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RESUMO

O espacgo intermembrana mitocondrial (EIM) esta envolvido com processos como a
regulacdo do estado redox, apoptose e dobramento oxidative e é ainda pouco
conhecido. Assim, €& importante conhecer a composicdo desse compartimento e
todos os processos que acontecem nele. As proteinas podem chegar ao EIM por
sequéncias de enderegcamento; se possuirem a sequéncia ITS/MISS, que contém
motivos caracteristicos contendo residuos de cisteinas, vao ser importadas através
da via da proteina MIA/CHCHD4. Nessa via, ocorre o dobramento oxidativo de
moléculas. Algumas proteinas possuem sequéncias de enderegamento para outros
compartimentos celulares; no entanto, tém sido encontradas no EIM. Proteinas
envolvidas com o balango redox como Trx1, Grx1 e hERp18 ndo séao
convencionalmente consideradas como proteinas do EIM mas tiveram suas
presencas confirmadas nesse compartimento, indicando uma possivel fungcao de
regulacédo do balangco redox do EIM. Proteinas envolvidas com a proliferagéao celular
e apoptose como PTEN, p53 e yHmf1 também foram encontradas no EIM; porém
ainda sem uma fungao estabelecida nessa localizagao. A Gpx3 € uma proteina do
citossol, onde é uma transdutora da sinalizagao pelo peréxido de hidrogénio. Mas
quando encontrada no EIM possui fungdes diferentes, principalmente relacionadas
com a manutengdo da estrutura, potencial de membrana e equilibrio redox
mitocondrial. A glutationa-S-transferase 3 microssomal esta relacionada com
processos inflamatdrios. Ja foi encontrada no EIM e sugere-se que tenha esta
mesma fungao nesse compartimento. Portanto, ainda sao necessarios mais estudos
nessa area para identificar outras proteinas de localizagdo ndo convencional ao EIM,
estabelecer seus mecanismos de importacdo e suas fungdes nesta sublocalizacao
mitochondrial.

Palavras chaves: espaco intermembrana mitocondrial, balanco redox, mecanismos de
importacao



ABSTRACT

The mitochondrial intermembrane space (IMS) is involved with process such as redox
state regulation, apoptosis and oxidative folding, and is still poorly understood. Thus, it is
important to know the composition of this compartment and all the processes that take
place in it. Proteins can be targeted to the IMS by localization sequence; if they have the
ITS/MISS sequence, with characteristic cysteine residues-containing motives, they will
be imported by the MIA protein pathway. In this pathway, such protein will be oxidatively
folded. Some proteins have targeting sequences to other compartments, but they have
been found in the IMS. Proteins involved with redox balance such as Trx1, Grx1 and
hERp18 are not conventionally localized to the IMS, but their presence in this
compartment has been confirmed, indicating a possible function of regulating the redox
balance within the IMS. Proteins involved with cellular proliferation and apoptosis such
as PTEN, p53 and yHmf1 can also be found in the IMS, even though they do not have
an established function in this location. Gpx3 is a cytosolic protein, where it is a
hydrogen peroxide signal transductor. But when it is found in the IMS, it has different
functions, mainly related to the maintenence of mitochondrial structure, membrane
potential and redox balance. The microsomal glutathione-S-transferase 3 is related to
inflammatory processes. It has been found in the IMS and it is suggested the same role
in this compartment. Therefore, more studies in this field are still necessary to identify
other proteins nonconventionally present in the IMS, to estabilish their import
mechanisms and their functions in this mitochondrial sublocalization.

Key words: mitochondrial intermembrane space, redox balance, import mechanism
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1 INTRODUGAO

A mitocdndria € uma organela essencial na célula. A sintese de energia em
forma de ATP é uma das fungbes mais conhecidas e exploradas dessa organela. No
entanto, a mitocéndria esta envolvida com diversos processos essenciais para a célula
como o controle do estado redox e controle de vias apoptéticas. (ALBERTS et al, 2015;
MCBRIDE et al, 2006; LODISH et al, 2007).

O espacgo intermembrana mitocondrial (EIM) € uma sublocalizagdo da organela
ainda ndo muito estudada. Porém, algumas descobertas mostram seu envolvimento em
varios processos celulares e sua participacdo no dobramento de moléculas, controle
redox e também na apoptose (STOJANOVSKI et al, 2008; KOEHLER e TIENSON,
2008). Portanto, estudos tém focado em compreender totalmente a composigdo desse
espaco e a funcao das moléculas la presentes.

Proteinas que, classicamente, eram encontradas em outros compartimentos tém
sido encontradas no EIM (NUEBEL et al, 2016). O desafio para os pesquisadores hoje
€ descobrir por qual mecanismo elas sdo importadas ao EIM, em que condicdes isso
acontece e qual é a funcdo que desempenham neste ambiente.

Nesta revisdo, os principais mecanismos de importacdo proteica para a
mitocondria sdo discutidos, assim como mecanismos especificos para o EIM. Além
disso, algumas proteinas de localizagdo convencional em outros compartimentos

celulares que estdao sendo encontradas no EIM serao discutidas.



2 JUSTIFICATIVA

A mitocéndria desempenha fungdes essenciais a célula.. Os principais processos
ja estudados ocorrem na matriz mitocondrial, fazendo desse compartimento o mais
estudado até agora na mitocondria.

No entanto, vém se observando que varios processos também ocorrem no EIM.
Porém, a sua composicdo ainda ndo é bem estudada e a funcdo das moléculas que
estao nessa localizagdo também né&o é totalmente conhecida. Ainda, principalmente as
proteinas que nao sao de localizagao convencional no EIM devem ser estudadas para
se determinar o motivo de sua importacéo e sua fungao no EIM.

