,15].
Interestingly, multiple isoforms of peroxiredoxins are often
found in one species and may have both redundant and
nonredundant physiological functions. These functions and the
mechanisms by which they are fulfilled remain under scrutiny.
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A role for Tsal and Tsa2 in the defense of Saccharomyces
cerevisiae against reactive oxygen and nitrogen species has
been supported by a variety of studies, but mechanistic details
remain unknown [6,7,9—12]. Tsal was the first peroxiredoxin
identified in a eukaryotic cell and is a very abundant cytosolic
protein under basal conditions, corresponding to 0.7% of total
soluble protein from yeast grown aerobically [16]. Tsa2 appears
to be a duplication of Tsal because they share 86% identity in
their amino acid sequence, and both are located in the cytosol.
Contrary to Tsal, Tsa2 levels under normal conditions are very
low but are highly induced upon yeast treatment with hydrogen
peroxide and fert-butylhydroperoxide [9,10]. The antioxidant
functions of Tsal and Tsa2 have been supported mostly by
viability assays of strains with deletions of the corresponding
genes (ATsal, ATsa2, and ATsal/ATsa2) treated with oxidants
[6,7,9—12]. Biochemical assays have also been used but the
catalytic efficiency (k../Kn) of purified Tsal and Tsa2 in
decomposing hydrogen peroxide, fert-butylhydroperoxide, and
cumene hydroperoxide has been determined only recently [10].
The obtained values of k.,/Ky were in the order of 10* M ' s
which was comparable to values previously determined for
peroxiredoxins from other organisms (k.,/Ky ranging from 10*
to 10° M ' s™") but much lower than those reported for other
peroxide detoxifying enzymes of yeast such as heme peroxidase
and catalases (k~ 107 M™' s7') [2-4,17,18].

The apparent contradiction between the physiological role of
Tsal and Tsa2 in detoxifying peroxides and the apparent
second-order rate constant of their reaction with the oxidants
determined from k., and Ky, values was intriguing to us. We
reasoned that this determination could be misleading because
the rate-determining step of the monitored oxidation in vitro
may be different than the direct reaction between the
peroxiredoxin and the peroxide under study. Indeed, k., and
Ky values are usually obtained from measurements of the rates
of NADPH oxidation promoted by peroxides in the presence of
peroxiredoxin, its reducing thiol, and the corresponding thiol
reductase (Fig. 1), and the rates and steady-state concentrations
of the reactants of all the steps are not necessarily known. Very
recently, similar considerations stimulated the development of a
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new assay to determine k.,/Ky of a bacterial peroxiredoxin
reacting with hydrogen peroxide; this assay placed the catalytic
efficiency of the enzyme in the range of 10’ M ' s™! [19].

Meanwhile, in order to contribute to the understanding of the
physiological roles of Tsal and Tsa2, we considered it important
to determine the second-order rate constant of their reaction
with hydrogen peroxide and peroxynitrite by methodologies
other than the determination of k,/Ky;. To this end, we devised
a method based on competitive kinetics [20—23] with HRP. The
method was validated and applied to determine second-order
rate constants and the pK, of the peroxidatic cysteine of Tsal
and Tsa2 (Cys®’). The results and their implications are
presented here.

Experimental procedures
Materials

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, Merck,
or Fisher, and were analytical grade or better. Horseradish
peroxidase (HRP, type VI-A) and dihydrorhodamine 123 were
from Sigma-Aldrich. Peroxynitrite was synthesized from 0.6 M
sodium nitrite and 0.65 M hydrogen peroxide in a quenched
flow reactor [24]; excess hydrogen peroxide was used to
minimize nitrite contamination [25]. To eliminate excess
hydrogen peroxide, the peroxynitrite solution was treated
with manganese dioxide. Synthesized peroxynitrite was kept
at -80°C in aliquots. Before use, each aliquot was thawed,
tested for contaminating hydrogen peroxide (<1%) and nitrite
(10-30%), and employed only when the contaminants were
below the specified levels [26,27]. Concentrations of stock
solutions of peroxynitrite were determined spectrophotometri-
cally at 302 nm (g30,=1670 M"' ecm™") [24-27]. Hydrogen
peroxide concentrations (purchased from Synth) were deter-
mined spectrophotometrically at 240 nm (€,40=43.6 M ' cm™ )
[28]. All solutions were prepared with water purified in a
Millipore Milli-Q system. All buffers were treated with Chelex-
100 to remove trace amounts of metal ions contaminants prior to

use.

Tsa
——1sa
17USH 478.
g MsH

ROOH

Tsa

s SH  4#730H

H,0

Fig. 1. Sequence of reactions responsible for peroxide detoxification by peroxiredoxins. Tsal and Tsa 2 detailed structures remain unknown but are expected to be
homodimers that switch to decamers depending on the oxidation state as has been demonstrated for other 2-Cys peroxiredoxins. Each homodimer contains a
peroxidatic (Cys*”) and a resolving (Cys'’®) cysteine residue. In the scheme, the gray boxes highlight the cysteine residues involved in peroxide detoxification, that
is, the peroxidatic cysteine of one subunit and the resolving cysteine of another. The peroxidatic cysteine residue reduces the peroxide being oxidized to the
sulfenic acid intermediate that, in turn, is reduced by the resolving cysteine rendering an overall stoichiometry of one reduced peroxide per two cysteine residues
oxidized to the disulfide level. The oxidized residues are reduced back by the thioredoxin (Trx)/thioredoxin reductase (TR) system. Yeast TR contains two redox
couples (FAD/FADH, and dithiol/disulfide) but the electron transfer sequence remains under investigation, justifying the use of dashed lines in the scheme.
Adapted from Refs. [2—4].
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Expression, purification, reduction, quantification, and thiol
contents of Tsal and Tsa2

His-tagged Tsal and Tsa2 were expressed in the Escheri-
chia coli strain Bl 21 (DE3) and purified from cell extracts as
previously described [10]. Before the experiments, Tsal and
Tsa2 were reduced with more than 10 times excess DTT for
45 min at room temperature to recover oxidized thiol groups.
Excess DTT was removed by dialysis or filtration in PD10
columns (GE Healthcare). Protein concentrations were
determined spectrophotometrically at 280 nm. The extinction
coefficients for the monomeric forms of Tsal and Tsa2 (&,gq
Tsal =23,590 M cm™'; e,50 Tsa2=26,150 M"' cm ") were
calculated using the ProtParam tool (ExPASy Proteomics
Server, the Swiss Institute of Bioinformatics, Geneva,
Switzerland) available on the website (http://bo.expasy.org/
tools/protparam.html) [10]. Thus, the concentration of Tsal
and Tsa2 employed here always refers to the concentration of
the corresponding monomer. The thiol content of Tsal and
Tsa2 before and after treatment with peroxynitrite was
determined by the DTNB (5,5'-dithio-2-nitrobenzoic acid)
assay as previously described [27].

Direct kinetic studies

The kinetics of peroxynitrite decomposition in the absence
and presence of Tsal and Tsa2 were monitored in a stopped-
flow spectrophotometer (Applied Photophysics SX-18MV) in
100 mM phosphate buffer containing 0.1 mM DTPA, pH 7.4, at
25+0.2°C. Although peroxynitrite decomposition is usually
monitored at 302 nm (g30,=1.67x10> M~ cm™"), here it was
monitored at 310 nm (g310=1.6x10> M~' cm™") to avoid
interferences by background protein absorption at 302 nm [22].
The initial rate approach was used to determine the second-
order rate constant [22]. To this end, peroxynitrite decay from 2
to 10 ms was fit to a linear plot and the obtained rate was
substituted in the equation below to determine the apparent
second-order rate constant at pH 7.4 [22].

% = kTsal [ONOOf][Tsal} (1)

The apparent second-order rate constants of the reaction of
HRP with hydrogen peroxide [29] and peroxynitrite [30] have
been determined before under various conditions by monitoring
HRP decay to compound I (Agyg3=5.4x% 10* M cm_l) in
stopped-flow instruments. We repeated some of these experi-
ments to determine the apparent second-order rate constants
under our experimental conditions (100 mM phosphate buffer
containing 0.1 mM DTPA, pH 7.4, and 25+0.2°C). HRP
concentration was determined spectrophotometrically at 403 nm
(€403=1.02x10° M"' cm™'). HRP solutions were mixed with
peroxynitrite or hydrogen peroxide, and HRP oxidation was
monitored at 403 nm. In the case of peroxynitrite, the apparent
second-order rate constant (kyrp=1.02x10° M' s7') was
determined by the pseudo-first-order approach. The oxidation
of 2 uM HRP by different peroxynitrite concentrations (10—

100 pM) was monitored and the obtained ks values were
plotted against peroxynitrite concentrations to determine the
apparent second-order rate constant [30]. In the case of hydrogen
peroxide (kyrp=1.7 % 10’ M! sfl), the initial rate approach was
used (HRP=3.7 uM; H,0,=1.5 pM) (see above) to keep the
reaction slow enough to follow on the stopped-flow apparatus
[29].

Competitive kinetic studies by the stopped-flow technique

To circumvent the fact that the reactants have low specific
light absorption in the UV-visible range, competitive kinetic
experiments were designed to obtain the apparent second-
order rate constants (see Results) [20—23]. Anticipating that
peroxiredoxins react rapidly with peroxides, its chosen
competitor was HRP which reacts quickly with both hydrogen
peroxide (kyrp=1.7%10" M™" s7") [29] and peroxynitrite
(krp=1.02x10° M~ s71) [30] to produce compound I. The
latter values were determined by us at pH 7.4 and were in
perfect agreement with previously reported values (see above).
The determination of HRP concentration, the incubation
conditions, and the employed stopped-flow spectrophotometer
were the same as described above. HRP solutions containing
different concentrations of reduced Tsal or Tsa2 (or none at
all) were mixed with hydrogen peroxide or peroxynitrite, and
HRP decay was monitored at 403 nm. The percentage of
inhibition of HRP oxidation (#/1-F) was plotted against Tsal
and Tsa2 concentrations that caused it to obtain the
corresponding second-order rate constant (krs,y) as established
by the equation below [20].

(%) kyrp [HRP] = k1sa [Tsa]' (2)

Competitive kinetic studies by absorbance measurements

Most of the competitive kinetic studies shown here were
performed in a stopped-flow spectrophotometer (Applied
Photophysics SX-18MV). Similar data, however, can be
obtained in a standard spectrophotometer. This was confirmed
by experiments where HRP solutions (8 uM) containing
different concentrations of Tsal (or none at all) were mixed
with hydrogen peroxide (4 pM) in 100 mM phosphate buffer
containing 0.1 mM DTPA, pH 7.4, at 25°C. After 2 min
incubation, HRP oxidation to compound I was monitored at
403 nm, and the second-order rate constant was determined as
described above (Eq. (2)).

