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Abreviaturas

BASTA: Glufosinato de aménio (do inglés, glufosinate ammonium)
cDNA: DNA complementar

CDS: Sequéncia codificante (do inglés, Coding sequence)

cGPX: Glutationa Peroxidase classica (do inglés, classical GPX)

cGPxIn: Glutationa Peroxidase classica de inverterbrados (do inglés, classical GPX

from invertebrates)

Cys,: Cisteina peroxidatica

Cys;:Cisteina resolutiva

DNA: Acido Desoxirribonucleico (do inglés, Deoxyribonucleic Acid)
ER: Reticulo Endoplasmaético (do inglés, Endoplasmic reticulum)
GFP: Proteina Fluorescente Verde (do inglés, Green Fluorescent Protein)
GPx/GPX: Glutationa Peroxidase

GPXL: Glutationa Peroxidase-like

GSH: Glutationa reduzida

GSSG: Glutationa oxidada

MS: Meio de cultivo Murashige and Skoog

NADPH: Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida

NTRa: Tiorredoxina redutase dependente de NADPH A (do inglés, NADPH-
dependent Thioredoxin A)



PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase (do inglés, Polimerase Chain Reaction)
PHGPx: GPX hidroperoxido fosfolipidio (do inglés, phospholipid hydroperoxide GPX)
PPI: Interacdo proteina- proteina (do inglés, Protein-Protein Interaction)

RNA: Acido Ribonucleico (do inglés, Ribonucleic Acid)

roGFP2: GFP2 redox sensivel (do inglés, redox-sensitive GFP2)

ROS: Espécies Reativas de Oxigénio (do inglés, Reactive Oxygen Species)
SeCys: Selenocisteina

TAIR: The Arabidopsis Information Resource

TbID: Biotina ligase modificada, BirA"/TurbolD

TRX/TRXh3: Tiorredoxina

WT: Tipo selvagem (do inglés, Wild Type)

YFP: Proteina Fluorescente Amarela (do inglés, Yellow Fluorescent Protein)



Resumo

As glutationa peroxidases (GPXs) sao enzimas antioxidantes que catalisam a
reducdo de peréxido de hidrogénio (H.O,) ou peroxidos organicos em agua ou
alcoois, usando glutationa (GSH) ou tiorredoxinas (TRXs) como agentes redutores. A
grande diversidade entre as GPXs de animais e ndo animais, em relacdo a sua
estrutura, funcdo, presenca do residuo de selenocisteina (SeCys) e preferéncia por
agentes redutores levanta a questdo se elas compartilham um ancestral comum.
Como as GPXs de plantas e leveduras usam TRXs como redutores, elas foram
denominadas GPX-like (GPXL). Além de interagir com seu substrato usual, sabe-se
que GPXL também podem interagir com outras proteinas. E o caso da GPXL3 de
levedura (conhecida também como Orpl), a qual oxida o fator de transcricdo Yapl
qgquando na presenca de H,O,. Este processo leva a expressdo de genes que
codificam proteinas envolvidas na defesa antioxidante, indicando que as GPXLs
podem ter outras funcbes além da reducéo de peroxidos. A GPXL8 de Arabidopsis
thaliana esta localizada no citosol e no ndcleo. Embora seu papel na destoxificagdo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) tenha sido descrito anteriormente, pouco se
sabe sobre seu envolvimento na deteccdo e sinalizacdo de ROS. Portanto, nossos
principais objetivos neste trabalho foram identificar proteinas que interagem com
GPXL8, determinar como e se GPXL8 oxida tais proteinas e desvendar a relacéo
filogenética entre GPXs de animais e ndo animais. Analises filogenéticas e de
sequéncia indicam que GPXs de animais e ndo animais compartilham ancestralidade
genética, e que a incorporacao de SeCys aconteceu no inicio da evolugao do reino
animal. Para avaliar a capacidade da GPXL8 de transferir elétrons provenientes do
H,O, e, assim, oxidar proteinas-alvo, usamos uma proteina fluorescente verde
sensivel a oxirreducdo (roGFP2) como uma proteina-alvo artificial para GPXLS.
Ensaios in vitro mostram que GPXL8 pode oxidar roGFP2, apontando que ela possui
atividade de tiol oxidase. Além disso, todas as trés cisteinas de GPXL8 regulam e
limitam a oxidacdo de roGFP2. Potenciais proteinas interatoras de GPXL8 foram

