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RESUMO

Appolinario, P.P. Avaliacdo do efeito do acido docosahexaenoico e de seus
hidroperéxidos na oligomerizacdo de SOD1 em um modelo da doenca
Esclerose Lateral Amiotréfica. 2013. 126p. Tese (Doutorado) - Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias Biolégicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade
de Sao Paulo, S&o Paulo.

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) € uma doenca progressiva e fatal
causada pela degeneracéo seletiva dos neurdnios motores do cérebro e medula.
Dos casos familiares de ELA (fELA), 20% sdo causados por mutacfes pontuais no
gene da sodl. O &cido docosahexaenoico (C22:6, n-3, DHA) é um &cido graxo
altamente insaturado, sendo um dos principais acidos graxos da massa cinzenta do
cérebro. Estudos tém correlacionado mutacfes de SOD1 com a formacdo de
agregados que poderiam ser induzidos por acidos graxos insaturados. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos e mecanismos do DHA e de seus hidroperoxidos
(DHAOOH) na agregacgdo de SODL1 in vitro. As analises de dicroismo circular (CD)
mostraram mudancas na estrutura secundaria de ambas as proteinas apo-SODIWT
e G93A promovidas pelo DHA, resultando em aumento de superficie hidrofobica e
formacdo de estruturas do tipo beta-amiléide, como mostrado pelos ensaios do bis-
ANS e Tioflavina, respectivamente. Estas mudancas resultam na formacdo de
agregados amorfos como observado por microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Espécies de alto peso molecular foram observadas nas incuba¢des do DHA com as
formas apo da SOD1 por SDS-PAGE sob condi¢cdes ndo redutoras e também por
cromatografia de exclusdo por tamanho. A formac¢do dos agregados mostrou-se
dependente de residuos de Cys na sua forma desprotonada, visto que agregados
nao foram observados na presenca de beta-mercaptoetanol e sua formagéo foi

inibida na presenca de bloqueador de tidis e em pH acido. Além disso, analises por

cromatografia de exclusdo mostraram que a agregacdo € dependente da



insaturacdo e conformacao cis dos acidos graxos. Comparativamente ao DHA, os
hidroperoxidos do DHA tiveram um efeito menor na agregacdo de SOD1, porém
revelaram a propriedade de induzir a dimerizacdo covalente de SOD1. No geral, os
dados mostram que o DHA induz a agregacdo de SOD1, através de um processo
envolvendo a exposicao de superficies hidrofobicas, formacéo de pontes dissulfeto e

também de possiveis cross-links envolvendo reagdes do tipo “ene-tiol”.

Palavras-chave: acido docosahexaenoico, hidroperéxidos, oligomerizacéo,

agregados, tiol, esclerose lateral amiotrofica.



ABSTRACT

Appolinario, P.P. Evaluation of the effect of docosahexaenoic acid and its
hydroperoxides in Oligomerization of SOD1 in a model of the disease
Amyotrophic Lateral Sclerosis. 2013. 126p. PhD Thesis - Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

ALS is a progressive and fatal disease caused by selective degeneration of
motor neurons in the brain and spinal cord. Twenty percent of familial ALS (fALS)
cases are caused mainly by point mutations in the sod1 gene. Docosahexaenoic acid
(C22:6, n-3, DHA) is a highly unsaturated fatty acid, wich is one of the main fatty
acids in the cerebral gray matter. Studies have linked SOD1 mutations to the
formation of aggregates that could be induced by unsaturated fatty acids. The aim of
this study was to evaluate the effect of DHA on aggregation of SOD1 fALS mutants in
vitro and its mechanisms. CD analysis shows changes in the secondary structure of
both apo-SODIWT and G93A promoted by DHA resulting in an increase in the
surface hydrophobicity and formation of structures such as beta amyloid, which was
also confirmed by bis-ANS assay and Thioflavin, respectively. These changes
enhance the interaction of SOD1 and DHA, leading to amorphous aggregates as
revealed by FESEM. Incubation of DHA with apo-SOD1 forms results in high-
molecular weight species as detected by SDS-PAGE analyses under non-reducing
conditions and also by size exclusion chromatography. This appears to require Cys
residues in their thiolate forms because high aggregates are not observed under
reducing conditions and also by size exclusion chromatography or at acidic pH. Also,
size-exclusion chromatography indicates that the mutant apo-SOD1 aggregation is
dependent on the unsaturation and cis-conformation of fatty acids. Compared to the
DHA, DHAOOH had a minor effect on SOD1 aggregation, however revealed the