Oxidation of dihydrorhodamine 123

Dihydrorhodamine 123 (DHR) solutions (100 pM) contain-
ing different concentrations of reduced or nonreduced Tsal or
Tsa2 (0—45 puM) were rapidly mixed with peroxynitrite
(20 uM) in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. DHR oxidation
to rhodamine 123 was followed spectrophotometrically at
500 nm (£509=78,800 M ' cm ") [31]. Stock solutions of DHR
(29 mM) in acetonitrile were stored at -20°C in the dark.
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Kinetic simulations

The Gepasi software (version 3.3) [32,33] was used to
simulate the kinetics of HRP compound I formation in the
absence and presence of different concentrations of Tsal or
Tsa2. The equations below and the second-order rate constant
values determined in this work (kgrp and kry,) were used in the
simulations (see Results).

k

HRP + H,0, —> HRP compound I (3)
k1sa

Tsa + HyO, — Tsagxidized- (4)

Results

Validation of the competitive kinetic approach with HRP

Direct measurements of the rates of peroxide-mediated
oxidation of peroxiredoxins by stopped-flow kinetics have
been performed only for peroxynitrite because it is the only
peroxide that possesses a distinguishable light absorption in the
UV range [8,22—34]. But even peroxynitrite has a low extinction
coefficient (30,=1.67x10> M™' cm™') in a region where
protein absorption interferes, demanding considerable amounts
of protein to be used (~30-50 pM) for reliable rate measure-
ments (also, see Experimental procedures). Thus, a competitive
kinetic approach was designed to monitor the rates of Tsal and
Tsa2 oxidation by peroxynitrite and hydrogen peroxide.
Previously, manganese porphyrins have been used to compete
with peroxiredoxins for peroxynitrite [22,23]. However, we
decided to use HRP as the peroxiredoxin competitor because it
reacts rapidly with both hydrogen peroxide (k=1.7x10’M s ™)
and peroxynitrite (k=1.02x 10° M~" s™") to produce compound
I. The latter values were determined by us at pH 7.4 and were in
perfect agreement with previously reported values [29,30] (see
Experimental procedures). Another advantage of using HRP as
the peroxiredoxin competitor is the considerable change of light
absorption in the visible range that results from its oxidation to

w

compound I (Aeg3=5.4x10* M~" em™) [29,35], permitting
the use of low protein concentrations (<10 uM).The employed
peroxide concentrations should be stoichiometric or substoi-
chiometric to HRP because compound I is not stable in the
presence of excess peroxide [35,36].

To validate the competitive kinetic approach, we first
monitored the oxidation of 8 uM HRP by 8 pM peroxynitrite
in the absence and presence of various Tsal concentrations
(Fig. 2A). The competitive mechanism applied because Tsal
inhibited HRP oxidation in a concentration-dependent man-
ner, and a linear relationship was obtained between (F/(1-F))
kyrp [HRP] and Tsal concentration (Eq. (1)) (Fig. 2B). From
the slope of the plot, an apparent second-order rate constant
of 74+0.9x10° M ' s7! at pH 7.4 and 25°C was determined
(see Experimental procedures). Next, the second-order rate
constant of the reaction of Tsal with peroxynitrite was
determined by direct kinetics [8,22,23,34]. To this end, the
rate of peroxynitrite decomposition was monitored by the
decay of its absorbance at 310 nm in the absence and
presence of Tsal (Fig. 2C). This experiment was repeated
twice, and an apparent second-order rate constant of 6.5+
1.0x10° M™' s7" at pH 7.4 and 25°C was calculated by the
initial rate approach (see Experimental procedures).

The close agreement between the rate constant values
determined by direct kinetics (6.5+1.0x10° M™' s™') and
competitive kinetics (7.4+£0.9x10° M s7") validates the latter.
Thus, this method was applied to study the kinetics of the reaction
of Tsal and Tsa2 with peroxynitrite and hydrogen peroxide and
to determine the pK, of the active site of the enzymes.

Kinetics of the reaction with peroxynitrite and hydrogen
peroxide

Tsa2 was shown to compete with HRP for peroxynitrite by
experiments similar to those shown in Fig. 2A for Tsal. The plot
of (F/(1-F)) kyrp [HRP] against Tsa2 concentration was also
linear (data not shown), and the apparent second-order rate
constants of Tsal and Tsa2 were shown to be in the same range
(10° M~ s7") at pH 7.4 (Table 1).

9

(FI(1-F))k,rp[HRP] (s)

60

Control

55

50

[ONOQ] (uM)
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401
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0 10 20 30 40
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Fig. 2. Rate constant determination of the reaction between peroxynitrite and Tsal by competitive and direct kinetics. (A) Inhibition of HRP compound I formation by
the specified concentrations of Tsal in mixtures of HRP (8.2 uM), peroxynitrite (8 pM), and DTPA (0.1 mM) in 100 mM phosphate buffer, pH 7.4, at 25°C. (B) Plot of
data shown in (A) as (F/(1—F)) kyrp [HRP] against [Tsal]; slope=fkrga; =(7.5£0.9)x 10° M s 7', (C) Direct kinetics of the decomposition of 50 1M peroxynitrite in
the absence and presence of 50 pM Tsal in 100 mM phosphate buffer, pH 7.4, at 25°C. Incubations, experimental conditions, and the kinetic approaches used to
determine second-order rate constants are described under Experimental procedures.
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Table 1
Values of pK, and second-order rate constants determined for Tsal and Tsa2
reacting with hydrogen peroxide and peroxynitrite at 25°C

. . —1 1 -1 1
Peroxiredoxin pKa khydrogcn peroxide (M S ) kpcmxynitritc (M S )

pH 7.4 pH 7.4  pH independent
Tsal 54 22x107 7.4x10° 5.3x10°
Tsa2 63 1.3x107 5.1x10° 3.9x10°

The competitive mechanism also applied in the case of
hydrogen peroxide because different experiments showed that
hydrogen peroxide-mediated oxidation of HRP to compound I
was inhibited by Tsal and Tsa2 in a concentration-dependent
manner (see, for instance, Fig. 3A). Plots of (F/(1-F)) kurp
[HRP] kyrp against Tsal and Tsa2 concentration were linear
(Eq. (2)) and permitted the determination of second-order rate
constants (Fig. 3B) (Table 1). The determined second rate-order
constants for Tsal and Tsa2 reacting with hydrogen peroxide at
pH 7.4 were extremely high (around 10" M ' s71).

Although the second-order rate constant values determined
by competitive kinetics in the case of hydrogen peroxide cannot
be validated by direct kinetics, they can be tested by kinetic
simulations [32,33]. To this end, formation of compound I in the
absence and presence of different Tsal and Tsa2 concentrations
was simulated by employing the determined second-order rate
constant values (Table 1). A good agreement between the
experimental and the simulated kinetics was always observed
(see, for instance, the noiseless lines in Fig. 3A), further
validating the kinetic competitive approach.

Since stopped-flow instruments are not widely available, it
was important to compare the second-order rate constant values
obtained from experiments performed in stopped-flow and
standard spectrophotometers. In the latter case, we should rely
on one-time point absorbance measurements after the comple-
tion of the reactions that are extremely rapid (Figs. 2 and 3).
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Fig. 3. Rate constant determination of the reaction between hydrogen peroxide
and Tsa2 by competitive kinetics. The reaction mixtures contained HRP
(3.67 uM), hydrogen peroxide (1.5 uM), DTPA (0.1 mM), and the specified
concentrations of Tsa2 in 100 mM phosphate buffer, pH 7.4, at 25°C. (A)
Formation of HRP compound I in the absence or presence of the specified Tsa2
concentrations; the noiseless line superimposed to the experimental trace
obtained in the absence and presence of 3.5 uM Tsa2 corresponds to kinetic
simulations. (B) Plot of (F/(1-F)) kuyrp [HRP] against [Tsa2]; slope=kygn=
(1.30+£0.14)x 10" M~" 57", Incubations, experimental conditions, approaches
used to determine second-order rate constants, and kinetic simulations are
described under Experimental procedures.
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Fig. 4. Rate constant determination of the reaction between hydrogen peroxide
and Tsal by absorbance measurements. The reaction mixtures contained HRP
(8 uM), DTPA (0.1 mM), and the specified concentrations of Tsal in 100 mM
phosphate buffer, pH 7.4, at 25°C. Then, hydrogen peroxide (4 M) was added
and after a 2-min incubation, formation of HRP compound I was monitored at
403 nm. (A) Formation of HRP compound I in the absence or presence of the
specified Tsal concentrations. (B) Plot of (F/(1-F)) kuyrp [HRP] against [Tsal];
slope=/rrgy =2.5% 10’ M! 57!, Incubations, experimental conditions, and the
approaches used to determine second-order rate constants are described under
Experimental procedures.

Thus, we monitored the amount of HRP oxidized by hydrogen
peroxide (4 uM) in the absence and presence of different Tsal
concentrations (2—16 pM) after a 2-min incubation. As
anticipated, Tsal inhibited HRP oxidation in a concentration-
dependent manner (Fig. 4A). Likewise, the plot of (F/(1-F))
kyrp [HRP] against Tsal concentration was linear (Eq. (2)) (Fig.
4B) and the obtained value of the second-order rate constant
(2.5x10" M ' s71) was in close agreement with those obtained
from stopped-flow experiments (Table 1). This comparison
extends the usefulness of the competitive HRP approach.

Determination of the pKa of the peroxidatic cysteine

Since the second-order rate constant of the reaction of HRP
with hydrogen peroxide is pH independent in the range of pH 4.5
to 7.0 [35,37], the kinetic competitive approach with HRP can be
useful for determining the pK, of the peroxiredoxin active site.
To this end, the second-order rate constants for the reaction of
hydrogen peroxide with Tsal and Tsa2 were also determined at
different pH by experiments similar to those shown in Fig. 3. The
experimental pH profiles showed a single pK, of 5.4 and 6.3 for
Tsal and Tsa2, respectively (Fig. 5). These values should
correspond to the pK, of the peroxidatic cysteine residue of Tsal
and Tsa2 (Cys*’). Indeed, the resolving cysteine residue
(Cys'") is expected to have a pK, similar to that of the free
amino acid cysteine (pK, =8.4) whereas hydrogen peroxide has a
pK, of 11.7 [38]. The difference of almost 1 unit in the pK, of
peroxidatic cysteine of Tsal and Tsa2 was surprising because of
their 86% identity in amino acid sequence.