identificadas pelo método TurbolD. Além disso, plantas transgénicas foram geradas
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para posteriores andlises funcionais e fisioldgicas. Nossos resultados sugerem que a
GPXL8 pode ser uma proteina sensora de alteracdes redox, e ajudam no
entendimento de como as plantas transmitem informacgdes a partir do H,O, para as

proteinas-alvo em resposta a varios estimulos ambientais.
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Abstract
Glutathione peroxidases (GPXs) are antioxidant enzymes that catalyze the reduction
of hydrogen peroxide (H,O;) or organic peroxides to water or alcohols, using either
glutathione (GSH) or thioredoxins (TRXs) as reducing agents. The large diversity
among animal and non-animal GPXs, regarding their structure, function, presence of
a selenocysteine (SeCys) residue, and reducing agent preference raises the question
of whether they share a common ancestor. Because plant and yeast GPXs use TRXs
as reductants, they were termed GPX-like (GPXL). Besides interacting with its usual
substrate, GPXL can interact with other proteins. This is the case of yeast GPXL3
(also known as Orpl) that oxidizes the transcription factor Yapl in the presence of
H.O,. This process leads to the expression of genes encoding proteins involved in
antioxidative defense. This suggests that GPXLs may have other functions besides
peroxide reduction. Arabidopsis thaliana GPXL8 is localized in the cytosol and
nucleus. Although its role in reactive oxygen species (ROS) detoxification has been
described previously, little is known about its involvement in ROS sensing and
signaling. Therefore, our main goals in this study were to identify proteins interacting
with GPXL8, determine whether and how GPXL8 oxidizes such proteins, and unveil
the phylogenetic relationship between animal and non-animal GPXs. Phylogenetic
and sequence analyses indicate that animal and non-animal GPXs share genetic
ancestry, and the incorporation of SeCys happened early in the evolution of the
animal kingdom. To evaluate the ability of GPXL8 to sense H,O, and oxidize target
proteins, we used a reduction-oxidation-sensitive GFP (roGFP2) as an artificial
GPXL8 target protein. In vitro assays display that GPXL8 can oxidize roGFP2,
showing that it possesses a thiol oxidase activity. Moreover, all three GPXL8
cysteines regulate and limit the oxidation of roGFP2. GPXL8 putative interacting
proteins were identified by the TurbolD method. Besides, transgenic plants were
generated for further functional and physiological analyses. Our results suggest that
GPXL8 can be a redox sensor and help in understanding how plants relay information

from H,0O, to target proteins in response to various environmental stimuli.
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1. Introducéo

A geracao de oxigénio molecular (O) pelos primeiros organismos fotossintetizantes
mudou drasticamente o mundo (Fischer and Valentine, 2019; Blankenship, 2010). A
alta eletronegatividade desta molécula possibilitou um significante aumento na
eficiéncia nas principais vias metabolicas nas células eucaritticas, sendo utilizado
como aceptor final de elétrons e possibilitando o surgimento da vida multicelular
(Thannickal, 2009). Além disso, o O, é o substrato primario para a formacédo da
camada de ozobnio, que protege a maioria dos organismos vivos da radiacdo
ultravioleta, e ele também contribuiu para o surgimento da vida em habitats terrestres
a partir de ambientes marinhos. Apesar de suas caracteristicas benéficas, o aumento
da concentracdo de O, atmosférico causou forte pressédo seletiva, direcionando a

evolucéo na Terra (Reinhard et al., 2016).