Assim, faz-se necessario conhecer o que ja esta estabelecido para esse

compartimento e o que ainda deve ser aprofundado e descoberto.
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3 MITOCONDRIA

A mitocoOndria esta envolvida com varios processos celulares, entre eles o
metabolismo energético, morte celular programada (apoptose), sinalizagao celular,
metabolismo celular envolvendo lipideos, aminoacidos e ferro (ALBERTS et al, 2015;
MCBRIDE et al, 2006).

Uma célula eucariética pode conter de centenas a milhares de mitocéndrias, que
tém de 0,5 a 1,0 ym de comprimento, podendo representar até 25% do volume celular.
Segundo a teoria endossimbidtica, as mitocéndrias originaram da incorporagao de uma
célula bacteriana por uma outra célula. A distribuicdo dessa organela na célula é feita
pelos microtubulos, que também s&o responsaveis pela sua movimentacao pelo citossol
(ALBERTS et al, 2015; LODISH et al, 2007).

A mitocdndria garante a célula uma maquinaria capaz de gerar energia em forma
de ATP. A cada glicose que é oxidada na célula, a mitocdndria é capaz de gerar 15
vezes mais energia do que a oxidagcao dessa molécula pela via glicolitica (que ocorre
no citossol) (LODISH et al, 2007).

A estrutura mitocondrial conta com uma membrana externa e uma interna,
gerando assim o espaco intermembrana mitocondrial (EIM) e matriz mitocondrial
(Figura 1) (ALBERTS et al, 2015). A membrana externa da mitocéndria (ME) age como
uma barreira, participando dos processos de fissdo e fusdo de membranas. Conta com
complexos de importacdo de moléculas como as proteinas translocadoras da
membrana externa (TOM, translocators of the outer membrane). A membrana externa
possui porinas e, portanto, é permeavel a ions e moléculas de até 5kDa (ALBERTS et
al, 2015; LODISH et al, 2007).

O EIM tem sua funcdo mais conhecida relacionada com a cadeia transportadora
de elétrons. Ele € o compartimento para o qual os prétons sdo bombeados, gerando o
gradiente de prétons necessario para sintese do ATP (ALBERTS et al, 2015). No
entanto, recentemente outras funcbes importantes tém sido descobertas para essa
localizacdo. O EIM estd envolvido com dobramento oxidativo de moléculas
(STOJANOVSKI et al, 2008; KOEHLER e TIENSON, 2008) e é onde os fatores
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envolvidos com a apoptose (como o citocromo b;) podem ser encontrados (KOEHLER e
TIENSON, 2008).

Mesmo com a presenga de porinas na ME e com a difusdo de pequenas
moléculas e ions, o estado redox do EIM ndo estda em um equilibrio com o do citossol.
Pensa-se que diferentes proteinas no EIM alteram esse estado redox, ja que o EIM é
um compartimento mais oxidante do que o citossol (HU et al, 2008). No entanto, ndo ha
um conhecimento suficiente sobre a composicdo proteica do EIM, o que deve ser

estudado para a compreensao total do papel desse compartimento na célula.

FIGURA 1 - ESTRUTURA DA MITOCONDRIA
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Figura 1. Estrutura da mitocondria. (A) corte de mitocéndria de coragcdo de camundongo vista por
microscopia eletrénica de transmissao; (B) corte transversal de mitocéndria, mostrando suas estruturas
internas; (C) representagdo esquematica de uma mitocondria, mostrando suas principais estruturas:
membranas externa e interna, cristas (ALBERTS et al, 2015).

A membrana interna mitocondrial (Ml), ao contrario da externa, é extremamente
seletiva, ndo contendo porinas e nao permitindo a livre passagem de ions por ela,
necessitando que proteinas realizem esses transportes (ALBERTS et al, 2015).
Apresenta-se dobrada em inumeras cristas, onde estdo os complexos proteicos que
realizam a fungdo classica dessa organela. Na membrana interna, dominios em
diferentes regides segregam-se pelas suas fungbes. A membrana da regido limite

Y

possui as proteinas dedicadas a importacdo proteica para a matriz mitocondrial,
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insercdo de novas membranas e também ¢é onde novos complexos da cadeia
respiratoria sdo formados (ALBERTS et al, 2015; LODISH et al, 2007). Os complexos
proteicos envolvidos na cadeia transportadora de elétrons e a ATP sintase estao
presentes nas cristas mitocondriais. Na juncdo dessas cristas com a membrana da
regido limite existem complexos proteicos que formam uma barreira para manter os
outros dois dominios separados. (ALBERTS et al, 2015, p. 758; MCBRIDE et al, 2006)
A matriz mitocondrial possui moléculas envolvidas na formacao do cluster Fe-S
e € onde ocorre a oxidacdo de moléculas energéticas, como o piruvato (produto da
oxidagao da glicose na via glicolitica) e acidos graxos. Nesse compartimento também
estao os ribossomos e DNA mitocondrial, compactado em nucleoides, além de diversas
proteinas necessarias para o metabolismo da organela (ALBERTS et al, 2015; LODISH
et al, 2007). Seu DNA proprio codifica treze proteinas mitocondriais (CHATZI et al,
2016). As proteinas mitocondriais codificadas pelo DNA nuclear sdo traduzidas como
precursores (pré-proteinas) no citossol (GORNICKA et al, 2014) e, entdo, devem ser

importadas para a organela.
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4 IMPORTAGAO DE PROTEINAS PARA A MITOCONDRIA

As proteinas formadas pela tradugao do DNA nuclear sao produzidas no citossol
e podem residir nesse mesmo compartimento ou serem exportadas para organelas, ou
ainda secretadas para fora da célula. O destino de cada proteina pode ser determinado

pela sua estrutura. Nela, sequéncias de aminoacidos direcionam o seu transporte.

