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RESUMO 

Segundo o modelo de biogénese peroxissomal actualmente aceite, a Pex5p, o 

receptor para a maior parte das proteínas da matriz do peroxissoma, circula entre o citosol e 

o organelo. Pensa-se que este movimento intracelular da Pex5p está associado ao transporte 

de proteínas sintetizadas de novo para a matriz do peroxissoma. No entanto, não existe 

nenhuma evidência directa que sustente esta hipótese. 

A Pex5p apresenta assim uma dupla localização subcelular. Neste trabalho, 

determinou-se que cerca de 85% da proteína de fígado de rato se encontra no citosol e que 

os restantes 15% encontram-se associados ao peroxissoma. A população de Pex5p 

peroxissomal representa cerca de 0.06% da proteína total do organelo e apresenta todas as 

características de uma proteína intrínseca de membrana. Por centrifugação em gradiente de 

densidade, verifícou-se que a Pex5p citosólica comporta-se como uma proteína 

monomérica, enquanto que a Pex5p peroxissomal parece fazer parte de um complexo 

proteico com cerca de 250 kDa. 

A análise da topologia da Pex5p peroxissomal revelou que a Pex5p é uma proteína 

transmembranar, com cerca de 2 kDa do N-terminal expostos para o citosol. No entanto, a 

maior parte da cadeia polipeptídica da proteína está exposta no lado matricial da membrana 

do peroxissoma. Verifícou-se ainda que a forte interacção da Pex5p com a membrana 

peroxissomal não depende dos domínios citosólicos da Pexl3p. 

O desenvolvimento de um sistema de importação in vitro da Pex5p, especificamente 

para os peroxissomas, revelou que a inserção da Pex5p na membrana peroxissomal é 

bloqueada pela presença de IgGs anti-Pexl4p e que existem duas populações de Pex5p em 

associação com a Pexl4p (denominadas etapas 2 e 3 da Pex5p). A Pex5p na etapa 3 é 

detectada em condições limitantes no que diz respeito ao nível de ATP. Na presença de 

ATP, esta forma da Pex5p sai rapidamente do peroxissoma, predominando a Pex5p na 

etapa 2. 
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Utilizando este sistema de importação in vitro verifícou-se também que a inserção 

da Pex5p na membrana peroxissomal é dependente da presença de proteínas a serem 

endereçadas para a matriz do organelo. Por outro lado, a maquinaria de 

í/oc&Zttg/translocação ao nível da membrana peroxissomal é também capaz de aceitar como 

substracto versões truncadas da Pex5p, versões estas que não possuem o domínio de ligação 

às proteínas com destino à matriz do peroxissoma. 

Os resultados sugerem fortemente que a translocação das proteínas peroxissomais 

através da membrana do organelo ocorre concomitantemente com a formação do complexo 

membranar Pex5p-Pexl4p. Os dados obtidos indicam ainda que é directamente deste 

complexo proteico, contendo a Pexl4p, que a Pex5p retorna ao citosol. Finalmente, as 

observações realizadas utilizando versões truncadas da Pex5p em experiências de 

importação in vitro sugerem que o movimento da Pex5p entre o citosol e o peroxissoma é 

directa ou indirectamente regulado pelo próprio receptor e não pela maquinaria de 

úfoc&wg/translocação peroxissomal. 
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ABSTRACT 

According to the current model of peroxisomal biogenesis, Pex5p, the receptor for 

the majority of the peroxisomal matrix proteins, cycles between the cytosol and the 

organelle. This Pex5p intracellular trafficking is coupled to the transport of newly 

synthesized proteins to the peroxisomal matrix. However, direct evidence supporting this 

hypothesis was never provided. 

As a consequence of the Pex5p cycling, this protein presents a dual subcelular 

location. In the present work, we have determined that about 85% of rat liver Pex5p is 

cytosolic and the remaining 15% is found in association with the peroxisome. The 

peroxissomal Pex5p represents 0.06% of the total peroxisomal protein and displays all the 

characteristics of an intrinsic membrane protein. Density gradient centrifugation 

experiments showed that cytosolic Pex5p behaves as a monomeric protein, while 

peroxisomal Pex5p seems to be part of a 250 kDa protein complex. 

Membrane topology assays revealed that peroxissomal Pex5p is a transmembranar 
protein that exposes about 2 kDa of its N-terminus into the cytosol. However the bulky part 
of the protein is localised at the peroxisomal lumen. The strong interaction established 
between Pex5p and the peroxisomal membrane is not dependent on the Pexl3p cytosolic 
domains. 

The developing of a Pex5p cell-free in vitro import system, specifically to 

peroxisomes, revealed that Pex5p insertion into the peroxisomal membrane is blocked by 

anti-Pexl4p IgGs. Also, two Pexl4p associated populations of Pex5p could be resolved 

(stage 2 and stage 3 Pex5p). Stage 3 Pex5p is only detected under ATP limiting conditions. 

In the presence of ATP, it leaves the peroxisome rapidly and, in this condition, stage 2 

Pex5p predominates. 

Using this in vitro peroxisomal import system, it was possible to show that Pex5p 

insertion into the peroxisomal membrane requires the presence of cargo-proteins in the 
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cytosol. Surprisingly, the peroxisomal membrane ifoc&/«g/translocation machinery is also 

able to import C-terminal truncated Pex5p molecules lacking the cargo-binding domains. 

The results strongly suggest that translocation of peroxisomal matrix proteins across 

the membrane of the organelle occurs concomitantly with formation of the Pex5p-Pexl4p 

membrane complex, which is also probably related with Pex5p released from the 

peroxisome. Finally, the data obtained from the in vitro import assays using the Pex5p 

truncated versions also suggest that Pex5p cycling between cytosol and peroxisome is 

directly or indirectly regulated by the receptor itself and not by the dockingl\xms\ocaúox\ 

peroxisomal machinery. 
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RESUME 

Selon le modèle de la biogénèse péroxyssomelle actuellement établi, la Pex5p, le 

récepteur pour la majorité des protéines de la matrice du péroxyssome, circule entre le 

cytosol et l'organelle. Ce mouvement intracélulaire de la Pex5p est souvent associé au 

transport des protéines synthétizées de novo dans la matrice du péroxyssome. Cependant, il 

n'existe aucune démonstration directe qui appuie cette hypothèse. 

La Pex5p apresente ainsi une douple localization subcélulaire. Dans ce travail, on a 

déterminé qu' environ 85% de la Pex5p de foie de rat se trouvent dans le cytosol et les 

restants 15% se trouvent associer au péroxyssome. La population de Pex5p péroxyssomelle 

représente environ 0.06% de la protéine total de l'organelle et possuit toutes les 

caractéristiques d'une protéine intrinsèque de membraine. Des expériences de 

centrifugation de gradient de densité révèlent que la Pex5p cytosolique se comporte comme 

une protéine monomérique, alors que la Pex5p péroxyssomelle paraît faire partie d'un 

complexe protéique de 250 kDa. 

Des études de topologie membranaire révèlent que la Pex5p péroxyssomelle est une 

protéine transmembranaire, avec environ 2 kDa de son N-terminal exposés au cytosol. 

Néanmoins, la plupart de la chaîne polypeptidique de la protéine se trouve exposée à la 

matrice du péroxyssome. On a aussi vérifié que la forte interaction entre la Pex5p et la 

membraine péroxyssomelle ne dépend pas des domaines cytosoliques de la Pexl3p. 

Le development d'un système d'import in vitro de la Pex5p, espécifiquement vers le 

péroxyssome, a permis de démontrer que l'insertion de la Pex5p dans la membraine 

péroxyssomelle est bloquée par la présence de IgGs anti-Pexl4p et qu'il existe deux 

populations de Pex5p en association avec la Pexl4p (dénominées étapes 2 et 3 de la 

Pex5p). La Pex5p à l'étape 3 est seulement détectée dans des conditions où le niveau 

d'ATP est limitant. En présence d'ATP, cette population de Pex5p quitte rapidement le 

péroxyssome, prédominant dans cette condition la Pex5p à l'étape 2. 
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A partir de ce système d'import in vitro, on a aussi vérifié que l'insertion de la 

Pex5p dans la membraine péroxyssomelle est dépendant de la présence de protéines qui 

doivent être délivrées dans la matrice de l'organelle. De plus, la machinerie de 

doc&wg/translocation au niveau de la membraine péroxyssomelle est aussi capable de 

recevoir comme substract des versions altérées de la Pex5p, celles-ci ne possuiant pas le 

domaine de liaison aux protéines à transporter dans la matrice du péroxyssome. 

Nos résultats sugèrent grandement que la translocation des protéines 

péroxyssomelle ocorre simultanément avec la formation du complexe membranair Pex5p-

Pexl4p. Les résultats obtis sugèrent aussi que c'est à partir directement de ce complexe 

protéique, contenant la Pexl4p, que la Pex5p retourne vers le cytosol. Finalment, les 

observations réalizées utilizant des versions altérées de la Pex5p dans des expériences d' 

import in vitro, sugèrent que le mouvement de la Pex5p entre le cytosol et le péroxyssome 

est directement ou indirectement régulé par le propre récepteur et non à travers de la 

machinerie péroxyssomelle de ifoc&mg/translocation. 
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ABREVIATURAS 

AAA ATPase ATPases associadas a diversas actividades celulares 

ALDP Proteína da adrenoleucodistrofia 
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MBP Proteína de ligação à maltose 
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PK Proteinase K 
PMP Proteína intrínseca da membrana do peroxissoma 
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SH3 Src homology domain 3 
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/. Introdução Teórica 

1. INTRODUÇÃO TEÓRICA 

1.1. O peroxissoma: estrutura e função 

Os peroxissomas são organelos intracelulares, delimitados por uma única 

membrana e presentes em quase todas as células eucarióticas (Lazarow e Fujiki, 1985). De 

uma forma geral, uma célula humana contém entre cem a mil peroxissomas (Lazarow e 

Fujiki, 1985; Chang et ai, 1999a). Os peroxissomas possuem entre 0.1 a 1 um de diâmetro e 

normalmente surgem como estruturas circulares ou ovóides, embora a sua morfologia 

possa ser mais complexa (Gorgas, 1984; Fahimi et ai, 1996; Schrader et ai, 1996; Espeel et ai, 

1997; Schrader et ai, 1998a; Fahimi e Baumgart, 1999; Schrader et ai, 2001) (Figura 1). 

Os peroxissomas e outros dois organelos relacionados, os glioxissomas de 

plantas (Briedenbach e Beevers, 1967) e os glicossomas de certos parasitas (Opperdoes e Borst, 

1977), formam uma classe de organelos inicialmente denominada por microcorpos 

(Rhodin, 1954). Os dados bioquímicos que sugerem uma evolução comum para os 

peroxissomas, glioxissomas e glicossomas, surgiram com a descoberta das enzimas 

envolvidas na (3-oxidação de ácidos gordos, que se encontram presentes nos três 

organelos (Cooper e Beevers, 1969; Lazarow e De Duve, 1976; Opperdoes, 1987). 

A caracterização bioquímica dos peroxissomas iniciou-se com o trabalho de De 

Duve que definiu o peroxissoma como um organelo que contém oxidases que geram 

peróxido de hidrogénio e a enzima catalase que o decompõe a água e oxigénio (De Duve e 

Baudhuin, 1966). Para além das oxidases e da catalase, a matriz do peroxissoma contém 

mais de 50 enzimas diferentes, apresentando uma concentração proteica de 

aproximadamente 200 a 300 Ug/ml (Michels, 1989; Opperdoes e Michels, 1993). Algumas 

proteínas existem em concentrações tão elevadas no interior do organelo que 

cristalizam, provocando a formação de inclusões proteicas denominadas cristalóides 

(Veenhuis et ai, 1981; Fahimi et ai, 1993) (Figura IB). 
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1. Introdução Teórica 

Figura 1. Morfologia do peroxissoma por microscopia electrónica. 
A. Peroxissomas de fígado de rato (PO) marcados com diaminobenzidina, que detecta a actividade da 

catalase. B. Peroxissoma de fígado de rato mostrando a localização da enzima urato oxidase pela técnica 

do cério. C. Marcação, com anticorpos anti-PMP70, de peroxissomas (PO) e de uma estrutura membranar 

(*) de fígado de um rato tratado com uma droga hipocolesterolémica que induz a proliferação da 

membrana peroxissomal sem aumento correspondente da síntese de proteínas matriciais (Baumgart et ai, 

1989, Baumgart et ai, 1990). As estruturas membranares são semelhantes aos ghosts observados em 

células de doentes com doenças da biogénese peroxissomal (Espeel et ai, 1995) (ver secção 1.2.2). D. 

Célula de Saccharomyces cerevisiae, mostrando um grupo de peroxissomas (PO), vacúolos (V), retículo 

endoplasmático (ER), mitocôndria (M) e núcleo (N). A, B e C-extraídas de Fahimi e Baumgart, 1999. D-

extraída de Gould e Collins, 2002. 

As enzimas peroxissomais participam numa variedade de processos metabólicos, 

muitos dos quais envolvendo lípidos. Nos mamíferos, duas das funções peroxissomais 

mais importantes compreendem a (3-oxidação de ácidos gordos de cadeia muito longa 

(VLCFAs) e a decomposição do peróxido de hidrogénio (Lazarow e De Duve, 1976; Kunau et 

ai., 1995; Wanders et ai, 2001). A nível catabólico, os peroxissomas são ainda responsáveis 

pela degradação de aminoácidos, purinas, prostaglandinas e poliaminas e pela 
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a-oxidação de ácidos gordos. Os peroxissomas estão também envolvidos na biossíntese 

de plasmalogénios, colesterol, ácidos biliares e ácidos gordos poli-insaturados (Wanders 

et ai, 2001). 

Os peroxissomas são organelos muito frágeis, cuja membrana é facilmente 

quebrada durante um processo de isolamento e purificação (Subramani, 1998). A 

membrana do peroxissoma apresenta uma constituição típica de uma endomembrana, 

com 6.5-7 nm de espessura e com uma razão fosfolípido/proteína de 140-200 nmol/mg 

(Lazarow, 1984). Os fosfolípidos presentes na membrana peroxissomal são basicamente 

fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina (Fujiki et ai, 1982a; Lazarow e Fujiki, 1985). 

Actualmente, a permeabilidade da membrana peroxissomal constitui uma 

questão controversa, ainda por resolver. Os primeiros resultados obtidos revelaram que 

a membrana peroxissomal era permeável a pequenos solutos, o que sugere a presença de 

um poro formado por proteínas da membrana peroxissomal (De Duve e Baudhuin, 1966; Van 

Veldhoven et ai, 1983; Van Veldhoven et ai, 1987; Verleur e Wanders, 1993; Suiter et al, 1993). N o 

entanto, mais recentemente, tem sido defendido por alguns investigadores que a 

membrana peroxissomal é impermeável a pequenos metabolitos incluindo o NAD+, 

acetil-CoA, NADP+ e CoA, o que proporciona um ambiente enzimático e químico 

específico dentro dos peroxissomas (van Roermund et ai, 1995; van Roermund et ai., 1998; 

Henke et ai., 1998; Geisbrecht et ai. 1999; Jones et ai., 1999). Também OS dados descritos até ao 

momento sobre o pH da matriz peroxissomal são totalmente contraditórios. Em 

fíbroblastos de pele humana, dois grupos publicaram resultados inconciliáveis para o 

valor de pH da matriz peroxissomal: um grupo obteve um pH alcalino (pH 

aproximadamente de 8.2) (Dansen et ai, 2000) e o outro grupo um pH neutro (semelhante 

ao citosólico), possível de ser alterado rapidamente por alterações do pH citosólico 

(Jankowski et ai, 2001). 
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1.2. As doenças peroxissomais 

A importância do peroxissoma no metabolismo e desenvolvimento humano é 

ilustrada pela existência de inúmeras doenças causadas por disfunções ao nível deste 

organelo. As doenças peroxissomais estão divididas em dois grandes grupos: as que 

derivam da deficiência de uma única actividade enzimática e as doenças da biogénese 

peroxissomal (PBD), que implicam a deficiência das actividades enzimáticas de um 

grupo, ou mesmo da totalidade, das proteínas peroxissomais. 

1.2.1. Doenças resultantes da deficiência numa única actividade enzimática 

Muitas destas doenças são causadas por deficiências em proteínas envolvidas no 

metabolismo de lípidos. A doença mais comum deste grupo é a adrenoleucodistrofia 

ligada ao cromossoma X (X-ALD), causada por mutações na proteína ALDP, uma 

proteína da membrana peroxissomal (PMP) pertencente à família dos transportadores 

ATP-binding cassete (Mosser et ai, 1993; Mosser et ai, 1994). A X-ALD é bioquimicamente 

caracterizada pela acumulação de VLCFAs no plasma e tecidos, razão pela qual a 

ALDP é considerada um transportador membranar de lípidos (Moser et ai, 2001). Outras 

doenças têm sido caracterizadas e encontram-se descritas na Tabela 1. 
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Tabela 1. Doenças resultantes da deficiência de uma única actividade enzimáticaa) 

Doenças Proteína afectada 

- Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X 
■ Deficiência na Acil coenzima A oxidase 
• Deficiência na malonil-CoA descarboxilase 
■ Aciduria Mevalónica 
• Aciduria Glutárica tipo 3 
■ Deficiência na enzima Multifuncional 

(enzima D- bifuncional) 
Deficiência na P-oxidação 
Condrodisplasia rizomélica punctata (RCDP) tipo 2 

RCDP tipo 3 

Doença Adulta de Refsum 
Hiperoxalúria tipo I 

Acatalasemia 
~ 

ALDP 
Acil-CoA oxidase 
Malonil-CoA descarboxilase 
Mevalonato cinase 
Glutaril-CoA oxidase 
Domínio Enoil-CoA hidratase da 
enzima D-bifuncional 
Enzima D-bifuncional 
Diidroxiacetonafosfato 
aciltransferase 
Alquil-Diidroxiacetonafosfato 
sintetase 
Fitanoil-CoA hidroxilase 
Alanina-glioxilato amino 
transferase 
Catalase 

Adaptado de Subramani et ai, 2000 

1.2.2. Doenças da biogéneseperoxissomal 

As doenças da biogénese peroxissomal são um grupo de doenças autossómicas 

recessivas caracterizadas por alterações numa das várias proteínas peroxissomais 

envolvidas na biogénese do organelo. Estas proteínas são denominadas de peroxinas 

(Pex) e são codificadas por genes PEX. 

O estudo das doenças da biogénese peroxissomal tem contribuído 

significativamente para a compreensão dos mecanismos de formação, crescimento e 

divisão do peroxissoma. Os estudos iniciais destas doenças foram realizados por 

análises de fusão celular de fibroblastos de doentes que permitiram identificar 12 grupos 

de complementação (CG) diferentes e, em 11 deles, o gene mutado (Gould et ai, 2001) 

(Tabela 2). Onze dos grupos de complementação estão associados a fenótipos como o 

síndrome de Zellweger (ZS), a adrenoleucodistrofia neonatal (NALD) e a doença 
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infantil de Refsum (IRD). Defeitos no mesmo gene podem ter como consequência 

diferentes fenótipos, sendo o ZS o mais severo, a IRD o menos e a NALD de severidade 

intermédia. Em contraste, o fenótipo condrodisplasia rizomélica punctata (RCDP) está 

associada apenas ao grupo de complementação 11, com defeito na Pex7p (Braverman et 

ai, 1997; Purdue et ai, 1997; Motley et ai, 1997). 

Este tipo de doenças difere das doenças resultantes da deficiência de uma única 

actividade enzimática pelo facto destas últimas apresentarem peroxissomas com uma 

estrutura intacta e os defeitos bioquímicos estarem geralmente confinados às reacções 

catalisadas pela enzima mutada. Em células da maior parte dos doentes com PBD foram 

detectados umas estruturas peroxissomais, denominadas de ghosts, caracterizadas por 

possuírem apenas uma estrutura membranar normal, desprovida de todo o conteúdo 

proteico matricial. Estes ghosts surgem em menor quantidade que o número habitual de 

peroxissomas, mas apresentam um tamanho maior que os organelos normais (Santos et ai., 

1988a; Santos et ai., 1988b). Os doentes com PBD que apresentam este fenótipo celular, que 

indica uma deficiência nos genes que codificam proteínas envolvidas na importação de 

proteínas da matriz peroxisomal, compreendem 9 dos doze grupos de complementação 

conhecidos (Tabela 2). Recentemente, foram identificados alguns doentes com PBD que 

apresentam células onde não são detectadas quaisquer tipos de estruturas peroxissomais 

(Shimozawa et ai, 1998; Honsho et ai, 1998; South e Gould, 1999; Matsuzono et ai., 1999; South et ai, 

2000; Sacksteder et ai, 2000). Sugeriu-se que os genes deficientes nestes doentes codificam 

proteínas envolvidas na importação de PMPs e/ou na síntese da membrana peroxisomal. 

A ausência de estruturas peroxissomais verifíca-se apenas em 3 grupos de 

complementação (CG 9, 12 e 14) (ver Tabela 2). 
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Tabela 2. Peroxinas e doenças da biogénese peroxissomar 

Peroxina CG Fenótipo Características 

Pexlp 1 ZS, NALD, IRD AAA ATPase necessária para a importação de proteínas matriciais 
ou fusão vesicular; interactua com a Pexóp 

Pex2p 10 ZS, IRD PMP com domínio C3CH4 de ligação ao zinco necessária para 
importação de proteínas matriciais; interactua com a PexlOp 

Pex3p 12 ZS PMP necessária para a biogénese membranar; interactua com a 
Pexl9p 

Pex4p nd Enzima associada à ubiquitina necessária para a importação de 
proteínas matriciais; interactua com a Pex22p 

Pex5p 2 ZS, NALD, IRD Receptor para proteínas contendo PTS1, mediando a sua 
importação; apresenta motivos TPR; interactua também com a 
Pex7p, Pex8p, PexlOp, Pexl2p, Pexl3p e Pexl4p 

Pexóp 4 ZS, NALD AAA ATPase necessária para a importação de proteínas matriciais 
ou fusão vesicular; interactua com a Pexlp 

Pex7p 11 RCDP Receptor para proteínas contendo PTS2, mediando a sua 
importação; apresenta motivos WD-40; interactua também com a 
Pex5p, Pexl3p, Pexl4p, Pexl8pe Pex21 

Pex8p nd PMP envolvida na importação proteica; interactua com a Pex5p 
Pex9p nd PMP intrínseca de membrana 
PexlOp 7 ZS, NALD PMP com domínio C3CH4 de ligação ao zinco necessária para a 

importação proteica; interactua com a Pex2p, Pexl2p e Pexl9p 
Pexllpb) nd PMP envolvida na proliferação peroxissomal; interactua com a 

Pexl9p 
Pexl2p 3 ZS, NALD, IRD PMP, com domínio C3CH4 de ligação ao zinco, necessária para 

importação proteica; interactua com a Pex5p, PexlOp e Pexl9p 
Pexl3p 13 ZS, NALD PMP com domínio SH3; proteína docking para os receptores Pex5p 

e Pex7p; interactua também com a Pexl4p e Pexl9p 
Pexl4p nd Proteína docking para os receptores Pex5p e Pex7p; interactua 

também com a Pexl3p, Pexl7p e Pexl9p 
Pexl5p nd PMP identificada apenas em Saccharomyces cerevisiae 
Pexlóp 9 ZS PMP envolvida na biogénese membranar; interactua com a Pex 19p 
Pexl7p nd PMP necessária para a importação de proteínas matriciais; 

interactua com a Pexl4p e Pexl9p 
Pexl8p nd Proteína necessária para a importação de proteínas contendo PTS2; 

interactua com a Pex7p 
Pexl9p 14 ZS Proteína envolvida na importação de PMPs 
Pex20p nd Proteína envolvida na oligomerização e endereçamento da tiolase 
Pex21p nd Proteína necessária para a importação de proteínas contendo PTS2; 

interactua com a Pex7p 
Pex22p nd PMP necessária para a importação proteica sendo a proteína de 

docking membranar para a Pex4p; interactua também com a Pexl9p 
Pex23p nd Identificada apenas em Yarrowia lipolytica 
Pex24p c) nd Identificada apenas em Yarrowia lipolytica 
Pex25p d) nd Identificada em Saccharomyces cerevisiae 
Djpl nd Proteína semelhante à Dnaj, necessária para a importação de 

proteínas matriciais 
Peroxinas a negrito- identificadas em mamíferos; nd- não determinado. a)Adaptado de Sacksteder e 

Gould, 2000; Purdue e Lazarow, 2001 b)Em mamíferos existem 3 isoformas desta peroxina: a Pex 1 la, p* e 

Y (Li et al, 2002) c)Tam e Rachubinski, 2002 d)Smith et ai, 2002. 
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1.3. A biogénese Peroxissomal 

Vários modelos explicativos da formação dos peroxissomas têm sido elaborados 

ao longo do tempo. Inicialmente assumiu-se que os peroxissomas derivavam do retículo 

endoplasmático (RE). Estudos de microscopia electrónica mostrando uma proximidade 

física entre a membrana peroxissomal e o retículo endoplasmático apoiaram esta teoria 

(Novikoff e Shin, 1964). No entanto, este modelo foi colocado em causa com a observação 

de que todas as proteínas da matriz e da membrana do peroxissoma são codificadas por 

genes nucleares, sintetizadas em polissomas livres no citosol e importadas para o 

peroxissoma pós-traducionalmente (Fujiki et ai., 1984; Lazarow e Fujiki, 1985; Imanaka et ai., 

1996). Assim, desde 1985, a denominada teoria de crescimento e divisão tem sido 

maioritariamente aceite para explicar a origem do peroxissoma (Lazarow e Fujiki, 1985). O 

modelo sugere que novos peroxissomas surgem por divisão e fissão de outros já 

existentes e que posteriormente importam componentes adicionais da matriz e da 

membrana peroxissomal. Recentemente, colocou-se a hipótese de existir outra via de 

formação dos peroxissomas, face à evidência de que os peroxissomas podem surgir de 

novo na ausência de peroxissomas pré-existentes (South e Gould, 1999; Matsuzono et ai, 1999; 

South et ai., 2000; Sacksteder et ai., 2000). 