Os antigos oceanos do nosso planeta eram diferentes do que s&o hoje,
principalmente no que diz respeito a composicdo de seus elementos quimicos
(Anbar, 2008). A concentracdo crescente de oxigénio molecular na agua do mar
afetou profundamente os niveis de muitos metais de transicdo. O Ferro soluvel
(Fe?"), por exemplo, foi oxidado pelo O, gerando 6xidos de ferro insolGveis, que
eventualmente formaram crostas de ferro, diminuindo a concentracdo de sua forma
soltvel (Anbar, 2008). Essas reacdes, no entanto, também formaram espécies
reativas de oxigénio (ROS), que podem ser extremamente tdxicas para as células,
danificando estruturas orgéanicas. A formacdo descontrolada das ROS, portanto,
provavelmente eliminou muitos organismos antigos que ainda ndo eram capazes de
elimina-las ou desintoxica-las (Mittler, 2017). Essa pressao seletiva causada pelas
ROS foi, em ultima andlise, contornada por meio da produgcdo e adaptacdo de
moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas, que sao capazes de eliminar/reduzir esses
compostos toxicos. Embora as ROS possam ser nocivas, elas também sdo usadas

para o beneficio das células, ditando o destino delas em muitas ocasides (Schieber
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and Chandel, 2014). Além disso, elas sdo necessdrias para a ativagdo de varias
proteinas e vias, sendo essenciais para diversos processos (Schmidt and Schippers,
2015; Xia et al.,, 2015). A percepcdao, sinalizacdo, protecdo e modificacbes em
resposta aos diferentes niveis das ROS foram fundamentais para a progresséo da
vida de ambientes anaerdbios para aerdbios; no entanto, pouco se sabe como esses

mecanismos se interconectaram ao longo da evolugéo.

1.1 Protecgéo e sinalizagdo das ROS

As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas em diversos compartimentos
celulares, como nos peroxissomos, no espaco apoplastico pelas NADPH oxidases
(RBOH), em cloroplastos e em mitocondrias, durante a fotossintese e a respiracéo
celular como subprodutos, entre outros (Mignolet-Spruyt et al., 2016; Apel and Hirt,
2004). As ROS mais comuns em plantas sdo peroxido de hidrogénio (H20,), oxigénio
singleto (*O,), superdxido (O,") e o radical hidroxila (OH*), sendo o Gltimo o mais
reativo de todas. A producdo das ROS € significativamente aumentada por
estresses/mudancas ambientais, tais como seca, alta temperatura, alta luminosidade,
presenca de altas concentracdes de metais pesados, entre outros (Atkinson and
Urwin, 2012; Wagqas et al.,, 2019). Quando as concentra¢cdes das ROS sdo muito
altas, podem causar desequilibrio redox, resultando em estresse oxidativo e morte
celular (Mittler, 2017). O estresse oxidativo pode ser definido como o desbalanco
entre oxidantes e antioxidantes, favorecendo os oxidantes, que leva a uma ruptura

no controle/sinalizacéo redox e/ou ao dano molecular (Jones, 2006).

A maioria dos organismos aerobicos pode contrabalancar o aumento das ROS
produzindo moléculas de baixo peso molecular e enzimas que convertem esses
compostos nocivos em produtos ndo toxicos (Hasanuzzaman et al., 2020). Os
antioxidantes nao-enzimaticos, como 0 ascorbato e a glutationa, podem reagir
diretamente com o superoxido e o radical hidroxila, formando radicais muito menos
reativos (Sharma et al.,, 2012). Outras moléculas antioxidantes nao-enzimaticas
importantes encontradas em plantas sao os flavonoides, a prolina, as vitaminas e os

carotenoides. As enzimas antioxidantes, da mesma forma, sdo capazes de
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converter/reduzir as ROS em espécies menos reativas. Alguns exemplos de enzimas
antioxidantes sdo a catalase, a superoxido dismutase (SOD), a ascorbato peroxidase
(APX), a peroxirredoxina (PRX) e a glutationa peroxidase (GPX) (Hasanuzzaman et
al., 2020; Apel and Hirt, 2004). Embora a maioria dos estudos tenha mostrado essas
enzimas como proteinas exclusivamente relacionadas com a protecao oxidativa da
célula, estudos recentes propdem funcbes de sinalizagdo para algumas delas,
principalmente aquelas que contém cisteina em seu sitio ativo (Passaia and Margis-
Pinheiro, 2015; Bela et al., 2015; Neumann et al., 2009).