Comparison of the reaction with peroxynitrite and hydrogen
peroxide

The second-order rate constants obtained for the reaction
with peroxynitrite are, apparently, considerably lower than
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Fig. 5. Variation of the second-order rate constants of the reaction between Tsal
(M) or Tsa2 (@) with hydrogen peroxide as a function of the pH. Rate constants
were determined under the experimental conditions described in the legend to
Fig. 3 except for the pH and alternative use of Tsal or Tsa2. Acetate (100 mM)
and phosphate buffer (100 mM) were used in the pH range of 4.5-5.8 and 6.0—
7.4, respectively.

those obtained for hydrogen peroxide. However, peroxynitrite
chemistry is more complex than that of hydrogen peroxide (for
reviews, see [39,40] and references therein). Peroxynitrite has a
low pK, (6.6) and rapidly decomposes upon protonation
(k=0.17 s' at pH 7.4 and 25°C) to produce nitrate (about
65% vyield) and nitrogen dioxide plus the hydroxyl radical
(about 35% yield, each). Thus, direct oxidation of targets by
peroxynitrite competes with its unimolecular decay, which
produces radicals that can also oxidize the targets. For instance,
peroxynitrite can oxidize thiols directly by a two-electron
mechanism that produces the corresponding sulfenic derivative,
which subsequently reacts with a second thiol to produce the
disulfide, resulting in a stoichiometry of two thiols oxidized per
peroxynitrite [27,41—45]. In addition, the radicals derived from
the proton-catalyzed decay of peroxynitrite oxidize thiols to
produce thiyl and sulfenyl radicals that can trigger radical chain
reactions [27,43,44]. This process occurs with a stoichiometry
that varies with the experimental conditions but is always lower
than two thiols per oxidant because only 35% peroxynitrite
decomposes to radicals [39,40]. Thus, it was important to
examine the reaction of Tsal and Tsa2 with peroxynitrite in
regard to thiol dependence and stoichiometry. Reduced thiols
were required for a fast reaction with peroxynitrite because only
reduced Tsal and Tsa2 were capable of inhibiting peroxynitrite-
mediated oxidation of dihydrorhodamine to rhodamine (Fig.
6A) [8,22,34]. To establish the stoichiometry, the thiol contents
of reduced Tsal and Tsa2 were determined before and after
reaction with peroxynitrite by the DTNB assay [27]. Untreated
Tsal and Tsa2 (20 pM) showed ~1.8 thiol/monomer that is
close to the expected 2 thiol/monomer ratio (Fig. 1). The
enzyme thiol groups were oxidized by peroxynitrite in a
concentration-dependent manner as shown by plotting thiol
depletion versus added peroxynitrite concentration (Fig. 6B).
The results obtained with both enzymes can be fitted in a
straight line whose slope was ~2, indicating that one
peroxynitrite oxidizes two thiol groups of Tsal or Tsa2 (Fig.
6B). These results indicate that under our experimental
conditions, the main reaction occurring is the direct reaction

between peroxynitrite and the peroxidatic cysteine residue of
Tsal and Tsa2, as has been previously demonstrated for other
peroxiredoxins [8,22,34]. In the case of Tsal and Tsa2,
peroxynitrite should oxidize the peroxidatic cysteine residue
(Cys*") of one monomer to the sulfenic acid derivative that
subsequently reacts with the resolving cysteine (Cys'’®) from
the other subunit to form an intersubunit disulfide bond (Fig. 1).

After establishing that the main reaction of peroxynitrite with
Tsal and Tsa2 is equivalent to that of hydrogen peroxide (Fig.
1), it became relevant to further compare the corresponding rate
constants. A pH-independent second-order rate constant for the
reaction of peroxynitrite with Tsal and Tsa2 can be calculated
from Eq. (2) that is derived by assuming that peroxynitrous acid
reacts with the thiolate anion [45].

RS
ONOOH + RS™ ‘?’RSOH —g’ RSSR + OH™

NO3

b = k(KONO([)I;{I:]‘ [Hﬂ) <KTsaS[ILII_IjE [H+]> ®)

By substituting the appropriate values (k,, determined at pH 7.4;
Konoon=2.5%x10"" M, Kreusiy=3.98x10® and 5.01x10’ M
for Tsal and Tsa2, respectively), the pH-independent second-
order rate constants were calculated as 5.3x10° and
3.9x10° M ' s7! for Tsal and Tsa2, respectively (Table 1).
Thus, Tsal and Tsa2 react faster with hydrogen peroxide than
with peroxynitrite.
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Fig. 6. Thiol dependence of Tsal and Tsa2 reaction with peroxynitrite. (A).
Inhibition of peroxynitrite-mediated DHR oxidation by increasing concentra-
tions of Tsal or Tsa2. The reaction mixtures contained DHR 123 (100 pM),
peroxynitrite (20 uM), DTPA (0.1 mM), and the specified concentrations of
Tsal (M), oxidized Tsal ([J), Tsa2 (@), or oxidized Tsa2 (O) in 100 mM
phosphate buffer, pH 7.4, at 25°C. Rhodamine formation was monitored at
500 nm; initial thiol contents were determined by the DTNB assay as ~1.8 thiol
per Tsal and Tsa2 monomer (see Experimental procedures). Error bars
represent+SD of experiments in triplicate. (B) Oxidation of Tsal and Tsa2
thiols by peroxynitrite. The specified concentrations of peroxynitrite were
added to 20 uM Tsa 1 (H) or Tsa2 (@) in 100 mM phosphate buffer containing
DTPA (0.1 mM), pH 7.4, at 25°C. After a 15-min incubation, remaining thiols
were determined by the DTNB assay (Experimental procedures). Error bars
represent+SD of experiments in triplicate.
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Discussion

Peroxiredoxins are receiving increasing attention as enzy-
matic defenses against oxidative damage and as sensors of
hydrogen peroxide-mediated signaling events [2—4]. Likely to
be critical for both functions is a rapid reaction with hydrogen
peroxide, typically with second-order rate constant higher than
10°M st [17,18]. Until very recently, however, the values
reported for these rate constants have been determined by
steady-state kinetics (k../Ky) and shown to be in the range of
10* to 10° M" 57! including the rate constants for Tsal and
Tsa2 from S. cerevisiae [4,10]. To resolve this apparent
paradox, we tested a competitive kinetic approach to determine
the second-order rate constant of the reaction of Tsal and Tsa2
with hydrogen peroxide and peroxynitrite by using HRP as the
competitor enzyme.

The competitive kinetic approach was shown to be reliable
because it provided a second-order rate constant value for the
reaction between Tsal and peroxynitrite in clear agreement with
that obtained by direct stopped-flow kinetics (Fig. 2). In
addition, the results showed that Tsal and Tsa2 competed with
HRP for the oxidants in a concentration- and rate constant-
dependent manner (Eq. (1)) (Figs. 2—4) [20—23]. From these
experiments, the second-order rate constants for Tsal and Tsa2
were determined and shown to be high, in the range of 10’ M
s ! for hydrogen peroxide and 10° M' s™! for peroxynitrite at
pH 7.4, 25°C (Table 1). Importantly, these high rate constant
values add to very recent reports demonstrating that peroxir-
edoxins are as efficient as heme and selenium proteins in
reacting with hydrogen peroxide [19,46,47].

Thus, our kinetic studies provided a simple method for the
determination of second-order rate constants for the reaction of
peroxiredoxins with hydrogen peroxide and peroxynitrite.

Although most of our experiments were performed in a
stopped-flow instrument, we showed that reliable second-
order rate constant values can be obtained in standard
spectrophotometers (Fig. 4). In contrast to the steady-state
approach (Fig. 1), the competitive one does not require the
reducing system and, thus, can be applied to peroxiredoxins
whose physiological reductant is unknown. A disadvantage of
the competitive approach with HRP is that it cannot be applied
to study the reaction of peroxiredoxins with organic peroxides
because they react with peroxidase enzymes in processes that
are relatively slow, complex, and produce radical intermediates
[48]. A possibility of determining the second-order rate constant
of peroxiredoxins with organic peroxides is to combine the HRP
competitive approach described here with the selenium gluta-
thione peroxidase competitive approach proposed by Peshenko
and Shichi [49]. In this approach, peroxynitrite and organic
peroxides compete for the peroxiredoxin and the remaining
organic peroxide is determined by the glutathione peroxidase/
glutathione reductase/NADPH coupled assay. This method can
be used to determine the second-order rate constant of the
reaction of a peroxiredoxin with an organic peroxide if the
enzyme does not accept glutathione as electron donor, and the
second-order rate constant of its reaction with peroxynitrite is
known. The latter value can be obtained by the HRP
competitive approach.

Our kinetic studies also allowed us to determine the pK,
values of the peroxidatic cysteine residue (Cys*’) of Tsal and
Tsa2 to be 5.4 and 6.3, respectively (Fig. 5, Table 1). This 1 unit
difference in the pK, was unexpected because Tsal and Tsa2
have 86% identity in amino acid sequence. Despite the
difference in Cys*’ pK, values, Tsal and Tsa2 reacted with
hydrogen peroxide with similar rate constants at pH 7.4 (Table
1), emphasizing that pK, is only one of the factors that affect

Tsaz2 1---MVAEVQKQAPPFKKTAVV-DGIFEEISLEKYKGKYVVLAFVPLAFSFVCPTEIVAFS
Tsal 1---MVAQVQKQAPTFKKTAVV-DGVFDEVSLDKYKGKYVVLAFIPLAFTFVCPTEIIAFS
2CysDm 1----MPQLOKPAPAFAGTAVV-NGVFKDIKLSDYKGKYLVLFFYPLDFTEVCPTEIIAFS
2CysTc 1MSCGDAKLNHPAPDFNETALMPNGTFKKVALS SYKGKWLVLFFYPMDFTEVCPTEICQFS
2CysHs 1MXSGNARIGKPAPDFKATAVV-DGAFKEVKLSDYKGKYVVLEFFYPLDFTFVCPTEIIAFS
2CysEc I MFPKTLTDSKYKAFV-DGEIKEISLQODYIGKYVVLAFYPLDFTFVCPTEINRFS
2CysTv 1----MSLVNKAAPDFEANAFV-NGEVKKIRLSSYRGKWVVLFFYPADFTFVCPTEVEGFA
2CysSe 1----MSLINTKIKPFKNQAFK-NGEFIEVTEKDTEGRWSVFFFYPADFTFVCPTELGDVA
2CysEcoli 1----MSLINTKIKPFKNQAFK-NGEFIEITEKDTEGRWSVFFFYPADFTFVCPTELGDVA
*. :* . . . *:: 1(: L ﬁ:******:
Tsa2 117 EKEGIALRGLFIIDPKGIIRHITINDLSVGRNVNEALRLVEGFQWTDKN-GTVLPCNWTP
Tsal 117 EEEGVALRGLFIIDPKGVIRHITINDLPVGRNVDEALRLVEAFQWTDKN-GTVLPCNWTP
2CysDm 116 EETGIPFRGLFIIDDKQNLRQITVNDLPVGRSVEETLRLVQAFQYTDKY-GEVCPANWKP
2CysTc 121 EEDGVAYRGLFIIDPKQNLRQITVNDLPVGRDVDEALRLVKAFQFVEEH-GEVCPANWKP
2CysHs 120 TDEGIAYRGLFIIDGKGVLRQITVNDLPVGRSVDEALRLVQAFQYTDEH-GEVCPAGWKP
2CysEc 114 EENGHPMRSTVILAKDLSVRHISSNYHAIGRSVDEIIRLIDAITFNDEN-GDICPAEWR-
2CysTv 113 EETGNAQRGLFIINPDGIVKYVVITDDNVGRSTDETLRVLEALQS----- GGLCPVNWHE
2CysSe 113 EDEGLADRATFVVDPQGIIQAIEVTAEGIGRDASDLLRKIKAAQYVAAHPGEVCPAKWKE
2CysEcoli 113 EDEGLADRATFVVDPQGIIQAIEVTAEGIGRDASDLLRKIKAAQYVASHPGEVCPAKWKE
* * ok = sk s ek s * . ok Kk