1.3.1. Biossíntese da membrana peroxissomal 

Os fosfolípidos presentes na membrana peroxissomal são sintetizados no retículo 

endoplasmático e posteriormente enviados para o peroxissoma (Lazarow e Fujiki, 1985). 

Embora o tráfego intracelular dos lípidos da membrana peroxissomal não seja ainda 

bem conhecido, foi sugerido que o transporte até ao peroxissoma é mediado por 

vesículas (Lazarow e Fujiki, 1985; Purdue e Lazarow, 2001). 

Três peroxinas têm sido envolvidas nos primeiros passos da biogénese 

peroxissomal: a Pex3p, Pexlóp e Pexl9p. Tem sido sugerido que estas peroxinas 

participam no recrutamento de lípidos e proteínas para inicialmente formarem a 

membrana peroxissomal. Uma das evidências para esta função surge da análise de 
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células deficientes nas peroxinas Pex3p, Pexlóp ou Pexl9p onde não se detectam 

quaisquer estruturas peroxissomais e as PMPs sintetizadas no citosol são rapidamente 

degradadas ou endereçadas para outros organelos (Honsho et ai, 1998; South e Gould, 1999; 

Matsuzono et ai, 1999; South et ai, 2000; Sacksteder et ai, 2000). 

A Pexl9p apresenta uma dupla localização subcelular, muito semelhante à dos 

receptores para as proteínas matriciais. Cerca de 95% da proteína é citoplasmática e 5% 

encontra-se associada ao peroxissoma (Snyder, 1999; Sacksteder et ai, 2000). Interacções 

entre a Pexl9p e diversas proteínas da membrana do peroxissoma têm sido 

identificadas, nomeadamente com as peroxinas Pex3p, PexlOp, Pexl2p, Pexl3p, 

Pexl4p, Pexlóp e Pexl7p, com as proteínas envolvidas na proliferação peroxissomal 

Pexl l a e Pexl 1(3, com transportadores como a PMP34, PMP70, ALDP e uma proteína 

relacionada com a ALDP, a ALDR, e ainda com a PMP22 e PMP24 (Sacksteder et ai, 

2000; Gloeckner et ai, 2000; Snyder et ai, 2000; Fransen et ai, 2001). Estas evidências sugerem o 

envolvimento directo da Pexl9p no tráfego de proteínas membranares para o 

peroxissoma. Possivelmente, a Pexl9p funciona como um receptor citosólico para as 

PMPs, sendo a fracção peroxissomal desta peroxina um intermediário cinético 

envolvido na inserção das PMPs na membrana peroxissomal. 

O esclarecimento do papel da Pexl9p, como receptor de PMPs, está 

directamente relacionado com a identificação do sinal de endereçamento das proteínas 

da membrana peroxissomal (mPTS). 

Inúmeros estudos têm sido desenvolvidos neste sentido e os primeiros resultados 

surgiram com o estudo da PMP47 de Candida boidinii (McCammon et ai., 1994). A 

sequência sinal foi localizada numa região hidrofílica intraperoxissomal, carregada 

positivamente, existente entre dois domínios membranares. No entanto, este sinal não 

foi encontrado ubiquamente em todas as PMPs. Por outro lado, dados mais recentes 

sugeriram a presença de vários sinais de endereçamento nas PMPs (Jones et ai., 2001), 

nomeadamente na PMP47 (Wang et ai, 2001). 

Assim, concluiu-se apenas que todos os mPTSs identificados até ao momento 

apresentam um grupo de aminoácidos carregados positivamente (Dyer et ai, 1996; 

Biermanns e Gartner, 2001; Honsho e Fujiki, 2001; Wang et ai, 2001; Brosius et ai., 2002) adjacente a 

uma sequência hidrofóbica ou domínio transmembranar (Dyer et ai., 1996; Soukupova et ai., 

1999; Biermanns e Gartner, 2001; Wang et ai, 2001; Brosius et al, 2002). 
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Estudos dos domínios de interacção entre a Pexl9p e diversas PMPs mostraram 

que a Pexl9p liga-se a regiões das PMPs diferentes dos mPTSs. Estes resultados 

levaram à formulação de outra hipótese relativamente à função da Pexl9p. Sugeriu-se 

que a Pexl9p pode não funcionar com um receptor para as PMPs mas alternativamente 

ser uma chaperone molecular, facilitando a inserção das PMPs na membrana 

peroxissomal (Snyder et ai., 2000; Fransen et ai., 2001). 

O mecanismo de inserção das PMPs na membrana, tal como o processo de 

endereçamento, é também ainda pouco conhecido. Com o intuito de se obterem dados 

importantes relativamente a este mecanismo, foram desenvolvidos alguns sistemas de 

importação in vitro de PMPs em organelos isolados de mamíferos ou plantas. A 

importação da PMP70 utilizando peroxissomas isolados de fígado de rato, na presença 

de uma fracção citosólica, revelou que o processo é específico para os peroxissomas, 

depende de um componente proteináceo, uma vez que é inibido após proteólise suave 

dos organelos intactos, e não requer ATP (Imanaka et ai, 1996). A importação da PMP22 

em glioxissomas de cotilédones de girassol (Tugal et ai, 1999) ou em peroxissomas 

isolados a partir de fígado de rato (Diestelkotter e Just, 1993) apresenta as mesmas 

características que a importação da PMP70. No entanto, estes estudos permitiram 

determinar que a PMP22 liga-se primeiro à membrana do peroxissoma e só depois se 

insere na bicamada lipídica, processo este dependente de um factor proteico. Verificou-

se que o pré-tratamento dos organelos com proteases impede totalmente a inserção, 

interferindo apenas ligeiramente na ligação da PMP22 à membrana. 

1.3.2. Proliferação peroxissomal 

O crescimento e o aumento do tamanho do peroxissoma são processos 

constitutivos que podem ser acelerados pela adição de vários agentes como metabolitos 

e xenobióticos (Lazarow e De Duve, 1976; Veenhuis et ai, 1987; Hartl e Just, 1987; Veenhuis et ai., 

1989; Gorgas e Krisans, 1989; Sakai e Subramani, 2000). Em leveduras, onde a [3-oxidação de 

ácidos gordos é exclusivamente peroxissomal, os níveis de peroxissomas são regulados 

pela fonte de carbono presente no meio de cultura. Se a fonte de carbono for um ácido 

gordo ou metanol, então o número de peroxissomas aumenta. Por outro lado, se as 
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células estão a crescer na presença de glucose, o número de organelos diminui 

drasticamente (Goodman, 1985; Vennhuis et ai., 1987; Vennhuis et ai., 1989; Van der Klei et ai, 

1989; Gould et ai., 1992; Waterham et ai., 1992 e Sakai e Subramani, 2000). Em mamíferos, de um 

modo semelhante, existem substâncias que provocam proliferação peroxissomal, 

nomeadamente algumas drogas (tal como o clofibrato) e estímulos fisiológicos como, 

por exemplo, uma dieta rica em ácidos gordos (Lazarow e De Duve, 1976; Rachubinski et ai., 

1984; Crane e Masters, 1986; Haiti e Just, 1987; Usuda et al., 1988; Baumgart et ai, 1990). 

Uma peroxina intrínseca de membrana, a Pexllp, parece ter um papel 

importante na regulação do crescimento e divisão peroxissomal. Estudos com células 

deficientes nesta peroxina mostraram que o número de peroxissomas existentes é muito 

menor e que estes apresentam um maior tamanho. Por outro lado, verificou-se que a 

sobre-expressão da Pexllp provoca uma proliferação dos peroxissomas (Erdmann e 

Blobel, 1995; Marshall et ai, 1995; Sakai et ai., 1995). Em mamíferos existem três formas desta 

peroxina: a Pexl lpOC, Pexl lpP e a Pexl lpy (Abe e Fujiki, 1998; Passreiter et ai, 1998; Li et ai, 

2002). A Pexllpa é expressa diferencialmente, dependendo do tecido em questão, e os 

seus níveis são induzidos pela presença de proliferadores peroxissomais como o 

clofibrato (Schrader et ai, 1998b; Passreiter et ai, 1998). Por outro lado, a expressão da 

Pexllpp não depende do tecido em estudo e provoca a proliferação peroxissomal em 

condições basais (sem adição de em estímulo metabólico externo) (Schrader et ai, 1998b). 

Assim, considera-se que a PexllpP controla a divisão constitutiva do peroxissoma 

enquanto que a Pexl lpa regula a abundância peroxissomal dependendo da dieta, nível 

hormonal ou outros estímulos (Schrader et ai., 1998b). 

1.3.3. O modelo da biogénese peroxissomal 

O modelo de biogénese peroxissomal maioritariamente aceite engloba as 

funções das peroxinas Pex3p, Pexlóp e Pexl9p na importação das PMPs e na 

biossíntese da membrana peroxissomal e da Pexllp na divisão dos peroxissomas 

existentes (Figura 2). A principal via da biogénese peroxissomal considera o 

crescimento de peroxissomas já existentes através da importação de proteínas matriciais 

e membranares, seguido de divisão (mediada pela Pexl lp) (Figura 2A). A formação de 
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novo dos peroxissomas será um processo que requer pelo menos a Pex3p, Pexlóp e 

Pexl9p. O primeiro passo consiste na formação da bicamada lipídica, com origem em 

alguma endomembrana celular, processo dependente da Pex3p e Pexlóp. A Pexl9p 

ajudará na importação de mais PMPs para a membrana. O peroxissoma ficará então 

competente para importar proteínas da matriz, crescer e dividir-se (Figura 2B). 

Figura 2. Modelo de biogénese peroxissomal (adaptado de Gould et ai, 2001). 

A. O esquema representa um mecanismo em que os peroxissomas crescem importando proteínas e lípidos 

do citosol e dividem-se por fissão, num processo mediado pela Pexl lp. B. Neste caso, os peroxissomas 

derivam de uma vesícula membranar pré-existente envolvendo a acção da Pex3p e Pexlóp. A importação 

das restantes PMPs é mediada pela Pexl9p, a importação das proteínas matriciais é da responsabilidade 

dos receptores Pex5p e Pex7p e a divisão peroxissomal depende da Pexl lp. Provavelmente o mecanismo 

mais viável será o primeiro (A) enquanto que o segundo (B) poderá ocorrer apenas em células deficientes 

em peroxissomas ou em todas as células, mas a uma frequência menor. 
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Apesar deste modelo ser consensualmente aceite, em Yarrowia lipolytica os 

dados obtidos sugerem que os peroxissomas surgem por vesiculação do retículo 

endoplasmático, relembrando a teoria inicial de Novikoff e Shin (1964). Em particular, 

sugeriu-se que algumas proteínas peroxissomais deste organismo, tal como a própria 

membrana peroxissomal, têm origem no RE. O processo de biogénese peroxissomal 

parece ser bastante diferente em Y. lipolytica, relativamente aos outros organismos 

estudados (Titorenko e Rachubinski, 1998). 

1.3.4. Importação das proteínas da matriz do peroxissoma: os sinais de 

endereçamento 

Os primeiros estudos realizados sobre a importação de proteínas peroxissomais 

para a matriz do organelo revelaram que uma sequência C-terminal, presente na maior 

parte das proteínas peroxissomais, era importante para o seu endereçamento. A primeira 

proteína onde se identificou esta sequência foi a luciferase de pirilampo (Gould e Keller, 

1987). Uma análise cuidada desta sequência revelou que são os três aminoácidos 

C-terminais (-Ser-Lys-Leu-COOH) que são responsáveis por endereçar esta proteína 

para o peroxissoma. Este sinal, designado por PTS1 (sinal de endereçamento 

peroxissomal do tipo 1), é necessário e suficiente para enviar cerca de 90% das 

proteínas peroxissomais para a matriz do organelo e encontra-se muito conservado entre 

os eucariotas (Gould et ai., 1988; Gould et ai., 1989). Experiências de mutagénese 

identificaram as variações conservadas na sequência PTS1 que também são funcionais: 

substituição da Ser, na posição - 3 , por Ala ou Cys (aminoácidos pequenos); 

substituição da Lys, na posição -2, por Arg ou His (aminoácidos carregados 

positivamente); e Met, substituindo a Leu na posição -1 (aminoácidos hidrofóbicos) 

(Gould et ai, 1989). Estas variações conservadas da sequência PTS1 são ainda mais 

pronunciadas quando se analisam proteínas peroxissomais de espécies diferentes 

(Elgersma et ai, 1996b; Lametschwandtner et ai, 1998). 

Um número restrito de proteínas da matriz do peroxissoma não possui um PTS1, 

apresentando, no entanto, um sinal de endereçamento localizado perto do N-terminal 

constituído por 9 aminoácidos (Arg/Lys)(Leu/Val/Ile)X5(His/Gln)(Leu/Ala) 
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denominado PTS2 (sinal de endereçamento peroxissomal do tipo 2). A tiolase de rato 

foi a primeira proteína onde o PTS2 foi identificado (Swinkels et ai., 1991). O segmento 

N-terminal das proteínas contendo PTS2 é clivado após a sua importação para a matriz 

do peroxissoma, ao contrário das proteínas possuidoras de PTS1 que mantêm a 

sequência sinal após importação (Lazarow e Fujiki, 1985; Swinkels et ai, 1991). 

Estes sinais de endereçamento existentes nas proteínas matriciais do 

peroxissoma são reconhecidos no citosol por receptores solúveis, as proteínas Pex5p e 

Pex7p para proteínas possuidoras de PTS1 e PTS2, respectivamente. 

1.3.5. Caracterização dos receptores Pex5p e Pex7p 

1.3.5.1. O receptor PexSp 

A Pex5p foi inicialmente identificada em Pichia pastoris (McCollum et ai, 1993) e 

Saccharomyces cerevisiae (Van der Leij et ai., 1993) e só mais tarde em humanos (Fransen et 

ai., 1995; Wiemer et ai., 1995; Dodt et ai, 1995). É uma proteína com cerca de 60 a 70 kDa 

(dependendo das espécies em que é descrita). 

Estudos de localização subcelular revelaram que a Pex5p é predominantemente 

citOSÓlica e parcialmente peroxisomal (Dodt et ai., 1995; Van der Klei et ai, 1995; Dodt e Gould, 

1996; Elgersma et ai., 1996a; Gould et ai., 1996; Wimmer et ai., 1998; De Walque et ai, 1999; Jardim et 

ai, 2000; Harano et ai, 2001). Esta dualidade na localização subcelular da Pex5p, 

juntamente com a capacidade de interactuar com a sequência PTS1, levou à especulação 

que poderia funcionar como um receptor, ligando-se a proteínas possuidoras de PTS1 

no citosol e endereçando-as para o peroxissoma. 

Até ao momento apenas foram descritos 4 doentes com mutações na Pex5p (Dodt 

et ai, 1995; Slawecki et ai, 1995; Shimozawa et ai, 1999). Os doentes apresentam uma grande 

variedade fenótipica, que vai desde o síndrome de Zellweger até à IRD. As mutações 

conhecidas e os fenótipos desenvolvidos encontram-se resumidos na Tabela 3. 

26 



/. Introdução Teórica 

Tabela 3. Caracterização das mutações na Pex5pL descritas para 4 doentes PBD 

Células Mutação* Fenóíipo 

PBD005 

PBD018 
PBD093 

PBD2-03 

Características 

R427ter 

N526K 

S563W 

ZS 

NALD 

IPvD 

Referência 

Incapacidade de importação de proteínas Dodt et ai, 1995 
contendo PTS1 e PTS2; Instabilidade do Braverman et ai., 
mRNA da Pex5p 199g 

Importação normal de proteínas Dodt et ai., 1995 
contendo PTS2 mas incapacidade de Slawecki et ai., 
importar proteínas com PTS1 1995 
(diminuição da afinidade Pex5p-PTS1) 

Importação de PTS2 normal 
Importação afectada de algumas 
proteínas contendo PTS1 

Shimozawa et 
ai., 1999 

Todas as mutações foram encontradas em homozigotia 

Verificou-se que doentes com a mutação R427ter em ambos os alelos possuem 

defeitos graves na importação mediada por ambos os receptores (Pex5p e Pex7p) (Dodt et 

ai., 1995) o que sugere que, em humanos, estes dois mecanismos estão interligados. Uma 

melhor explicação para esta observação surgiu quando se identificaram duas isoformas 

da HsPex5p, resultantes de splicing alternativo: Pex5pL e Pex5pS. Estas duas isoformas 

diferem apenas na presença de um exão adicional que codifica 37 aminoácidos na 

Pex5pL (aminoácidos 215-252) (Braverman et ai, 1998). Verificou-se que a Pex5pL era 

suficiente para repor a importação de proteínas com PTS1 e PTS2, por transfecção de 

células destes doentes, embora a Pex5pS só consiga repor a importação de proteínas 

com PTS1 (Braverman et ai., 1998). Estes dados sugeriram que o exão adicional presente na 

Pex5pL é necessário para a interacção entre as duas vias de importação peroxissomal 

(Braverman et ai., 1998; Otera et ai., 1998; Otera et ai, 2000; Matsumura et ai., 2000; Dodt et ai, 2001). 

Um modelo animal para a deficiência da Pex5p foi desenvolvido em ratinho 

(Baes et ai, 1997). O gene da Pex5p foi inactivado por remoção de quatro exões que 

codificam a quase totalidade das repetições de tetratricopéptidos (34 aminoácidos) 

degenerados (TPRs) localizadas no C-terminal da proteína. Os ratinhos knockout 

morrem entre o primeiro e terceiro dia de vida. A análise histológica destes animais 

demostrou a presença de estruturas peroxissomais com um tamanho maior mas em 

menor número e sem proteínas matriciais possuidoras de PTS1 e PTS2, o que vem 

confirmar o envolvimento da Pex5p de mamíferos na importação via Pex7p. A nível 

27 



/. Introdução Teórica 

neurológico, os ratinhos apresentam características semelhantes às observadas em 

doentes da biogénese peroxissomal (Baes et ai., 1997). 

A estrutura primária da Pex5p compreende um domínio C-terminal contendo 7 

TPRs e um segundo domínio caracterizado por várias cópias do pentapéptido 

WXXXF/Y no N-terminal. Considera-se que os TPRs formam séries de oc-hélices que 

medeiam interacções entre proteínas (Lamb et ai., 1995). O domínio da Pex5p que 

compreende os TPRs é responsável pela ligação às proteínas possuidoras de PTS1 

(Brocard et ai., 1994; Dodt et ai., 1995; Fransen et ai., 1995; Terlecky et ai, 1995; Gatto et ai., 2000). 

Um modelo estrutural de ligação entre os TPRs e o PTS1 foi descrito, após cristalização 

do fragmento da Pex5p humana que contém os TPRs em complexo com um 

pentapéptido contendo a sequência PTS1 (Gatto et ai, 2000). A estrutura da região 

C-terminal que contém os TPRs consiste em 2 conjuntos de 3 TPRs cada 

(TPRs 1-3 e 5-7) separados por uma região formada pelo TPR 4, que adopta uma 

configuração diferente relativamente aos outros TPRs (ver Figura 3). O péptido PTS1 

encaixa-se numa cavidade entre os TPRs 1-3 e TPRs 5-7 (Gatto et ai, 2000). 

Figura 3. Imagem esquemática do complexo estabelecido entre os TPRs da Pex5p e um 

pentapéptido contendo a sequência PTS1 (extraído de Gatto et ai., 2000). 

A. O péptido encontra-se representado a vermelho, os TPRs 1-3 a amarelo, os TPRs 5-7 a azul, o TPR4 a 

verde e as outras regiões a branco. B. Rotação de 90° de (A). 
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A constante de dissociação entre a Pex5p e o PTS1 foi determinada como sendo 

aproximadamente de 500 nM em Pichia pastoris (Terlecky et ai, 1995), 40 nM em 

Tripanossoma brucei (de Walque et ai, 1999) e 35 nM em Homo sapiens (Harper et ai, 2002). 

Um valor semelhante foi obtido para a constante de dissociação da interacção entre o 

domínio TPR e um pentapéptido contendo PTS1 (70 ± 20 nM) (Gatto et ai, 2000). 

Apesar de a maior parte das proteínas possuindo PTS1 serem endereçadas para o 

peroxissoma interactuando com os TPRs da Pex5p, existem proteínas que são 

importadas ligando-se a outros domínios da Pex5p. É o caso da acil-CoA oxidase de 

S. cerevisiae (Dmochowska et ai, 1990) que, ao contrário da proteína humana (Fournier et ai, 

1994), de rato (Miyazawa et ai, 1989), de ratinho (Nohammer et ai, 2000) e da levedura Pichia 

pastoris (Roller et ai., 1999b), não possui um PTS1 nem um PTS2. A proteína é importada 

para o peroxissoma interactuando com uma zona N-terminal da Pex5p (fora dos TPRs). 

O sinal de endereçamento da acil-CoA oxidase encontra-se num domínio interno da 

enzima e não no seu C-terminal (Klein et ai., 2002). 

Estudos de complementação funcional, two-hybrid assay, análises de 

co-imunoprecipitação e de ligação in vitro, permitiram determinar mais precisamente as 

regiões da Pex5pL envolvidas na interacção com outras proteínas. É de notar que 

algumas das interacções descritas podem ser indirectas, se forem determinadas, por 

exemplo, por two-hybrid assay ou experiências de co-imunoprecipitação, seguidas de 

uma análise por western-blotting, técnicas que não discriminam entre interacções 

directas e indirectas. 