4.1 ENDEREGAMENTO PARA A MITOCONDRIA

O direcionamento das pré-proteinas codificadas pelo DNA nuclear a mitocondria
depende de sequéncias encontradas nas suas estruturas primarias (FIGURA 2). Varios
mecanismos estdo caracterizados para essa importagao e distribuicdo. As proteinas
podem ser direcionadas para a matriz, para o espacgo intermembrana ou fazer parte das
suas membranas. Portanto, diferentes sequéncias de enderecamento (TABELA 1)
determinam a via por onde cada pré-protéina € importada e o seu destino final
(MANGANAS et al, 2017).

Entre as sequéncias de importacdo para a mitocondria temos a presequéncia.
Ela apresenta-se como uma extensdo N-terminal no precursor, tendo de 15 a 55
aminoacidos com carga geral positiva formando alfa-hélices anfipaticas. Quando
importada, essa sequéncia sofre uma clivagem proteolitica, ndo participando, em geral,
da proteina madura (MANGANAS et al, 2017; DUDEK et al, 2013). Precursores com
presequéncia de sinalizacdo serdo importados para a matriz mitocondrial.

A sequéncia de enderegamento sinal-beta é formada por uma glicina, uma lisina
ou uma glutamina e dois aminoacidos hidrofébicos. Precursores com essa sequéncia
formam proteinas beta-barril na ME. (KUTIK et al, 2008; DUDEK et al, 2013)

Precursores de proteinas direcionadas ao EIM podem conter a sequéncia
ITS/MISS, que necessita de um residuo de cisteina que pode estar no arranjo CX3C ou
CX9C, sendo X aminoacidos variaveis. Um residuo hidrofébico de leucina nessa
sequéncia também é essencial (MILENKOVIC et al, 2009; DUDEK et al, 2013).
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FIGURA 2 - ENDERECAMENTO DE PROTEINAS PARA A MITOCONDRIA
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Figura 2: Proteinas sendo sintetizadas pelos ribossomos no citossol. A proteina

vermelha tem um sinal para a mitocéndria e seria importada a essa organela (HAYNES,

2015).

Proteinas destinadas a incorporacdo na membrana interna possuem sequéncias

internas de enderegamento. Essas proteinas possuem regides hidrofébicas e devem

ser transportadas com carreadores (DUDEK et al, 2013).

TABELA 1 - SEQUENCIAS DE ENDEREGCAMENTO PARA MITOCONDRIA

Sequéncia

Caracteristica

Compartimento alvo

Presequéncia

Sinal-beta

ITS/MISS

Membrana interna

15 a 55 aminoacidos
positivos na extremidade N-
terminal
Glicina/Lisina/Glutamina e
dois aminoacido hidrofébico
Arranjo CX3C ou CX9C

Sequéncia interna de

aminoacidos hidrofébicos

Matriz mitocondrial

Membrana externa
mitocondrial
Espaco intermembrana
mitocondrial
Membrana interna

mitocondrial
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4.2 TRANSPORTE PARA A MITOCONDRIA E SEUS COMPARTIMENTOS

Os precursores de proteinas sintetizados no citossol devem atravessar,
primeiramente, a membrana externa mitocondrial A passagem ocorre pelo complexo
TOM, necessario para a importacao de todas as proteinas codificadas por DNA nuclear.
(FIGURA 3). O precursor passa, entdo, para o EIM. Se possuir a sequéncia sinal-beta,
esse precursor interage com as chaperonas Tim pequenas (Tim9-Tim10) do EIM
(DUDEK et al, 2013), que o entregam ao complexo SAM (sorting and assembly
machinery) na ME, onde sera dobrado corretamente e inserido nesta membrana
(GORNICKA et al, 2014) (FIGURA 3, via verde)

Se o precursor possuir a presequéncia, quando estiver no EIM vai interagir com o
complexo TIM23 (translocator of the internal membrane, translocador da membrana
interna) e com o motor associado a translocase de presequéncia (PAM - presequence
translocase associated motor) na MI. A energia para a passagem do precursor para a
matriz mitocondrial pelo TIM23 vem do potencial de membrana presente gragas as
diferencas id6nicas da matriz e do EIM (CHACINSKA et al, 2008). Na matriz, a
presequéncia € clivada por uma peptidase, resultando na proteina madura
(MANGANAS et al, 2017; DUDEK et al, 2013; MILENKOVIC et al, 2009) (FIGURA 3, via
azul).

Algumas proteinas que ficam na membrana interna da mitocondria possuem a
sequéncia de enderegamento para a matriz mitocondrial (presequéncia) que é seguida
por um sinal hidrofébico. Mas a sequéncia hidrofébica inibe a translocagcdo completa
pela membrana interna através dos complexos TIM22 e TIM23. A presequéncia é entao
clivada pela peptidase da matriz mitocondrial. Uma outra clivagem proteolitica faz com
que a proteina madura seja liberada no EIM. Nesse processo, a hidrélise de ATP n&o é
necessaria, sendo que a energia para a translocacdo da proteina vem do potencial
eletroquimico da membrana (CHACINSKA et al, 2008) (FIGURA 3, via laranja).
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FIGURA 3 - ENDERECAMENTO DE PROTEINAS PARA OS COMPARTIMENTOS
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Figura 3: Enderecamento de proteinas para os compartimentos mitocondriais. Siglas: TOM: translocador
da membrana externa, SAM: maquinaria de distribuicdo e montagem; TIM: translocador da membrana
interna; MIA: via de montagem do EIM, PAM: motor associado a translocase de presequéncia, MPP:

peptidase processadora mitocondrial IMS: espacgo intermembrana mitocondrial (Dudek et al, 2013).

No entanto, nem todas as pré-proteinas que chegam ao EIM serao transportadas
para a matriz ou fardo parte de alguma membrana. Se a sequéncia ITS/MISS estiver

presente na estrutura proteica, a molécula vai passar pela via de montagem do EIM
(FIGURA 2, via roxa), descrita mais a frente.
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5 IMPORTAGAO DE PROTEINAS PARA O ESPAGCO INTERMEMBRANA
MITOCONDRIAL

O EIM possui proteinas envolvidas em diversos processos vitais. Alguns deles
sdo o transporte de metabdlitos, do grupo heme, de ions metalicos, indugao de
apoptose e também sao participantes da cadeia de transporte de elétrons (SIDERIS e
TOKATLIDIS, 2010).