Fig. 7. Multiple sequence alignment of 2-Cys peroxiredoxins. The alignment was performed using CLUSTAL W 1.8 software [52] and the facility from Network
Protein Sequence Analysis (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgibin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html). Only partial alignment is shown and the numbers on
the left side of the sequences refer to the position of the residues in the sequence. Tsal (gi=464970)and Tsa2 (gi=2499475) are from Saccharomyces cerevisiae;
2CysDm (gi=12744791) is from Drosophila melanogaster; 2CysTc (gi=70873021) is from Trypanosoma cruzi; 2CysHs (gi=32189392) is from Homo sapiens;
2cysEc (gi=19173077) is from Encephalitozoon cuniculi; 2CysTv (gi=14324437) is from Thermoplasma volcanium GSS1; 2CysSe (gi=56414255) is from
Salmonella enterica subsp. enterica serovar; 2CysEcoli (gi=75514700) is from Escherichia coli. Letters presented in bold represent residues conserved in all
sequences. Underlined C denotes resolving cysteines that are not in identical positions among the sequences. Letters shaded in gray represents residues that can explain
differences in catalytical properties of Tsal and Tsa2 (see text for details). *, :, . symbols represent positions fully, strongly, and moderately conserved, respectively.
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cysteine residue reactivity [50]. Also worth noting was the fact
that the determined second-order rate constants were higher for
hydrogen peroxide than for peroxynitrite which is usually more
reactive toward thiols (see Results) [42]. Even the pH-
independent rate constant values for the reactions with
peroxynitrite, which were calculated by taking into considera-
tion the low peroxynitrite pK, (pKa=6.6) together with the
determined pK, of the peroxidatic cysteine of both Tsal and
Tsa2 (Eq. (3)), were lower than those determined for hydrogen
peroxide at pH 7.4 (Table 1). Possibly, the conserved Pro*® in
the narrow pocket where Cys*’ is located [3,51] limits the
accessibility of peroxynitrite whose peroxo bond has N=0O
instead of a hydrogen (H) substituent. In regard to the Cys*’ pK,
values, an important structural factor is likely to be the
substitution of Thr** in Tsal by Ser in Tsa2 (Fig. 7) [52].
Indeed, the residues considered to be important for lowering
peroxidatic Cys pK, in peroxiredoxin classes are the conserved
Arg'?® and Thr** and the main conformation of the non-
conserved residue 41. The latter contributes through its peptide
amide and carbonyl group which donates a hydrogen bond to
the sulfur of Cys*’ and accepts a hydrogen bond from the
oxygen of Thr** [3]. Residues 123 (Arg) and 41 (Leu) are
conserved in Tsal and Tsa2 but Thr** in Tsal is replaced by
Ser** in Tsa2 (Fig. 7) [52]. Although the same hydrogen bonds
are possible with Thr or Ser, their strengths are expected to vary,
affecting the overall electrostatic environment of Cys*’ and,
thus, its pK,. However, site-specific mutagenesis of equivalent
Thr residues to Ser in peroxiredoxins from Leismania donovani
increased their peroxidase activity toward tert-butylhydroper-
oxide twice [53]. Most eukaryotic 2-Cys peroxiredoxins
possess a conserved aspartate in the position equivalent to
Asp'? of Tsal, but Tsa2 contains an Asn in this position (Fig.
7). No catalytic role for Asp'>® has been described so far but it is
feasible since an equivalent residue in human 2-Cys peroxir-
edoxin is near the resolving Cys (Protein Data Bank
id=1QMYV). Thus, the understanding of how these molecular
effects can be translated into a difference of 1 pKa unit will
depend on the determination of detailed Tsal and Tsa2
tridimensional structures.

In summary, our studies provide a useful method for
determining the second-order rate constant of the reactions of
peroxiredoxins with hydrogen peroxide and peroxynitrite. This
method can be used to determine the pK, of the reactive
cysteine residue and can be applied to study other important
thiol proteins. Our studies also demonstrate that Tsal and Tsa2
react with hydrogen peroxide and peroxynitrite with second-
order rate constants comparable to those of heme and selenium
proteins. Thus, they provide chemical ground for their action
as sensors of hydrogen peroxide-mediated signaling events
[2-4,14,15,17,18] and as enzymatic defenders against oxida-
tive and nitrosoactive stress in yeast [6—11].
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Peroxiredoxins are receiving increasing
attention as defenders against oxidative
damage and sensors of hydrogen peroxide-
mediated signaling events. In the vyeast
Saccharomyces cerevisiae, deletion of one or
more isoforms of the peroxiredoxins is not
lethal but compromises genome stability by
mechanisms that remain under scrutiny.
Here, we show that cytosolic peroxiredoxin-
null cells (zsaldAtsa24) are more resistant to
hydrogen peroxide than WT cells, and
consume it faster under fermentative
conditions. Also, tsaldtsa2A cells produced
higher yields of the 1-hydroxyethyl radical
from oxidation of the glucose metabolite
ethanol, as proved by spin-trapping
experiments. A major role for Fenton
chemistry in radical formation was excluded
by comparing WT and tsaldtsa24 cells with
respect to their levels of total and chelatable
metal ions, and of radical produced in the
presence of chelators. The main route for 1-
hydroxyethyl radical formation was ascribed
to the peroxidase activity of Cu,Zn-
superoxide  dismutase  (Sodl),  whose
expression and activity increased about five-
and two-fold, respectively, in tsaldtsa2A
compared to WT cells. Accordingly, over-
expression of human Sod1l in WT yeasts led to
increased 1-hydroxyethyl radical production.
Relevantly, tsalAtsa24 cells challenged with
hydrogen peroxide contained higher levels of
DNA-derived radicals and adducts as
monitored by immuno-spin trapping and
incorporation of **C from glucose into DNA,
respectively. The results indicate that part of
hydrogen peroxide  consumption by
tsalAtsa2A cells is mediated by induced Sodl,

which oxidizes ethanol to the 1-hydroxyethyl
radical, which, in turn, leads to increased
DNA damage. Overall, our studies provide a
pathway to account for the hypermutability of
peroxiredoxin-null strains.

Living organisms are constantly exposed
to oxygen- and nitrogen-derived reactive species
that are produced by normal metabolic activity
and in response to external stimuli. To protect
themselves against the toxicity of these species,
aerobic organisms have evolved a range of
defense mechanisms (1). Among these, a family
of cysteine-based peroxidases, currently named
peroxiredoxins, has attracted considerable
attention because of its ubiquity and versatility.
These enzymes have been shown to detoxify
hydrogen peroxide, organic peroxides and
peroxynitrite through oxidation of their reactive
cysteine residues, which are recycled back by
reducing equivalents provided by thioredoxin
and other thiol-electron donors (reviewed in 2-
5). In addition to detoxifying peroxides, specific
peroxiredoxins have been shown to act as
molecular chaperones (6, 7) and to play roles in
regulating hydrogen peroxide-mediated cell
signaling events (3, 8, 9).

Many  organisms  have  multiple
peroxiredoxins. Six peroxiredoxins have been
identified in human cells, and five in the yeast
Saccharomyces cerevisiae. Peroxiredoxin
isoforms are distributed to different locations
within the «cell, and two of the yeast
peroxiredoxins, Tsal and Tsa2, are cytosolic,
(10). Tsal was the first peroxiredoxin identified
in eukaryotes. It is expressed constitutively and
corresponds to 0.7% of total soluble protein
content in this species. In contrast, the levels of
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Tsa2 are very low under normal conditions, but
are highly induced upon treatment of the yeast
with peroxides (11, 12). Tsal and Tsa2 share
86% identity in their amino acid sequence, and
both react with hydrogen peroxide with second
order rate constants similar to those of
hemoproteins, such as catalase (k~10" M s™)
(13). Deletion of the TSAI gene increases the
expression of Tsa2 and other peroxiredoxin
isoforms (10, 14, 15), suggesting that these
peroxidases have both redundant and non-
redundant physiological functions.

The deletion of one or all of the
peroxiredoxin genes in S. cerevisiae is not lethal,
probably because of the resulting increase in the
levels of other antioxidant enzymes, such as
catalase, cytochrome ¢ peroxidase and Sod1, that
has been demonstrated by transcriptional and
proteomic analysis (10, 15, 16). A problem
arising from this compensatory response,
however, is the mutator phenotype of the
peroxiredoxin null-strains that display increased
spontaneous mutation rates and accumulated
gross chromosomal rearrangements (16-19).
These consequences are particularly conspicuous
in TSAI-null cells, suggesting a major
contribution of Tsal to genome stability. Such
protection has been attributed to the ability of
Tsal to reduce the levels of reactive oxygen
species that would otherwise oxidize DNA
leading to mutations, chromossomal
rearrangements and cell death. These genetic and
lethality studies, however, did not provide
mechanistic insights on how deletion of
peroxiredoxin genes leads to DNA damage nor
to its molecular nature (16-19).

Here, contrary to the common notion,
we show that deletion of both 7S4/ and 7SA2
genes in S. cerevisiae increases resistance to
toxic concentrations of hydrogen peroxide. In
parallel, hydrogen peroxide consumption and
ethanol- and DNA-derived radical formation are
increased mainly through higher expression of
the enzyme Sod1.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Materials- All chemicals were purchased from
Sigma-Aldrich, Merck or Fisher, and were
analytical grade or better. Yeast nitrogen base
(20) was from Difco and media supplements
(amino acids, adenine and uracil) were from
Sigma-Aldrich or Synth. Desferrioxamine was

purchased from Novartis. Bathocuproine
disulfonic acid and [2-°C] ethanol were from
Sigma-Aldrich. Hydrogen peroxide
concentration was determined
spectrophotometrically at 240 nm (g349= 43.6 M
"em™) (21). All solutions were prepared with
water purified in a Millipore Milli-Q system. All
buffers were treated with Chelex-100 to remove
trace amounts of metal ion contaminants prior to
use.

