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Introducao |

A proteina dissulfeto isomerase (PDI, E.C. 5.3.1.4),
pertencente a classe das chaperonas, com acao
catalitic na formacdo e/ou reposicionamento de
pontes dissulfeto’. Um dos desafios em estudar a
catalise da PDI é a falta de ensaios sensiveis que
possam detectar baixa atividade enzimatica em
preparacdo de amostras purificadas e/ou extratos
celularesftissulares brutos®.

Resultados e Discussao |

Para sintetizar uma sonda que atue como pseudo-
substrato para PDI, glutationa oxidada (GSSG) foi
incubada com excesso molar de eosina
isotiocianato (EITC) ou de fluoresceina isotiocianato
(FITC) em tampéao fosfato 100mM, pH 8,

8, EDTA 2mM, 8h, 25°C visando a sintese das
sondas Di-EITC-GSSG e Di FITC-GSSG (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de reacdo proposto para as
sondas Di-EITC-GSSG e Di-FITC-GSSG, onde R'=
eosina ou fluoresceina e R>=GSSG.

Foi realizada cromatografia em coluna aberta
(Sephadex G-25, 100x3mm, tampao fosfato
100mM, pH 7,0) para separar as sondas dos
produtos que ndo reagiram. As fracdes eluidas
foram  submetidas a varredura  espectral
(Espectrofotbmetro Genesys 5) para determinacao
do comprimento de onda de maxima absorbancia.
Os eluidos que apresentaram absorbéncia
significativa foram reunidos e aliquotas retiradas e
colocadas em diferentes temperaturas, ao abrigo da
luz. Durante 48 horas foram feitas leituras da
densidade Optica das aliquotas para determinacao
da estabilidade das sondas.

N&o foi obtido sucesso na sintese da sonda Di-
FITC-GSSG, cuja eluicdo ndo apresentou pico de
densidade Optica definido para constatar separacao
de produtos. A eluicdo da sonda Di-ETIC-GSSG
apresentou perfil de eluicdo cromatogréfico com
pico de densidade 6ptica em 521nm (Figura 1). A
pureza da sonda foi testada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com eluicao
em gradiente (fase A: acido acético 0,25%, pH 3,9;
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fase B: metanol) no esquema: 0-5 min 100%A; 5-10
min:  75%A; 10-20 min 100%B), coluna C18
(250x4,6-ODS), vazdo de 1ml.min™. As analises
foram feitas em  equipamento  Shimadzu
(Prominence), acoplado a um detector de

fluorescéncia (Lex=525nm, Aem=545nm)(Figura 3).
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Figura 2. Relacdo tempo
de retencéo x densidade Optica.

Figura 3. Eluicdo da
sonda por CLAE.

A presenca de dois fluor6foros na mesma estrutura
guimica da sonda Di-EITC-GSSG determinou efeito
“quencher” da fluorescéncia da eosina. Para testar a
sensibilidade da sonda a agentes redutores,
aliguotas foram incubadas com ditiotreitol e
borohidreto de sodio (5 uM, 60 min, 25°C), os quais
nao foram capazes de reduzir a ponte dissulfeto na
estrutura da GSSG.

Foi monitorada a atividade catalitica redutora da
PDI sobre DI-EITC-GSSG (tampéo fosfato 0,1M, pH
7,0, EDTA 2mM) fazendo-se ensaio com diferentes
concentragbes de PDI (5-20nM) e Di-EITC-GSSG
(150nM) na presenca de 5 uM de DTT. O aumento
da fluorescéncia foi proporcional & concentracdo
enzimatica, mostrando que a reducdo da ponte
dissulfeto da GSSG na sonda libera 0 monémero
fluorescente EITC-GSH.

Conclusodes

A sonda DI-EITC-GSSG é um pseudo-substrato
para PDI, atil para monitorar a atividade catalitica
de reducéo de dissulfetos dessa chaperona.
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