Dentre os mecanismos descritos para a importacdo de proteinas no EIM da
mitocondria, um deles foi descrito acima e depende da presenga da pré-sequéncia

seguida de um dominio hidrofébico no N-terminal. (vista de outra forma na figura 4).

FIGURA 4 - MECANISMO DE IMPORTAGAO AO EIM

inner membrane
protein
protease intermembrane
cleavage  space protein
= 0
OXAI ‘
comple:
Plex__—o @)  IE——
cleavage ~ I N S
site
%\/ ~—_C
signal
sequence @ second
signal sequence

MITOCHONDRIAL
PROTEIN SYNTHESIS

Figura 4: Mecanismo de importagao de proteina ao EIM. (A) a pré-proteina é transportada para a matriz,
voltando ao EIM pelo complexo OXA, ficando ancorada na MI; (B) clivagem da &ncora hidrofébica,
liberando totalmente a proteina no EIM. (Adaptado de Alberts et al, 2014)

Outra classe de proteinas do espacgo intermembrana é composta por aquelas
que adquirem ligagbdes dissulfeto durante a sua formagdo como um mecanismo de
retencdo no EIM, ou seja, essas pré-proteinas dependem de residuos de cisteina na
sua estrutura para sua importagdo (MILENKOVIC et al, 2009). Uma maquinaria

especifica é dedicada a essa formacéao de ligagdes dissulfeto, a via da Mia40/CHCHDA4.

5.1 VIA DA MIA

A MIA (via de montagem do EIM, do inglés mitochondrial intermembrane

assembly pathway) tem como principal componentes as proteinas Mia40 e a sulfidril
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oxidase Erv1l. Também chamada de Tim40, a Mia40, em leveduras, esta ligada a
membrana interna mitocondrial, expondo seu dominio catalitico ao EIM, onde pode
reconhecer e ligar a cisteinas especificas (docking cysteines) upstream ou downstream
dos sinais de enderegamento (ITS/MISS) dos substratos importados. A Mia40 é um tipo
especifico de oxidoredutase, tendo o menor dominio oxiredutase ja descrito na literatura
(HOFMANN et al, 2005; BANCI et al, 2009) .

A Mia40 humana é menor que a de leveduras e é soluvel no EIM, ndo estando
ligada @ membrana interna. Em humanos, ela € denominada CHCHD4. Ela tem 75% de
similaridade de sequéncia em comparagdao com a Mia40 de levedura. Por ter a
extremidade C-terminal com maior homologia, 0 mecanismo de a¢ao nesses diferentes
organismos é similar (HOFMANN et al, 2005) .

As pré-proteinas sdo importadas em um estado reduzido e, apds cruzarem a
membrana externa, interagem com a Mia4d0/CHCHD4 que, entdo, introduz ligagcdes
dissulfeto nesses precursores (BANCI et al, 2009). Na via da Mia40/CHCHD4, a energia
para a translocacao de proteinas é fornecida pela formagao das ligagdes dissulfeto no
substrato. Portanto, a hidrélise de ATP ou o potencial de membrana n&o sao
necessarios como fontes de energia para o processo (MORDAS e TOKATLIDIS, 2015,
SIDERIS e TOKATLIDIS, 2010).

A Mia40/CHCHD4 ¢é capaz de diferenciar seus proprios substratos de outras
proteinas ricas em cisteinas. Os substratos dessa via tém caracteristicas em comum:
nao possuem uma pré-sequéncia, tém massa molecular baixa (6-18kDa) e possuem
motivos caracteristicos contendo cisteina. Esses substratos podem ter motivos gémeos
CX3C (pequenas Tims), gémeos CX9C (Cox17, Cox19, por exemplo) ou motivos
gémeos CX2C (como a Erv1) (MANGANAS et al, 2017; MILENKOVIC et al, 2009).

A extremidade N-terminal da Mia40/CHCHD4 possui o sitio ativo para a oxidagao
(sitio CPC), que vai ser responsavel pela formacado de ligagbes dissulfeto com o
substrato. Uma fenda hidrofébica na Mia4d0/CHCHD4 age como o sitio de
reconhecimento e ligacdo do substrato. Assim, a Mia4d0/CHCHD4 tem tanto o papel de
receptor como de importagdo. No sitio CPC, a segunda cisteina (Cys55) é essencial
para o papel catalitico da Mia40/CHCHD4 (MANGANAS et al, 2017; MILENKOVIC et al,
2009).
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O reconhecimento dos precursores é feito pela interacdo na fenda hidrofébica
entre o sitio ativo CPC da Mia40/CHCHD4 e a sequéncia ITS/MISS do substrato. Essa
sequéncia é composta por nove aminoacidos e esta localizada antes ou depois da
cisteina que vai se ligar a Mia40/CHCHDA4. Pré-proteinas que contém motivos gémeos
CX3C ou CX9C precisam da formagao de duas ligagdes dissulfeto para a sua oxidagao
completa. Ocorrendo a interacdo na fenda hidrofébica entre pré-proteina e
Mia40/CHCHD4, este posicionamento permite a selegao do primeiro motivo CXnC para
ancoramento, formando um complexo transiente entre uma cisteina desse motivo no
precursor € a segunda cisteina do motivo CPC da Mia40/CHCHD4 (SIDERIS et al,
2009) (FIGURA 5). Esse intermediario € mantido por uma ligacdo dissulfeto
intermediaria, formada por um ataque nucleofilico. O substrato € entdo liberado da
Mia40/CHCHD4 por um segundo ataque nucleofilico, desta vez na cisteina de
ancoramento por uma cisteina do outro motivo CXnC do substrato (MORDAS e
TOKATLIDIS, 2015; BANCI et al, 2009, SIDERIS e TOKATLIDIS, 2010). Apds a
liberacdo do substrato, o motivo CPC da Mia40/CHCHD4 fica reduzido e é reoxidado

pela Erv1, tornando-se funcional novamente (MESECKE et al, 2005).