Assim, determinou-se que a Pex5p está envolvida em interacções com as 

seguintes proteínas: 

-Pex l4p (Albertini et ai, 1997; Brocard et ai, 1997 ; Fransen et ai, 1998; Schliebs et ai, 

1999; Shimizu et ai, 1999; Will et ai, 1999; Urquhart et ai, 2000; Reguenga et ai, 2001; Saidowsky et 

ai, 2001; Johnson et ai, 2001). O domínio N-terminal da Pex5p apresenta as repetições 

WXXXF/Y que funcionam como sítios de ligação a uma sequência presente no 

N-terminal da Pexl4p (Schliebs et ai, 1999). No caso da proteína humana existem 7 

repetições, e portanto, sete locais de ligação à Pexl4p (Saidowsky et ai, 2001). Uma 

interacção directa entre a HsPex5p e a HsPexl4p foi demostrada (Fransen et ai, 1998; Otera 

et ai, 2000; Urquhart et ai, 2000), envolvendo os resíduos 1-78 da Pexl4p humana e os 

aminoácidos 1-298 da HsPex5p (Schliebs et ai, 1999). 
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-Pexl3p (Elgersma et ai, 1996a; Gould et ai, 1996; Erdmann e Blobel, 1996; Girzalsky et ai, 

1999; Urquhart et ai, 2000; Bottger et ai, 2000; Barnett et ai, 2000; Otera et ai, 2002). Os 

aminoácidos 140-243 da Pex5p de hamster chinês (Cricetulus griseus) que incluem os 

pentapéptidos WXXXF/Y 2 a 4 são responsáveis pela interacção com a Pexl3p (Otera et 

ai, 2002). Em & cerevisiae também já foi demonstrada a importância destas repetições 

na interacção com a Pexl3p (Bottger et ai, 2000). 

-Pexl2p (Chang et ai, 1999b; Okumoto et ai, 2000; Albertini et ai, 2001). Um domínio 

C-terminal da HsPex5p é necessário para a interacção com a HsPexl2p (Chang et ai, 

1999b; Fransene/ ai, 2002). 

-Pex7p (Otera et ai, 2000; Matsumura et ai, 2000; Dodt et ai, 2001). Os aminoácidos 

191-222 da Pex5p humana estão envolvidos na interacção com Pex7p. Em células 

humanas deficientes em Pex5p, os aminoácidos 1-230 da Pex5pL são suficientes para 

repor a importação de proteínas possuidoras de PTS2 (Dodt et ai, 2001). Estes resultados 

foram confirmados por Otera et ai, 2002. 

-Hsp 70 (Harano et ai, 2001). É o domínio C-terminal, constituído pelos TPRs da 

Pex5p, que interactua com a Hsp70. 

Os aminoácidos 299-639 da Pex5p humana estão envolvidos no reconhecimento 

de proteínas possuidoras de PTS1 enquanto que os aminoácidos 1-214 são suficientes 

para o endereçamento da Pex5p para os peroxissomas (Dodt et ai, 2001) (ver Figura 4). 

Por outro lado, o domínio N-terminal da Pex5p (aminoácidos 1-213) medeia a 

oligomerização da proteína. Foi descrita a possibilidade de a Pex5p formar um 

homotetrámero (Schliebs et ai, 1999; Gould e Collins, 2002; Harper et al, 2002). 

Interacções moleculares entre os domínios C-terminal e N-terminal da Pex5p e 

entre os domínios C-terminais de duas moléculas de Pex5p diferentes foram descritas 

(Harano et ai, 2001). Os domínios de interacção da Pex5p com outras proteínas, 

nomeadamente com a Pex8p (Rehling et ai, 2000) e PexlOp (Okumoto et ai, 2000), 

permanecem por determinar. 
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Figura 4. Diagrama dos domínios funcionais da Pex5pL humana (adaptado de Dodt et ai, 
2001). 

Os rectângulos a cinzento representam os sete domínios TPRs envolvidos na ligação ao PTS1. EA indica 

o exão alternativo (amarelo) que codifica 37 aminoácidos presentes na Pex5pL. Os números a azul 

indicam as mutações na Pex5p conhecidas. Os números a vermelho indicam os aminoácidos da Pex5pL 
humana (1-639). 

1.3.5.2. O receptor Pex7p 

A Pex7p foi inicialmente identificada em S. cerevisiae (Marzioch, 1994), mas 

actualmente já foi caracterizada em várias espécies de leveduras, plantas e mamíferos 

(Zhang e Lazarow, 1995; Braverman et ai, 1997; Motley et ai., 1997; Purdue et ai., 1997; Elgersma et 

ai., 1998). Esta proteína contém seis repetições WD-40 (repetições de aproximadamente 

40 aminoácidos com um motivo Trp-Asp como característica central), que se pensa 

serem mediadoras de interacções entre proteínas. A Pex7p liga-se a proteínas 

possuidoras de PTS2 (Zhang e Lazarow, 1985; Rehling et ai., 1996; Elgersma et ai., 1998), embora 

os domínios de interacção não tenham sido ainda bem caracterizados. Interactua 

também com a P e x l 4 p (Brocard et ai., 1997; Albertini et ai., 1997; Shimizu et ai., 1999; Johnson et 

ai, 2001; Stein et ai, 2002) e a P e x l 3 p (Girzalsky et ai, 1999; Stein et ai, 2002). Estudos de 

localização subcelular revelaram que a Pex7p, tal como a Pex5p, encontra-se 

principalmente no citosol mas uma fracção da proteína está associada ao peroxissoma 

(Zhang e Lazarow, 1995; Rehling et ai, 1996; Braverman et ai, 1997; Elgersma et ai, 1998). 
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Em S. cerevisiae existem outras duas peroxinas que estabelecem ligação com a 

Pex7p, a Pexl8p e Pex21p, e que parecem ter um papel importante na importação de 

proteínas com PTS2 (Purdue et ai., 1998). Estas duas peroxinas parecem ser 

funcionalmente redundantes: a ausência de apenas uma destas proteínas reflecte-se num 

efeito modesto na importação mediada pela Pex7p mas na ausência de ambas não existe 

importação mediada pela Pex7p, que se localiza exclusivamente no citosol. A 

importação de proteínas possuidoras de PTS1 mantém-se inalterada em qualquer um 

destes casos (Purdue et ai., 1998). 

Até ao presente não foram identificadas proteínas homólogas à Pexl8p e Pex21p 

em mamíferos. No entanto, na sequência da HsPex5pL foi identificado um domínio de 

21 aminoácidos (209-229), comum ao domínio necessário para importar proteínas com 

PTS2 e ao de interacção com a Pex7p, e que apresenta grande semelhança com uma 

região presente nas peroxinas Pexl8p e Pex21p. Foi proposto que a HsPex5pL adquiriu 

algumas das funções que a Pexl8p e/ou Pex21p possuem na importação peroxisomal 

em leveduras (Dodt et ai., 2001; Einwachter et ai, 2001; Otera et ai., 2002). 

A Pex20p, descrita em Y. lipolytica, é outra proteína que parece ter um papel 

importante na importação de proteínas possuidoras de PTS2. É necessária para a 

oligomerização correcta e importação da tiolase, a única proteína possuidora de PTS2 

descrita na levedura (Titorenko, 1998). 

1.3.6. O processo de importação peroxisomal: abordagens experimentais 

Embora a abordagem genética tenha sido uma boa estratégia no que diz respeito 

à identificação dos vários componentes envolvidos no sistema de importação 

peroxissomal, pouco se sabe sobre o mecanismo deste processo. De facto, a função da 

maior parte das peroxinas identificadas permanece por determinar. 

Dados sobre o processo de importação de proteínas matriciais para o 

peroxissoma têm sido obtidos recorrendo a diferentes abordagens experimentais. Estes 

sistemas experimentais podem ser divididos em três categorias: os que utilizam 

organelos isolados OU lisados celulares (Fujiki e Lazarow, 1985; Imanaka et ai, 1987; Imanaka et 
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al., 1996; Tugal, 1999; Harano et ai., 2001), técnicas de microinjecção (Walton et ai., 1992) ou 

células semi-permeabilizadas (Wendland e Subramani 1993; Rapp et ai, 1993). 

O primeiro sistema de importação peroxissomal in vitro foi desenvolvido 

utilizando peroxissomas ou um sobrenadante pós-nuclear (PNS), isolados a partir de 

fígados de ratos tratados com um agente proliferador peroxissomal, o clofibrato (Fujiki e 

Lazarow, 1985). As proteínas utilizadas neste sistema de importação foram a acil-CoA 

oxidase e a catalase, duas proteínas possuidoras de um PTS1 em mamíferos. O critério 

de selecção para as proteínas importadas baseou-se no uso de proteases e na aquisição, 

ou não, de resistência à digestão proteolítica. Os resultados obtidos mostraram que o 

processo de importação da acil-CoA oxidase apresenta especificidade organelar, é 

dependente da temperatura, tempo e concentração peroxissomal e requer a hidrólise de 

ATP (Imanaka et ai., 1987). Recentemente, verificou-se que anticorpos contra a Pex5p e a 

Hsp70 inibem a importação da acil-CoA oxidase e que a Hsp70 e o ATP, em sinergia, 

regulam a interacção estabelecida entre a Pex5p e as proteínas possuidoras de PTS1 

(Harano et ai., 2001). 

Outros sistemas de importação in vitro de proteínas da matriz do peroxissoma 

foram desenvolvidos utilizando organelos isolados de diferentes organismos. Em 

plantas, desenvolveu-se um sistema de importação in vitro para glioxissomas isolados a 

partir de cotilédones de girassol (Behari e Baker, 1993). Verificou-se que anticorpos 

dirigidos contra a Pexl4p inibem a interacção com a membrana peroxissomal de 

proteínas possuidoras de PTS1 e PTS2 utilizadas no sistema de importação in vitro, 

independentemente da hidrólise de ATP (Lopez-Huertas et ai., 1999). Os resultados sugerem 

que a Pexl4p funciona num passo anterior ao de inserção na membrana, este sim 

dependente de ATP (Lopez-Huertas et ai., 1999; Pool et ai., 1998). 

Estudos de importação da enzima isocitrato liase em glioxissomas de cotilédones 

de abóbora mostraram que a importação desta proteína é um processo inibido pela 

presença de anticorpos contra as chaperones Hsp70 e Hsp90. Verificou-se a interacção 

entre a isocitrato liase e a Hsp70 e que a importação da proteína monomérica é mais 

eficiente do que o da proteína oligomérica (Crookes e Olsen, 1998). 

O desenvolvimento de sistemas in vitro utilizando peroxissomas de rato e de 

plantas revelou inúmeras propriedades do sistema de importação peroxissomal. No 

entanto, um estudo mais profundo da importação peroxissomal utilizando estas 

metodologias não foi realizado uma vez que os peroxissomas são organelos muito 
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frágeis (Subramani, 1998). Por outro lado, muitas proteínas peroxissomais apresentam uma 

resistência intrínseca à digestão com proteases o que, frequentemente, impossibilita a 

utilização deste critério experimental na avaliação do processo de importação in vitro. 

Assim, houve necessidade de desenvolver novas metodologias, como por 

exemplo o sistema de importação baseado na microinjecção de substractos no citosol de 

células em cultura. Os primeiros trabalhos com este sistema experimental consistiram na 

microinjecção da proteína luciferase (Walton et ai., 1992a), da albumina conjugada com um 

péptido possuindo a sequência Ser-Lys-Leu no seu C-terminal (Walton et al., 1992a) e da 

proteína álcool oxidase (Walton et al, 1992b) em células de mamíferos em cultura. Estes 

estudos vieram confirmar o envolvimento das proteínas de choque térmico da família da 

Hsp70 na importação de proteínas peroxissomais (Walton et ai., 1994) e mostraram que as 

proteínas em trânsito não necessitam de apresentar uma estrutura unfolded para que 

ocorra a sua importação para o peroxissoma (Walton et ai, 1995). De facto, os 

peroxissomas parecem possuir a capacidade de importar grandes moléculas, tal como 

sugere a observação de que partículas de ouro, com cerca de 9 nm, conjugadas com 

proteínas possuidoras de PTS1 são translocadas para a matriz peroxissomal (Walton et ai, 

1995). 

Por fim, a outra metodologia desenvolvida nos ensaios de importação 

peroxissomal in vitro consistiu no uso de células de mamíferos semi-permeabilizadas 

com estreptolisina-0 (Wendland e Subramani, 1993; Rapp e Just, 1993). Com este método a 

membrana plasmática é selectivamente permeabilizada, mantendo-se a integridade da 

membrana peroxissomal. Verificou-se que a importação das proteínas peroxissomais é 

um mecanismo dependente de factores citosólicos e do sinal de endereçamento do tipo 

1. Particularmente foi mostrada a necessidade da presença da Pex5p (Wiemer et ai, 1995) e 

da Pexl4p no processo de importação via PTS1 (Fransen et ai, 1998). 

Tendo como base ainda o sistema de importação peroxissomal para células semi-

permeabilizadas, foi desenvolvido um método quantitativo para medir a importação de 

proteínas possuidoras de PTS1 (Terlecky et ai., 2001). Para além da confirmação de muitos 

dos resultados referidos anteriormente, determinou-se que a presença de zinco 

estimulava a importação e que a adição de anticorpos anti-Pex2p inibia a importação de 

proteínas contendo PTS1. Estes resultados sugerem o envolvimento de proteínas 

possuidoras de domínios de ligação ao zinco neste processo, tais como a Pex2p, PexlOp 

e Pexl2p. 
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Resumidamente, todos os estudos de importação in vitro de proteínas 

peroxissomais possuidoras de PTS1 mostram que existe um processo de translocação 

que é dependente do tempo, temperatura, ATP e de factores citosólicos. Algumas 

chaperones têm sido identificadas e implicadas no processo de importação 

peroxissomal, nomeadamente a Hsp70 e a Hsp90. A proteína citosólia Djplp, da família 

da DnaJ de Escherichia coli, uma proteína que possivelmente actua em cooperação com 

chaperones da família da Hsp70, foi também implicada no processo de importação 

proteica peroxissomal (Hettema et ai., 1998). Relativamente a outras proteínas, as 

peroxinas Pex5p, Pex2p e Pexl4p foram directamente envolvidas no mecanismo 

referido, embora as funções desempenhadas pelas duas últimas peroxinas mencionadas 

(Pex2p e Pexl4p) permaneçam completamente desconhecidas. 

Apesar do grande número de trabalhos realizados sobre a importação de 

proteínas contendo PTS1, pouco se publicou sobre a importação via PTS2. De facto 

apenas dois trabalhos foram realizados nesta área (Miura et ai., 1994; Legakis e Terlecky, 

2001). À semelhança dos resultados obtidos para a via de importação envolvendo PTS1, 

a importação de uma molécula repórter contendo PTS2 é um processo dependente do 

tempo, temperatura, ATP e citosol. Requer a acção da chaperone Hsc70, da 

co-chaperone Hsp40 e das peroxinas Pex5p e Pexl4p. 

1.3.7. Importação de proteínas da matriz do peroxissoma 

O mecanismo de importação das proteínas da matriz do peroxissoma 

actualmente aceite engloba três processos principais: o docking, ao nível da membrana, 

dos receptores carregando as proteínas em trânsito, a translocação das proteínas para o 

interior do organelo e a reciclagem dos receptores de novo para o citosol. 
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1.3.7.1. O processo de Docking 

Os receptores Pex5p e Pex7p ligam-se no citosol às proteínas possuidoras de 

PTS1 e PTS2, respectivamente, e o complexo proteico formado é direccionado para o 

peroxissoma onde se liga a um complexo de docking membranar formado pelas 

peroxinas Pexl3p e Pexl4p. 

A Pexl3p é uma proteína intrínseca de membrana que contém um domínio SH3 

(Src homology 3) no C-terminal, exposto no lado citosólico da membrana (Elgersma et ai, 

1996a; Gould et ai, 1996; Erdmann e Blobel, 1996). Este domínio parece ser importante na 

interacção quer com a Pex5p quer com a Pexl4p, embora os locais de ligação a estas 

duas peroxinas sejam diferentes no domínio SH3 (Girzalsky et ai, 1999; Bottger et ai, 2000; 

Barnett et ai, 2000; Urquhart et ai, 2000; Douangamath et ai, 2002). No entanto, existe um 

resultado contraditório publicado sugerindo que é o domínio N-terminal da Pexl3p que 

está envolvido na ligação à Pex5p e não o C-terminal (Otera et ai, 2002). 

A Pexl4p é uma proteína membranar envolvida na importação de proteínas para 

a matriz do peroxissoma (Albertini et ai, 1997; Komori et ai, 1997; Shimizu et ai, 1999; Will et 

ai, 1999). Em todos os organismos estudados, a inactivação da Pexl4p resulta na 

ausência de importação de proteínas contendo PTS1 e PTS2 (Albertini et ai, 1997; Girzalsky 

et ai, 1999). Em mamíferos, a Pexl4p é uma proteína intrínseca de membrana. 

Topologicamente, o C-terminal da Pexl4p encontra-se exposto para o citosol enquanto 

que a localização do N-terminal permanece ainda por determinar (Shimizu et ai, 1999; Will 

et ai, 1999; Oliveira et ai, 2002). 

Em S. cerevisiae, a Pexl4p interactua com ela própria e com as peroxinas 

Pex5p, Pex7p, Pexl3p e Pexl7p (Albertini et ai, 1997). Em mamíferos, parece apresentar 

afinidade para as mesmas proteínas (exceptua-se a Pexl7p, que até ao momento não foi 

identificada em mamíferos) (Fransen et ai, 1998; Will et ai, 1999; Shimizu et ai, 1999). A 

interacção entre a Pex5p e a Pexl4p estabelece-se entre os domínios N-terminal de 

ambas as peroxinas. A Pexl4p liga-se directamente à Pexl3p sendo a interacção 

mediada pelo motivo PXXP da Pexl4p e o motivo SH3 da Pexl3p (Fransen et ai, 1998; 

Girzalsky et ai, 1999; Bottger et ai, 2000) (Figura 5). 
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Figura 5. Interacções estabelecidas entre os receptores (Pex5p e Pex7p) e os elementos 

do complexo de docking peroxissomal (Pexl3p e Pexl4p) (adaptado de Purdue e Lazarow, 

2001). 

A interacção entre a Pexl4p e Pexl3p é mediada pela clássica ligação entre os motivos PXXP da Pexl4p 
(azul) e o SH3 da Pexl3p (vermelho). Este domínio da Pexl3p liga-se também a uma região N-terminal 
da Pex5p contendo os pentapéptidos WXXXF/Y (amarelo). Esta região da Pex5p interactua também com 
o N-terminal da PexHp (verde) e com a Pex7p. Os domínios específicos da Pex7p envolvidos nestas 
interacções não são ainda conhecidos. 

Resultados contraditórios, relativamente à função da Pexl3p, surgiram por 

estudos da intensidade de interacções proteicas em Pichia pastoris. A intensidade da 

interacção da Pexl3p com a Pex5p parece diminuir quando o receptor se encontra 

ligado a uma proteína contendo PTS1 e aumenta quando a Pex5p se encontra livre, sem 

interactuar com a proteína-carga. Por outro lado, a afinidade da Pexl4p para a Pex5p é 

aumentada quando a Pex5p está complexada com proteínas possuidoras de PTS1 

(Urquhart et ai, 2000; Jardim et ai., 2002). Face a estes resultados, um modelo de translocação 

proteica diferente foi postulado em P. pastoris: o complexo Pex5p-PTS1, quando atinge 

a membrana peroxissomal, liga-se inicialmente à Pexl4p; subsequentemente ocorre a 

dissociação e libertação da proteína-carga para o interior do organelo e ligação da Pex5p 

à Pexl3p para ser exportada para o citosol (Urquhart et ai, 2000). A Pexl3p passa assim a 

fazer parte do processo de reciclagem da Pex5p para o citosol. 
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1.3.7.2. O processo de Translocação 

Depois do processo de docking membranar dos receptores carregados com 

proteínas em trânsito, estas têm de se dissociar dos receptores e ser translocadas para o 

organelo. 

Várias peroxinas têm sido implicadas nos processos de importação subsequentes 

ao processo de docking, com base nos fenótipos de certos mutantes PEX. Células 

deficientes em elementos do processo de translocação não devem apresentar qualquer 

problema no processo de docking e, por isso, devem ter um aumento do nível de 

receptor associado à membrana. Por outro lado, as proteínas envolvidas na translocação 

devem interactuar com os receptores ou com as proteínas matriciais que transportam. 

A Pex2p, PexlOp e Pexl2p são três peroxinas intrínsecas de membrana 

directamente implicadas no passo de translocação peroxissomal. Estas peroxinas contêm 

um domínio C3HC4 de ligação ao zinco que se pensa mediar inúmeras interacções entre 

proteínas (Borden, 2000). De facto, interacções entre a Pex5p e a Pexl2p e PexlOp já 

foram demostradas (Chang et ai, 1999b; Okumoto et ai, 2000). Células de doentes com 

defeitos nestas peroxinas não apresentam nenhum problema no docking da Pex5p mas 

acumulam este receptor à superfície da membrana peroxissomal (Dodt e Gould, 1996; Chang 

et al, 1999a; Chang et al, 1999b). 

A necessidade de se considerar a existência de dois processos diferentes 

espaçados no tempo, o docking e a translocação, foi recentemente posta em causa com a 

identificação de um único complexo constituído pelas peroxinas Pex5p, Pexl4p, Pexl2p 

e Pex2p na membrana do peroxissoma de fígado de rato (Reguenga et ai, 2001) e em S. 

cerevisiae (Albertini et ai, 2001; Kunau et ai, 2001). Foi proposto que ambos os passos do 

processo de importação peroxissomal (isto é, os processos de docking e translocação) 

ocorrem no mesmo complexo proteico. 

Relativamente ao mecanismo de translocação, três hipóteses foram propostas 

considerando que os peroxissomas apresentam a capacidade de importar moléculas de 

grandes dimensões (Walton et ai, 1995). Considerou-se a existência de um poro, de um 

canal ou de um mecanismo de invaginação da membrana peroxissomal (num processo 

semelhante à endocitose da membrana plasmática). No entanto, não existe qualquer 

evidência que sustente preferencialmente uma destas hipóteses. Um poro com as 
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dimensões necessárias nunca foi observado em peroxissomas por microscopia 

electrónica. Por outro lado, se existir um canal, a sua abertura e fecho teria de ser 

regulada, uma vez que a membrana peroxissomal parece ser impermeável a pequenas 

moléculas (van Roermund et ai, 1995) (ver secção 1.1). Quanto à existência de um processo 

endocítico, foram observados peroxissomas com estruturas membranares internas 

(McNew e Goodman, 1996), mas não existem mais evidências que suportem esta hipótese. 

Um outro aspecto importante deste processo de translocação proteica reside na 

questão, ainda sem resposta, se a Pex5p e a Pex7p entram no lúmen peroxissomal 

juntamente com a proteína que transportam, tal como assumido por alguns 

investigadores. A interacção descrita entre a Pex5p e a Pex8p é um dos factores que 

indicia a entrada, pelo menos parcial, da Pex5p na matriz do peroxissoma, uma vez que 

a Pex8p é uma proteína intraperoxissomal, periférica de membrana (Rehling et ai, 2000). 

Uma evidência mais forte surgiu com os estudos de Dammai e Subramani (2001), que 

mostraram o envolvimento da Pex5p em múltiplos ciclos de transporte entre o citosol e 

o peroxissoma, presumivelmente entrando na matriz em cada ciclo de importação. Os 

processos de translocação e de reciclagem foram monitorizados através da acção de uma 

protease intraperoxissomal sobre proteínas de fusão contendo a Pex5p (Dammai e 

Subramani, 2001). Apesar de os dados mostrarem que a proteína de fusão é clivada, não 

eliminam a possibilidade de só a parte da Pex5p contendo a sequência de clivagem ter 

sido inserida na matriz, ficando exposta à acção da protease. Não é possível concluir, 

com toda a certeza, que a Pex5p é totalmente translocada para a matriz peroxissomal 

(Kunau, 2001). 

Relativamente ao receptor Pex7p, o mecanismo de translocação ainda está 

menos estudado mas pensa-se que se desenrola por um processo semelhante ao da 

Pex5p (Terlecky e Fransen, 2000; Purdue e Lazarow, 2001). 

1.3.7.3. O processo de reciclagem dos receptores 

Depois da proteína transportada pelos receptores ser libertada para a matriz 

peroxissomal, estes são redireccionados novamente para o citosol. Uma análise 

epistática em Pichia pastoris, utilizando mutantes em diversas peroxinas, revelou que a 
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Pexlp, Pex4p, Pexóp e Pex22p actuam tardiamente no processo de importação proteico 

peroxissomal, depois do passo de translocação (Collins et ai, 2000). 