S. cerevisiae strains and growth conditions- The
wild type strain employed was BY4741 (Mate;,
His3A1; Leu2A0; Met15A0; Ura3A0) whereas
the mutant strains were: tsalA (Mato; His3Al,
Leu2A0; Metl5A0; Ura3A0; YMLO28W:: Kan
mx4), tsa2A (Mato; His3Al; Leu2 A0; Metl5A0;
Ura3A0; YDR453C:: Kan mx4) and tsalA tsa2A
(Mate, His3Al; Leu2A0; Metl5A0; Ura3A0;
tsal:: Kan; tsa2:: Leul). The first three strains
were obtained from EUROSCARF (web.uni-
frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/complete.html
), whereas the double mutant (generated
according to 14) was kindly donated by Dr. Jin
(University of Hong Kong, ChinaUniversity).
Yeasts over-expressing Sodl were obtained by
standard transformation (22) of the BY47411
strain with the YEp600 plasmid containing one
copy of the human Sodl gene with its own
promoter. This plasmid was extracted from
EGy118 yeasts provided by Dr. Edith B. Gralla.
The strains were grown in complete synthetic
media (yeast nitrogen base) supplemented with
2% glucose, amino acids, adenine, and uracil
under shaking at 300 rpm, 30°C (11). For all
experiments, strains were grown overnight,
diluted to ODgponm = 0.2 and collected as soon as
they reached mid-log phase (ODgyonm = 0.8).
Growth curves under fermentative conditions
were obtained for the four strains by diluting
overnight cultures to ODgyonmn = 0.2 and by
monitoring the optical density at 2 h intervals.
Viability assay- The viability of the cells was
monitored by the number of colony forming
units (CFU). Cell cultures at mid-log phase of
growth were washed with 0.1 M phosphate
buffer containing 0.1 mM DTPA, pH 7.4 and
resuspended in growth media to a density of 5 x
10" cells/mL. Half of the cell suspension was
treated with 1 mM hydrogen peroxide under
shaking at 350 rpm for 30 min at 30°C; the other
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half was treated with the same volume of buffer
and incubated as above. The cell suspensions
were then serially diluted and 100 pL aliquots of
1/10* and 1/10° dilution were plated onto
complete synthetic media supplemented with 2%
glucose and 2% agar. The plates were incubated
at 30°C for 2 days and the CFU number counted.
The results shown are expressed as the
percentage of CFU of hydrogen peroxide-treated
cultures in relation to the corresponding controls.
Hydrogen peroxide consumption- Hydrogen
peroxide consumption was determined by the
ferrous oxidation xylenol orange assay (FOX)
(23). Cells at mid-log phase were treated with 1
mM hydrogen peroxide as above. At the
specified times, 50 pL aliquots were diluted with
500 pL of growth media and mixed with 950 uL
of FOX solution (100 uM xylenol orange, 250
UM ammonium ferrous sulfate, 100 mM sorbitol
and 25 mM sulfuric acid). After 30 min
incubation at room temperature, the absorbance
of the samples was read at 560 nm. Calibration
was performed with a standard solution of
hydrogen peroxide.

Detection of  ethanol-derived  radicals-
Production of the 1-hydroxyethyl radical formed
from the oxidation of ethanol, a glucose
metabolite, was detected by EPR spin-trapping
experiments with POBN (24, 25). Cells (5 x 10’
cells/mL) in growth media containing glucose
were pre-incubated with 90 mM POBN for 5
min and 1 mM hydrogen peroxide was added
under shaking at 30°C. After 30 min, aliquots
were transferred to flat cells and the EPR spectra
scanned. In some experiments, cells were
incubated with POBN as above and 171 mM [2-
BClethanol was added together with hydrogen
peroxide. In other experiments, cells in growth
media containing glucose were pre-incubated
with 2 mM  desferrioxamine, 2 mM
bathocuproine disulfonic acid or with 10 mM
DDC for 30 min or 1 h before addition of the
components specified above. Also, cells in
media alone were heated at 90°C for 20 min and
brought to 30°C before addition of glucose,
POBN and hydrogen peroxide. In the case of
purified enzymes, 10 uM catalase, horseradish
peroxidase, cytochrome ¢ or bovine Sodl was
incubated with 90 mM POBN, 1 mM hydrogen
peroxide, 0.1 mM DTPA and 171 mM ethanol in

100 mM phosphate buffer, pH 7.4, at 30°C. After
30 min incubation, the samples were transferred
to flat cells and the EPR spectra scanned. In the
case of Sodl, kinetic experiments were also
performed. EPR spectra were recorded at room
temperature (25 + 2°C) on a Bruker EMX
spectrometer equipped with an ER4122 SHQ
9807 high sensitivity cavity. Radical adduct
quantification was performed by double
integration of the EPR spectra and comparison
with a standard solution of 4-hydroxy-2,2,6,6-
tetra-methyl-piperidinyloxy. Computer
simulation analyses of some spectra were
performed by using a program written by Duling
(26).

Chelatable iron ion measurements- Chelatable
iron levels in the strains were determined by low
temperature EPR  after  chelation  with
desferrioxamine (27, 28). WT and tsalAtsa2A
cells were collected at mid-log growth phase.
Approximately 10° cells of each strain were
resuspended in 10 mL of fresh growth medium
without glucose, but containing 2 mM
desferrioxamine. After 30 min incubation at
30°C, cells were collected and washed with 10
mL of cold Tris-HCI buffer (20 mM), pH 7.4.
The cell pellet was resuspended in 400 pL of the
same buffer containing 10% glycerol, transferred
to a 1 mL disposable syringe and frozen in liquid
nitrogen. The samples were extruded from the
syringe into a finger-tip Dewar flask containing
liquid nitrogen and examined by EPR at 77°K in
the region of g ~ 4.0 (28). The concentration of
the desferrioxamine-iron complex present in the
cell suspensions was obtained by double
integration of the EPR signal and comparison
with a standard curve constructed with known
concentrations of the iron(Ill)-desferrioxamine
complex. This was prepared by mixing different
concentrations of ferrous ammonium sulfate with
2 mM  desferrioxamine; the complex
concentration was determined
spectrophotometrically (£430=2,865 M"' cm™)
(29).

Total iron, copper and zinc ion measurements-
Levels of iron, copper and zinc ions in each
strain were determined by atomic absorption
spectrometry. Approximately 10° cells from each
strain were washed in metal-free water,
resuspended in a solution of nitric acid,
hydrogen peroxide and water (2v:1v:3v) and
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digested in a microwave oven. The metal
contents of the digested samples were
determined in a Analytikjena AG, AAS ZEEnit
60 instrument. Iron, copper and zinc were
detected at 324.8, 2483 and 213.9nm,
respectively (30).

Total peroxide measurements- Levels of total
peroxides in WT and tsalA tsa2A strains were
determined by the FOX assay (23) as adapted to
yeasts (31). Cells (5 x 107 cells/mL) of each
strain were washed and resuspended in growth
media and treated or not with 1 mM hydrogen
peroxide. After 30 min incubation, the cells were
washed twice and resuspended in 100 pl of 50
mM phosphate buffer. An equal volume of glass
beads (425-600 um) was added and the samples
were vortexed (1 min) and ice-cooled. After
addition of 900 pl of cool methanol containing 4
mM butylated hydroxytoluene, the samples were
submitted to two cycles of vortexing (1 min) and
ice-cooling. Next, the samples were centrifuged
(1,000g, 10 min). The supernatants were
collected (100 pl) and mixed with 900 pl of the
FOX reagent (100 uM xylenol orange, 250 pM
ammonium ferrous sulphate, 25 mM sulfuric
acid, and 4 mM butylated hydroxytoluene in
90% (v/v) methanol). After 30 min incubation at
room temperature, the absorbance of the samples
was read at 560 nm. According to previous
calibrations performed with standard peroxides,
a mean apparent extinction coefficient of 4.5 x
10*M™" cm™ was employed (31).

Expression of Sodl- The level of Sodl
expression in WT and tsalA tsa2A strains was
determined by western blot analysis. To this end,
cell extracts of the strains were obtained as
previously described (11). Briefly, cells collected
at mid-log growth phase were washed and
resuspended in 50 mM Hepes buffer containing
50 mM NaCl, 2 pg/mL of leupeptin and 1 pg/mL
of pepstatin. Next, an equal volume of glass
beads (425-600 pm) was added. After 2 cycles
of vortexing (6 min) and ice-cooling (6 min), the
samples were centrifuged (16,000g, 5 min). The
supernatants were collected and centrifuged
again (16,000g, 30 min) to remove precipitated
material. The supernatants are referred to as cell
extracts and their protein contents were
determined by the Bradford method with a Bio-
Rad Kit. Cell extracts (40 pg protein) were
submitted to electrophoresis (12% acrylamide

gel) and transferred onto a nitrocellulose
membrane  (Hybond-D  Extra, Amersham
Biosciences). After washing (3 times, 10 min)
with TBS (50 mM Tris-HCL, pH 7.5; 150 mM
NaCl), the membrane was blocked with TBST
(TBS plus 0.05% Tween-20) containing 5% non-
fat milk, at room temperature for 90 min. The
primary antibody was anti-human Sodl
(Calbiochem) prepared in TBST containing
0.1% non-fat milk (1:1.500 dilution). Excess
antibody was removed by washing 3 times with
TBST. The membrane was then incubated with
the secondary antibody (anti-sheep IgG,
peroxidase conjugated) (Calbiochem) prepared
in TBST containing 0.1% non-fat milk (1:7,000
dilution). After 1 h incubation, the membrane
was washed 3 times with TBST and treated for 5
min with the solutions from the kit SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce
Biotechnology) and exposed to an X-ray film.
Relative quantification of the bands was
performed by densitometry (ImageQuant V5.2,
Molecular Dynamics).

Superoxide dismutase activity- Superoxide
dismutase activity in WT and tsalA tsa2A cell
extracts was determined by native PAGE
staining (32) and inhibition of cytochrome c
reduction (33, 34). After electrophoresis of cell
extracts (40 pg protein) under non-reducing
conditions, the gel was incubated in the dark for
20 min with a solution composed of 0.25 mg/mL
nitroblue tetrazolium plus 0.1 mg/mL riboflavin.
Then, a solution of 10 mg/mL N,N,N’,N’-
tetramethylethylenediamine was added and the
gel kept under shaking and light until bands
became visible (32). Relative quantification of
the bands was performed by densitometry
(ImageQuant V5.2, Molecular Dynamics). The
cytochrome c reduction assay was performed as
previously described (33, 34). The incubations
contained 100 uM xanthine, xanthine oxidase in
amounts that cause an absorbance change of
0.025/min, 1 unit of catalase and cell extracts (0-
50 pg protein) in 100 mM phosphate buffer, pH
7.4,30°C.