A sinalizacdo e a percepcdo das ROS parecem estar presentes desde procariotos,
como demonstrado pela regulacdo do fator de transcricdo regulador de estresse
oxidativo (OxyR) em Escherichia coli (Zheng et al., 1998). Niveis crescentes de H,0,
oxidam a cisteina peroxidatica (Cys199) de OxyR, produzindo um intermediario
contendo &cido sulfénico. A formacéo de uma ligacao dissulfeto intramolecular entre
a cisteina peroxidatica e outro residuo de cisteina de OxyR (a cisteina resolutiva,
Cys208) altera a funcdo da proteina e permite que ela atue como um fator de
transcricdo (FT) para regular positivamente a transcricdo de genes antioxidantes. A
consequente diminuicdo dos niveis de ROS pela atividade das enzimas antioxidantes
favorece a reducdo do OxyR, reequilibrando, assim, a homeostase redox das células
de E. coli (Zheng et al.,, 1998; Kim et al., 2002). O mecanismo que envolve a
oxidacao das cisteinas para a modulacéo das respostas frente o aumento dos niveis
de H,0O, foi também recentemente demonstrado no estudo do receptor de membrana
quinase HPCAL1 (do inglés, H.O-induced Ca** Increases) de Arabidopsis thaliana,

cuja oxidagéao leva ao influxo de calcio (Wu et al., 2020).

A hipdtese de que as enzimas antioxidantes estdo relacionadas a protecédo e a
sinalizacdo ganhou forte suporte quando foi demonstrado que o fator de transcri¢cao
de levedura AP-1-like, Yapl (do inglés, Yeast AP-1-like, homologo funcional de
OxyR), realiza ligacOes dissulfeto semelhantes a OxyR, mas ndo desencadeadas
diretamente por H,O,. As cisteinas de Yapl sdo oxidadas in vivo pela glutationa

peroxidase 3 (GPX3, também conhecida como Orpl), levando a uma mudanca
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conformacional que conduz a proteina ao nucleo da célula, permitindo, assim, que
este fator de transcricdo regule a expressao de genes do metabolismo antioxidante
(Delaunay et al., 2000; Delaunay et al., 2002). Posteriormente, foi elucidado que a
oxidacdo de Yapl por GPX3 requer outra proteina, a proteina ligadora de Yapl
(Ybpl, do inglés, Yapl-binding protein), que atua como uma proteina scaffold,
montando o complexo e favorecendo a oxidacao especifica da Cys (Bersweiler et al.,
2017). Os estudos mostram que GPX3 de levedura atua principalmente reduzindo
H,O, a 4gua e usando tioredoxina como agente redutor. Entretanto, a habilidade da
GPX3 em oxidar outras proteinas de forma a modificar sua estrutura e funcéo
evidenciou o papel desta enzima como proteina sensora do metabolismo redox
(Bersweiler et al.,, 2017). Este mecanismo foi descrito similarmente para Capl
(ortélogo funcional de Yapl em Candida albicans), fator de transcricgdo modificado
por GPX3 para entdo ativar a transcricdo de genes antioxidantes. A Ybpl de C.
albicans ndo apenas facilita a oxidacdo de Capl mediada por GPX3, mas também

previne que o FT seja degradado no citoplasma (Patterson et al., 2013).