A Pexlp e a Pexóp pertencem a uma família de proteínas com actividade 

ATPase denominada AAA (ATPases associadas a diversas actividades celulares). Estas 

peroxinas interactuam uma com a outra, num processo dependente de ATP (Faber et ai., 

1998; Geisbrecht et ai, 1998; Tamura et ai, 1998; Kiel et ai, 1999). Linhas celulares humanas 

deficientes em Pexlp e Pexóp apresentam níveis muito baixos de Pex5p (Dodt e Gould, 

1996; Yahraus et ai, 1996; Reuber et ai, 1997), tal com os correspondentes mutantes em 

Pichia pastoris (Yahraus et ai., 1996; Collins et ai, 2000). Este fenótipo, juntamente com os 

dados da análise epistática que indicam um papel tardio (depois da acção da 

Pex2p/Pexl0p/Pexl2p) para ambas as peroxinas (Collins et ai., 2000), permitiram sugerir 

que a Pexlp e a Pexóp têm um papel importante na estabilidade da Pex5p após o 

processo de translocação. No entanto, contrastando com estes dados, uma função na 

biogénese da membrana peroxissomal foi atribuída à Pexlp e Pexóp (Titorenko et ai, 

2000). Serão necessários mais estudos envolvendo estas peroxinas para se obter uma 

informação mais precisa e consensual quanto à função da Pexlp e Pexóp. 

A Pex4p pertencente à família E2 de enzimas envolvidas no processo de 

ubiquitinação (Wiebel e Kunau, 1992). É uma proteína ancorada à membrana peroxissomal 

através da Pex22p, uma proteína intrínseca de membrana identificada em Pichia 

pastoris (Koller et ai, 1999a). A análise epistática do envolvimento da Pex4p e Pex22p no 

mecanismo de importação proteica peroxissomal demonstrou que estas peroxinas 

actuam depois de todas as peroxinas já descritas (Collins et ai, 2000). Foi sugerido um 

envolvimento das peroxinas no processo de reciclagem da Pex5p para o citosol (van der 

Klei et ai., 1998). 

1.3.8. Modelo de importação de proteínas da matriz do peroxissoma 

Com base em todos os dados descritos, um modelo de importação proteica 

peroxissomal foi postulado (Sacksteder e Gould, 2000; Gould e Collins, 2002) (Figura 6). 

Sucintamente, as proteínas da matriz peroxissomal são sintetizadas em ribossomas 

livres no citosol e reconhecidas pelos receptores Pex5p ou Pex7p. Os receptores, em 
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complexo com as proteínas que transportam, dirigem-se para o peroxissoma onde 

interactuam inicialmente com as peroxinas constituintes do complexo de docking 

(Pexl3p e Pexl4p) e posteriormente com o de translocação (Pex2p, PexlOp e Pexl2p). 

Neste passo, os receptores dissociam-se da proteína que é direccionada para o interior 

do organelo. A Pex5p e a Pex7p são novamente endereçadas para o citosol, num 

processo mediado pela Pexlp, Pexóp, Pex4p e Pex22p. 

Figura 6. Modelo de importação proteica peroxissomal (Adaptado de Sacksteder e Gould, 

2000; Gould e Collins, 2002). 

O modelo de importação peroxissomal actualmente aceite considera o movimento intracelular dos 

receptores peroxissomais Pex5p e Pex7p, que ligam proteínas possuidoras de PTS1 (círculos vermelhos) 

ou PTS2 (círculos amarelos), respectivamente, no citosol (a. Ligação) e as transportam para o 

peroxissoma (b. Transporte). Ao nível da membrana interactuam com elementos do complexo de docking, 

tais como a Pexl3p e Pexl4p (c. Docking). A ligação entre os receptores e as proteínas-carga é destruída, 

possibilitando a translocação das mesmas para a matriz peroxissomal (d. Translocação). Finalmente, os 

receptores são reciclados de novo para o citosol, processo mediado por diversas peroxinas indicadas a 

verde (e. Reciclagem). 
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2. OBJECTIVOS 

O mecanismo de importação proteica peroxissomal considera a existência de 

dois receptores que reconhecem as proteínas da matriz peroxissomal, após serem 

sintetizadas no citosol, e as enviam para o organelo. Um dos receptores, a Pex5p, é 

responsável por reconhecer a maior parte destas proteínas e, portanto, desempenha um 

papel central e fundamental em todo este processo. 

No entanto, dados conclusivos e inequívocos que permitam obter um 

conhecimento concreto sobre este mecanismo são muito escassos. Mesmo relativamente 

à função da Pex5p, não existem provas directas de que o movimento intracelular da 

Pex5p esteja relacionado com o transporte de proteínas possuidoras de PTS1 para o 

peroxissoma. As únicas evidências que sustentam o mecanismo de importação 

peroxissomal surgem de estudos de interacção entre peroxinas ou da determinação dos 

níveis em steady-state da Pex5p em linhagens celulares mutadas. 

Assim, o objectivo central deste estudo consistiu em estudar o mecanismo de 

importação das proteínas possuidoras de PTS1. Uma abordagem experimental sobre 

este processo não poderia deixar de envolver a Pex5p. Numa primeira fase tornou-se 

importante caracterizar estruturalmente a Pex5p peroxissomal, utilizando como material 

base de estudo amostras de fígado de rato. Para isso, a produção de um anticorpo 

direccionado contra a Pex5p era essencial, para permitir o desenvolvimento de uma 

análise bioquímica da proteína. Seguidamente, tentou-se estudar a função da Pex5p e o 

seu comportamento durante o ciclo que estabelece entre o citosol e o peroxissoma. Para 

atingir este objectivo tornou-se importante desenvolver uma metodologia diferente que 

possibilitasse uma análise directa e dinâmica do processo de doc^wg/translocação 

membranar. 
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.1. Isolamento de fracções subcelulares de fígado de rato 

Peroxissomas de fígado de rato foram isolados a partir de ratos machos Wistar, 

com cerca de 2 meses, mantidos com uma dieta normal e água ad libitum e com um 

ciclo de luz de 12 horas. 

O fraccionamento celular, através de centrifugações diferenciais, foi realizado tal 

como descrito por Haiti e Just (1987). As centrifugações iniciais foram efectuadas a 4°C, 

num rotor SS-34 da centrífuga Sorvall (DuPont Instruments). Numa experiência típica, 

os fígados de 4 ratos foram homogeneizados com um homogeneizador do tipo Potter 

Elvehjem no tampão SEI (0.25 M sacarose, 5 mM imidazole-HCl, pH 7.2, 1 mM 

EDTA-NaOH, pH 7.2) suplementado com 0.1% (v/v) etanol, 50 ug/ml PMSF e 2 ug/ml 

leupeptina). O homogeneizado total foi centrifugado a 600 g durante 10 min e o 

sobrenadante obtido foi centrifugado 5 min a 2350 g. O sobrenadante resultante foi 

centrifugado durante 20 min a 12 300 g, de modo a obter-se um sedimento enriquecido 

em peroxissomas. O sobrenadante desta centrifugação foi sujeito a uma centrifugação a 

100 000 g, durante 1 h a 4°C, no rotor angular 75 Ti da ultracentrifuga Beckman, de 

modo a obter-se uma fracção enriquecida em microssomas (sedimento) e uma fracção 

citosólica (sobrenadante). Os peroxissomas presentes no sedimento obtido a 12 300 g 

foram posteriormente purificados por centrifugação em gradiente de densidade num 

gradiente descontínuo de Nycodenz. O gradiente apresentava a seguinte composição: 

1 ml 25% (m/v) e 7 ml 33% (m/v) de Nycodenz em 1 mM EDTA-NaOH, pH 7.2, 5 mM 

imidazole-HCl, pH 7.2, 0.1% (v/v) etanol, 50 ug/ml PMSF e 2 ug/ml leupeptina. A 

centrifugação foi realizada num rotor angular (75 Ti, Beckman Instruments) a 60 000 g, 

durante 20 min, a 4°C. O sedimento peroxissomal obtido apresentava uma pureza de 

cerca de 94%, valor calculado tendo em conta as actividades específicas de várias 

enzimas: catalase (Leighton et ai, 1968), citocromo c-oxidase (Cooperstein e Lazarow, 1951), 

esterase (Beaufay et ai, 1974) e [3-glucuronidase (Glaser e Sly, 1973). A quantificação de 

proteínas foi realizada segundo o método de Lowry utilizando a albumina sérica bovina 

(BSA) como padrão (Peterson, 1983). 
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3.2. Extracção salina de proteínas peroxissomais 

A extracção dos peroxissomas utilizando soluções de baixa e elevada força 

iónica foi realizada sonicando peroxissomas isolados no próprio dia (a uma 

concentração proteica de 1 mg/ml) no tampão SEI ou SEI com 0.5 M NaCl. As 

amostras foram sonicadas três vezes durante 10 s (com um intervalo de 30 s em gelo) 

utilizando o sonicador da Heat Systems/Ultrasonics (modelo W-375) equipado com um 

microtip e ajustado para 50% duty cycle, output 2. Depois da sonicação as amostras 

foram divididas: uma parte foi mantida em gelo (controlo) e a outra foi separada numa 

fracção membranar (sedimento) e numa solúvel (sobrenadante) por centrifugação a 

135 000 g durante 1 h. As proteínas presentes no sobrenadante foram precipitadas com 

ácido tricloroacético (TCA) adicionado para uma concentração final de 10% (m/v). 

Após 30 min em gelo, as proteínas precipitadas foram sedimentadas por centrifugação a 

15 000 g durante 15 min e lavadas com acetona, tal como descrito em Peterson (1983). 

3.3. Isolamento e purificação de membranas peroxissomais 

O isolamento de membranas peroxissomais foi realizado utilizando o método de 

extracção alcalina descrito por Fujiki et ai. (1982b). Essencialmente, os peroxissomas 

foram incubados em 0.10 M Na2CÛ3, pH 11.5, durante 30 min a 4°C. A utilização de 

um pH muito alcalino transforma estruturas membranares esféricas em membranas 

isoladas de aspecto laminar. Após a incubação alcalina, as amostras foram centrifugadas 

a 100 000 g durante 1 h a 4°C. As proteínas periféricas de membrana e matriciais são 

removidas e aparecem no sobrenadante. Por outro lado, as proteínas intrínsecas de 

membrana resistem ao processo de extracção e surgem no sedimento da centrifugação. 

Antes de serem analisadas por SDS-PAGE, as proteínas presentes no sobrenadante 

foram precipitadas com TCA. 

No método de flutuação de membranas em gradiente alcalino de sacarose o 

sedimento peroxissomal, obtido após purificação por centrifugação em gradiente de 

Nycodenz (ver secção 3.1), foi ressuspendido em 2 ml de 52% (m/v) sacarose em 

46 



3. Procedimento Experimental 

0.10 M Na2C03, pH 11.5, e colocado no fundo de um tubo. Sobre a amostra foram 

colocados 9 ml de um gradiente contínuo de 40 a 15% (m/v) sacarose em 0.10 M 

Na2C03, pH 11.5. O pH alcalino foi mantido durante o gradiente para aumentar a 

resolução deste, evitando a formação de agregados proteicos que se formariam a pH 

neutro. O gradiente foi então centrifugado a 200 000 g durante 18 h no rotor SW41 

(Beckman Instruments) e fraccionado em 14 fracções de 0.8 ml desde o fundo até ao 

topo. As proteínas presentes em cada fracção foram precipitadas com TCA. 

3.4. Centrifugação em gradiente de sacarose 

As amostras proteicas (2 mg de proteína peroxissomal ou citosólica) foram 

incubadas em 600 ul de 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.5% (m/v) desoxicolato de sódio, 

1% (m/v) Nonidet-P40, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA-NaOH, pH 8.0, 50 ug/ml fluoreto 

de 4-(2-aminoetil)benzeno-sulfonil, 5 |ig/ml pepestatina A, 2 |J,g/ml 

/rara-epoxisuccinil-L-leucil-amido(4-guanidino)butano, 40 (ig/ml bestatina, 5 |ig/ml 

leupeptina e 2 û g/ml aprotinina. Após 30 min a 4°C, as amostras foram aplicadas no 

topo de gradientes descontínuos de sacarose (1.5 ml 25%, 1.7 ml 21%, 2.1 ml 15.5%, 

2.5 ml 10% e 2.7 ml 7.5% (m/v) de sacarose em 50 mM Tris-Ácido acético, pH 8.0, 

0.1% Nonidet-P40 e 1 mM EDTA-NaOH, pH 8.0), que foram centrifugados a 165 000 g 

durante 16 h a 4°C no rotor TST 41.14 (Sorvall). Recolheram-se 13 fracções de 0.85 ml 

desde o fundo até ao topo do gradiente. As proteínas de cada fracção foram precipitadas 

com TCA e analisadas por SDS-PAGE. 

Os marcadores nativos de massa molecular utilizados para calibrar os gradientes 

foram a ovalbumina da clara do ovo (45 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), 

fosforilase b do músculo do coelho (97 kDa) e miosina do músculo de coelho 

(470 kDa). 
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3.5. Protease protection assays 

Peroxissomas acabados de isolar, ressuspendidos no tampão SEI a uma 

concentração proteica final de 2 mg/ml, foram incubados em gelo, durante 30 min, na 

presença de diferentes quantidades das proteases proteinase K (PK) ou tripsina 

dissolvidas em SEI. Quando indicado, o detergente Triton X-100 (TX-100) a 0.1% 

(m/v) de concentração final foi adicionado às amostras antes da adição da protease. A 

digestão com proteases de organelos sonicados consistiu na sonicação das amostras, tal 

como descrito na secção 3.2, logo depois da adição da protease. As proteases foram 

inibidas incubando as amostras em gelo, durante 2 min, com 2 mM PMSF. 

Seguidamente as proteínas foram precipitadas com TCA e analisadas por SDS-PAGE. 

3.6. Digestão de proteínas com a protease Genenase I 

A digestão de proteínas com a protease Genenase I (New England Biolabs) foi 

realizada na presença de 0.25 M sacarose, 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM 

EDTA-NaOH, pH 8.0, 1 mM DTT, 100 mM NaCl, 50 ug/ml PMSF e 1% TX-100, num 

volume final de 40 jil. Por digestão foram adicionadas 2 unidades de Genenase I e a 

reacção foi realizada a 23°C, durante 30 min. A acção proteolítica da Genenase I foi 

inibida com TCA e as amostras foram analisadas por SDS-PAGE. 

3.7. Isolamento de RNA e RT-PCR 

RNA total de fígado de rato e de fibroblastos de pele humana foram isolados 

utilizando o kit da Roche Molecular Biochemicals denominado "High Pure RNA 

Isolation". As reacções de RT-PCR foram realizadas utilizando o kit "Titan™ One Tube 

Reverse Transcription-PCR System" essencialmente como descrito pelo fornecedor 

(Roche Molecular Biochemicals). 
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3.8. Proteínas de fusão e péptidos 

O cDNA que codifica a Pex5pL humana foi amplificado por RT-PCR utilizando 

os oligonucleotides mPex5p-l e jPex5p-l (ver Tabela 4) desenhados de acordo com a 

sequência publicada (Fransen et ai., 1995; Braverman et ai, 1998). A molécula de DNA 

amplificada foi clonada no vector pGEM®-T easy, seguindo as instruções do fabricante 

(Promega). O plasmídio recombinante (pGEMT-Pex5p) foi digerido com as enzimas de 

restrição EcoHl e Sali e a inserção obtida foi clonada nos vectores de expressão proteica 

pGEX-5X-l (Amersham Biosciences) e pMAL-c2 (New England Biolabs). As proteínas 

recombinantes, contendo os aminoácidos 142-639 da Pex5p em fusão com a GST 

(glutationa S-transferase) ou MBP (proteína de ligação à maltose), foram expressas 

utilizando as estirpes XL 1-Blue ou TBI de Escherichia coli, respectivamente. A 

proteína GST-Pex5pi42-639 foi purificada por SDS-PAGE enquanto que a 

MBP-Pex5pi42-639 foi purificada por cromatografia de afinidade utilizando uma resina de 

amilose e seguindo as instruções do fabricante (New England Biolabs). 

Tabela 4. Oligonucleotides utilizados nas clonagens 

Oligonucleotide Sequência 

mPex5p-l 5 -CCGGTCGACATGGCAATGCGGGAGCTGGTGGA-3 ' 
jPex5p-l 5-GCGGTCGACCTGTCACTGGGGCAGGCCAAACATAG-3' 
mPex5p-2 5 -GGCGTCGACTGGAGATCTATGGCAATGCGGGAGCTGGTGGA-
jPex5p-2 5 -GGGTCTAGAGCGGCCGCGTCGACCTGTCACTGGGGCAGGCC-3 ' 
mPex5p-3 5 -GCGAGAATTCATGGATGACCTTACGTCAGCTACCTATGA-3 ' 
jPex5p-3 5 -GGGTCTAGAGCGGCCGCGTCGACCTGTCACTGGGGCAGGCC-3 ' 
mSKL 5 -GATCCCC ACAATTCCCAGGTCGATCCAAGCTTTGAGC-3 ' 
j SKL 5 -GGCCGCTCAAAGCTTGGATCGACCTGGGAATTGTGGG-3 ' 
mLKS 5 -GATCCCCACAATTCCCAGGTCGACTTAAGTCCTAAGC-3 ' 
jLKS 5 -GGCCGCTTAGGACTTAAGTCGACCTGGGAATTGTGGG-3 ' 
mPex 12p 5 -GCGGAATTCACGCAGGAAACTATGGCTGAGC-3 ' 
jPex 12p 5 -GGCCTGCAGAGACATGATTCCCTTTC AGTTCTCAGG-3 ' 
mPexl3p 5-GCGGAATTCATGACAAGACCTGGACAACCAGC-3' 
jPexl3p 5-GGCCTGCAGTCAAAGATCTTGCTTTTCTCCATC-3' 
mAC 5 '- AGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGC-3 ' 
jAC 1 5 -CGCGCTCTTTCATTAGTACCCCTTATCATA-3 ' 
JAC2 5 -GTCCCGCTATTACGTGTGCTGCAGATCCTC-3 ' 
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Para a expressão da proteína de fusão GST-Pex5pFL (proteína recombinante GST 

com a sequência completa da Pex5pL humana), o plasmídio pGEMT-Pex5 foi sujeito a 

uma reacção de PCR utilizando os oligonucleotides mPex5p-2 e jPex5p-2 (Tabela 4), 

com o intuito de se alterarem os locais de restrição existentes nas extremidades da 

sequência da Pex5pL. O fragmento de DNA amplificado foi digerido com as enzimas 

BgRl e Notl e foi clonado nos sítios BamHl e Notl do vector pGEX-4T-3 (Amersham 

Biosciences). As proteínas GST-Pex5pFL e GST foram expressas na estirpe XL 1-Blue 

de Escherichia coli, purificadas por cromatografia de afinidade utilizando a 

glutationa-sepharose® 4B (Amersham Biosciences) e dializadas contra o tampão SEM 

(0.25 M sacarose, 5 mM MOPS-KOH, pH 7.2 e 1 mM EDTA-NaOH, pH 7.2). 

Uma proteína recombinante contendo a GST e os aminoácidos 312-639 da 

Pex5p (GST-TPRs) foi obtida da seguinte forma: o plasmídio pGEM4-Pex5p foi sujeito 

a uma reacção de PCR utilizando os oligonucleotides mPex5p-3 e jPex5p-3 (Tabela 4). 

O fragmento de DNA amplificado foi inserido nos sítios £coRI e Notl do plasmídio 

pGEX-5X-l (Amersham Biosciences). A proteína GST-TPRs foi expressa, purificada e 

dializada como referido no parágrafo anterior. 

Para a produção das proteínas de fusão GST-SKL e GST-LKS, os 

oligonucleótidos mSKL e jSKL (para GST-SKL) e mLKS e jLKS (para GST-LKS) 

(Tabela 4), ressuspendidos em 10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA-NaOH, pH 8.0 e 

50 mM NaCl, foram emparelhados sujeitando quantidades equimolares dos 

oligonucleótidos a um aquecimento a 95°C durante 3 min, seguido de um arrefecimento 

gradual até 25°C durante 1 h. Os dímeros de DNA foram purificados por electroforese 

em gel de poliacrilamida não-desnaturante (ver secção 3.14.2), eluídos do gel por 

incubação com uma solução salina (1 M NaCl), precipitados com etanol e inseridos no 

vector pGEX-4T-3 (Amersham Biosciences) previamente digerido com as enzimas de 

restrição BamHl e Notl. As proteínas de fusão foram expressas e purificadas como 

descrito previamente. 

Os péptidos CRYHLKPLQSKL (Pep-SKL) e CRYHLKPLQLKS (Pep-LKS) 

foram sintetizados por Sigma Genosys. 
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3.9. Produção de Anticorpos 

3.9.1. Anticorpo anti-Pex5p 

A proteína recombinante GST-Pex5pi42-639 foi purificada por SDS-PAGE e 

utilizada na imunização de coelhos. O protocolo de imunização consistiu em injectar 

subcutaneamente, em quatro locais diferentes do animal, 0.6 ml de uma mistura 

contendo 300 (ig de proteína de fusão em PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KC1, 4.3 mM 

Na2HP04.7H20 e 1.4 mM KH2P04, pH 7.3 com NaOH) e 0.6 ml de adjuvante completo 

de Freunds. Passados 21 dias voltou-se a injectar proteína, desta vez misturada com 

adjuvante incompleto de Freunds, processo que se repetiu de quinze em quinze dias. 

Sete dias após cada imunização (excepto da primeira) retirou-se sangue para analisar o 

soro relativamente ao título em anticorpos. 

O soro anti-Pex5p foi imunopurifícado utilizando a proteína MBP-Pex5pi42.639 

imobilizada numa membrana de nitrocelulose, tal como descrito (Harlow e Lane, 1998). 

Resumidamente, a nitrocelulose contendo as bandas de MBP-Pex5pi42.639 (cerca de 

100 jLLg de proteína) foi cortada, lavada com TBS (10 mM Tris-HCl, pH 7.2 e 0.9% 

(m/v) NaCl) para retirar o excesso de Ponceau S e incubada com 0.2 M glicina-HCl, 

pH 2.3, durante 15 min. Foi novamente lavada com TBS e bloqueada com 5% BSA em 

TBS, durante 1 h, à temperatura ambiente. Seguidamente incubou-se a nitrocelulose 

contendo a MBP-Pex5pi42.639 com soro anti-Pex5p (1 ml), diluído para 50 ml com 0.1% 

BSA em TBS, durante 16 h, a 4°C. Depois da ligação das imunoglobulinas à 

MBP-Pex5pi42-639, lavou-se a nitrocelulose sequencialmente com 0.1% BSA em TBS, 

0.1% BSA em TBS com 0.05% Triton X-100 e 0.1% BSA em TBS. A eluição das IgGs 

foi feita com 2 ml de 0.2 M glicina-HCl, pH 2.3, cujo pH foi seguidamente neutralizado 

com Tris base. O anticorpo imunopurifícado foi diluído para 30 ml com 0.1% BSA em 

TBS. 
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3.9.2. Anticorpo anti-Pexl2p 

Para a produção de um anticorpo contra a Pexl2p humana (Chang et ai., 1997), o 

cDNA codificante dos aminoácidos 1-359 da proteína foi amplificado a partir de RNA 

total de fibroblastos da pele humana por RT-PCR utilizando os oligonucleotides 

mPexl2p e jPexl2p (Tabela 4). O fragmento de DNA de 1.1 kb foi digerido com as 

enzimas de restrição EcoKl e Pstl e clonado no vector de expressão pGEX-5X-l 

(Amersham Biosciences). A proteína de fusão GST-Pexl2p foi expressa na estirpe 

XL 1-Blue de Escherichia coli e obtida na forma de corpos de inclusão. Estes foram 

isolados, as proteínas de fusão foram purificadas por SDS-PAGE e utilizadas na 

imunização de coelhos (ver protocolo de imunização descrito anteriormente na secção 

3.9.1). 