FIGURA 5 - RECONHECIMENTO DE PRECURSORES COM A SEQUENCIA ITS/MISS PELA
MIA40/CHCHD4
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Figura 5. Mecanismo de importagao de proteinas para o EIM pela via dependente de Mia40/CHCHD4. Os
precursores farao interagdes entre suas sequéncias gémeas CX3C ou CX9C e a fenda hidrofébica de
Mia40/CHCHDA4. A cisteina de ancoramento liga-se ao motivo CPC e, em seguida, a outra cisteina do

motivo faz uma ligagao com a cisteina de ancoramento, liberando a molécula da Mia40/CHCHD4
(MORDAS e TOKATLIDIS, 2015).
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Estudos vém mostrando a existéncia de substratos para a Mia40/CHCHD4 com
motivos diferentes dos ja citados e também substratos que ndo possuem a sequéncia

ITS/MISS de enderegamento para o IMS, como descrito no proximo item.
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6 PROTEINAS DE LOCALIZAGAO NAO CONVENCIONAL AO EIM

O EIM possui proteinas que tém as sequéncias que podem direciona-las a este
compartimento. Como discutido, essas sequéncias seriam a ITS/MISS e a presequéncia
seguida de sequéncia hidrofébica. No entanto, tém-se encontrado proteinas nesse
espago que nao possuem essas sequéncias.

Assim, pesquisas tentam elucidar por quais mecanismos essas proteinas
chegaram no EIM e qual seria o seu papel nesse local ndo convencional a elas. Isso se
deve a importancia desse compartimento, e da organela como um todo, no
metabolismo celular, relacionando-se com varias situagbes patoldgicas. Entre elas
pode-se citar cancer, diabetes, aterosclerose, doencas renais e infarto do miocardio.

Na tabela 2, algumas proteinas que ja foram encontradas no EIM e de
localizagédo canénica diferente do EIM (NUEBEL, et al, 2016).

TABELA 2 - PROTEINAS ENCONTRADAS NO EIM E SEU COMPARTIMENTO CONVENCIONAL

Proteina Compartimento convencional
Tioredoxina citoplasmatica (Trx1) Citossol
Tioredoxina redutase citoplasmatica Citossol
(TrxR)
Glutaredoxina citoplasmatica (Grx1) Citossol
Glutaredoxina redutase citoplasmatica Citossol
BTEN Citossol, matriz mitocondrial

. ) Citossol
Glutationa peroxidase 3

Nucleo, matriz mitocondrial

p53
hERD18 Reticulo endoplasmatico
p
s Citossol
yHm
Citossol

Glutationa-S-transferase 3 microssomal

Fonte: NUEBEL et al, 2016
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Em seguida, serdo discutidas essas proteinas, sua fungdo no compartimento
convencional, sua possivel fungdo no EIM e, se ja elucidado, qual mecanismo de

transporte a levou ao EIM.

6.1 FAMILIA DAS TIOREDOXINAS

A familia de proteinas Trx é caracterizada pelo dobramento Trx e o motivo
CXXC, em que duas cisteinas reativas estao separadas por dois aminoacidos variaveis.
Nessa familia estdo incluidas as proprias tioredoxinas e, também, as glutaredoxinas
(Grx). As Grx sdo enzimas especializadas na redugao da ligagao dissulfeto entre uma
proteina e a glutationa (GSH) (PAI et al, 2007). A reagao redox catalisada pela Trx1 e
Grx1 ocorre pelo seguinte mecanismo: o grupo tiol da cisteina N-terminal do motivo
CXXC ataca a ligacao dissulfeto na proteina, deixando um grupo tiol livre nessa
proteina e fazendo uma ligagcédo dissulfeto com outro do mesmo alvo; em seguida, o
outro grupo tiol do motivo CXXC ataca a ligagao entre a Trx ou Grx e o alvo, liberando a

proteina alvo reduzida e a Trx ou Grx oxidada (FIGURA 6).

FIGURA 6 - MECANISMO DE AGAO DE TRX E GRX

S5

Oxidized protein Intermediate complex Reduced protein

Figura 6. Etapas da redugao por Trx e Grx. A proteina oxidada sofre um ataque por uma das duas
cisteinas de Trx/Grx, formando uma ligagdo com uma das cisteinas da proteina. Em seguida, a outra
cisteina de Trx/Grx ataca essa ligagao, liberando a proteina reduzida e Trx/Grx oxidada com uma ligagao
dissulfeto formada entre suas duas cisteinas. (MEYER et al, 2009)
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Para voltarem as suas formas ativas, capazes de reduzirem outras pontes
dissulfeto de proteinas, a Trx precisa ser reduzida pela Trx redutase, usando elétrons
do NADPH, enquanto a Grx é reduzida pela glutationa (KLOMSIRI et al, 2011).

6.1.1 Tioredoxinas no EIM

No sistema das tioredoxinas de mamiferos estdo presentes duas isoformas da
Trx, a forma citosdlica Trx1 e a forma mitocondrial Trx2. No entanto, vém se
observando a presenga de Trx1 (e da sua Trx redutase) do citossol de levedura no EIM
(VOGTLE et al, 2012), enquanto a Trx2 é encontrada na matriz mitocondrial. Sugere-se
que a presenca de Trx1 no EIM pode ser responsavel para manter um ambiente redox
nesse compartimento, além de promover poder redutor a outras espécies como a Gpx3
(KRITSILIGKOU et al, 2017). O seu mecanismo de importagédo para o EIM ainda n&o foi

identificado.