ability to induce covalent dimerization of SOD1. Overall, the data suggest a

mechanism of DHA aggregation, by a process involving exposure to hydrophobic



surfaces, formation of disulfide bonds and also for possible cross-links involving

reactions such "thiol-ene".

Keywords: docosahexaenoic acid, hydroperoxides, oligomerization,

aggregates, thiol, amyotrophic lateral sclerosis.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

0, : oxigénio singlete

AA: acido araquidénico

ACN: acetonitrila

ALA: acido a-linolénico

apo-SOD1 G93A: forma apo (sem metais) da enzima Cu,Zn-superéxido dismutase
mutante (G93A)

apo-SOD1 WT: forma apo (sem metais) da enzima Cu,Zn-superéxido dismutase wild
type

bis-ANS: 8-anilino naphthalene sulfonate

CD: dicroismo circular

DHA: &cido docosahexaenoico

DHAOOH: hidroperoxidos do acido docosahexaenoico

DTPA: acido dietilenotriamino penta-acético

DTT: ditiotreitol

EDTA: &cido etilenodiaminotetraacético

ELA: esclerose lateral amiotréfica

EPA: acido eicosapentaendico

fELA: esclerose lateral amiotréfica familiar

FESEM: field emission scanning electron microscopy

hapo-SOD1 G93A: forma apo (sem metais) da enzima Cu,Zn-superéxido dismutase
mutante (G93A) humana

hapo-SOD1 WT: forma apo (sem metais) da enzima Cu,Zn-superoxido dismutase

selvagem (wild type) humana



HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia
hSOD1: Cu,Zn-superoéxido dismutase humana
IAA: iodoacetamida

IAF: iodoacetamida fluoresceina

IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo
LAOOH: hidroperéxidos do acido linoléico

LB: meio de cultura Luria Broth

LOOH: hidroperoxidos de lipidios

MEV: microscopia eletrénica de varredura por emissao de campo
NalAc: acido iodoacético

NTA: acido nitriloacético

PAR: 4-(2- Piridilazo) resorcinol

PBN: N-t-Butyl-Phenylnitrone

PBS: Tampéao Fosfato

PUFAs: acidos graxos poli-insaturados

SOD1: Cu,Zn-superéxido dismutase
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Figura 6. Figura representando a wild-type Cu, Zn-SOD. Cobre (laranja) e zinco
(azul) estéao representados como esferas na subunidade do lado direito da figura. Em
roxo esta representado a ponte dissulfeto intramolecular Cys 57-Cys 146 que ajuda a
formar a interface do dimero da SOD1. O cobre é coordenado pelos residuos His63,
His46, His48 e His120. Adaptada de ROBERTS, 2007.

Figura 7. Figura representando a wild-type Cu, Zn-SOD. Em roxo esta representado
as duas cisteinas reduzidas, a Cys 6 e a Cys 111, localizadas a Cys 6 na fita 1 e
no loop VI da SOD1 WT humana a Cys 111.

Figura 8. Formacéo de dienos conjugados durante fotooxidacdo do DHA. Espectro
de absorbéancia no UV com pico maximo em 235nm. Interno ao espectro, grafico de
barras representando o aumento da formacdo dos DHAOOH com o aumento do

tempo.

Figura 9. Resultado do experimento realizado em Cromatografia de Camada
Delgada (TLC) a partir da fotooxidacdo do DHA. Estédo representados DHA e os
monohidroperéxidos DHAOOH. Foram analisadas aliquotas nos tempos 0, 30, 60, 90
e 120 min, havendo uma diminuicdo do DHA e aumento dos seus produtos de

oxidagao de acordo com o aumento do tempo.