3.9.3. Anticorpo anti-Pexl3p 

O cDNA codifiante dos resíduos de aminoácidos 40 a 403 da sequência 

humana da Pexl3p foi amplificado por RT-PCR a partir de RNA total extraído de 

fibroblastos de pele humana. Os oligonucleotides usados, mPexl3p e jPexl3p (Tabela 

4), foram desenhados de acordo com a sequência publicada (Bjorkman et ai, 1998). O 

fragmento de DNA de 1.1 kb foi digerido com as enzimas de restrição EcoRl e Pstl e 

foi clonado no vector de expressão proteica pMal-c2 (New England Biolabs). A 

proteína de fusão MBP-Pexl3p foi expressa na estirpe TBI de Escherichia coli, isolada 

por cromatografia de afinidade utilizando uma resina de amilose (New England 

Biolabs), purificada por SDS-PAGE e utilizada na imunização de coelhos (ver secção 

3.9.1). Quando utilizado em análises de western-blotting de proteínas peroxissomais de 

fígado de rato, o anticorpo obtido reconhece uma proteína intrínseca de membrana com 

uma massa molecular de aproximadamente 52 kDa, a Pexl3p. 
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3.9.4. Outros anticorpos 

O anticorpo dirigido contra a catalase (uma proteína da matriz do peroxissoma) 

foi fornecido por Research Diagnostics, Inc. O anticorpo monoclonal (clone 

7H10-BD4) contra a subunidade a da ATPase mitocondrial (anti-Fla), uma proteína 

periférica de membrana (Stock et ai, 1999), foi fornecido por Molecular Probes. O 

anticorpo direccionado contra a PMP70 de rato (Kamijo et ai., 1990) foi fornecido por 

Zymed Laboratories, INC. O anticorpo anti-GST foi comprado à Amersham 

Biosciences. O anticorpo anti-Pexl4p foi produzido pela Dr3 Márcia Oliveira e 

encontra-se descrito em Reguenga et ai. (2001). 

Os anticorpos primários foram imunodetectados com anticorpos secundários 

(Sigma) ligados à fosfatase alcalina ou à peroxidase para detecção cromogénica ou 

quimioluminescente, respectivamente. 

As IgGs foram purificadas a partir dos soros pré-imune, anti-Pexl4p ou 

anti-PMP70 utilizando a proteína A-sepharose® (PAS) e seguindo as instruções do 

fabricante (Amersham Biosciences). Resumidamente, os soros (cerca de 60 (il) foram 

diluídos com 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, para um volume final de 1 ml, e centrifugados 

a 15 000 g durante 15 min a 4°C. O sobrenadante foi incubado com 20 mg de proteína 

A-sepharose®, previamente hidratada, durante 2 h à temperatura ambiente. A PAS foi 

lavada duas vezes com 100 mM Tris-HCl, pH 8.0 e com 10 mM Tris-HCl, pH 8.0. As 

IgGs foram eluídas com 100 mM glicina-HCl, pH 3.0, que foi imediatamente 

neutralizada com Tris-HCl, pH 8.0. 

A preparação de fragmentos Fab das IgGs utilizando papaína imobilizada foi 

realizada utilizando o kit denominado "ImmunoPure Fab Preparation" da Pierce. 

3.10. Síntese de proteínas marcadas radioactivamente com [35S]Met 

O cDNA que codifica a Pex5pFL (retirado do vector pGEMT-Pex5p por digestão 

com a enzima de restrição Sail) foi subsequentemente inserido no sítio Sail do 

plasmídio pGEM-4 (Promega), originando o vector PGEM4-Pex5p. Este plasmídio foi 
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linearizado com a enzima Nhel e transcrito in vitro utilizando a T7 RNA polimerase, 

seguindo as instruções do fabricante ("T7 Cap-Scribe", Roche Molecular 

Biochemicals). A Pex5p marcada radioactivamente foi sintetizada num lisado de 

reticulócitos de coelho na presença de [35S]metionina (actividade específica superior a 

1000 Ci/mmol; ICN Biomedicals, Inc.), seguindo as instruções do fabricante 

("Translation Kit Reticulocyte Type II", Roche Molecular Biochemicals). 

Os cDNAs codificantes das proteínas AClPex5p e AC2Pex5p (aminoácidos 

1-324 e 1-197 da Pex5p, respectivamente), precedidos pelo promotor da T7 RNA 

polimerase, foram obtidos por amplificação por PCR do vector pGEM4-Pex5p 

utilizando o oligonucleotide mAC e os oligonucleotides jAC 1 (para AClPex5p) e jAC2 

(para AC2Pex5p) (Tabela 4). Estes fragmentos de DNA foram transcritos e traduzidos 

in vitro tal como descrito anteriormente. 

3.11. Importação in vitro da 3SS-Pex5p para o peroxissoma 

Sobrenadantes pós-nuclear (PNS) de fígado de rato foram preparados por 

homogeneização do fígado dos animais em tampão SEM e centrifugação do 

homogeneizado total duas vezes a 600 g, durante 10 min, a 4°C. Alíquotas de PNS (com 

uma concentração proteica de 40-60 mg/ml) foram rapidamente congeladas em azoto 

líquido e armazenadas a -70°C. Estas fracções permanecem competentes para 

importação in vitro durante aproximadamente 1 mês. 

As reacções de importação (100 jxl de volume final) foram realizadas na solução 

de importação (0.25 M sacarose, 50 mM KC1, 5 mM MOPS-KOH, pH 7.2, 3 mM 

MgCl2, 1 mM EDTA-NaOH, pH 7.2, 0.2% (m/v) albumina sérica bovina deslipidada e 

20 (J.M metionina) utilizando 150 (Xg de PNS e lisado de reticulócitos contendo as 

proteínas marcadas radioactivamente (0.5 |il no caso da Pex5p e 2 jul no caso das 

versões truncadas no C-terminal). Em algumas experiências, a concentração de BSA 

deslipidada na solução de importação foi diminuída para 0.002% (m/v) (solução de 

importação B). Todos os nucleótidos foram usados a uma concentração final de 1 mM, 

adicionados de soluções stock a 100 mM com pH acertado para 7.2 com NaOH. Apesar 
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de os níveis de ATP endógenos não terem sido determinados, estima-se que a 

contribuição do lisado de reticulócitos (Roche Molecular Biochemical s) e do PNS de 

fígado de rato (Zuurendonk e Tager, 1974) não deva ultrapassar os 36 uM. 

Terminada a reacção de importação (normalmente incubada durante 30 min a 

26°C), as amostras foram tratadas com proteinase K (concentração final de 300 (ig/ml), 

durante 30 min, a 4°C. A acção proteolítica da proteinase K foi inibida com 500 (ig/ml 

PMSF (adicionado de um stock a 50 mg/ml em etanol), durante 2 min, em gelo. As 

reacções de importação foram então diluídas para 1 ml com SEM e os organelos foram 

isolados por centrifugação a 15 000 g, durante 15 min, a 4°C. As amostras foram 

analisadas por SDS-PAGE, transferidas para membranas de nitrocelulose e o sinal das 

proteínas marcadas com 35S detectado por auto-radiografia. 

3.12. Centrifugação em gradiente de Nycodenz 

Reacções de importação foram aplicadas no topo de gradientes de Nycodenz 

com a seguinte composição: 1.5 ml 45% (m/v), 6.5 ml 30% (m/v) e 1 ml 25% (m/v) de 

Nycodenz em 5 mM MOPS-KOH, pH 7.2 e 1 mM EDTA-NaOH, pH 7.2. Os gradientes 

foram centrifugados no rotor angular 65.13 (Sorvall) a 60 000 g, durante 45 min, a 4°C. 

Os gradientes foram fraccionados em 12 fracções desde o fundo até ao topo. A 

distribuição dos diferentes organelos no gradiente foi analisada por determinação da 

actividade das enzimas referenciadas na secção 3.1. 

3.13. Imunoprecipitação da Pex5p importada in vitro 

Duas alíquotas de 1.3 mg de PNS foram incubadas em solução de importação na 

presença ou ausência (amostra controlo) de 5 u\l de lisado de reticulócitos contendo a 

Pex5p marcada com 35S. Após 30 min de incubação a 26°C, ambas as amostras foram 

tratadas com proteinase K, durante 30 min em gelo (concentração final 300 Ug/ml). A 
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protease foi inibida com 500 |ig/ml PMSF, os organelos foram diluídos para 1 ml com 

SEM contendo 50 )ig/ml PMSF e 1:100 (v/v) do cocktail de inibidores de proteases de 

mamíferos (Sigma) e sedimentados por centrifugação a 15 000 g, durante 15 min, a 4°C. 

A proteína 35S-Pex5p (0.1 |il de lisado de reticulócitos) foi então adicionada à amostra 

controlo. Para evitar interacções entre a Pex5p e a Pexl4p, não relacionadas com a 

importação, após solubilização dos organelos, adicionaram-se 10 |0,g da proteína de 

fusão GST-Pex5pFL a cada tubo. As amostras foram solubilizadas em 1.3 ml de solução 

de imunoprecipitação (1% (m/v) Nonidet-P40, 100 mM acetato de potássio-ácido 

acético, pH 7.4, 2 mM EDTA-NaOH, pH 8.0, 100 ug/ml PMSF e 1:100 (v/v) do 

cocktail de inibidores de proteases de mamíferos), durante 15 min em gelo, e foram 

centrifugadas a 60 000 g durante 15 min a 4°C de modo a se remover algum material 

insolúvel. Uma alíquota (100 ul) de cada sobrenadante foi mantida em gelo durante o 

restante procedimento e antes da análise em SDS-PAGE foi sujeita a precipitação com 

TCA. Os restantes sobrenadantes foram divididos em duas alíquotas iguais: uma 

recebeu 5 mg de proteína A-sepharose® pré-incubada com 5 fil de soro anti-Pexl4p e a 

outra recebeu a mesma quantidade de PAS pré-incubada com um soro pré-imune. As 

amostras foram incubadas com agitação suave durante 60 min a 4°C, a PAS foi 

sedimentada por centrifugação e lavada três vezes com 1 ml de solução de 

imunoprecipitação. As proteínas imunoprecipitadas foram eluídas com 60 |il de tampão 

de solubilização de amostras (secção 3.14.1) e analisadas por SDS-PAGE. 

3.14. Electroforeses 

3.14.1. Electroforese de proteínas em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) 

As amostras proteicas a analisar por SDS-PAGE foram aquecidas no tampão de 

solubilização de amostras (50 mM Tris-HCl, pH 8.8, 2% SDS, 0.02% azul de 

bromofenol, 10% glicerol, 2 mM EDTA-NaOH, pH 8.0 e 0.1 M DTT) a 65°C durante 

aproximadamente 20 min. Antes da aplicação no gel, as amostras foram centrifugadas a 
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15 000 g à temperatura ambiente, durante 5 min, para remoção de algum material 

insolúvel. 

Os géis utilizados, com espessura de 1 ou 0.75 mm, foram preparados com um 

gel de empacotamento de 5% poliacrilamida (razão acrilamida/bisacrilamida 75:1) em 

125 mM Tris-HCl, pH 6.8 e 0.1% (m/v) SDS e um gel de separação de 11 ou 12% 

acrilamida (razão acrilamida/bisacrilamida 75:1) em 750 mM Tris-HCl, pH 8.8 e 0.1% 

(m/v) SDS. A separação electroforética das proteínas foi realizada na presença do 

tampão contendo 0.025 M Tris, 0.25 M glicina e 0.10% (m/v) SDS, utilizando o sistema 

descontínuo de Laemmli (Laemmli, 1970). 

Após a separação electroforética, os géis foram corados com uma solução de 

0.2% (m/v) azul de Coomassie R-250 em 10% (v/v) ácido acético e 50% (v/v) metanol 

durante algumas horas e descorados com uma solução de 8% (v/v) ácido acético e 25% 

(v/v) etanol. 

Nas electroforeses de poliacrilamida desnaturantes utilizadas para purificar 

proteínas de fusão utilizaram-se géis de 3 mm de espessura com um gel de separação de 

8%. A separação proteica foi realizada na presença do tampão contendo 0.025 M Tris, 

0.25 M glicina, 0.05% (m/v) SDS e 25 mg/L azul de Coomassie R-250. As proteínas 

eram coradas à medida que eram separadas electroforeticamente. No final do 

SDS-PAGE, a zona do gel contendo a banda correspondente à proteína de fusão foi 

cortada e finamente fragmentada com um polytron (Kinematica) na presença de 50 ml 

da solução de eluição (0.02% (m/v) SDS e 5 mM DTT). A proteína foi eluída do gel 

durante 16 h a 4°C, concentrada por liofilização, precipitada com acetona e 

ressuspendida em PBS ficando pronta para ser utilizada nos ensaios de imunização. 

A transferência de proteínas para membranas de nitrocelulose (Schleicher & 

Schuell) foi realizada, seguindo as instruções do fornecedor, num sistema semi-dry da 

Amersham Pharmacia Biotech. 

A análise densitométrica dos imunoblots foi efectuada utilizando o densitómetro 

LKB BROMMA. 

Os marcadores de massa molecular utilizados na calibração do SDS-PAGE 

foram a lisozima da clara do ovo (14 kDa), inibidor da tripsina de soja (21kDa), 

anidrase carbónica bovina (31 kDa), ovalbumina da clara do ovo (45 kDa), albumina 

sérica bovina (66 kDa) e fosforilase b do músculo do coelho (97 kDa). 
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3.14.2. Electroforese em gel depoliacrilamida não desnaturanle 

A utilização deste tipo de electroforese teve como finalidade a separação de 

pequenos fragmentos de DNA de cadeia dupla. Os géis utilizados, com espessura de 

3 mm, possuíam uma concentração de 15% poliacrilamida (razão 

acrilamida/bisacrilamida 29:1) em TBE (89 mM Tris-base, 89 mM ácido bórico e 2 mM 

EDTA-NaOH, pH 8.0). A separação electroforética dos fragmentos de DNA foi 

realizada na presença do tampão TBE. O gel foi submetido a uma pré-corrida realizada 

durante 30 min a 100 V. As amostras de DNA foram ressuspendidas em 50 mM 

EDTA-NaOH, pH 8.0, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 6% glicerol, 0.05% azul de 

bromofenol e 0.05% de xilenocianol e aplicadas no gel. No final da electroforese, as 

bandas de DNA foram visualizadas por irradiação com luz ultra-violeta (Chory e Pollard, 

1999). A zona do gel contendo o DNA foi cortada, o DNA foi eluído do gel com uma 

solução de 1 M NaCl e precipitado com etanol. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Caracterização da Pex5p peroxissomal 

4.1.1. Localização subcelular da Pex5p 

A Pex5p é uma proteína com uma localização predominantemente citosólica 

mas com uma pequena fracção associada ao peroxissoma (Dodt et ai., 1995; Van der Klei et 

ai, 1995; Dodt e Gould, 1996; Elgersma et ai., 1996a; Gould et ai., 1996; Wimmer et ai, 1998; De 

Walque et ai, 1999; Jardim et ai., 2000; Harano et ai, 2001). O primeiro passo realizado no 

sentido da caracterização da Pex5p de fígado de rato consistiu em determinar a 

percentagem de Pex5p que co-sedimenta com os peroxissomas e a que se encontra no 

citosol. Neste contexto, quantidades determinadas de peroxissomas purificados e de 

homogeneizado total de fígado de rato foram analisadas por western-blotting utilizando 

o anticorpo produzido contra a Pex5p (Figura 7A). Os valores obtidos por análise 

densitométrica dos western-blots permitiram determinar qual a quantidade de Pex5p 

associada aos peroxissomas, tendo em consideração que a proteína peroxissomal 

corresponde a 2% da proteína total de fígado de rato (Hartl et aí, 1985). Assim, cerca de 

15% da Pex5p localiza-se no peroxissoma, encontrando-se os restantes 85% no citosol. 

De igual forma, analisaram-se por western-blotting, utilizando o anticorpo anti-Pex5p, 

quantidades determinadas de peroxissomas purificados de fígado de rato e da proteína 

de fusão MBP-Pex5pi42-639 (Figura 7B). A análise densitométrica do resultado obtido 

revelou que a abundância da Pex5p no peroxissoma é cerca de 0.6 ng de Pex5p por 

micrograma de proteína peroxissomal. É de notar que este valor deve ser considerado 

como valor mínimo, uma vez que o anticorpo dirigido contra a Pex5p humana pode 

reconhecer menos intensamente a proteína de rato. 
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Figura 7. Uma fracção da Pex5p encontra-se associada ao peroxissoma 
A. Análise por western-blotting, utilizando os anticorpos anti-Pex5p e anti-Pexl2p, de 100 (xg de 

homogeneizado total (linha 1) e de quantidades crescentes de peroxissomas purificados de fígado de rato 

(1, 3, 8, 16, 32 e 80 (Xg de proteína peroxissomal aplicadas nas linhas 2 a 7, respectivamente). 

B. Peroxissomas purificados de fígado de rato (70 e 35 \ig nas linhas 1 e 2, respectivamente) e 

quantidades crescentes da proteína de fusão MBP-Pex5p142.639 humana (11, 33, 100, 300 e 900 ng de 

proteína nas linhas 3 a 7, respectivamente) foram analisados por immunoblotting utilizando o anticorpo 

anti-Pex5p imunopurificado. É de notar que este anticorpo nâo reage com a proteína MBP. 

O passo seguinte baseou-se na determinação da localização específica da Pex5p 

associada ao peroxissoma. Este aspecto foi abordado realizando extracções a baixa e 

elevada força iónica ou a pH alcalino de peroxissomas purificados. A análise da Figura 

8A mostra que a enzima catalase se encontra sempre na fracção solúvel, comportamento 

esperado para uma proteína da matriz do peroxissoma. A subunidade F i a do complexo 

ATPase mitocondrial é extraída a pH 11.5 mas permanece associada à membrana após 

extracção salina, apresentando o comportamento típico de uma proteína periférica de 

membrana. Por outro lado, a Pex5p peroxissomal, tal como a Pexl3p e a Pexl2p (duas 

proteínas intrínsecas de membrana), não é extraída do peroxissoma em nenhuma das 

condições anteriores, ou seja, a Pex5p peroxissomal comporta-se como uma proteína 

intrínseca de membrana. Esta característica observada para a Pex5p não é facilmente 

justificável face ao modelo de importe proteico actualmente aceite (secção 1.3.8) e ao 

facto de que a Pex5p não apresenta quaisquer domínios transmembranares putativos. 

Assim, colocaram-se duas hipóteses para a obtenção do resultado anterior: a Pex5p 

sedimenta pelo facto de não ser solúvel nas condições descritas ou por estabelecer uma 

ligação tiol com proteínas da membrana do peroxissoma. 

Para testar a primeira hipótese, peroxissomas incubados a pH alcalino foram 

sujeitos a flutuação em gradiente de densidade alcalino (Gouveia et ai, 1999). A análise 

por western-blotting das fracções recolhidas do gradiente revelou que a Pex5p se 
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encontra nas fracções do topo, tal como a Pexl2p (Figura 8B) e todas as outras 

proteínas intrínsecas de membrana (Gouveia et ai, 1999). As proteínas da matriz do 

peroxissoma, tal como a catalase, permanecem no fundo do gradiente. 

O segundo ponto foi abordado tratando-se peroxissomas com e sem DTT antes 

destes serem sujeitos a análise por SDS-PAGE. Nestas condições, o comportamento da 

Pex5p peroxissomal não é alterado (Figura 8C) o que indica que a Pex5p não estabelece 

nenhuma ponte dissulfureto com proteínas da membrana peroxissomal. A Pex5p 

associada aos peroxissomas é, sem dúvida, uma proteína intrínseca de membrana. 

0 M 0.5 M 
NaCI NaCl pH 11.5 

T S M T S M T S M 

Catalase 

Pexl3p 

B 

Fundo Topo 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
Pex5p «— i » 

Catalase 

Pexl2p 

Pexl2p 

F i a 

DTT + 

Figura 8. A Pex5p peroxissomal é uma proteína intrínseca de membrana 
A. Peroxissomas purificados de fígado de rato (200 ug) foram sonicados na presença do tampão SEI 

(linhas 0 M NaCl), SEI com 0.5 M NaCl (linhas 0.5 M NaCl) ou foram ressuspendidos em 0.1 M 

Na2C03 , pH 11.5 (linhas pH 11.5). Metade das amostras (correspondendo a 100 Ug de proteína 

peroxissomal) foi mantida em gelo para determinação de rendimentos de extracção (linhas T). A outra 

metade foi centrifugada 1 h a 135 000 g de modo a se obter uma fracção membranar (linhas M) e uma 

solúvel (linhas S). Após precipitação com TCA, as amostras foram analisadas por western-blotting 

utilizando os anticorpos anti-Pex5p, catalase, Pexl3p, Pexl2p e F i a . B. Peroxissomas (2 mg) foram 

sujeitos a flutuação em gradiente alcalino de densidade. Após fraccionamento do gradiente e precipitação 

das amostras com TCA, quantidades equivalentes de cada fracção (derivadas de 150 Ug de proteína 

peroxissomal) foram analisadas por western-blotting utilizando os anticorpos dirigidos contra a Pex5p, 

catalase e Pexl2p. C. Peroxissomas de fígado de rato (80 ug) foram ressuspendidos em tampão de 

solubilização de amostras, com ou sem DTT (100 mM), como indicado na figura. A análise das amostras 

foi realizado por western-blotting utilizando o anticorpo anti-Pex5p. 
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4.1.2. Topologia da PexSp peroxissomal 

Uma vez que em peroxissomas de fígado de rato a Pex5p se encontra integrada 

na membrana, a questão levantada no seguimento do trabalho prendeu-se com a 

topologia da proteína. A metodologia utilizada para se determinar a topologia da Pex5p 

peroxissomal baseou-se em experiências de protease protection assays. Assim, 

peroxissomas de fígado de rato foram digeridos com diferentes quantidades de 

proteinase K. Após inactivação da protease, as proteínas foram precipitadas com TCA e 

analisadas por western-blotting usando os anticorpos anti-Pexl3p e Pex5p (Figura 9). A 

análise dos resultados obtidos por digestão proteolítica de peroxissomas intactos 

demonstra que a Pex5p apresenta um pequeno domínio de cerca de 2 kDa que é 

completamente degradado a concentrações mais elevadas de proteinase K. Quando a 

matriz do peroxissoma é exposta à acção da protease, quer por solubilização da 

membrana com Triton X-100, quer por perda da integridade por sonicação, a Pex5p é 

totalmente digerida. Estes resultados indicam que a Pex5p é uma proteína 

transmembranar. 

Nestas experiências, a Pexl3p foi utilizada como controlo, uma vez que existem 

na literatura alguns dados sobre a sua topologia. A Pexl3p humana é uma proteína 

intrínseca de membrana que apresenta, pelo menos, o domínio SH3 C-terminal exposto 

para o citosol (Elgersma et ai, 1996a; Gould et ai, 1996). Confirmando este resultado, parte da 

Pexl3p é digerida quando peroxissomas intactos são tratados com proteinase K, 

permanecendo intacto um domínio de aproximadamente 28 kDa. Este polipéptido é 

digerido apenas quando a membrana peroxissomal é destruída. 

63 



4. Resultados 

O 1 5 30 100 O 1 5 0 1 5 
+ + + - - -

+ + + 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

kDa 

3 _ "66 

-45 

- 31 

Figura 9. A Pex5p peroxissomal é uma proteína transmembranar 

Peroxissomas (100 |ig) isolados no próprio dia e ressuspendidos cuidadosamente em SEI foram 

incubados em gelo durante 30 min com diferentes quantidades de proteinase K. Algumas amostras foram 

tratadas com Triton X-100 (concentração final 0.1%) e outras foram sonicadas, tal como indicado na 

figura. Após inactivação da protease, as proteínas foram precipitadas com TCA e analisadas por 

western-blotting utilizando o anticorpo anti-Pex5p. A mesma membrana de nitrocelulose foi 

posteriormente incubada com o anticorpo anti-Pexl3p. O asterisco representa os fragmentos da Pexl3p 

obtidos após digestão com PK. Os números à direita representam as massas moleculares (em kDa) dos 

marcadores utilizados. 