1.2 Glutationa peroxidases

As glutationas peroxidases (EC1.11.1.9) sdo enzimas capazes de catalisar a reducao
de perdxidos em agua ou em seus respectivos alcoois. Essas peroxidases foram as
primeiras selenoproteinas descritas em mamiferos, e receberam esse nome pois
utilizam glutationa como agente redutor (Figura 1) (MILLS, 1957; Deponte, 2013).
Além disso, metade das GPXs descritas em metazoarios sdo proteinas multiméricas,
geralmente estruturadas em complexos tetraméricos. Por outro lado, as GPXs
vegetais e fungicas tendem em preferir tiorredoxina a glutationa como agente
redutor, e a maioria delas apresenta estruturas monomeéricas (Deponte, 2013; Igbal
et al., 2006; Gaber et al., 2012; Lee et al., 2008b). Com excecao de algumas GPXs
codificadas por algas verdes, as GPXs de organismos ndo pertencentes ao reino
Metazoa n&o contém selenocisteina (Koh et al., 2007; Herbette et al., 2007). A
presenca do grupamento tiol, em seus residuos de cisteina, as torna menos reativas

do que a contraparte de selenotiol (Hondal et al., 2013; Maiorino et al., 1995),
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inferindo um mecanismo enzimético diferente na reducdo do perdxido, devido a
adicdo de uma cisteina resolutiva no centro redox (Figura 1, B)(Avery et al., 2004;
Toppo et al., 2009). Em contrapartida, ha uma cisteina conservada na por¢ao central
das GPXs codificadas por todos os dominios da vida, mas que ainda ndo se sabe

detalhadamente a sua fungao (Koh et al., 2007; Navrot et al., 2006).

A) B)
Gpx animal contendo selenocisteina GPX-like contendo trés cisteinas
TRX.,) <=
GSSG
ROH ROH
TRXe) E
GS ; OH
(Gpx Fro csu)’ @
Gpx $-sc GPXLEY]
GSH
H,0 H,O

Figura 1. Diferencas no mecanismo enzimatico entre glutationa peroxidases. A)
Glutationa peroxidases (Gpxs) de animais, as quais contém selenocisteina (SeC) em
seu sitio ativo. B) Glutationa peroxidase-like (GPXL) de plantas, que possuem trés
cisteinas (C). GSH: glutationa reduzida. GSSG: glutationa oxidada. TRXox € TRXeq:
tioredoxina oxidada e reduzida, respectivamente. ROOH: peroxido. ROH: &lcool. OH:
grupamento oxidrila. Imagem adaptada de (Meyer et al., 2021).

Existem também divergéncias na nomenclatura das glutationa peroxidases, sendo
usualmente utilizada letras maiusculas para GPX de mamiferos e A. thaliana, e
‘GPx” ou “Gpx” para outros animais, plantas e organismos. Atualmente, por
possuirem diferencas nos mecanismos cataliticos, agentes redutores, estruturas e
até mesmo substratos, foi adotado uma nomenclatura alternativa para as GPXs
vegetais e fungicas, nomeadas como GPX-like, ou simplesmente GPXL (EC
1.11.1.24, Figura 1, B)(Attacha et al., 2017; Adriani et al., 2021). Essas divergéncias,

somadas as continuas e recentes evidéncias que GPXLs podem atuar como
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proteinas sinalizadoras, sugerem que as GPXLs possuem papéis adicionais aos de
enzimas antioxidantes, e também questionam se elas compartilham um ancestral
comum com as GPXs animais (Bela et al., 2015; Passaia and Margis-Pinheiro, 2015;
Zhou et al., 2022; Riyazuddin et al., 2022; Margis et al., 2008).