Figura 10. Cromatograma de analise dos DHAOOH por HPLC fase reversa. Fase
movel acetonitrila:dcido férmico 0,005% (55:45, v/v). Deteccdo UV em 235nm
representado em preto e deteccdo UV em 205nm representado em azul.

Figura 11. (A) Espectro de massa dos DHAOOHSs selecionando o ion m/z 359. (B)
Espectro de massa da fragmentacéo padréao para o isdmero 19-DHAOOH.

Figura 12. Espectros de massa adquiridos no modo negativo das fragmentacdes
padrdao para cada isomero de DHAOOH. (a) 19-DHAOOH (b) 20-DHAOOH (c) 16-
DHAOOH (d) 13-DHAOOH (e) 14-DHAOOH (f) 10-DHAOOH (g) 11-DHAOOH (h) 7-
DHAOOH (i) 8-DHAOOH (j) 5-DHAOOH (j ) 4-DHAOOH. Condi¢bes de andlise:

temperatura de dessolvatacao 200°C; temperatura da fonte 100°C, voltagem 30 V.
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Figura 13. Banda de absorcao do residuo de triptofano na regido do ultravioleta das
enzimas hSOD1 nativa (WT) representado em preto (A) e hSOD1 mutante (G93A)
representado em vinho (A). Analise da hSOD1 nativa e hSOD1 G93A (B) por SDS-

PAGE sob condic¢des redutoras e corado por prata.

Figura 14. SDS-PAGE sob condi¢cbes nao-redutoras (-B-mercaptoetanol) (A) e
redutoras (+p-mercaptoetanol) (B). Avaliacdo do efeito do DHA e DHAOOH sob a
oligomerizacdo da enzima SODl1. Em ~37 e 21 kDa estdo representados,
respectivamente, o dimero e o mondémero da SOD1. Incubag¢des por 24h a 37°C de
hSOD1 WT (10 uM) e hapo-SOD1 WT (10 pM) com 250 uM DHA, DHAOOH ou
H.O,. A adicdo do agente redutor (B-mercaptoetanol) acontece apés as 24 h de

incubacéo.

Figura 15. SDS-PAGE da formacdo dos oligbmeros das formas apo-hSOD1
induzidos por DHA ou DHAOOH sob condigbes n&o-redutoras (sem @3-
mercaptoetanol) (A) e redutoras (com B-mercaptoetanol) (B). As apo-enzymes WT ou
G93A foram incubadas a 37°C por 24h na auséncia (control) ou presenca de 250 pM
de DHA, 250 uM de DHAOOH ou 250 uM de H,0,. A adi¢do do agente redutor ([3-

mercaptoetanol) foi feita apds as 24 h de incubacao.

Figura 16. SDS-PAGE sob condicbes nao-redutoras (-B-mercaptoetanol) (A) e
redutoras (+B-mercaptoetanol) (B). Avaliacdo da dose-dependéncia do DHA e
DHAOOH sob a oligomerizagdo das enzimas apo-SODIWT e apo-SOD1G93A. Em
~37 e 21KDa estdo representados, respectivamente, o dimero e o mondémero da
SOD1. A adicao do agente redutor (B-mercaptoetanol) foi feita apds as 24 h de

incubacéao.
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Figura 17. Cromatografia de exclusdo para deteccdo da agregagédo da apo-SOD1
WT e G93A. Apo-SOD1 WT incubada na auséncia de acidos graxos (A) e na
presenca de 250uM DHA (B), DHAOOH (C) e H,0, (D). Apo-SOD1G93A incubadas
na auséncia de acidos graxos (E) e na presencga de 250uM de DHA (F), DHAOOH
(G) e H,0O, (H). As setas indicam o pico referente a SOD1. As linhas coloridas
representam o tempo de incubacdo. Preto 2 h, 6 h em vermelho e azul 24 h. A
formacdo de agregados esta representada entre os tempos de ~5 a 9 minutos, sendo

estes agregados de ~ 700 kDa.