Apesar de se ter determinado que um pequeno fragmento de 2 kDa da Pex5p 

peroxissomal se encontra exposto para o citosol, os resultados anteriores não permitiram 

localizar este domínio na sequência da Pex5p. Na tentativa de se clarificar a topologia 

da Pex5p utilizaram-se as propriedades proteolíticas da enzima Genenase I. Esta 

protease cliva uma única vez a proteína de fusão GST-Pex5pFL e a Pex5p sintetizada in 

vitro na presença de [35S]Met, tal como se pode concluir por análise da Figura 10A. A 

análise por western-blotting utilizando o anticorpo anti-GST e a determinação do 

tamanho dos fragmentos obtidos após digestão da proteína de fusão com a Genenase I, 

permitiram concluir que esta enzima corta no N-terminal da Pex5p. Este resultado 

possibilitou a elaboração de uma nova experiência com vista à identificação da 

extremidade da Pex5p que é clivada pela proteinase K. Assim, peroxissomas intactos 

foram digeridos com a proteinase K e, seguidamente, com a Genenase I. Verificou-se 

que após digestão com proteinase K, a Pex5p deixa de ser sensível à acção da 

PK(ug/ml) 
Triton X-100 
Sonicação 

Pex5p ► 

Pexl3p ► 
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Genenase I (Figura 10B), o que indica que ambas as proteases clivam a Pex5p na 

mesma extremidade, ou seja, no N-terminal que se encontra exposto para o citosol. 

Coomassie Anti-GST 

1 2 1 2 

•—<# -4— GST-Pex5pFL-
9 7 -

•—<# -4— GST-Pex5pFL-

6 6 -

Lisado 

4 5 - • 

3 1 - . 

2 1 - * 

1 4 - . 

M—Genenase I 
*4 GST' ► 

Pex5p —► 
-AN-Pex5p 

B 
Proteinase K 
Genenase I + 

2 

+ + 

+ 

3 4 
,Pex5p 
kAN-Pex5p 

Figura 10. O N-terminal da Pex5p encontra-se exposto para o citosol 
A. A proteína de fusão GST-Pex5pFL (2 |ig/linha) e a proteína sintetizada in vitro 35S-Pex5p (1 ^1 de 

lisado de reticulócitos/linha) foram incubadas em 40 \ú de solução de digestão da Genenase I na ausência 

(linhas 1) ou presença (linhas 2) de Genenase I. No final da digestão, as amostras foram precipitadas com 

TCA e analisadas por SDS-PAGE. A digestão da GST-Pex5pFL foi monitorizada por coloração com azul 

de Coomassie (Coomassie) ou por western-blotting usando o anticorpo anti-GST (anti-GST). AN-Pex5p 

representa a Pex5p clivada no seu N-terminal; GST' representa a proteína GST com alguns aminoácidos 

da Pex5p no C-terminal. Os números indicados à esquerda representam a massa molecular, em kDa, dos 

marcadores aplicados. B. Peroxissomas purificados a partir de fígado de rato (100 |ug) foram incubados 

na ausência (linhas 1 e 2) ou presença (linhas 3 e 4) de proteinase K durante 30 min a 4°C. A protease foi 

inibida com PMSF, os organelos foram reisolados por centrifugação e ressuspendidos na solução de 

digestão da Genenase I. Após 30 min a 23°C, a protease foi inibida com TCA, as proteínas foram 

precipitadas e analisadas por western-blotting utilizando o anticorpo anti-Pex5p. 
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A descoberta das propriedades proteolíticas da Genenase I (e também da 

proteinase K) sobre a Pex5p resultou de uma análise intensa da acção de inúmeras 

proteases em peroxissomas de fígado de rato. Nestes estudos, verificou-se também que 

a protease tripsina não cliva a Pex5p em peroxissomas intactos, mesmo a concentrações 

elevadas (até 100 |ig/ml). Contudo, nestas condições, a Pexl3p é parcialmente digerida 

originando o fragmento de baixa massa molecular. As propriedades da tripsina sobre as 

duas peroxinas referidas foram utilizadas para determinar se a Pex5p permanecia 

integrada na membrana peroxissomal na ausência do(s) domínio(s) citosólico(s) da 

Pexl3p. É de notar que uma interacção directa entre o complexo Pex5p-proteína 

possuidora de PTS1 e o domínio citosólico da Pexl3p tem sido descrita durante o 

processo de docking da importação peroxissomal (Elgersma et ai., 1996a; Gould et ai., 1996; 

Erdmann e Blobel, 1996; Girzalsky et ai., 1999; Urquhart et ai., 2000; Bottger et ai., 2000; Barnett et ai, 

2000). Por outro lado, a estrutura primária da Pex5p não apresenta nenhum domínio 

transmembranar putativo que justifique a sua localização membranar. A forte interacção 

com a membrana peroxissomal deve, por isso, ser mediada por um ou vários 

componentes proteicos. 

Assim, após incubação de peroxissomas intactos com tripsina e inactivação da 

protease, os organelos foram sujeitos a uma extracção alcalina de modo a se isolarem as 

proteínas intrínsecas de membrana. Como se pode ver na Figura 11, linha M, o 

fragmento de 30 kDa da Pexl3p resistente à digestão da tripsina apresenta ainda as 

características típicas de um componente intrínseco de membrana, de acordo com o 

modelo topológico da Pexl3p. A Pex5p permaneceu também resistente à extracção 

alcalina, o que sugere que o domínio citosólico da Pexl3p não é necessário para manter 

a Pex5p fortemente associada à membrana peroxissomal. 
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Pex5p ' 

Pexl3p 

Figura 11. A Pex5p permanece fortemente associada à membrana na ausência do(s) 

domínio(s) citosólico(s) da Pexl3p 

Peroxissomas purificados a partir de fígado de rato (200 ug) foram tratados com tripsina (50 ug/ml) 

durante 30 min em gelo. Após inibição da tripsina, os peroxissomas foram sujeitos a tratamento alcalino 

por diluição com carbonato de sódio 0.1 M, pH 11.5, e mantidos em gelo durante 30 min. Metade da 

amostra foi centrifugada a 135 000 g durante 1 h a 4 °C e as proteínas membranares (M) e solúveis (S) 

foram analisadas. A outra metade da amostra foi mantida em gelo para determinação de rendimentos (T). 

As linhas P e PTX representam 100 ug de peroxissomas intactos não tratados com tripsina ou solubilizados 

com TX-100 e incubados com tripsina, respectivamente. Todas as amostras foram analisadas por western-

blotting usando os anticorpos anti-Pex5p e Pexl3p. Os números à direita indicam as massas moleculares 

dos marcadores utilizados. 

4.1.3. Análise da massa molecular aparente da PexSp no estado nativo 

Para além da interacção com a Pexl3p, a Pex5p tem sido envolvida numa rede 

complexa de muitas outras interacções, quer ao nível citosólico, quer ao nível da 

membrana peroxissomal. No entanto, pouco se sabe acerca da estrutura e composição 

do(s) complexo(s) proteico(s) envolvendo a Pex5p. 

Neste sentido, realizaram-se experiências que visaram a determinação da massa 

nativa da Pex5p por centrifugação de peroxissomas solubilizados ou de citosol em 

gradientes de densidade (Figura 12). A análise das fracções dos gradientes por 

western-blotting, usando o anticorpo contra a Pex5p, revelou que esta proteína existe no 

peroxissoma sob a forma de um complexo de elevada massa molecular (cerca de 

M PT 
kDa 
-97 

-66 
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250 kDa). No entanto, a Pex5p citosólica revelou-se monomérica. Como controlo, 

analisou-se o comportamento da catalase, uma proteína homotetramérica presente na 

matriz do peroxissoma, com cerca de 240 kDa (De Hoop et ai., 1993). A existência da 

catalase na fracção citosólica resulta, muito provavelmente, da quebra de alguns 

peroxissomas durante o processo de isolamento peroxissomal, com subsequente 

libertação das proteínas matriciais para o citosol. 

A observação de que a Pex5p peroxissomal é um componente integrante de um 

complexo de elevada massa molecular, ao nível da membrana do organelo, foi o ponto 

de partida para a elaboração de um projecto de investigação que levou ao isolamento e 

caracterização deste complexo proteico. Verificou-se que a Pex5p faz parte de um 

complexo estável envolvendo a Pexl4p, Pexl2p e Pex2p (Reguenga et ai., 2001; Reguenga, 

2002). 

Topo a b —-— Fundo 
T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Pex5p ^~» .»-... ~™. -; 

Catalase ' - " 
s - , : . ...>., .;„......^..■„-'.' .:..:.. . . . : ■ . . 

Cit 

Pex5p 

Catalase 
Per 

Figura 12. A Pex5p peroxissomal faz parte de um complexo de elevada massa 

molecular 
Peroxissomas (Per) e uma fracção citosólica (Cit) (200 ug de proteína) foram incubados com um 

detergente suave (Triton X-100) e foram submetidos a centrifugação em gradiente de sacarose. As 

fracções dos gradientes foram analisadas por western-blotting utilizando os anticorpos anti-Pex5p e 

anti-catalase. A linha marcada por "T" corresponde a 40 ug de proteínas peroxissomais (Per) ou 

citosólicas (Cit). As letras a-c indicam a posição dos marcadores de massa molecular usados para calibrar 

o gradiente: a- ovalbumina da clara do ovo (45 kDa); b- albumina sérica bovina (66 kDa); c- fosforilase b 

do músculo de coelho (97 kDa). O marcador de 470 kDa (miosina) foi encontrado no sedimento do 

gradiente. 
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4.2. Caracterização do sistema de importação in vitro da Pex5p 

De acordo com o modelo actualmente aceite de importação proteica 

peroxissomal (Figura 6) (Sacksteder e Gould, 2000; Gould e Collins, 2002), a Pex5p circula 

entre o citosol e o peroxissoma endereçando para o organelo proteínas possuidoras de 

PTS1 sintetizadas de novo. O facto de a Pex5p peroxissomal apresentar as 

características de uma proteína intrínseca de membrana levantou a hipótese de se estar a 

analisar um passo intermediário do processo de translocação peroxissomal envolvendo a 

Pex5p. 

Assim, o passo seguinte consistiu em caracterizar o mecanismo de importação 

das proteínas matriciais que apresenta como proteína central a Pex5p. O conhecimento 

real sobre este processo, no qual assenta o modelo desenvolvido, é ainda muito 

reduzido. A grande maioria da informação disponível resulta do estudo dos níveis 

peroxissomais de Pex5p em linhas celulares deficientes na biogénese peroxissomal (por 

exemplo, Collins et ai., 2000) e na caracterização de interacções estabelecidas entre as 

diversas peroxinas (Fransen et ai, 2002). Desenvolver uma metodologia que permitisse o 

estudo directo e a obtenção de uma perspectiva cinética do processo de importação de 

proteínas para o peroxissoma tornou-se um objectivo importante a alcançar. 

Os sistemas de importação de proteínas in vitro para outros organelos têm 

fornecido dados fundamentais para a compreensão dos mecanismos moleculares de 

translocação proteica da mitocôndria, cloroplastos e retículo endoplasmático (Baker, 

1996). A metodologia desenvolvida nos sistemas de importação in vitro para os 

organelos referidos, serviu de base para a elaboração de um método semelhante que 

permitisse o estudo da importação proteica peroxissomal. 

Relativamente aos sistemas de importação in vitro já desenvolvidos para o 

peroxissoma (secção 1.3.6), a abordagem escolhida apresenta uma diferença 

fundamental: tentou-se desenvolver um sistema que permitisse estudar a importação do 

próprio receptor peroxissomal (Pex5p) em vez de se caracterizar a importação de uma 

proteína possuidora de PTS1 ou PTS2. A vantagem principal desta estratégia reside no 

facto de que o estudo da importação da Pex5p, considerando que o receptor só é 

importado quando transporta proteínas a serem endereçadas para a matriz do 

peroxissoma, ser mais geral e permitir estudar globalmente o processo de importação 

69 



4. Resultados 

peroxissomal em vez de se estudar isoladamente o mecanismo de importe de apenas 

uma proteína. Por outro lado, as proteínas possuidoras de PTS1 não são 

proteoliticamente processadas nem pós-traducionalmente modificadas quando são 

importadas para o peroxissoma (Lazarow e Fujiki, 1985; Swinkels et ai., 1991). Portanto, a 

discriminação de importação proteica depende de estudos de resistência a proteases. A 

obtenção de um padrão proteolítico específico para a Pex5p integrada na membrana, 

após digestão com proteinase K, facilitou o desenvolvimento do método de importação 

in vitro da Pex5p. 

Como base do sistema peroxissomal de importação in vitro utilizou-se um 

sobrenadante pós-nuclear (PNS). A utilização deste tipo de material (em vez de 

peroxissomas purificados em conjunto com uma fracção citosólica) aumenta a 

probabilidade de todos os componentes necessários para a importação da Pex5p estarem 

presentes no sistema de importação. Por outro lado, se se verificar importação específica 

para o peroxissoma utilizando um material de complexidade elevada como o PNS, que 

contém praticamente todos os organelos presentes num hepatócito, então será de esperar 

que o sistema in vitro reflicta o processo in vivo. 

4.2.1. Determinação da dependência energética do sistema de importação in vitro e da 

topologia membranar da PexSp importada in vitro 

Com o intuito de se testar a validade do referido sistema de importação in vitro 

da Pex5p, começou-se por determinar a dependência energética do processo de 

importação da Pex5p sintetizada in vitro na presença de [35S]Met. 

Assim, a proteína S-Pex5p foi incubada com PNS, na solução de importação, 

na presença de 1 mM ATP, ATPyS ou na ausência de nucleótidos exógenos. Após 

30 min a 26°C, os organelos foram incubados com proteinase K (de modo a degradar 

toda a S-Pex5p que não tivesse sido importada), isolados por centrifugação e 

analisados em SDS-PAGE (ver Figura 13A). 

Na presença de ATP exógeno (Figura 13A, linha 2), uma fracção da Pex5p 

marcada radioactivamente resiste ao processo de digestão com a proteinase K e 
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apresenta a mesma topologia que a proteína endógena de peroxissomas purificados de 

fígado de rato (ver secção 4.1.2). A Figura 13B mostra ainda que a Pex5p importada 

não é posteriormente clivada com a Genenase I após digestão com a proteinase K. Estes 

resultados indicam que, tal como para a proteína endógena, é o N-terminal da S-Pex5p 

que se encontra exposto para o citosol. Concluindo, os resultados anteriores sugerem 

que a Pex5p foi correctamente inserida na membrana peroxisomal. 

Na ausência de nucleótidos exógenos, identificam-se duas populações de Pex5p 

após digestão com a proteinase K (Figura 13A, linha 1). Uma delas é completamente 

resistente, enquanto que a outra é parcialmente acessível à acção da protease, sendo 

digeridos cerca de 2 kDa. Por razões que serão evidenciadas na secção 4.2.4, 

denominou-se a primeira população por etapa 3 da Pex5p e a segunda por etapa 2 da 

Pex5p. Quando se incorpora ATPyS, um análogo não hidrolisável do ATP, no sistema 

de importação, a quantidade de 35S-Pex5p resistente à acção da proteinase K diminui 

significativamente (Figura 13A, linha 3). Estes resultados indicam uma dependência de 

ATP no processo de translocação da Pex5p, e sugerem que os níveis endógenos de ATP 

(presentes na fracção de PNS e no lisado de reticulócitos) são suficientes para promover 

o processo. 

Uma inibição semelhante à obtida com o ATPyS na importação da 35S-Pex5p foi 

obtida utilizando AMP-PNP (outro análogo do ATP não hidrolisável) ou tratando os 

componentes da reacção com apirase (enzima com actividade de ATPase e ADPase) 

(resultados não mostrados). 
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Figura 13. A importação da Pex5p marcada com [ S]Met é dependente de ATP 
A. A proteína Pex5p sintetizada in vitro na presença de [35S]Met foi incubada com uma fracção de PNS 

em solução de importação contendo 1 mM ATP (linha 2), 1 mM ATPyS (linha 3) ou sem nucleótidos 

exógenos (linha 1). No final da incubação, as amostras foram tratadas com proteinase K, os organelos 

foram sedimentados por centrifugação, as proteínas analisadas por SDS-PAGE e transferidas para 

nitrocelulose. O sinal da 35S-Pex5p foi detectado por auto-radiografia. A linha I representa 5% da 

quantidade de 35S-Pex5p utilizada em cada reacção de importação. Os números indicados à esquerda 

representam a massa molecular, em kDa, dos marcadores aplicados. B. A proteína 35S-Pex5p foi incubada 

com PNS em solução de importação na presença de 1 mM ATP. Após importação, os organelos foram 

isolados por centrifugação e ressuspendidos em solução SEM. Metade da amostra foi tratada com 

proteinase K (linhas 3 e 4). Adicionou-se PMSF a todas as amostras, os organelos foram re-isolados por 

centrifugação, ressuspendidos na solução da Genenase I e incubados com esta protease (2 U/digestão) 

durante 30 min a 23°C. Após precipitação com TCA, as proteínas foram analisadas por SDS-PAGE e 

transferidas para membrana de nitrocelulose. O sinal da proteína 35S-Pex5p foi detectado por 

auto-radiografia. 

Uma das limitações inerentes ao facto de se terem realizado experiências de 

topologia analisando por western-blotting o comportamento da proteína endógena 

residiu no facto de não se conhecerem os epítopos que o anticorpo anti-Pex5p 

reconhece. Em experiências anteriores, o grau de exposição da Pex5p na matriz do 

peroxissoma ficou por determinar. 

Com o intuito de se abordar este assunto, experiências de importação in vitro 

foram realizadas na ausência de ATP exógeno, de modo a se obter a Pex5p nas etapas 2 

e 3. Após importação, os organelos foram isolados por centrifugação, ressuspendidos 

com o máximo de cuidado e digeridos com proteinase K. Quando os organelos deixam 

de estar intactos porque a membrana é solubilizada com detergente ou perde integridade 

por sonicação, a Pex5p é digerida sendo apenas visualizados alguns péptidos de baixa 
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massa molecular (Figura 14). Estes resultados indicam que a maior parte da Pex5p se 

encontra voltada para a matriz do peroxissoma. 

Figura 14. A maior parte da Pex5p encontra-se na matriz peroxissomal 
A proteína 35S-Pex5p foi incubada com PNS (600 |ig) em solução de importação na ausência de ATP 

exógeno durante 30 min a 26°C. Os organelos foram isolados por centrifugação e ressuspendidos em 

SEM. A amostra foi dividida em quatro alíquotas iguais e três delas foram digeridas com proteinase K 

(linhas 2-4). Uma das aliquotas foi tratada com TX-100 (linha 3) e outra foi sonicada logo após adição da 

protease (linha 4). Após precipitação com TCA, as amostras foram analisadas por SDS-PAGE e 

transferidas para membrana de nitrocelulose. Uma auto-radiografia da membrana é mostrada. A linha I 

representa S-Pex5p (1% da quantidade incluída na reacção de importação). Os números à direita 

indicam a massa molecular, em kDa, dos padrões utilizados. 

4.2.2. Especificidade organelar do sistema de importação in vitro da Pex5p 

Com o intuito de se determinar qual a localização subcelular da 35S-Pex5p 

importada in vitro, realizaram-se experiências de centrifugação em gradientes de 

Nycodenz, um método que permite a separação dos diversos organelos, em particular 

dos peroxissomas, de acordo com a sua densidade. 

Assim, experiências de importação in vitro foram realizadas na presença ou 

ausência de ATP. No final da reacção as amostras foram divididas e uma metade foi 

tratada com proteinase K (a outra metade recebeu apenas a mesma quantidade da 
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solução em que a proteinase K foi ressuspendida). As amostras foram centrifugadas em 

gradientes de Nycodenz, os gradientes foram fraccionados e as várias fracções 

analisadas por SDS-PAGE. A distribuição subcelular da Pex5p sintetizada in vitro, da 

Pexl4p e de várias enzimas controlo é apresentada na Figura 15. Por análise dos painéis 

A e B da figura referida, a catalase e a Pexl4p apresentam uma distribuição bimodal no 

gradiente. Uma fracção, correspondendo a peroxissomas altamente purificados, é 

recuperada nas fracções 2 e 3. Nestas fracções a actividade da catalase é elevada, sendo 

quase nula a actividade das enzimas marcadoras de outros organelos celulares, 

nomeadamente da citocromo c-oxidase (mitocôndria), esterase (retículo 

endoplasmático) e ^-glucuronidase (lisossoma). Outra fracção da catalase e da Pexl4p 

permanece no topo do gradiente, representando provavelmente a existência de 

peroxissomas de menor densidade (Luers et ai, 1993) e/ou proteínas resultantes da quebra 

de alguns peroxissomas. A proteína 5S-Pex5p importada in vitro na presença de ATP, 

apresenta uma distribuição mais assimétrica (painel C). A maior parte da proteína 

encontra-se presente no topo do gradiente representando principalmente proteína não 

importada. No entanto uma pequena fracção é encontrada nas fracções 2 e 3, indicando 
T C 

que uma parte da S-Pex5p foi importada para os peroxissomas. Quando reacções de 

importação tratadas com proteinase K são analisadas pelo mesmo processo, uma 

situação de certo modo semelhante ao comportamento da Pexl4p endógena é 

observada. O comportamento da etapa 2 da Pex5p (painel D) e das etapas 2 e 3 da 

Pex5p (painel E) indica que quer os peroxissomas purificados (fracções 2 e 3) quer os 

peroxissomas de menor densidade (topo do gradiente) são competentes no que diz 

respeito à importação da S-Pex5p. 

Assim, todos os resultados obtidos indicam que a 35S-Pex5p é especificamente 

importada para os peroxissomas. 
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Figura 15. A 35S-Pex5p é especificamente importada in vitro para os peroxissomas 
Reacções de importação foram realizadas incubando 1.5 mg de PNS com 35S-Pex5p na presença (painéis 

A-D) ou ausência (painel E) de 1 raM ATP. No final da incubação a 26°C, algumas amostras foram 

tratadas com proteinase K (painéis D e E) e seguidamente todas as amostras foram aplicadas no topo de 

gradientes de Nycodenz. Após centrifugação a 60 000 g durante 45 min a 4°C, os gradientes foram 

fraccionados desde o fundo (fracção 1) até ao topo (fracção 12) e a distribuição da 35S-Pex5p (painéis 

C-E), da Pexl4p endógena (painel B) e de várias enzimas marcadoras da localização de diversos 

organelos celulares (painel A) foram analisadas. ■- esterase (retículo endoplasmático); 

A- p-glucuronidase (lisossoma); ♦ - citocromo c-oxidase (mitocôndria); D- catalase (peroxissoma). Na 

linha I foi aplicado lisado de reticulócitos contendo a 35S-Pex5p. 
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4.2.3. Inibição do processo de importação in vitro da S-Pex5p utilizando a 

GST-Pex5pFL 

A proteína de fusão GST-Pex5pFL mostrou-se uma ferramenta muito útil no 

estudo do processo de importação in vitro da Pex5p. Verifícou-se que esta proteína 

possui a capacidade de inibir fortemente a importação da 35S-Pex5p (ver Figura 16A). 

Quer na ausência, quer na presença de ATP, quando a proteína de fusão é adicionada 

juntamente com a proteína radioactiva na reacção de importação (t = 0 min), a 

importação da S-Pex5p para os peroxissomas é praticamente nulo. 