Arabidopsis thaliana, a planta modelo para estudos genéticos, contém oito glutationa
peroxidases-like e a maioria delas ja foi estudada quanto a sua atividade peroxidase.
Ensaios in vitro, com proteinas recombinantes, assim como estudos funcionais,
utilizando mutantes knockout, indicam que as AtGPXLs dependem de tioredoxina
como agente redutor, e ndo utilizam glutationa (Igbal et al., 2006; Bela et al., 2018). A
exposicao de plantas a diferentes horménios e condi¢cdes estressantes (ex: alta
salinidade) induzem diferentemente a expressédo génica das GPXLs, indicando que
esses genes estdao envolvidos em respostas de estresse e desenvolvimento, e
possivelmente de formas diferentes (Passaia et al., 2014; Bela et al., 2018; Bela et
al., 2015); entretanto, sabe-se muito pouco sobre como as GPXLs estdo envolvidas
na sinalizacao celular. Miao e colaboradores mostraram que a GPXL3 de Arabidopsis
thaliana (AtGPXL3) interage com proteinas fosfatases do tipo 2C (PP2C) ABI2 e
ABI1, regulando a sua atividade negativamente para promover o fechamento
estomatico (Miao et al., 2006). Porém, este trabalho foi confrontado com novas
evidéncias que mostram AtGPXL3 como uma proteina localizada no liamen do
reticulo endoplasméatico e do Golgi (via secretéria), e ndo citoplasmatica como
mostrada no estudo de Miao et al., questionando a interacdo com as fosfatases in
vivo (Attacha et al., 2017). Desta forma, ainda ha debate na comunidade cientifica

acerca do papel das AtGPXLs como proteinas sinalizadoras.

A AtGPXLS8 (daqui para frente chamada de GPXL8) é uma proteina de localizagéao
nuclear e citoplasmatica, tornando-a uma possivel candidata a sensora das ROS
(Gaber et al., 2012). Para além da identificacdo de potenciais alvos da modulacao
redox via GPX, a caracterizacdo de enzimas como GPXL8 também tem potencial
para a geracdo de ferramentas biotecnoldgicas, principalmente visando o aumento

da tolerancia de plantas a diferentes estresses (Gaber, 2014). Os estudos presentes
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nesta tese de doutorado buscaram expandir o conhecimento sobre a evolucéo das
GPXs, e também caracterizar funcionalmente a GPXL8, buscando entender o seu

papel como proteina sinalizadora.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
Entender a relacdo filogenética entre as glutationa peroxidases de diferentes
dominios da vida, e caracterizar funcionalmente a GPXL8 de Arabidopsis thaliana,

buscando compreender sua fungéo sinalizadora redox.

2.2 Objetivos especificos

a) Desvendar a relacdo filogenética das GPXs de diferentes reinos da vida a partir de
analises de sequencias e de arvores filogenéticas;

b) Caracterizar a atividade de tiol oxidase da GPXL8 de A. thaliana utilizando a
proteina fluorescente verde sensivel a oxirreducdo (roGFP2) como proteina alvo;

c) Analisar quais cisteinas estédo envolvidas na atividade peroxidase e tiol oxidase de
GPXL8, a partir de mutacdes sitio-dirigidas e ensaios bioquimicos;

d) Desenvolver ferramentas para estudos funcionais de GPXL8 pela obtencdo de
plantas  transgénicas com  diferentes  construcdes. Gendtipos  para
expresséo/superexpressdo da sequéncia codificadora de GPXL8 fusionada
traducionalmente com diferentes tags, e em background diferentes (selvagem e
nocaute para GPXL8), além de mutantes na cisteina resolutiva de GPXL8, serdo
gerados a partir da técnica de floral-dip;

e) Identificar possiveis proteinas interatoras de GPXL8, a partir do método de
marcacgao por proximidade TurbolD.
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3. Resultados

Os resultados desta tese estdo apresentados em trés capitulos. S&o eles:

Capitulo I: Going Forward and Back: The Complex Evolutionary History of the GPx.
Artigo publicado na revista Biology.

Capitulo Il: Arabidopsis glutathione peroxidase-like 8 (GPXL8) acts as an H202
sensor and oxidizes target proteins. Manuscrito redigido em formato de artigo

cientifico.

Capitulo lll: Geracdo de plantas transgénicas e identificacdo de interatores de
GPXLS8.
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