6.1.2 Glutaredoxinas no EIM

No caso das glutaredoxinas, a isoforma Grx1 é uma forma citosdlica dessa
enzima, responsavel pela regulacdo de eventos como polimerizagdo da actina,
vasodilatagao, hipertrofia celular, ativacdo de fatores de transcrigdo e propagacgao da
apoptose (PAI et al, 2007). Além dessa isoforma, outras podem vir do gene GRX2.
Esse gene resulta em um mRNA com dois cdédons de inicio de tradugéo: se a tradugao
iniciar no primeiro deles, a proteina tera sequéncia de enderecamento para a matriz
mitocondrial; se a tradugdo comecgar no segundo cédon de inicio, uma forma citosdlica
mais curta da Grx2 é sintetizada (KOJER et al, 2015). No entanto, a presenca de Grx1
citosélica, em humanos (PAl et al, 2007), e da Grx2 citosélica, em leveduras, (KOJER
et al, 2015) foi evidenciada no EIM. O papel dessas moléculas no EIM é hipotetizado,
porém seus mecanismos de importagdo até esse compartimento ainda nido sao

conhecidos.
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A Grx1 no EIM parece ter fungédo de regulagédo redox da apoptose. Ela pode ser
liberada deste compartimento, em um mecanismo que simula o inicio da apoptose (PAI,
et al, 2007).

Ha a hipdétese que a isoforma citosodlica de Grx2 seria importada para o EIM e
faria o controle cinético que permite as reagbes oxidativas de formacédo de ligacoes
dissulfeto neste ambiente altamente oxidante. Isso é importante pois o EIM esta em
contato com o citossol pelas porinas da membrana externa. Esses canais na membrana
permitem a passagem de pequenas moléculas e ions, principalmente GSH. A GSH é
capaz de reduzir moléculas e, se estivesse em equilibrio no citossol e EIM, as proteinas
importadas estariam em sua maior parte reduzidas. Isso nao seria ideal pois a
importacado pela via da MIA depende da oxidagdo das moléculas para a formagao de
ligacbes dissulfeto no dobramento, e com a agdo da GSH isso ndo seria viavel.
Portanto, a Grx2 citosodlica no EIM teria o papel de possibilitar essas oxidagbes (KOJER
et al, 2015).

6.1.3 hERp18 no EIM

Outra proteina da superfamilia de tioredoxinas que foi encontrada no EIM
humano é a proteina 18 residente do reticulo endoplasmatico (hERp18) (NUEBEL et al,
2016). Essa proteina também possui a fungdo de catalisar a formacao de ligacoes
dissulfeto em moléculas do reticulo endoplasmatico, usando seu motivo CX2C, com as
cisteinas Cys® e Cys®® (ALANEN et al, 2003). Portanto, ela teria uma funcéo de defesa
contra o estresse oxidativo nessa organela e hipotetiza-se que tenha essa mesma
funcdo no EIM (NUEBEL et al, 2016).

6.2 PTEN

O supressor de tumor PTEN (homdlogo de fosfatase e tensina no cromossomo
dez) é necessario para a manutencao de atividades celulares normais. Tem como sua
funcao classica a atividade de fosfatase lipidica tendo o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato

(PIP3) como seu principal substrato, sendo capaz de cliva-lo e gerar fosfatidilinositol-
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4,5-bifosfato (PIP2). O PIP3 é o produto principal das fosfoinositideo 3-quinases (PI13K),
portanto, quando o PTEN age antagonizando-a, ele é capaz de inibir a via de
sinalizagao PI3K-Akt. Essa via é responsavel por estimular processos celulares como
crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia. Assim, quando o PTEN inibe essa via, ele
pode funcionar como um supressor de tumor, regulando a proliferacao e sobrevivéncia
de células tumorais (BONONI e PINTON, 2015; HOPKINS et al, 2015)

Além da sua agdao como supressor de tumor, o PTEN tem papel no
desenvolvimento embrionario, metabolismo celular e homeostase. Quando no nucleo, o
PTEN tem como funcgéo estabilizar os centrémeros e, assim, manter a integridade do
DNA (SHEN et al, 2015).

A atividade do PTEN depende da presenca de uma cisteina reativa que pode ser
oxidada. O perdxido de hidrogénio (H.O;) pode oxidar a cisteina reativa do PTEN,
formando uma ligagdo dissulfeto com uma outra cisteina da molécula, inativando-a
(SHEN et al, 2015).

A forma classica do PTEN ja foi localizado na mitocéndria, agindo principalmente
nas membranas mitocondriais, porém o modo pelo qual ela é transportada para la ainda
nao € conhecido. Ha a possibilidade dela ser transportada por meio de vesiculas ou
carregada pelo AIF (SHEN et al, 2015).

O AIF é o fator de inducdo de apoptose, uma proteina mitocondrial que esta
envolvida na morte celular independente de caspases, sendo também uma proteina
critica para a sobrevivéncia e desenvolvimento normal celular. Ela possui uma atividade
de oxidoredutase que € essencial para a producao de energia na mitocéndria. O AlIF é
capaz de interagir com o PTEN e também inibe sua oxidagéo, deixando-o na sua forma
ativa (SHEN et al, 2015).

Uma outra forma de PTEN encontrada na mitocéndria tem seu mecanismo de
transporte elucidado. O PTEN alfa € uma forma do PTEN estendida na extremidade N-
terminal. E traduzida a partir do mesmo gene e mRNA, mas sua traduc&o é iniciada em
um cédon ndo-AUG (CUG) em uma via dependente de elF2. Um motivo palindrémico
ao redor de CUG pode ser essencial para esse tipo de tradugcdo. O PTEN alfa é
localizado na mitocdndria, na matrix mitocondrial, onde pode induzir a citocromo c

oxidase e a producao de ATP pela sua atividade na cadeia transportadora de elétrons
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(LIANG et al, 2014).