Por outro lado, quando a importação da 35S-Pex5p ocorre durante um certo 

período de tempo após o qual se adiciona a proteína de fusão GST-Pex5pFL ou a GST 

(como controlo), verifícam-se duas situações diferentes. Na ausência de ATP exógeno, a 

quantidade de S-Pex5p presente na membrana peroxissomal mantém-se constante ao 

longo do tempo após adição da GST-Pex5pFL. Pelo contrário, na presença de ATP 

exógeno a Pex5p importada in vitro (na etapa 2) diminui ao longo do tempo (ver 

Figura 16B). Para interpretar e explicar este resultado duas hipóteses podem ser 

colocadas. Por um lado, a GST-Pex5pFL pode estar a desalojar a 35S-Pex5p da 

membrana peroxissomal através de um processo dependente de ATP. Por outro lado, 

pode-se considerar que a GST-Pex5pFL bloqueou a importação de novas moléculas de 

S-Pex5p e que se está a visualizar a saída da S-Pex5p, um mecanismo dependente de 

ATP. Esta última hipótese será a mais provável, uma vez que experiências analisando a 

saída da Pex5p do peroxissoma, por estudo do comportamento da proteína endógena, 

indicam a dependência de ATP no processo (ver secção 4.2.5). 
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Figura 16. A GST-Pex5pFL bloqueia a importação m vzYro da 35S-Pex5p 
A. As proteínas de fusão GST-Pex5pFL (linhas 2, 4 e 6) ou GST (linhas 1, 3 e 5) foram adicionadas aos 

tempos indicados (0, 15 ou 30 min) a reacções de importação realizadas na presença (painel +ATP) ou 

ausência de ATP exógeno (painel -ATP). Após 30 min de importação, as amostras foram digeridas com 

proteinase K, os organelos foram sedimentados por centrifugação e o conteúdo proteico analisado por 

SDS-PAGE. Depois de transferidas as proteínas para membrana de nitrocelulose, o sinal da 35S-Pex5p foi 

detectado por auto-radiografia. B. Reacções de importação foram realizadas na presença (painel +ATP) 

ou na ausência (painel -ATP) de ATP exógeno durante 18 min. Seguidamente as proteínas GST-Pex5pFL 

ou GST foram adicionadas às reacções e alíquotas iguais foram retiradas aos tempos indicados (20, 30, 40 

e 60 min). As amostras foram analisadas como descrito anteriormente. A linha I representa 1% da 

quantidade de 35S-Pex5p utilizada nas reacções de importação. 

4.2.4. Inter-relação entre as etapas 2 e 3 do mecanismo de importação in vitro da 
Pex5p 

i r 

Quando a S-Pex5p é importada in vitro na ausência de ATP exógeno detectam-

se duas formas da Pex5p resistentes à digestão com proteinase K (correspondendo à 

Pex5p nas etapas 2 e 3), tal como descrito anteriormente. Uma das questões colocadas 
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no desenrolar deste trabalho consistiu em determinar qual a relação existente entre as 

duas formas, ou seja, se uma delas aparece primeiro e é precursora da outra, ou não. 

Assim, realizou-se uma análise cinética do aparecimento destas duas formas na 

membrana peroxissomal (ver Figura 17A). Como a razão entre a intensidade das duas 

bandas não é significativamente diferente nas alíquotas recolhidas aos vários tempos, 

não se pode claramente estabelecer uma relação entre as duas formas da Pex5p, embora 

os resultados obtidos pareçam sugerir que a etapa 2 da Pex5p surge anteriormente à 

etapa 3. 

Na tentativa de se esclarecer o assunto anterior, foram realizadas experiências de 

pulse-chase de importação in vitro da 35S-Pex5p. A primeira experiência consistiu na 

importação da 35S-Pex5p para os peroxissomas durante 20 min na ausência de ATP 

exógeno (pulse). Seguidamente adicionou-se GST-Pex5pFL para parar a importação de 

novas moléculas de S-Pex5p. Após 7 min, adicionou-se ATP (1 mM de concentração 

final) e retiraram-se alíquotas aos 35 e 50 min. Por análise da Figura 17B, verifica-se 

que a Pex5p nas etapas 2 e 3 sai do peroxissoma, sendo a saída da Pex5p na etapa 3 

muito mais rápida. Na segunda experiência, a proteína 35S-Pex5p foi sujeita a uma 

reacção de importação na presença de 1 mM de ATP exógeno (pulse). Após 20 min de 

importação foi adicionada a GST-Pex5pFL e 7 min depois adicionou-se ATPyS 

(concentração final 1 mM) para se realizar o chase. A importação da Pex5p na presença 

de quantidades equimolares de ATP e ATPyS resulta no surgimento das etapas 2 e 3 

(resultados não mostrados). O resultado obtido (Figura 17B) mostra que após adição do 

ATPyS, a Pex5p passa parcialmente da etapa 2 para a etapa 3. 

Concluindo, estes dados sugerem que a etapa 2 da Pex5p é a precursora da etapa 

3 e que a Pex5p na etapa 3 sai da membrana peroxissomal num processo dependente de 

ATP. 
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Figura 17. Relação entre as etapas 2 e 3 da Pex5p 
A. A proteína 35S-Pex5p foi incubada com 600 |Lig de PNS em solução de importação na ausência de 

nucleótidos exógenos. Aos tempos indicados na figura, alíquotas de 150 ug de PNS foram removidas e 

sujeitas a digestão com proteinase K. A análise do perfil proteico foi realizada por SDS-PAGE, as 

proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e o sinal da 35S-Pex5p foi detectado por 

auto-radiografia. B. A proteína 35S-Pex5p foi importada para os peroxissomas na ausência (pulse -ATP) 

ou presença (pulse +ATP) de ATP exógeno durante 20 min. A proteína de fusão GST-Pex5pFL foi 

adicionada a ambas as reacções, de modo a impedir a importação de novas moléculas de Pex5p marcadas 

radioactivamente, e 7 min depois uma alíquota foi retirada (linhas 27'). Seguidamente adicionou-se ATP 

(chase +ATP) ou ATPyS (chase +ATPyS), a 1 mM concentração final. Alíquotas das reacções de 

importação foram retiradas 8 e 23 min depois (linhas 35' e 50', respectivamente). Todas as amostras 

foram digeridas com proteinase K e o sinal relativo à 35S-Pex5p analisado como descrito no ponto A desta 

legenda. As linhas 1 representam 1% da quantidade de 35S-Pex5p utilizada nas reacções de importação. 

4.2.5. Análise do processo de saída da PexSp do peroxissoma 

Um dos problemas na análise da importação da Pex5p e da correlação deste 

processo com a dependência de ATP prende-se com o facto de ser bastante difícil 

analisar o processo de saída da Pex5p do peroxissoma independentemente do de 

entrada. Algumas experiências utilizando a 35S-Pex5p foram realizadas neste sentido: a 
35S-Pex5p foi sujeita a uma reacção de importação, a proteína não importada foi 

digerida com tripsina, esta foi inibida, os organelos foram isolados e as condições de 

importação foram novamente restabelecidas. Tentaram medir-se os níveis de 35S-Pex5p 

que, na presença de ATP, sairiam agora do organelo para o citosol. No entanto estas 
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experiências não se mostraram viáveis, isto é, a quantidade de Pex5p associada aos 

organelos permaneceu inalterada em função do tempo, provavelmente porque o 

mecanismo envolvido na saída da Pex5p do peroxissoma depende de factores proteicos 

que ficaram inactivos após digestão com tripsina. 

Assim, a única estratégia desenvolvida, que se mostrou capaz de analisar a saída 

da Pex5p da membrana peroxissomal, consistiu na análise da proteína endógena, após 

incubação dos organelos nas condições normais utilizadas nas experiências de 

importação in vitro. Deste modo, alíquotas de PNS foram incubadas na solução de 

importação em várias condições energéticas e a diferentes temperaturas. Após 30 min 

de incubação as amostras foram divididas em duas fracções iguais. Uma fracção das 

amostras foi digerida com proteinase K, os organelos foram isolados por centrifugação e 

o comportamento da Pex5p foi analisado por western-blotting utilizando o anticorpo 

anti-Pex5p (ver painel A da Figura 18). A Pex5p nas etapas 2 e 3 é detectada em 

organelos incubados a 4°C na ausência de ATP exógeno (linha 1). Resultados 

semelhantes são obtidos quando as reacções são realizadas na ausência de nucleótidos 

exógenos (linha 2) ou na presença de 1 mM ATP7S (linha 4) a 26°C. Pelo contrário, 

quando os organelos são incubados a 26°C na presença de 1 mM ATP (linha 3), a razão 

de sinal entre a Pex5p na etapa 2 e na etapa 3 é muito aumentada, indicando que uma 

quantidade significativa da Pex5p na etapa 3 foi exportada para o citosol. O outro 

conjunto de amostras foi directamente centrifugado e a quantidade de Pex5p foi 

determinada no sedimento organelar (painel C) e no sobrenadante (painel D). Em 

concordância com os resultados anteriores, a quantidade de Pex5p diminui na fracção 

organelar e aumenta ligeiramente no sobrenadante, indicando a saída da Pex5p da 

membrana peroxissomal para o citosol. 
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Figura 18. A saída da Pex5p do peroxissoma é dependente de ATP 

Alíquotas de PNS (300 (ig de proteína) foram incubadas durante 30 min a 4°C (linhas 1) ou a 26°C (linhas 

2-4) em solução de importação B na ausência de nucleótidos exógenos (linhas 1 e 2) ou na presença de 

1 mM ATP (linhas 3) ou 1 mM ATPyS (linhas 4). No final do tempo de incubação, as amostras foram 

divididas em duas alíquotas iguais. Uma foi digerida com proteinase K, os organelos foram isolados por 

centrifugação e sujeitos a western-blotting utilizando os anticorpos anti-Pex5p (painel A) e anti-catalase 

(painel B). A outra metade foi centrifugada e os sedimentos organelares (painel C) e os sobrenadantes 

(painel D) foram analisados por western-blotting utilizando o anticorpo anti-Pex5p. 

4.2.6. Caracterização do processo de inserção da PexSp na membrana peroxisomal 

Uma das interacções mais estudada, envolvendo a Pex5p, é a estabelecida com a 

Pexl4p, uma proteína proposta como docking da Pex5p ao nível da membrana 

peroxissomal (Albertini et ai, 1997; Fransen et ai, 1998; Otera et ai, 2000). Um complexo 

proteico envolvendo a Pex5p e a Pexl4p foi também descrito em mamíferos, 

nomeadamente em peroxissomas de fígado de rato (Reguenga et ai, 2001; Reguenga, 2002). 

Assim, um dos aspectos importantes neste trabalho consistiu em determinar qual o papel 

da Pexl4p na importação da Pex5p. 

A primeira experiência realizada teve como objectivo determinar se anticorpos 

produzidos contra a Pexl4p tinham alguma interferência no processo de importação in 
■je 

vitro da S-Pex5p. Neste sentido, fracções de PNS foram incubadas com IgGs 

purificadas que reagem contra a Pexl4p e a PMP70, a proteína mais abundante da 
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membrana peroxissomal (Kamijo et ai, 1990), e posteriormente sujeitas a reacções de 

importação na ausência de ATP exógeno. Como se pode verificar por análise da Figura 

19A, as IgGs anti-Pexl4p inibem fortemente a importação da 35S-Pex5p. 

Na interpretação deste resultado teve que se considerar a hipótese de que a 

inibição observada com as IgGs anti-Pexl4p podia resultar de um efeito esterioquímico 

e não de um bloqueamento directo do domínio da Pexl4p de ligação à Pex5p. Para 

testar esta ideia isolaram-se fragmentos Fab a partir das IgGs anti-Pexl4p. Apesar dos 

fragmentos Fab reconhecerem a Pexl4p por western-blotting tão fortemente como as 

IgGs (resultados não mostrados), não exercem um efeito inibitório na importação da 

S-Pex5p. Por outro lado, o domínio de ligação da Pexl4p à Pex5p (os 78 aminoácidos 

N-terminais) (Schliebs et ai., 1999) provavelmente não se encontra exposto para o citosol 

(Will et ai., 1999; Oliveira et ai., 2002). Por isso, quer as IgGs, quer os fragmentos Fab, 

possivelmente não bloqueiam directamente esse domínio de ligação. As IgGs, por 

ocuparem um volume maior do que os Fabs, poderão indirectamente impedir a 

interacção entre a Pex5p e a Pexl4p. Assim, estes dados não provam inequivocamente 

que a Pexl4p é a proteína docking da Pex5p. Contudo, permitem sugerir que a Pexl4p 

e/ou algum componente ligado à Pexl4p ou existente na sua vizinhança está 

funcionalmente envolvido na importação da Pex5p, mais concretamente na formação 

das etapas 2 e 3 da Pex5p. 

Dados mais conclusivos, demonstrando o envolvimento da Pexl4p na 

importação da Pex5p, resultaram de experiências de imunoprecipitação. Neste sentido, 

reacções de importação foram realizadas na ausência de ATP exógeno. Após digestão 

com proteinase K, os organelos foram solubilizados com um detergente suave (que não 

interfere com as interacções estabelecidas entre a Pex5p e a Pexl4p) e a Pexl4p foi 

imunoprecipitada utilizando-se o anticorpo anti-Pexl4p. A Figura 19B mostra que a 

Pex5p (nas etapas 2 e 3) é especificamente co-imunoprecipitada com a Pexl4p. Estes 

resultados indicam que a Pex5p, em ambas as etapas, faz parte do complexo envolvendo 

aPexl4p. 
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Figura 19. A Pexl4p está envolvida no processo de importação in vitro da Pex5p 
A. Alíquotas de PNS (150 (xg de proteína) foram pré-incubadas com IgGs pré-imunes (linha 1), 

anti-PMP70 (linha 2) ou anti-Pexl4p (linha 3) e subsequentemente sujeitas a reacções de importação na 

ausência de nucleótidos exógenos. Após digestão com proteinase K, os organelos foram isolados por 

centrifugação, o conteúdo proteico foi analisado por SDS-PAGE, transferido para membranas de 

nitrocelulose e o sinal da 35S-Pex5p detectado por auto-radiografía. Na linha I aplicou-se 5% da proteína 

S-Pex5p utilizada em cada reacção de importação. B. Duas alíquotas de 1.3 mg de PNS foram incubadas 

em solução de importação na presença (amostras A) ou ausência (amostras B) de 35S-Pex5p. Após 

digestão com proteinase K, 2% da quantidade de lisado de reticulócitos contendo a proteína 35S-Pex5p 

utilizada na reacção de importação da amostra A foi adicionada à amostra B. Seguidamente, a proteína 

GST-Pex5pFL foi adicionada a ambas as amostras para evitar interacções entre a Pex5p e a Pexl4p, não 

relacionadas com a importação da Pex5p, que se pudessem estabelecer após solubilizaçâo. Os organelos 

foram então solubilizados e alíquotas correspondentes a 600 \ig de proteína inicial foram 

imunoprecipitadas (IPP) utilizando as IgGs anti-Pexl4p (Pexl4p, linhas A e B) ou pré-imunes (Pré-

imune, linhas A e B). As linhas indicadas como "Total" correspondem a alíquotas das amostras A e B, 

equivalentes a 100 \ig de PNS, retiradas após o processo de solubilizaçâo. O sinal da 35S-Pex5p foi 

detectado por auto-radiografía, tal como descrito anteriormente. As amostras das linhas indicadas por 

"IPP" foram sujeitas a um tempo de exposição seis vezes superior relativamente às amostras das linhas 

"Total". 

4.2.7. Determinação da dependência de carga (proteínas com PTS1) na importação 
da PexSp 

Para além da interacção estabelecida entre a Pex5p e a Pexl4p, a ligação entre a 

Pex5p e as proteínas detentoras de PTS1 tem sido muito estudada e intensamente 

descrita. No entanto, não existe nenhuma evidência directa provando que o movimento 

intracelular da Pex5p esteja directamente acoplado ao transporte de proteínas com PTS1 
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para a matriz peroxissomal. Este foi um dos objectivos principais a atingir utilizando o 

sistema de importação in vitro da Pex5p. 

Assim, a primeira abordagem consistiu em testar se a importação in vitro da 

S-Pex5p era estimulado pela presença de proteínas possuidoras de um PTS1. Como se 

pode concluir por análise da Figura 20, painel A, não existe qualquer estimulação de 

importação da Pex5p na presença de GST-SKL. Como controlos desta experiência 

utilizaram-se as proteínas GST e GST-LKS, esta última contendo no seu C-terminal 

uma sequência não funcional semelhante a SKL (Fransen et ai., 1998). A quantidade de 

GST-SKL utilizada nestas experiências foi de 8 uM, um valor cerca de 100 vezes 

superior ao da constante de dissociação determinada para o complexo Pex5p-péptido 

com PTS1 (Harper et ai, 2002). Considerando que a Pex5p é uma proteína pouco 

abundante em fígado de rato, a quantidade utilizada de proteína recombinante seria 

suficiente para complexar quase toda a Pex5p existente. 

Estas experiências foram repetidas utilizando péptidos contendo no seu 

C-terminal as sequências SKL e LKS (Pep-SKL e Pep-LKS), cuja actividade biológica 

está bem determinada e documentada (Wendland e Subramani, 1993; Fransen et ai, 1998). 

Novamente não se conseguiu obter nenhuma estimulação da importação da Pex5p na 

presença de Pep-SKL (ver Figura 20, painel B). 

Face a estes resultados, aparentemente negativos, uma hipótese explicativa foi 

levantada. A quantidade de proteínas possuidoras de PTS1 poderia já ser muito elevada 

na reacção de importação, de modo que a inserção da Pex5p na membrana não era 

estimulada por adição de mais SKLs. Para testar esta possibilidade, outra experiência foi 

idealizada. Desta vez, antes de se tentar estimular a importação da proteína 35S-Pex5p 

com adição de uma proteína ou péptido detentores de um PTS1, sequestraram-se as 

proteínas possuidoras de PTS1 presentes na reacção de importação. Para este efeito 

utilizou-se uma nova proteína de fusão, denominada GST-TPRs, constituída pela GST e 

pelos aminoácidos 312-639 da Pex5p. Este fragmento da Pex5p contém apenas os 

domínios de interacção com o PTS1 e com a proteína Pexl2p. Não apresenta a 

informação de endereçamento da Pex5p para o peroxissoma, isto é, os domínios de 

interacção com a Pexl4p e Pexl3p, nem o domínio de interacção com a Pex7p (ver 

Figuras 4 e 5). 
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Verificou-se que a proteína de fusão GST-TPRs, tal como a GST-Pex5p, inibe 

fortemente a importação in vitro da 35S-Pex5p (Figura 20, painéis C e D, linhas 6). Por 

outro lado, a adição de GST não interfere com a importação da 35S-Pex5p (painéis C e 

D, linhas 3). As propriedades inibitórias da GST-TPRs permanecem inalteradas quando 

as reacções de importação são realizadas na presença da proteína de fusão GST-LKS ou 

do péptido Pep-LKS (painéis C e D, linhas 5). No entanto, quando se adiciona 

GST-SKL ou Pep-SKL (painéis C e D, linhas 4), a inibição é parcialmente revertida. O 

facto de a inibição não ser totalmente revertida pode resultar da interacção da 

GST-TPRs com outro(s) componente(s) necessário(s) para a importação da Pex5p, para 

além das proteínas contendo o sinal PTS1. No entanto, estes resultados indicam 

claramente que a inserção da Pex5p na membrana peroxissomal depende da presença de 

proteínas possuidoras de PTS1. 
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A C 
L GST LKS SKL L 1 2 3 4 5 6 
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B D 
L - LKS SKL L 1 2 3 4 5 6 

Figura 20. A inserção da Pex5p na membrana é dependente da presença de proteínas 

comPTSl 
A. As reacções de importação foram realizadas incubando alíquotas de PNS com lisado de reticulócitos 

contendo a proteína 35S-Pex5p, em solução de importação possuindo 5 mM ATP, na presença de 8 \\M 

das proteínas GST (linhas GST), GST-LKS (linhas LKS) ou GST-SKL (linhas SKL). B. Alíquotas de 

PNS foram incubadas com 35S-Pex5p, na solução de importação contendo 5 mM ATP, na ausência (linha 

-) ou na presença de 25 ^M dos péptidos sintéticos: CRYHLKPLQSKL (linha SKL) e 

CRYHLKPLQLKS (linha LKS). C. A Pex5p sintetizada in vitro foi incubada com alíquotas de PNS na 

presença de 0.17 uM de GST (linhas 1-3) ou GST-TPRs (linhas 4-6). As proteínas de fusão GST-SKL 

(linhas 1 e 4) ou GST-LKS (linhas 2 e 5) foram também incluídas na reacção de importação a uma 

concentração final de 8 uM. D. As reacções de importação foram realizadas na presença de GST (linhas 

1-3) ou GST-TPRs (linhas 4-6). Neste grupo de experiências as reacções de importação ou não receberam 

a adição de nenhum péptido (linhas 3 e 6), ou receberam os péptidos SKL (linhas 1 e 4) ou LKS (linhas 2 

e 5) a uma concentração final de 25 |JM. Após 30 min a 26°C as amostras referidas em todos os painéis 

foram tratadas com proteinase K, os organelos foram separados por centrifugação, o conteúdo proteico foi 

analisado por SDS-PAGE e transferido para membranas de nitrocelulose. Auto-radiografias das 

membranas são mostradas. As linhas L representam 10% da quantidade de 35S-Pex5p utilizada nas 

reacções de importação. 

4.2.8. Importação in vitro de versões truncadas da PexSp 

Dados recentes foram obtidos relativamente ao domínio da Pex5p que contém a 

informação suficiente para endereçar a proteína para o peroxissoma. Estudos de 

microscopia de imunofluorescência de fibroblastos humanos transfectados com 
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plasmídios, que expressam versões truncadas da Pex5p, permitiram determinar que um, 

possuindo os 214 aminoácidos N-terminais, apresentava uma localização peroxissomal 

(Dodt et ai, 2001). O domínio da Pex5p que compreende os aminoácidos 1-214 não 

apresenta o domínio de interacção às proteínas possuidoras de PTS1 mas endereça 

correctamente a Pex5p para os peroxissomas. Por outro lado, no trabalho aqui 

apresentado (ver secção 4.2.7), verificou-se que a importação da Pex5p depende da sua 

interacção com proteínas detentoras de PTS1. Assim sendo, a utilização de versões 

truncadas da Pex5p, que compreendem apenas o N-terminal da proteína, no sistema de 

importação pareceu ser uma boa estratégia no estudo do mecanismo de regulação de 

todo este processo. 

Neste sentido, duas proteínas truncadas no C-terminal da Pex5p foram 

sintetizadas in vitro na presença de [35S]Met. As proteínas, denominadas de 
5S-AClPex5p e 35S-AC2Pex5p, compreendem os aminoácidos 1-324 e 1-197 da Pex5p, 

respectivamente. Reacções de importação destas proteínas foram realizadas na presença 

e ausência de ATP exógeno (Figura 2IA) e verificou-se que ambas as versões 

N-terminais da Pex5p são correctamente inseridas na membrana peroxissomal. Como a 

importação destas proteínas é realizada na presença de Pex5p endógena e já foi descrita 

a capacidade da Pex5p formar homo-tetrámeros (Schliebs et ai., 1999; Harper et ai., 2002; 

Gould e Collins, 2002), colocou-se a hipótese de que as versões truncadas poderiam 

interactuar com a Pex5p endógena. Seria esta interacção que conduziria as proteínas 
l í T C 

S-AClPex5p e S-AC2Pex5p até ao peroxissoma. Se esta hipótese se verificasse, 

então condições que inibissem a importação da 35S-Pex5p resultariam também na 

inibição da importação de 35S-AClPex5p e 35S-AC2Pex5p. Com este propósito, 

realizaram-se reacções de importação na presença de GST-TPRs (ver Figura 21B). 

Como se pode verificar, a importação da 35S-Pex5p é inibida (como esperado) mas a 

GST-TPRs não induz qualquer efeito na importação das versões truncadas 
35S-AClPex5p e 35S-AC2Pex5p. 