Figura 18. Cromatografia de exclusdo do requerimento de tidis reduzidos livres (-SH)
pela apo-SOD1 WT analisados a partir da alquilacdo dos tiois por acido iodoacético
(NalAc). As linhas coloridas em (A) representam a incubacéo da apo-SOD1IWT com
MeOH (linha preta), NalAc+DHA (linha vermelha) e apo-SOD1IWT com DHA (linha
verde). Intensidade do pico da hapo-SOD1 WT (% relativa) esta representada em
(B). Incubactes de 24 h a 37°C. A proteina agregada, sendo de maior tamanho em
relacdo a proteina nativa, estd representada nos tempos iniciais da corrida

cromatografica (5 a 9 min).

Figura 19. Experimento para analise de tibis livres na proteina. Em (A) SDS-PAGE
em condi¢cdes ndo redutoras da apo-SOD1 G93A controle e incubagéo contendo
DHA. A esquerda gel corado com nitrato de prata e a direita imagem das proteinas
fluorescentes no gel. No painel a direita, grafico representativo da porcentagem das
proteinas marcadas com IAF nas incubacdes controle e na presenca de DHA. Em (B)

mesmas condicdes apresentadas em (A), porém sob condi¢des redutoras.

Figura 20. Andlise de recuperacdo do DHA apo6s incubacdo de 24 h com as
proteinas apo-SOD1 WT e apo-SOD1 G93A. Todas as incubacbes foram
processadas para extracdo de 100 uM de DHA. Apés incubacédo e procedimento de
extracdo, 104 uM de DHA foi recuperado na incubacédo controle (DHA+PBS), 48 uM
de DHA foi recuperado na incubagédo com a apo-SOD1 WT e 57 uM de DHA foi

recuparado na incubagéo com a apo-SOD1 G93A.
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Figura 21. Andlise da participacdo dos tidis na agregacdo de SOD1 por ESI-Q-ToF.
(A) cromatograma de LC-MS/MS selecionando-se a massa do DHA (m/z 327, em
amarelo) e do aduto DHA-B-mercaptoetanol (m/z 405, em azul) (B) distribuicdo
isotopica padrdo para o aduto formado pela incubacdo do DHA com o -
mercaptoetanol (C) espectro do aduto formado pela incubagdo de DHA com [3-
mercaptoetanol. (D) espectro de MS/MS por MRM da massa 405 correspondente ao
aduto da interacéo covalente do acido graxo com o agente redutor -mercaptoetanol.
As incubacgdes foram feitas a 37 °C por 24 h. Foram incubados DHA (250 yM) com 3-
mercaptoetanol (1,43 M).

Figura 22. Resultado do sequenciamento para verificagcdo da geragédo das mutacoes.
Em (A) C6S WT e (C) C111S WT. Em (D) C6S G93A e (F) C111S G93A. O retangulo
em (B) destaca a glicina que é trocada por alanina na mutacdo G93A (E) nao
presente na WT Os retangulos em (A), (C), (D) e (F) destacam as mutacoes
respectivas. As flechas indicam a sequéncia da enzima hSOD1.

Figura 23. Ensaio de participacdo das cisteinas livres na oligomerizagdo de SOD1
induzida por DHA. Em (A) grafico de barras representando % de formacgéo de
agregados em incubacdes de apo-SOD1 WT e suas respectivas mutaces (C6S e
C111S), na auséncia e presenca de DHA. Em (B) apo-SOD1 G93A e suas
respectivas mutacdes (C6S e C111S), em incubacdes na presenca e auséncia de
DHA, representadas em % de formacdo de agregados em grafico de barras.
*p<0,001.
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Figura 24. Gréficos em barra representativos da porcentagem de formacdo de
agregados da SOD1 dependente dos residuos de cisteina na forma de tiolato. As
incubacdes foram feitas em uma faixa de pH de 3,5 a 8,4 na auséncia e presenca de
DHA (A) % de agregacdo de apo-SOD1 WT na auséncia de DHA (B) % de
agregacédo de apo-SOD1 WT na presenca de DHA (C) % de agregagao de apo-
SOD1 G93A na auséncia de DHA (D) % of apo-SOD1 G93A na presenca de DHA.