Bicarbonate-dependent peroxidase activity- This
activity was evaluated in whole cells by EPR
monitoring of the oxidation of the spin-trap
DMPO to DMPO/OH radical adduct was
monitored (35, 36). Cells (5 x 107 cells/mL) of
each strain were resuspended in 100 mM
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phosphate buffer containing 0.1 mM DTPA, pH
7.4, and incubated with 80 mM DMPO (5,5-
dimethylpyrroline-N-oxide) at room temperature
for 5 min. After addition of 25 mM sodium
bicarbonate and 1 mM hydrogen peroxide, the
samples were incubated at 30°C for 15 min,
transferred to flat cells and their EPR spectra
scanned at room temperature as described above.
Quantification of radical adduct was performed
by double integration of the EPR spectra and
comparison with a standard solution of 4-
hydroxy-2,2,6,6-tetra-methyl-piperidinyloxy.

Detection of DNA-derived radicals- Formation
of DNA-derived radicals was monitored by
immuno-spin trapping employing DMPO and the
antibody against oxidized DMPO adducts (37).
Cells (5 x 107 cells/mL) of each strain were
washed, resuspended in fresh media and treated
with 100 mM DMPO and 1 mM hydrogen
peroxide at 30°C. After 30 min incubation, the
cells were washed with distilled water (2 times)
and resuspended in 800 pL of a buffer to digest
cell walls (0.9 M sorbitol, 0.1 M EDTA, 50 mM
dithiotreitol and 3.5 pg/mL of zymolyase 20T)
(38). After 2 h incubation at 37°C, samples were
centrifuged (1000g, 10 min) and the spheroplasts
obtained resuspended in lysis buffer (1% SDS,
100 mM NaCl, 25 mM DTPA in 10 mM Tris-
HCl, pH 8.0). From this point on, DNA
extraction and transfer onto nitrocellulose
membrane followed the previously described
protocol (37). DNA extracted from WT cells
(100 ng) treated with 50 mM DMPO, 1 mM
CuCl, and 20 pM hydrogen peroxide in
phosphate buffer, pH 7.4, for 30 min at 30°C
was employed as a positive control. DNA
radicals/DMPO nitrone adducts blotted onto the
nitrocellulose membrane were detected with the
anti-DMPO nitrone adduct antibody provided by
Dr. Ronald P. Mason (37). First, the membrane
was blocked for 1 hour with PBS buffer (0.725
M NaCl, 2.7 mM KCI, 80 mM Na,HPO, and 14
mM KH,PO,) containing 3% non-fat milk. After
washing for 10 min with PBS supplemented with
0.05% non-fat milk and 0.1% Tween-20, the
membrane was incubated with the anti-
DMPO/adduct antibody for 1 h. The antibody
was prepared in PBS supplemented with 0.05%
non-fat milk and 0.1% Tween-20 (1:10,000
dilution). Excess antibody was removed by three
10 min washes with the same buffer, and the

membrane was incubated 1 h with the secondary
antibody  (anti- rabbit IgG, peroxidase
conjugated). After one PBS wash, the membrane
was incubated with the solutions from the kit
SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Pierce Biotechnology) for 5 min and
exposed to an X-ray film. Relative quantification
of the bands was performed by densitometry
(ImageQuant V5.2, Molecular Dynamics).
Detection of DNA adducts -To probe for the
addition of glucose metabolites to yeast DNA,
we monitored incorporation of '“C at the DNA
by the strains grown in media supplemented with
4C-glucose (Schwarz/Mann; 1 mCi/mL and 230
mCi/mM). Cells (2 x10% harvested at the
exponential growth phase were resuspended in
500 pL of fresh media containing 4 times less
glucose than usual and supplemented with 50
uCi of "C-glucose (39). These samples were
treated with 1 mM hydrogen peroxide for 30 min
at 30°C, in the absence or presence of POBN (90
mM). DNA from the samples was extracted as
above. DNA (100 ng) from each experimental
condition was transferred to filter paper which
was incubated with scintillation liquid.
Radioactivity was measured in a liquid
scintillation analyzer (166 TR, Packard).

RESULTS
tsalAtsa2A Cells are more resistant to hydrogen
peroxide but metabolize it faster producing
ethanol-derived radicals- As previously reported
(11, 14, 16), tsald, tsa24, tsalAtsa2A yeast
cells were shown to be viable and to grow
similarly to the WT strain in fermentative media
(data not shown). However, surprisingly,
tsalAtsa2A4  cells were significantly more
resistant than WT cells to toxic concentrations of
hydrogen peroxide (Fig 1A). No significant
differences were observed between the WT and
tsalA and tsa24 cells. The unexpected resistance
of the double mutant cells to hydrogen peroxide
led us to explore this phenomenon in more
detail. First, the consumption of 1 mM hydrogen
peroxide by the strains was compared. No
significant differences were observed in the rates
of hydrogen peroxide consumption by the WT
and single mutants (data not shown). The
tsalAtsa2A strain, however, consumed hydrogen
peroxide considerably faster than the WT strain
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(Fig. 1B), suggesting an increased capacity to
metabolize hydrogen peroxide (Fig. 1A).

Hydrogen peroxide consumption by
yeast cells may produce radical intermediates
(25). Thus, radical production by the strains
while metabolizing 1 mM hydrogen peroxide
was compared by EPR  spin-trapping
experiments with POBN. After 30 min of
incubation, radical production was marginal
except for tsaldtsa2A cells that yielded a clear
EPR signal whose parameters (ax= 15.8 G; ag=
2.6 G) are characteristic of the POBN/’I1-
hydroxyethyl radical adduct
(POBN/*CHOHCH3;) (Fig. 2) (24, 25). To
confirm radical identity, we performed parallel
experiments where 171 mM [2-"*C]ethanol was
added together with hydrogen peroxide to the
incubations containing tsalAtsa2A cells, growth
media, glucose and POBN. In these cases, the 6-
line spectrum detected in the presence of glucose
alone was substituted by a 12-line spectrum (Fig.
2). Computer simulation showed that the latter is
an EPR composite spectrum of the
POBN/*CHOHCH; and POBN/*"*CHOH"CH;
radical adduct (an= 15.5 G; ag= 2.6 G; a;3c= 4.2
G) (24) in relative yields of 30 and 70%,
respectively (Fig. 2). Detection of the hyperfine
splitting of “C from ethanol, unambiguously
proves that the main radical produced by
tsalAtsa2A4 cells challenged with hydrogen
peroxide is the 1-hydroxyethyl radical.

The spin-trapping experiments were
repeated several times and the results were
consistent. Considerable yields of the POBN/"1-
hydroxyethyl radical adduct were obtained only
in cultures of the tsald tsa24 strain and were
dependent on all incubation components, that is,
yeast cells, glucose and hydrogen peroxide (Fig.
2). Thus, in spite of being more resistant to
hydrogen peroxide, the tsaldtsa2A strain
removes it faster and produces the 1-
hydroxyethyl radical.

Routes for I-hydroxyethyl radical formation-
The source of the 1-hydroxyethyl radical in yeast
cultures metabolizing glucose should be its
metabolite ethanol. Indeed, fermentative yeasts
accumulate ethanol because glucose represses
respiration and mitochondrial biogenesis through
several signaling pathways (40). To produce the
1-hydroxyethyl radical, ethanol has to be
oxidized by the hydroxyl radical or by a

hydroxyl radical-like oxidant (Eq. 1), whose
production is likely to depend on Fenton
chemistry, that 1is, on hydrogen peroxide
decomposition by redox-active transition metal
ions (Eq. 2) (24, 41, 42).

CH;CH,0H + HO® — CH;C"HOH + H,0 (Eq. 1)
H,0,+ Me"™ — HO® + H,0 + Me™*  (Eq.2)

Although intracellular levels of transition metal
ions are tightly controlled, regulatory
mechanisms can be altered by stressed
conditions such as those likely to result from
deletion of genes encoding antioxidant enzymes,
including Tsal and Tsa2. Redox-active iron ions
in cells become more accessible to chelators, and
their levels can be estimated by complexation
with desferrioxamine and EPR analysis (see,
Experimental Procedures) (27, 28). The levels of
the iron (III)-desferrioxamine complex, however,
were higher in WT than in tsalAtsa24 cells (1.00
+ 0.05 and 0.28 = 0.03 pg/g of cell pellet,
respectively) (Fig. 3 inset, Table 1). Relevantly,
parallel experiments showed that pre-incubation
of tsalA tsa2A cells with 2 mM desferrioxamine,
or 2 mM bathocuproine before the addition of
hydrogen peroxide did not prevent POBN/1-
hydroxyethyl radical adduct production although
its yield decreased (~30%) (Fig. 3). Total iron
content in WT and tsaldtsa24 cells was
determined by atomic absorption spectrometry
and the same trend of chelatable iron ion levels
was observed. Total iron content was higher in
WT than in tsaldtsa2A cells (Table 1). In
contrast, total copper content was higher in
tsaldtsa2A cells while total zinc content was
similar. Although copper content is higher in
tsalAtsa2A cells, chelators of copper I and II (1)
inhibited radical formation to about 70% of
control levels (Fig. 3). Taken together, these
results (Fig. 3, Table 1) argue against iron and
copper ion-mediated Fenton chemistry being the
main route for 1-hydroxyethyl radical formation
(Egs. 1 and 2).

Since peroxiredoxins are important to
detoxify organic peroxides, deletion of their
genes may lead to accumulation of organic
peroxides and their derived peroxyl radicals
(ROO®), which can oxidize ethanol to the 1-
hydroxyethyl radical (k~ 1 x 10* M s7) (43).
However, levels of total peroxides present in WT
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and tsalAtsa2A cells were similar under basal
conditions or after treatment with hydrogen
peroxide (Table 1). Thus, organic peroxides and
their derived radicals are unlikely to be major
sources of the 1-hydroxyethyl detected in
tsalAtsa2A cells.