A isoforma longa do PTEN é uma forma obtida por uma traducgao alternativa que
tem uma extensao de 173 aminoacidos na extremidade N-terminal da proteina e pode
ser secretada e também pode ser encontrada na mitocondria (MALANEY et al, 2013;
LIANG et al, 2014). A sublocalizacdo do PTEN longo na mitocondria ainda nao foi
especificada. No entanto, evidenciou-se que o PTEN-longo interage com o citocromo c,
que pode estar presente tanto no EIM quanto na matriz mitocondrial. Portanto, sugere-
se que essa proteina possa estar presente no EIM, no entanto mais estudos devem ser
feitos para confirmar essa localizagao (LIANG et al, 2014).

Essa extensdo de 173 aminoacidos da uma caracteristica hidrofébica ao PTEN-
longo, sendo entao capaz de atravessar membranas, 0 que seria um mecanismo para o

PTEN-longo chegar nos compartimentos da mitocondria (MALANEY et al, 2013).

6.3 GLUTATIONA PEROXIDASE 3

A glutationa peroxidase 3, GPx3, € uma proteina com trés residuos de cisteina, onde um
deles é oxidado e pode entdo ser reduzido pela glutationa. A Gpx3 funciona como uma
transdutora de perdxido de hidrogénio (H202) no citossol (TOLEDANO et al, 2004). O
H.O,, apesar de ser uma espécie reativa de oxigénio que pode levar a danos
oxidativos, pode agir como uma molécula sinalizadora. A GPx3 é uma das moléculas
que medeia essa fungdo de sinalizagcdo do Hy0O, (TOLEDANO et al, 2004;
KRITSILIGKOU et al, 2017). Quando leveduras sao tratadas com H20,, 0 mRNA que
tem a maior expressao nessa condi¢ao € o da GPx3 (GERASCHENKO et al, 2012).

O HyO; oxida a GPx3 no citossol, resultando na formagdo de uma ligagao
dissulfeto intermolecular com Yap1 (fator de transcricdo que regula essa resposta).
Depois, a forma ativa do Yap1 € gerada pela formacdo de ligagdes dissulfeto
intramoleculares dentro da Yap1. Essa forma ativa de Yap1 serve como um regulador
da transcrigao, podendo ativar a transcricdo de genes envolvidos na proliferagao celular
e na supressao de genes apoptoticos (TOLEDANO et al, 2004; KRITSILIGKOU et al,
2017).

Mesmo a GPx3 tendo sua acdo no citossol, foi mostrado por estudos de

protedmica que ela estaria presente no EIM de leveduras (KRITSILIGKOU et al, 2017).
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A forma de GPx3 que esta no EIM nao é idéntica a do citossol (FIGURA 7). A
proteina é traduzida a partir do mesmo mRNA, no entanto, a tradugao né&o inicia no
mesmo coédon. A GPx3 do EIM é traduzida a partir de um cédon nao-AUG que esta
localizado 18 nucleotideos upstream do cédon de inicio tradicional, levando a uma
extensao N-terminal que é capaz de enderecar proteinas ao EIM. Essa extensao faz
com que a GPx3 interaja com a Mia4d0/CHCHD4 e portanto esta conectada a
maquinaria de dobramento oxidativo no EIM (FIGURA 8) (KRITSILIGKOU et al, 2017).
A mesma via de tradugao que nao inicia pelo cédon AUG é aquela vista na tradugao de
forma alfa de PTEN (LIANG et al, 2014).

FIGURA 7 - FORMAS DE GPX3
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Figura 7: (A) Forma citossélica de Gpx3. (B) Forma de Gpx3 com extensdo N-terminal de 18
nucleotideos, direcionando a proteina para o espago intermembrana mitocondrial. (KRITSILIGKOU et al,
2017).
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Sugere-se que a funcdo desempenhada pela GPx3 no EIM seja diferente
daquela no citossol. Essa proteina ndo vai agir como uma transdutora de H,O, apesar
de ser capaz de reduzir o H,O, formando agua. No EIM, ela esta relacionada com a
manutencao da integridade estrutural da organela e do potencial de membrana interna
mitocondrial. Além disso, a GPx3 parece agir como uma oxidoredutase nesse
compartimento mitocondrial, interagindo com a Mia4d0/CHCHD4 no dobramento
oxidativo de moléculas, onde a GPx3 agiria como a Erv1l, na reciclagem de
Mia40/CHCHD4 reduzida (KRITSILIGKOU et al, 2017).

FIGURA 8- AGCAO DA GPx3 NO ESPACO INTERMEMBRANA MITOCONDRIAL

il

Figura 8: A GPx3, quando traduzida a partir de um cdédon nao AUG, possui uma sequéncia de
enderegcamento para o EIM. No EIM, ela pode interagir com a MIA, reduzindo-a; ter agao antioxidante,
reduzindo o peréxido de hidrogénio a agua e também é capaz de manter a estrutura mitocondrial e o
potencial de membrana interna (Adaptado de KRITSILIGKOU et al, 2017).

6.4 p53

A proteina p53 esta envolvida em varios processos celulares, entre eles o ciclo
celular, apoptose, homeostase redox e metabolismo. Tem como principal fungao
manter a estabilidade genémica do DNA durante o seu reparo. Também no nucleo,
pode agir como um fator de transcricdo que € capaz de se ligar a promotores de genes
alvo, controlando a sua taxa de transcrigcdo (PARK et al, 2016). No citoplasma, participa

da regulagdo de processos como autofagia e apoptose e também pode se ligar a
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membrana externa da mitocéndria (formando complexos com BcIXL e Bcl) em resposta
a estimulos de apoptose (ZHUANG et al, 2013). Gragas a essas fungdes, a p53 é
considerada como uma proteina anti-cancer.