Estes resultados demonstram que os aminoácidos 1-197 da Pex5p são suficientes 

para promover o processo de inserção da proteína na membrana do peroxissoma. 
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ACl AC2 

L - + L - + L - GST TPRs 

^y Etapa 3 
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FL 
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Figura 21. Proteínas truncadas no C-terminal da Pex5p são correctamente importadas in 
vitro para o peroxissoma 

A. As proteínas 35S-AClPex5p e 35S-AC2Pex5p foram importadas in vitro na ausência (linha -) ou na 

presença (linhas +) de ATP exógeno (5 mM concentração final). Após 30 min a 26°C, as amostras foram 

digeridas com proteinase K, os organelos sedimentados por centrifugação, o conteúdo proteico foi 

analisado por SDS-PAGE e transferido para membranas de nitrocelulose. O sinal radioactivo foi detectado 

por auto-radiografia. As linhas L representam 1% da quantidade das proteínas AClPex5p e AC2Pex5p 

marcadas com 35S utilizadas nas reacções de importação. Os números à esquerda indicam a massa 

molecular, em kDa, dos padrões aplicados no SDS-PAGE. B. As proteínas 35S-Pex5p (painel FL), 
35S-AClPex5p (painel ACl) e 35S-AC2Pex5p (painel AC2) foram sujeitas a reacções de importação na 

ausência (linhas -) ou na presença das proteínas GST (linhas GST) ou GST-TPRs (linhas TPRs), a uma 

concentração final de 0.17 uM. As reacções de importação foram realizadas na presença de 5 mM ATP 

durante 30 min a 26°C. Após importação, as amostras foram tratadas como referido anteriormente. As 

linhas L representam lisado de reticulócitos contendo a proteína 35S-Pex5p (painel FL) ou as versões 

truncadas da Pex5p 35S-AClPex5p e 35S-AC2Pex5p (painéis ACl e AC2, respectivamente). 
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5. DISCUSSÃO 

O estudo da maquinaria de importação proteica aqui desenvolvido apresenta, 

como objecto central, a Pex5p de fígado de rato que se encontra associada ao 

peroxissoma. Verificou-se que a Pex5p peroxissomal apresenta todas as características 

de uma proteína intrínseca de membrana, tal como descrito por Wiemer et ai. (1995) e 

Terlecky et ai. (1995) e mais recentemente por Harano et ai. (2001). Esta observação implica 

que a Pex5p está directamente em contacto com a bicamada lipídica, e/ou a sua 

localização membranar depende de interacções estabelecidas com outras proteínas ao 

nível da membrana. Uma vez que a Pex5p não apresenta nenhum domínio 

transmembranar putativo e estabelece interacções com várias peroxinas intrínsecas de 

membrana, nomeadamente com a Pexl4p (Albertini et ai, 1997; Brocard et ai, 1997; Fransen et 

ai, 1998; Schliebs et ai, 1999; Shimizu et ai, 1999; Will et ai, 1999; Urquhart et ai, 2000; Reguenga et 

ai, 2001; Saidowsky et ai, 2001; Johnson et ai, 2001), PexBp (Elgersma et ai, 1996a; Gould et ai, 

1996; Erdmann e Blobel, 1996; Girzalsky et ai, 1999; Urquhart et ai, 2000; Bottger et ai, 2000; Barnett 

et ai, 2000; Otera et ai, 2002) e Pexl2p (Chang et ai, 1999b; Okumoto et ai, 2000; Albertini et ai, 

2001), a segunda hipótese considerada será a mais provável. No entanto, não são 

apresentados dados suficientes para inequivocamente distinguir as duas hipóteses. 

Informações importantes sobre o modo de integração da Pex5p na membrana 

peroxissomal foram obtidas por estudos da topologia da Pex5p membranar. Pela 

primeira vez, detectou-se que um pequeno domínio N-terminal de cerca de 2 kDa se 

encontra exposto para o citosol e que a maior parte da proteína se encontra virada para a 

matriz peroxissomal. A localização citosólica do N-terminal da Pex5p foi revelada pela 

acção proteolítica da enzima Genenase I. Esta protease, geneticamente modificada, 

hidrolisa ligações peptídicas no contexto His-Tyr ou Tyr-His mas o grau de digestão 

depende dos aminoácidos na vizinhança das sequências referidas (Carter et ai, 1987; Carter 

et ai, 1991). A análise da estrutura primária do N-terminal da Pex5p humana não revela a 

existência de qualquer histidina neste contexto. No entanto, uma sequência muito 

semelhante surge no resíduo 23 desta peroxina (His23-Phe24). Considerando que a 

digestão com esta protease ocorre no N-terminal da Pex5p e origina a remoção de um 

pequeno fragmento da Pex5p, de cerca de 2 kDa, este é, muito provavelmente, o sítio de 

clivagem da Genenase I. 
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Os dados encontrados na bibliografia relativamente à topologia das peroxinas 

que interactuam com a Pex5p e aos domínios envolvidos nessas interacções, juntamente 

com os dados obtidos relativamente à topologia da Pex5p, podem ser analisados em 

conjunto e fornecer algumas pistas relativamente à estrutura do complexo membranar. 

A interacção estabelecida entre a Pexl3p e a Pex5p envolve o domínio SH3 que 

se situa no C-terminal da Pexl3p (Girzalsky et ai, 1999; Bottger et ai, 2000; Barnett et ai, 2000; 

Urquhart et ai, 2000; Douangamath et ai, 2002) e a região N-terminal da Pex5p (Otera et ai., 2002; 

Bottger et ai, 2000). Estudos preliminares em leveduras mutantes na Pexl3p mostrando 

um defeito no processo de docking dos receptores, juntamente com o facto de o domínio 

SH3 da Pexl3p estar voltado para o citosol, levaram a que se considerasse inicialmente 

como a peroxina docking para a Pex5p. No entanto, estudos em células de ovário de 

hamster chinês mutantes em Pexl3p revelaram que a Pex5p continua associada ao 

peroxissoma na ausência de Pexl3p (Otera et ai, 2000), o que sugere que, pelos menos em 

mamíferos, a Pexl3p não está envolvida no primeiro passo de docking da Pex5p. Por 

outro lado, determinou-se que a Pex5p de fígado de rato estabelece uma interacção, 

resistente à extracção alcalina, com a membrana peroxissomal mesmo quando os 

domínios da Pexl3p expostos para o citosol são removidos proteoliticamente. Estes 

resultados não excluem a hipótese de que a Pexl3p esteja envolvida no complexo de 

docking ou na libertação da Pex5p para o citosol como também sugerido (Urquhart et ai, 

2000) mas provam que, após inserida na membrana, a Pex5p não depende da interacção 

estabelecida com os domínios citosólicos da Pexl3p para permanecer fortemente 

associada à membrana peroxissomal. 

A PexHp é outra proteína com capacidade de interacção com a Pex5p (Albertini et 

ai., 1997; Brocard et ai., 1997; Fransen et ai., 1998; Schliebs et ai., 1999; Shimizu et ai, 1999; Will et 

ai, 1999; Urquhart et ai, 2000; Reguenga et ai, 2001 ; Saidowsky et ai, 2001 ; Johnson et ai., 2001). Em 

humanos, esta interacção é mediada pelos aminoácidos 1-78 da Pexl4p e o N-terminal 

da Pex5p (Schliebs et ai, 1999). Relativamente à localização do N-terminal da Pexl4p de 

mamíferos, todos os resultados publicados indiciam que é um domínio protegido, 

embora a sua localização precisa não tenha sido determinada (Shimizu et ai, 1999; Will et 

ai, 1999; Oliveira et ai., 2002). De qualquer forma terá de apresentar uma conformação tal 

que seja acessível ao domínio N-terminal da Pex5p, com o qual interactua. 

Relativamente à Pex5p citosólica, a análise da massa nativa determinou que é 

uma proteína monomérica. Este resultado torna-se difícil de interpretar face à evidência 
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de que, pelo menos, a Pex5p interactua com proteínas possuidoras de PTS1 e com a 

Pex7p no citosol. Uma hipótese explicativa seria admitir que as interacções descritas 

não resistem ao método de solubilização utilizado na experiência, apesar de se terem 

utilizado detergentes suaves. Outra possibilidade seria considerar que, após ligação da 

Pex5p às proteínas-carga, este complexo é rapidamente endereçado para o peroxissoma. 

De facto, experiências de pulse-chase in vivo revelaram que são necessários apenas 2 a 

3 minutos para que uma proteína detentora de um sinal de endereçamento para o 

peroxissoma, acabada de sintetizar, chegue à matriz peroxissomal (Lazarow e Fujiki, 1985). 

Com o intuito de se estudar mais precisamente a função/estrutura da Pex5p 

peroxissomal, desenvolveu-se um sistema de importação in vitro da proteína marcada 

radioactivamente utilizando um sobrenadante pós-nuclear de fígado de rato. 

Demonstrou-se que a importação da 35S-Pex5p ocorre especificamente para os 

peroxissomas, uma vez que a análise por centrifugação de gradientes de Nycodenz de 

reacções de importação mostraram uma distribuição peroxissomal típica para a Pex5p 

sintetizada in vitro. Adicionalmente, as evidências de que a 35S-Pex5p adquire a mesma 

topologia membranar que a proteína endógena, e que a inserção da Pex5p na membrana 

é fortemente inibida pela presença de IgGs anti-Pexl4p, confirmam uma inserção 

correcta da Pex5p na membrana peroxissomal. 

A dependência de energia no mecanismo de endereçamento das proteínas 

possuidoras de PTS1 pela Pex5p tem sido abordada por alguns grupos e sempre se 

detectou a influência do ATP no processo (Imanaka, 1987; Pool et ai., 1998; Lopez-Huertas et 

ai., 1999; Terlecky et ai., 2001; Harano et ai, 2001). A realização de reacções de importação da 

S-Pex5p, na ausência de ATP exógeno, revelou a existência de dois intermediários 

cinéticos da Pex5p, que também foram detectados com a proteína endógena. A primeira 

população, denominada por etapa 2 da Pex5p, encontra-se numa conformação tal que 

expõe cerca de 2kDa do seu N-terminal para o citosol. A Pex5p na etapa 3 encontra-se 

totalmente protegida da acção da proteinase K. 

A Pex5p na etapa 3 poderia representar uma população intraperoxissomal da 

Pex5p, o que estaria de acordo com a versão do modelo de importação peroxissomal 

que considera a entrada da Pex5p, juntamente com a proteína que transporta, para o 

interior do peroxissoma (Dammai e Subramani, 2001). No entanto, este não parece ser o 

caso, uma vez que ambas as populações da Pex5p se encontram associadas à Pexl4p, tal 

como mostrado pela sua co-imunoprecipitação com a PexHp. Portanto, o aparecimento 
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da Pex5p na etapa 3 pode ser a consequência de um pequeno movimento da Pex5p para 

o interior do organelo, ficando totalmente protegida pela membrana da acção da 

proteinase K mas permanecendo em associação com a Pexl4p, ou pode também resultar 

da interacção com outra(s) proteína(s) em condições deficientes em ATP, proteína(s) 

esta(s) que poderão proteger a Pex5p da acção proteolítica da proteinase K. 

A inter-relação entre as duas populações de Pex5p identificadas, ou seja, que a 

etapa 2 da Pex5p é a precursora da etapa 3 e que esta última sai rapidamente do 

peroxissoma na presença de ATP, foi determinada através de experiências de 

pulse-chase. Os estudos realizados analisando a proteína endógena confirmaram os 

resultados anteriores, ou seja, na presença de ATP a Pex5p endógena na etapa 3 é 

libertada do peroxissoma. Se a necessidade de energia sob a forma de ATP parece ser 

claramente necessária para a exportação da Pex5p, a dependência energética para a 

importação da proteína permanece por determinar. Se todos os sítios de docking na 

membrana peroxissomal estiverem ocupados pela Pex5p endógena nas fracções de PNS 

usadas, então terá de ser gasta alguma energia a libertar Pex5p para que a 35S-Pex5p 

possa ser importada. Poderá ser esta a razão explicativa para a visualização de 

estimulação de importação da Pex5p na presença de ATP (Figura 13 A). Na ausência de 

dados relativamente a este assunto e com base nos resultados obtidos apenas se pode 

concluir que a exportação da Pex5p, relativamente à importação, requer concentrações 

mais elevadas de ATP. 

Uma vez que a Pex5p na etapa 3 sai rapidamente do peroxissoma num processo 

dependente de ATP, então alguma ATPase deve estar envolvida no mecanismo. Apesar 

de não se conhecer a identidade da(s) ATPase(s), dois possíveis candidatos podem ser 

nomeados: a Pexlp e Pexóp, duas ATPases presumivelmente envolvidas no processo de 

reciclagem da Pex5p para o citosol (Collins et ai., 2000). A interacção da Pexlp e/ou Pexóp 

com elementos da maquinaria de translocação peroxissomal pode também ser 

responsável pela protecção conferida à etapa 3 da Pex5p relativamente à acção da 

proteinase K. Estas proteínas podem interagir com a Pex5p nesta fase, escudando-a da 

acção da proteinase K e promovendo a sua libertação num processo dependente de ATP. 

Uma função semelhante para a Pexlp e Pexóp foi descrita recentemente com a 

elaboração do modelo hipotético trap-door (Gould e Collins, 2002). É considerado que a 

dissociação das proteínas em trânsito da Pex5p é mediada pela Pexlp e Pexóp, processo 

que antecede a libertação da Pex5p de novo para o citosol. 
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Por outro lado, a presença de chaperones, tal como proteínas da família da 

Hsp70 e proteínas relacionadas, que também apresentam actividade de ATPase, tem 

sido descrita na importação das proteínas possuidoras de PTS1 (Walton et ai, 1994; Crookes 

et ai, 1998; Hettema et ai, 1998; Harano et ai, 2001). Assim, não será de excluir o 

envolvimento destas chaperones na exportação da Pex5p. 

O facto de em peroxissomas purificados de fígado de rato só se detectar a Pex5p 

endógena na etapa 2 (Figura 10B) pode reforçar a ideia de que a protecção da Pex5p 

nesta fase relativamente à acção da proteinase K resulta de um efeito de escudagem por 

outra proteína e não do movimento do N-terminal da Pex5p para o interior do 

peroxissoma. Em organelos purificados, a(s) proteína(s) que escudam a Pex5p podem 

ter sido perdidas durante a purificação, mas estão certamente presentes quando se usa 

um sobrenadante pós-nuclear. 

Uma das conclusões mais importantes obtidas neste trabalho consistiu em provar 

que o transporte subcelular da Pex5p está realmente acoplado ao endereçamento de 

proteínas para a matriz do peroxissoma. Por outro lado, versões da Pex5p truncadas no 

C-terminal, que não apresentam capacidade para ligar as proteínas possuidoras de PTS1, 

são correctamente importadas para o peroxissoma. Esta observação tem fortes 

implicações na regulação do processo de docfong/translocação da Pex5p na membrana 

peroxissomal. De facto, estes resultados sugerem a inexistência de interacções 

importantes entre a maquinaria de importação ao nível da membrana peroxissomal e o 

domínio C-terminal da Pex5p ou as proteínas em trânsito. Na presença destes dados, 

coloca-se a questão de como é regulado o processo de í/oc&mg/translocação da Pex5p, 

de modo a serem evitados ciclos fúteis de docking/reciclagem, com o consequente 

dispêndio energético. A explicação mais plausível será assumir que o mecanismo de 

regulação deste processo reside na própria Pex5p. Por exemplo, a ligação de uma 

proteína possuidora de PTS1 à Pex5p poderá induzir nesta proteína alterações 

conformacionais de modo que o domínio responsável pelo endereçamento da Pex5p 

para a membrana peroxissomal fique exposto. No caso das versões truncadas no 

C-terminal, o mecanismo que regula esta alteração conformacional poderá ter sido 

perdido, resultando numa activação constitutiva do domínio de endereçamento 

peroxissomal. Dados indicando uma interacção entre o N e o C-terminal da Pex5p já 

foram publicados e podem apoiar esta hipótese (Harano et ai, 2001). 
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Alternativamente, poderá ser a interacção com outro componente proteico, 

através do domínio C-terminal contendo os TPRs, que indirectamente regulará o 

processo. Este elemento proteico poderá ligar-se à Pex5p enquanto esta não interactuar 

com nenhuma proteína em trânsito, impedindo-a de ser endereçada para o organelo. No 

caso das versões truncadas da Pex5p (AC1 e AC2), esta regulação teria sido perdida. 

Os dados obtidos mostram que a importação da Pex5p para o peroxissoma é 

fortemente inibida pela presença de IgGs direccionadas contra a Pexl4p e que a Pex5p 

nas etapas 2 e 3 é imunoprecipitada com anticorpos contra a PexHp. Por outro lado a 

inserção da Pex5p na membrana peroxissomal, possivelmente expondo a maior parte da 

sua estrutura (incluindo os TPRs) na matriz, está relacionada com o transporte de 

proteínas possuidoras de PTS1. Assim, a translocação de proteínas sintetizadas de novo 

possuindo um PTS1 através da membrana peroxissomal ocorre com a formação 

simultânea do complexo Pex5p-Pexl4p. Provavelmente, a Pexl4p não faz parte apenas 

do complexo de docking da Pex5p mas é um membro integrante do complexo de 

translocação proteica peroxissomal. Dados recentes eliminando a necessidade 

conceptual da existência de dois complexos distintos e mostrando a Pexl4p em 

associação com elementos quer do complexo de docking quer do de translocação foram 

publicados (Reguenga et ai, 2001; Albertini et ai., 2001). Outros estudos de interacção entre a 

Pex5p e a Pexl4p propuseram que a Pexl4p, em humanos, é o primeiro lugar de 

docking para a Pex5p (Saidowsky et ai., 2001). 

Os resultados apresentados permitem propor um modelo para a importação 

peroxissomal de proteínas matriciais possuidoras de PTS1 (Figura 22). Este modelo 

assume que, num primeiro passo, a Pex5p citosólica (definida como Pex5p na etapa 0) 

interactua com o motivo PTS1 das proteínas peroxissomais sintetizadas de novo (etapa 1 

da Pex5p). O complexo Pex5p-proteína carga dirige-se para a membrana peroxissomal 

onde interactua com elementos do complexo de docfang/translocação (etapa 2 da 

Pex5p). Os dados obtidos não permitem excluir a possibilidade de a Pex5p interactuar 

com um ou mais elementos deste complexo da membrana do peroxissoma, como por 

exemplo a Pexl3p ou a Pexl2p, antes de se ligar à Pexl4p. Os resultados obtidos só se 

referem a populações de Pex5p resistentes à acção da proteinase K. A etapa 3 surge por 

uma alteração conformacional ou por modificação do contexto circundante da Pex5p. 

Nada se determinou relativamente ao passo de libertação da proteína carga, mas poderá 

ser esta alteração da conformação ou das interacções estabelecidas com outras proteínas, 
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nomeadamente com a Pexlp e/ou Pexóp, que provocará a libertação das proteínas para a 

matriz do peroxissoma. Finalmente, a Pex5p na etapa 3 será libertada para o citosol, 

num processo catalisado por um componente que hidrolisa ATP originando novamente 

a etapa 0. 
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Figura 22. Modelo de translocação proteica peroxissomal mediada pela Pex5p. 
Tal como no modelo actualmente aceite de importação proteica (Figura 6), a Pex5p citosólica (Etapa 0) 

liga-se a proteínas possuidoras de PTS1 (indicadas a vermelho) (Etapa 1). Seguidamente dirige-se para a 

membrana peroxissomal onde pode interactuar com proteínas do complexo de í/ocfowg/translocação 

(indicadas a azul), nomeadamente com a Pexl4p. A Pex5p insere-se na membrana, interagindo com a 

Pexl4p, e expondo cerca de 2 kDa do N-terminal para o citosol (Etapa 2). A Pex5p poderá interagir com 

outros elementos do complexo de docking/translocação, como por exemplo a Pexl3p, Pexl2p ou Pex2p, 

antes de interactuar com a Pexl4p (trajecto a tracejado). A Etapa 3 surge por alteração conformacional da 

Pex5p, por exemplo entrando um pouco mais na matriz peroxissomal, ou por interacção com outra(s) 

proteína(s) (como por exemplo as ATPases Pexlp e/ou Pexóp, indicadas a verde). As alterações da Pex5p 

que ocorrem durante esta fase poderão ser responsáveis pela libertação das proteínas possuidoras de PTS1 

para a matriz peroxissomal. Finalmente, a Pex5p é libertada para o citosol, num processo dependente da 

hidrólise de ATP. Cit-citosol; Per-matriz peroxissomal. 
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O sistema de importação peroxissomal in vitro aqui descrito, que reproduz o 

mecanismo de importação de proteínas para o peroxissoma, fornece os meios 

necessários para uma análise bioquímica detalhada do sistema de translocação 

peroxissomal. Para além dos resultados já obtidos e que constituem esta tese, penso que 

este sistema pode continuar a ser utilizado uma vez que certos aspectos do processo de 

importação não foram abordados. 

Uma das diferenças do sistema de translocação proteica peroxissomal nos 

mamíferos relativamente a outros organismos, baseia-se no facto de a importação 

mediada pela Pex7p estar interligado com o da Pex5p. Verificou-se que mutações na 

Pex5p que interferem com a ligação à Pex7p, têm como consequência a inibição da 

importação de proteínas possuidoras de PTS2 para o peroxissoma. Assim, penso que 

uma abordagem interessante seria analisar o papel da Pex7p e de proteínas com PTS2 na 

importação da Pex5p. Por exemplo, seria de verificar se a adição de uma proteína de 

fusão ou de um péptido sintético contendo a sequência PTS2 conseguiria estimular a 

importação da Pex5p. Uma experiência semelhante à mostrada na Figura 20, poderia ser 

realizada com este intuito. 

Por outro lado, a disponibilidade de anticorpos de elevada afinidade contra 

outras peroxinas (nomeadamente contra a Pex7p, Pexl3p, Pexl2p e as ATPases Pexlp e 

Pexóp) poderia possibilitar a realização de experiências visando a determinação do 

papel destas peroxinas no processo de importação da Pex5p. Um dos aspectos limitantes 

neste trabalho foi a disponibilidade de apenas um único anticorpo com as propriedades 

referidas (o anticorpo anti-Pexl4p). 

A utilização de peroxissomas purificados de fígado de rato como material base 

das reacções de importação servirá também para distinguir as etapas do sistema de 

importação que dependem de factores citosólicos. Se alguma das etapas estudadas 

requerer componentes do citosol, então provavelmente ficará bloqueada. 

Uma outra estratégia possível poderia envolver a utilização de sobrenadantes 

pós-nucleares isolados a partir de células deficientes em diversas peroxinas. A 

utilização de células dos diferentes grupos de complementação ou de células extraídas 
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de ratinhos knockout poderia permitir o estudo da importação das proteínas possuidoras 

de PTS1 mediado pela Pex5p na ausência de apenas um componente da maquinaria de 

translocação peroxissomal. Penso que seria uma ferramenta importante para destrinçar 

as diferentes etapas percorridas pela Pex5p e os componentes proteicos envolvidos em 

cada uma delas. 

O estudo do mecanismo de importação em células de doentes da biogénese 

peroxissomal poderia ser útil no estabelecimento de uma melhor correlação 

genótipo-fenótipo. Por exemplo, uma deficiência na peroxina Pex5p revela-se com um 

leque fenotípico tão grande que vai desde os casos mais severos de Síndrome de 

Zellweger até aos mais suaves de IRD. Apesar destes doentes apresentarem defeitos na 

mesma proteína, diferem na extensão do defeito na importação das proteínas 

peroxissomais. 

Uma questão central relativamente ao processo de translocação proteico prende-

se com o facto de não se ter a menor ideia sobre como as proteínas são importadas para 

o interior do organelo. Existirá realmente um canal de translocação? Directamente 

relacionado com este assunto surge a pergunta de como é que as proteínas da matriz do 

peroxissoma se desligam dos receptores. Seria também importante obter dados 

inequívocos relativamente à existência de alguma alteração conformacional da Pex5p 

quando se liga a proteínas possuidoras de PTS1. A determinação da estrutura terciária, 

por cristalografia de raios-x, da Pex5p na presença e ausência de uma proteína com 

PTS1, seria fundamental neste sentido. Até ao momento os únicos estudos estruturais da 

Pex5p referem-se apenas ao C-terminal da proteína interagindo com um péptido 

contendo PTS1 (Gatto et ai., 2000). 

Apesar do sistema de importação peroxissomal ter sido desenvolvido para a 

Pex5p, este poderá ser futuramente aplicado a outras proteínas. No entanto será 

fundamental e limitante para este processo que as proteínas apresentem um perfil 

proteolítico específico que permita distinguir a proteína importada da que permanece no 

citosol ou não especificamente associada ao peroxissoma. O estudo do processo de 

importação, por exemplo, das peroxinas intrínsecas de membrana poderia trazer novos 

dados relativamente ao mecanismo de biogénese peroxissomal. 

Embora alguns dados interessantes acerca do processo de translocação proteica 

peroxissomal tenham sido obtidos neste trabalho, muitas questões foram levantadas e 
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outras permaneceram por responder. Tão importante como obter respostas, é também 

fazer perguntas que permitam o desenvolvimento de novas linhas de investigação. 
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