On the other hand, the higher content of
copper in tsalAtsa2A cells compared to WT cells
led us to consider the possibility of increased
expression of Sod1 providing a route for ethanol
oxidation to the 1-hydroxyethyl radical. In fact,
deletion of the 7S4/ gene has previously been
shown to increase the mRNA levels of Sodl,
catalase and cytochrome peroxidase among other
enzymes (10, 15, 16). In addition, Sod1 displays
a peroxidase activity which may oxidize ethanol
to 1-hydroxyethyl radical, although this process
has been considered inefficient (35, 44). These
previous studies, however, were performed in
the presence of bicarbonate buffer which
modulates Sodl peroxidase activity to produce
the carbonate radical (35, 36, 45), which is not
an efficient oxidant of alcohols (46). Thus, it
became relevant to compare the ability of
purified enzymes, such as bovine Sodl, catalase,
cytochrome ¢ and horseradish peroxidase, to
oxidize ethanol to the 1-hydroxyethyl radical in
the presence of hydrogen peroxide in phosphate
buffer containing DTPA. Considerable yields of
the POBN/'1-hydroxyethyl radical adduct was
produced only in the presence of Sodl (Fig. 4).
This was confirmed by the 12-line spectrum
produced in incubations containing [2-
BClethanol, which is characteristic of the
POBN/*"®*CHOH"CHj radical adduct (ax= 15.5
G; ag= 2.6 G; a;zc= 4.2 G) (24). The radical
adduct detected in the presence of horseradish
peroxidase is an oxidation product of the spin
trap POBN as demonstrated by control
experiments in the absence of ethanol (data not
shown).  Production of the POBN/I-
hydroxyethyl radical adduct by Sodl/hydrogen
peroxide was shown to be ethanol- and time-
dependent (Fig. 4B). This indicates that ethanol
oxidation to the 1-hydroxyethyl radical depends
mainly on the peroxidase activity of Sodl and
not from Fenton chemistry resulting from
enzyme inactivation and copper liberation from
its active site (47). These results confirm that
biological oxidation of ethanol to the 1-
hydroxyethyl radical is likely to be mediated

mainly by the hydroxyl radical and hydroxyl
radical-like oxidants (24, 41, 42). Indeed, the
peroxidase activity of Sod1 produces a hydroxyl-
like oxidant which is able to oxidize ethanol
whereas catalase, horseradish peroxidase and
cytochrome ¢ use hydrogen peroxide to oxidize
substrates through ferryl states that are not
efficient one-electron oxidants of ethanol (Fig.
4).

To further establish a role for Sodl in
the production of 1-hydroxyethyl radicals by the
tsalAtsa2A strain, cells were pre-treated with 10
mM diethyldithiocarbamate, a Sodl inhibitor
and copper chelator (48), or heated to promote
enzyme inactivation. Cells submitted to both
treatments failed to produce POBN/1-
hydroxyethyl radical adduct upon incubation
with glucose, hydrogen peroxide and POBN, in
contrast with untreated cells (Fig. 5). These
results indicate that 1-hydroxyethyl radical
formation depends on an enzymatic activity,
most likely the Sod1 peroxidase activity (Fig. 4).
This conclusion was reinforced by the five-fold
higher level of Sodl expression in the
tsalAtsa2A cells compared to the WT cells (Fig.
6A). This higher expression was confirmed by
comparing the superoxide dismutase activity of
the extracts monitored by both native PAGE
stain (Fig. 6B) and inhibition of cytochrome c
reduction (Fig. 7A) (32-34). Likewise, the
bicarbonate-dependent  peroxidase  activity,
characteristic of the Sodl enzyme (35, 36, 45),
was higher in tsalAtsa2A cells (Fig 7A, inset).
Next, we transfected WT yeast to over-express
human Sodl. These cells displayed superoxide
dismutase and bicarbonate-dependent peroxidase
activity similar to those of the tsalAtsa2A cells
(Fig. 7A). Likewise, they produced similar yields
of the 1-hydroxyethyl radical adduct (Fig. 7B),
further demonstrating the role of Sodl in radical
production.

Independent of  the employed
methodology, the increase in superoxide
dismutase and bicarbonate-dependent peroxidase
activity in tsalAtsa2A cells compared to WT
cells was roughly the same (~ two-fold) (Figs 6B
and 7A). However, the increase in Sod1 contents
was higher (~ five-fold) (Fig. 6A) indicating that
not all the expressed enzyme is active, probably
because total copper content increased less (<
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two-fold) (Table 1) than overall Sod1 expression
(49).

Production of DNA-derived radicals and
adducts- Like other alkyl radicals, the 1-
hydroxyethyl radical is known to attack DNA to
produce DNA-derived radicals and DNA-8-
alkylguanine adducts (24, 50, 51). To monitor
the production of DNA adducts under our
experimental conditions, '*C-glucose was added
to the cultures and the amount of '*C
incorporated to DNA (14C-DNA) was
determined after 30 min incubation. As shown in
Fig. 8A, tsalAtsa24 cells treated with hydrogen
peroxide contained about three times more "*C-
DNA than WT cells. Relevantly, '“C-DNA
production in tsalAtsa2A cells was inhibited by
the spin-trap POBN (about 30%) indicating that
a considerable fraction of '*C incorporated into
DNA comes from a radical metabolite of
glucose, most likely, the 1-hydroxyethyl radical
(Fig. 2). Attack of radicals on DNA was also
indicated by parallel experiments with the
antibody anti-DMPO, which reveals the amount
of DNA-derived radicals that are trapped by
DMPO (37). Indeed, treatment of
tsalAtsa2A cells  with  hydrogen  peroxide
produced about two times as many DNA-derived
radicals as WT cell treatment (Fig. 8B). Taken
together, these results associate the higher
production of the 1-hydroxyethyl radical by
tsaldtsa2A cells (Fig. 2) with increased damage
to their DNA (Fig. 8).

DISCUSSION

Our results demonstrated that deletion of both the
TSAl and TSA2 genes in S. cerevisiae
significantly increases cellular resistance to toxic
concentrations of hydrogen peroxide while
increasing its consumption rate (Fig. 1). These
results contrast with previous studies reporting
that tsald, tsa24, and tsalAdtsa2A strains are
more susceptible than the WT strain to hydrogen
peroxide (14, 16). In another study employing
various experimental conditions, zsa24 cells were
shown to be more resistant than WT (11)
although to a lesser extent than reported here for
the double mutant. These tolerance assays,
however, were performed by spot tests, in which
the solid media may affect hydrogen peroxide
metabolism by the strains. In synthetic liquid
media, the resistance of tsalAtsa2A cells to 1 mM
hydrogen peroxide (Fig. 1) suggests that catalase,

which is induced in these cells (15, 16), is the
main enzyme responsible for decomposing these
toxic oxidant concentrations. In agreement, the
consumption of hydrogen peroxide by cell
extracts of the tsal4 and tsa2A strain was shown
to be almost completely inhibited by azide (11).
However, our results indicate that part of the
hydrogen peroxide consumption by tsalAtsa2A
cells (Fig. 1B) is also mediated by induced Sodl
(Figs. 5-7). Although catalases are efficient
enzymes with specific activity values around
17,750 U/nmol (52), their levels in extracts of
WT and tsalA and tsa2A cells in exponential
growth under fermentative conditions (high
glucose concentrations) are low (11). Indeed,
catalase activity values ranging from 0.38-1.3
U/mg have been reported for yeast extracts (11,
53), which corresponds to about 5 x 10” nmol
catalase/mg. In contrast, Sodl is an abundant
enzyme and its level in extracts of tsalAtsa2A
cells can be estimated as about 7 x 10" nmol
Sodl/mg from the data in Fig 7A (67 U/mg
protein) and the specific activity reported for the
bovine liver enzyme (~90 U/nmol) (54).

Thus, the higher level of Sodl in
tsalAtsa2A cells (Figs. 6 and 7) should favor the
occurrence of its peroxidase activity (Fig. 4),
which oxidizes the glucose metabolite ethanol to
the 1-hydroxyethyl radical (Fig. 2). This radical,
direct or indirectly, leads to the production of
DNA -derived radicals and adducts (Fig. 8). Thus,
our studies provide a pathway to account for the
hypermutability of peroxiredoxin-null yeast cells,
although performed with cells challenged with
toxic concentrations of hydrogen peroxide (1
mM). This high concentration was probably
required to make it possible to detect significant
differences among the strains regarding hydrogen
peroxide resistance and consumption (Fig. 1) and
radical production (Figs. 2 and 8B). Indeed, the
difficulties involved in the precise quantification
of oxidants and radicals in cells and cell cultures
are well-known (36, 41, 42, 46). In unstressed
cells, it has been reported that the mutation rates
of the studied strains follow the order WT=
tsa2A< tsalA< tsalAtsa2A (16). This trend can be
considered similar to the one observed here, if the
sensitivities of the methodologies available to
measure mutation rates and radical production
are taken into account.
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Generation of the 1-hydroxyethyl radical
in tsaldtsa24 cells challenged with hydrogen
peroxide was attributed mainly to the peroxidase
activity of the enzyme Sodl, although the
participation of Fenton chemistry to a small
extent (~30%) is apparent (Fig. 3). 1-
Hydroxyethyl radical might be formed through
hydrogen abstraction by peroxyl radicals, but no
quantitative evidence is this direction was
obtained (Table 1). In contrast, the major role of
Sod1 was established by several lines of evidence
(Figs. 2-7; Table 1). Among them, the similar
properties of WT over-expressing human Sod1
and tsalAtsa2A cells in regard to the superoxide
dismutase activity, bicarbonate-dependent
peroxidase activity and 1-hydroxyethyl radical
production were particularly convincing (Fig. 7).

The results demonstrated that increased
1-hydroxyethyl radical production by tsalAtsa2A
cells increased damage to their DNA with
formation of DNA-derived radicals and adducts.
Both of these lesions can be promoted directly by
the 1-hydroxyethyl radical (24, 50, 51). In fact,
the inhibition of '*C-DNA production by the
spin-trap POBN argues for a direct participation
of the 1-hydroxyethyl radical in forming DNA
adducts. At this point, however, we cannot
exclude the formation of DNA adducts by 1-
hydroxyethyl radical metabolites, such as
acetaldehyde (55-57). Likewise, the formation of
DNA-derived radicals may result from secondary
radicals arising from processes triggered by the
1-hydroxyethyl radical, such as lipid peroxidation
(42, 58). It is noteworthy that production of the 1-
hydroxyethyl radical close to DNA is feasible
because Sod1 is mainly a cytosolic enzyme but is
also found in the nucleus, peroxisomes and
mitochondrial intermembrane space of eukaryotic
cells (59). Here, we measured overall expression
and activity of Sodl, which was augmented in
tsalAtsa2A cells even in the absence of a
hydrogen peroxide challenge (Fig. 6). Thus, the
molecular events proposed here may also occur
in unstressed cells. Relevantly, a higher yield of
DNA adducts was obtained in unstressed
tsalAtsa24 compared to unstressed WT cells,
although the difference was not statistically
significant (Fig. 8A). The peroxidase activity of
Sodl is increased in the presence of carbon
dioxide to produce the carbonate radical, which is
also able to produce DNA radicals (60, 61).

Consequently, the peroxidase activity of Sodl
may also be involved in promoting DNA
mutations in peroxiredoxin-null yeast cells grown
aerobically (18).

The signaling pathway responsible for
the elevated levels of Sod1 in tsalAtsa2A cells is
not known but probably involves Yapl and Skn7
regulons because the SODI, TSAI and TSA2
genes are under their control (62). On the other
hand, deletion of both 7S4/ and 7SA2 genes is
likely to result in higher steady-state levels of
hydrogen peroxide, which, in turn, activates both
Yapl and Skn7 leading to increased Sodl
expression. Another possibility is that induction
of SOD1 could be a response of yeast to
increased levels of copper ions (Table 1),
probably mediated by Acel transcriptional factor
(63). Other transcriptional regulators such as
Hapl might also be involved in the induction of
Sodl in tsalAtsa2A cells.