A proteina p53 pode, ainda, atuar na matriz mitocondrial, interagindo com a
ciclofilina D para abrir poros de transicido de permeabilidade mitocondrial para induzir a
necrose (ZHUANG et al, 2013). Assim como no nucleo, a p53 esta associada com a
manutencgao da integridade do DNA mitocondrial. Ainda na matriz, a p53 esta envolvida
também com a cadeia de transporte de elétrons e a respiragao celular. No nucleo, o
gene SCO2, Sintese de Citocromo C Oxidase 2, pode ter sua transcricdo aumentada
pela ligagdo de p53 no seu promotor. O produto desse gene participa da cadeia de
transporte de elétrons na matriz mitocondrial, fazendo com que menos espécies
reativas de oxigénio sejam formadas. Portanto, pode-se dizer que a p53 também
promove um efeito antioxidante na célula (PARK et al, 2016).

Apesar de ter acdes caracterizadas na matriz e membranas mitocondriais, foi
evidenciada a presenca de p53 no EIM. Isso se da pelo seu mecanismo de transporte
para a mitocondria quando a célula esta submetida a estresse oxidativo (ZHUANG et al,
2013).

Nessas condi¢des, a importagdo de p53 para a mitocondria pode ser dada pelo
mecanismo analogo ao da Mia40/CHCHD4. Nos mamiferos, proteina CHCHD4 atua
como a Mia40/CHCHD4 juntamente com a sulfidril oxidase dependente de FAD analoga
a Ervl (GFER). A p53, sob estresse oxidativo, tem dois pares de cisteinas que podem
formar ligagdes dissulfeto intramoleculares, que é uma caracteristica dos substratos de
CHCHD4. (ZHUANG et al, 2013).

Nesse mecanismo de importagdo, a p53 com duas cisteinas reduzidas entra no
EIM pelo complexo TOM. A CHCHD4 oxidada (com uma ligacdo dissulfeto
intramolecular) sofre ataque por umas das cisteinas de p53, quebrando sua ligagao
dissulfeto intramolecular. Em seguida, a p53 faz uma ligagao dissulfeto com a CHCHDA4,
e cada uma dessas moléculas fica com um grupo -SH livre.

Na préxima etapa, a GFER oxidada ataca esse complexo entre CHCHD4 e p53,
liberando a p53 oxidada (com uma ligagao dissulfeto intramolecular) e fazendo uma

ligacao dissulfeto com a CHCHD4. Em seguida, a CHCHD4 faz uma ligagao dissulfeto
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entre suas duas cisteinas, ficando oxidada novamente para reagir com outra p53, e a
GFER é oxidada via citocromo ¢ e COX da MI da mitocéndria. Entdo, a p53 pode ficar
no EIM ou ser translocada para a M| ou para a matriz mitocondrial. Nesta via da
CHCHD4, nao se sabe com certeza como a p53 faz essa translocacdo, no entanto,
hipotetiza-se que seja pelo complexo TIM (FIGURA 9) (PARK et al, 2016).

FIGURA 9 - IMPORTAGCAO DE p53 PELA CHCHD4
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Figura 9: A p53 entra na mitocdndia pelo complexo TOM da ME (membrana externa), chegando ao EIM
(espago intermembrana mitocondrial). Nesse compartimento, interage com a CHCHD4 e é translocada
através da M|l (membrana interna por um mecanismo incerto, que pode ser pela TIM (Adaptado de PARK
et al, 2016).

Se a p53 residir no EIM, sua funcdo neste compartimento ainda nao foi
esclarecida. Sera necessario, também, explorar se existe a presenca dessa proteina
no EIM quando a célula ndo esta sob estresse oxidativo e qual seria a sua fungao

nesse contexto.

6.5 yHmf1
A proteina yHmf1 esta presente em citoplasma de leveduras e € um membro da
familia de proteinas p14.5. Essa familia tem suas proteinas altamente conservadas

desde bactérias a eucariotos. Proteinas da familia p14.5 estdo normalmente envolvidas



nas vias de apoptose celular e na conservagao do DNA mitocondrial (como a yMmf1)
enquanto a yHmf1 tem como fung¢ao no citoplasma o controle de tradugao proteica no
citoplasma (NUEBEL et al, 2016; OXELMARK et al, 2000).

A yHmf1 foi localizada no EIM de leveduras. Supde-se que ela possa estar
envolvida em mecanismos de apoptose junto com a yMmh1. Mecanismos que

expliquem sua importagcéo ao EIM ainda nao foram esclarecidos (NUEBEL et al, 2016).

6.6 GLUTATIONA-S-TRANSFERASE 3 MICROSSOMAL

Essa proteina, abreviada por GST3M, é originalmente encontrada no reticulo
endoplasmatico e microssomos mas ja teve sua presenga confirmada no EIM
(MURPHY, 2012). Ela pode reduzir 5-HPETE (acido aracddnico 5-hidroxiperéxido)
usando a glutationa, tendo como produto o leucotrieno-As. Também tem como fungao a
producao de leucotrieno-C4 a partir do leucotrieno-A4, provando entdo sua participagao
nas cascatas de inflamagao (JAKOBSSON et al, 2000). Provavelmente a GST3M faria
uma mesma atividade relacionada com a cascata de inflamacdo no EIM, no entanto

nenhum mecanismo de importagao para ela foi elucidado (NUEBEL et al, 2016).
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7 CONCLUSAO

O EIM ja provou-se como um compartimento que participa de processos além da
cadeia transportadora de elétrons. Ainda se sabe pouco sobre as moléculas que estao
nessa sublocalizagdo, como chegaram e que funcéo realizam nesse compartimento.
Mesmo as proteinas que ja estdo sendo estudadas, ainda n&o estado elucidados seus
papéis no EIM. Portanto, estudos que procuram esses esclarecimentos devem
continuar e o foco deve ser dado tanto no mecanismo de transporte da proteina para o

EIM quanto sua funcao.
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