Sodl is considered one of the most
important antioxidant defenses because it
efficiently  catalyzes the dismutation of
superoxide anion into hydrogen peroxide plus
molecular oxygen (59). For instance, the sodl 4
yeast mutant presents aerobic spontaneous
mutation rates that are three- to four-fold higher
than for the WT strain (63, 64). On the other
hand, higher expression levels of Sodl in
mammalian cells have been frequently associated
with deleterious effects (65), including increased
DNA damage in cells defective for DNA repair
(66-69). Although many investigators attribute
these deleterious effects to Sodl increasing
cellular steady-state concentrations of hydrogen
peroxide, they are most likely due to the enzyme
competing with other metalloproteins for metal
cofactors and to the extraneous activities of Sodl
(65). Indeed, Sodl displays catalytic activities
other than superoxide dismutation, such as
superoxide oxidase, peroxynitrite synthase, thiol
oxidase and peroxidase activity (35, 36, 44, 45).
Among these, our studies of WT and tsalAtsa2A
yeast cells challenged with hydrogen peroxide
emphasize the importance of the peroxidase
activity because the mutant cells presented
increased levels of DNA damage (Fig. 8) in
parallel with increased levels of 1-hydroxyethyl
radical formation (Fig. 2), Sodl expression (Fig.
6) and peroxidase activity (Fig. 7A). Other
extraneous Sodl roles, such as activation and
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control of specific DNA repair mechanisms, were
not examined here but deserve future
consideration (69).

In summary, our studies examined the
relative resistance of tsaldtsa24 cells to
hydrogen peroxide, and provided a sequence of

10

response of S. cerevisae to deal with TSA1 and
TSA2 gene disruption leads to hypermutability of
the strain. In parallel, they present a framework
to examine some of the deleterious effects that
have been frequently associated with the over-
expression of Sodl in cells and animal models.
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Table 1
Basal levels of desferroxamine chelatable iron ion (Fe(l11-DF), total iron, copper and zinc ions, and
of total peroxides in WT and tsalAtsa2A4 cells

Chelatable iron ions were determined by low temperature EPR; total iron, copper and zinc ion contents
were determined by atomic absorption spectrometry; and total peroxides were determined by the FOX
assay (see, Experimental Procedures). The shown values are expressed as pg ion/g of cell pellet and nmol
peroxide/g of cell pellet, and correspond to the mean * standard deviations obtained from three different
experiments.

Strain Fe(III)-DF Iron Copper Zinc Peroxides®
(ug/g) (ng/g) (ug/g) (ng/g) (nmol/g)

WT 1.00 £ 0.05 104 +£2 1.11 £0.02 22+5 75+ 5

tsalAtsa2A 0.28 £0.03 64+7 1.58 £0.04 23 +3 95+ 10

* Total peroxides were also determined in both cells after treatment with 1 mM hydrogen peroxide and the
values obtained were 100 + 11 and 94 £ 8 for nmol/g for WT and tsalAtsa24 cells, respectively.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Hydrogen peroxide resistance and consumption by WT, tsald, tsa24 and tsalAtsa2A cells. (A)
Survival of the cells (5 x 107 cells/mL) after treatment with 1 mM hydrogen peroxide for 30 min at 30°C.
Treatment and survival monitoring was performed as described in Experimental Procedures. (B) Rate of 1
mM hydrogen peroxide consumption by the specified yeast strains (5 x 10’ cells/mL) monitored by the
FOX assay as described in Experimental Procedures. The values shown correspond to the mean * standard
deviations obtained from three different experiments; *p < 0.05, f-test.

Figure 2. Representative spectra of POBN radical adducts produced by WT, tsalA, tsa24 and tsalAtsa2A
cells treated with 1 mM hydrogen peroxide. Cells (5 x 10" cells/mL) in growth medium containing 2%
glucose were treated with 90 mM POBN and 1 mM H,0, for 30 min at 30°C. Aliquots were transferred to
flat cells and the EPR spectra scanned at room temperature. The fifth spectrum was obtained from
incubations of tsalAtsa2A cells under the same conditions except for the addition of 171 mM [2-
3CJethanol together with hydrogen. The sixth spectrum is the computer simulation of the fifth considering
the POBN/*CHOHCH; (ax= 15.8 G; ay= 2.6 G) and POBN/'13CHOH13CH3 radical adduct (ax= 15.5 G;
ag= 2.6 G; a;3c= 4.2 G) in yields of 30 and 70%, respectively. Instrumental conditions: microwave power,
20 mW; modulation amplitude, 1 G; time constant, 82 ms; scan rate, 2.4 G s gain, 7.1 x 10°; number of
averaged scans, 4.

Figure 3. Effects of desferrioxamine and bathocuproine on the yields of the POBN/1-hydroxyethyl radical
adduct produced by WT and tsaldtsa24 cells treated with 1 mM hydrogen peroxide. Cells (5 x 10’
cells/mL) in growth medium were treated with 2 mM desferrioxamine or 2 mM of bathocuproine for 30
min before the addition of 2% glucose, 90 mM POBN and 1 mM H,0,. After 30 min incubation at 30°C,
aliquots were transferred to flat cells and the EPR spectra scanned at room temperature. Instrumental
conditions: microwave power, 20 mW; modulation amplitude, 1 G; time constant, 82 ms; scan rate, 2.4 G
s'; gain, 7.1 x 10°; number of averaged scans, 4. The inset shows a typical low-temperature EPR spectrum
of the Fe(Ill)-desferrioxamine complex obtained from the WT strain to determine the levels of chelatable
iron content as described in Experimental Procedures. Instrumental conditions: microwave power, 20
mW; modulation amplitude 5 G; time constant 163.84 ms; scan rate, 2.4 G s gain 1.12 x 10°.

Figure 4. Yields of the POBN/1-hydroxyethyl radical adduct produced from diverse enzymes treated with
hydrogen peroxide and ethanol after 30 min (A) and from Sodl as a function of time (B). (A) The
specified enzymes (10 uM) were incubated with 1 mM H,0,, 90 mM POBN, 0.171 M ethanol and 0.1
mM DTPA in 100 mM phosphate buffer, pH 7.4, for 30 min at 30°C. As shown in the Figure, experiments
with Sod1 were performed with unlabeled and labeled ethanol ([2-"*C]ethanol). Aliquots were transferred
to flat cells and the EPR spectra scanned at room temperature. (B) Sodl was incubated as in (A) in the
presence of the specified concentrations of ethanol. At the specified times, aliquots were removed and
treated with 10 units of catalase to stop the reaction. The samples were transferred to flat cells and the
EPR spectra scanned at room temperature. Instrumental conditions: microwave power, 20 mW;
modulation amplitude, 1 G; time constant, 82 ms; scan rate, 2.4 G s gain, 7.1 x 10°; number of averaged
scans, 4.

Figure 5. Effects of diethyldithiocarbamate (DDC) and heating on the yields of the POBN/1-hydroxyethyl
radical adduct produced by WT and tsalA tsa24 cells treated with 1 mM hydrogen peroxide. Cells (5 x
107 cells/mL) in growth medium were pre-treated with 10 mM DDC for 1 h or pre-heated at 90 °C and
brought to room temperature before the addition of 2% glucose, 90 mM POBN and 1 mM H,0,. After 30
min incubation at 30°C, aliquots were transferred to flat cells and the EPR spectra scanned at room
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temperature. Instrumental conditions: microwave power, 20 mW; modulation amplitude, 1 G; time
constant, 82 ms; scan rate, 2.4 G s™'; gain, 7.1 x 10°; number of averaged scans, 4.

Figure 6. Levels of Sodl expression and superoxide dismutase activity in cells extracts of WT and
tsalAtsa2A strains. (A) Western blot analysis of Sodl expression in the extracts of strains untreated or
treated with 1 mM hydrogen peroxide before protein extraction. Treatment and analysis were performed
as described in Experimental Procedures. (B) Superoxide dismutase activity in native PAGE of WT and
tsalA tsa2A extracts (40 pg) obtained before and after treatment with 1 mM hydrogen peroxide (30
minutes, 30 °C). Analysis was performed as described in Experimental Procedures.

Figure 7. Superoxide dismutase and bicarbonate-dependent peroxidase activity (A) and POBN/1-
hydroxyethyl radical adduct production (B) in WT, tsaldtsa24, and WTyse strains. (A) Superoxide
dismutase activity was monitored as the percentage of inhibition of cytochrome c reduction by WT (m),
tsalAtsa2A (o) and WThsoq1 (A) cell extracts as a function of total protein concentration. The inset shows
the bicarbonate-dependent peroxidase activity of the specified cells monitored by DMPO oxidation. Cells
were resuspended in 100 mM phosphate buffer containing 0.1 mM DTPA, pH 7.4, and incubated with 80
mM DMPO for 5 minutes before addition of 25 mM bicarbonate and 1 mM hydrogen peroxide. After 15
min incubation at 30°C, aliquots were transferred to flat cells and the EPR spectra scanned. The values
shown correspond to the mean + standard deviations obtained from three different experiments; *p < 0.05,
t-test. (B) Representative spectra of POBN radical adducts produced by WT, tsalAtsa24 and WTyseq; cells
treated with 1 mM hydrogen peroxide. Cells (5 x 10" cells/mL) in growth medium containing 2% glucose
were treated with 90 mM POBN and 1 mM H,0, for 30 min at at 30°C. Instrumental conditions:
microwave power, 20 mW; modulation amplitude, 1 G; time constant, 82 ms; scan rate, 2.4 G s gain, 7.1
x 10°; number of averaged scans, 4.

Figure 8. Levels of DNA-derived adducts and radicals in WT and tsaldtsa24 cells treated with hydrogen
peroxide. (A) Incorporation of '*C into the DNA of WT and tsalAtsa24 cells metabolizing *C-labeled
glucose in the presence or absence of 1 mM hydrogen peroxide and 90 mM POBN as specified. The
values shown correspond to the mean + standard deviations obtained from three different experiments; *p
< 0.05, t-test. (B) Levels of DNA-derived radicals in WT and fsalAtsa24 cells treated or not with
hydrogen peroxide monitored by immuno-dot blot with the antibody anti-DMPO nitrone adduct. The
positive control corresponds to purified DNA (100 ng) extracted from the WT strain treated with 50 mM
DMPO, 1 mM CuCl, and 20 uM hydrogen peroxide in phosphate buffer, pH 7.4 for 30 min at 30°C. Bars
represent the spot intensity as determined using the program ImageQuant 5.1 (Molecular Dynamics). The
results are representative of two independent experiments.
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