Figura 25. Efeito do DHA, DHAOOH e H,O, em relagdo ao aumento de superficie
hidrofobica e formacédo de agregados p-amiléide de hapo-SOD1 WT e hapo-SOD1
G93A. (A) mostra o espectro de fluorescéncia da probe bis-ANS incubada com 250
uM de DHA, DHAOOH ou H,0, sem a proteina, (B) com 10 uM da apo-SOD1WT; ou
(C) com 10uM da apo-SOD1 G93A. (D) mostra o espectro de fluorescéncia da
tioflavina S de incubac¢des contendo 250 uM de DHA, DHAOOH ou H,0, sem
proteina; (E) com 10 uM da hapo-SOD1 WT; ou (F) com 10 uM da hapo-SOD1

G93A. Todas as reacdes foram incubadas por 24h a 37°C.

Figura 26. Imagem de MEV das amostras incubadas. (A) branco com MeOH (B)
branco com DHA (C) apo-SOD1 WT (10 uM) na auséncia de DHA (D) apo-SOD1 WT
(10 pM) na presenca de DHA (250 uM) (E) apo-SOD1 G93A (10 uM) na auséncia de
DHA (F) apo-SOD1 G93A (10 uM) na presenca de DHA . A barra de escala é de 1

um.

Figura 27. Espectro de CD UV-distante. (A) modificacdo da estrutura secundéria da
apo-SOD1 WT tratada com DHA (vermelho) em relagdo ao controle (preto). (B)
mostra o efeito do DHA na estrutura secundaria da apo-SOD1 G93A (vermelho) em
relacdo ao controle (preto). Em (C) tabela representativa dos valores em

porcentagem de folhas e random coil presentes nas proteinas apo WT e apo G93A.
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Figura 28. Efeito dos diferentes acidos graxos (acido esteérico, linoléico,
araquidonico, DHA) na oligomerizacédo da apo-SOD1 WT e G93A por cromatografia
de exclusédo e SDS-PAGE. Em (A) cromatogramas das incubacfes de 24 h da hapo-
SOD1 WT com diferentes acidos graxos (B) cromatogramas da hapo-SOD1 G93A
incubada com diferentes acidos graxos por 24 h (C) grafico em barras representando
a intensidade do pico da hapo-SOD1 WT em % em diferentes tempos, 2 h (em azul),
6 h (em vermelho) e 24 h (em verde) (D) intensidade do pico da hapo-SOD1 G93A
em % apos incubacdo com diferentes acidos graxos em diferentes tempos
representadas em gréafico de barras (E) SDS-PAGE das incuba¢des de hapo-SOD1
WT com diferentes &cidos graxos e com mesmo numero de carbonos, esteérico
(18:0), oléico (18:1) e linoleico (18:2).

Figura 29. Cromatografia de exclusao para andlise da conformacdo do acido graxo.
(A) incubacbes da apo-SOD1 WT com os acidos oleico (em verde) e elaidico (em
vermelho). Como controle somente a proteina (em preto).). (B) incubacbes da apo-
SOD1 G93A com os acidos oleico (em verde) e elaidico (em vermelho). Como
controle somente a proteina (em preto). Em azul (A) e (B) cromatograma da
incubacdo da proteina com o DHA na forma cis confirmando a formacdo de

agregado.

Figura 30. Experimentos de EPR utilizando o captador de spin PBN. Em (A)
incubacbes controle de apo-SOD1 G93A 10 pM e a outra de DHAOOH 250 uM,
ambas com tampéo fosfato 50 mM, DTPA 100 uM, NaCl 150 mM, chelex e PBN
50mM e incubacdo da apo-SOD1 G93A com o DHAOOH e PBN 50 puM. Todas
incubacbes a 37°C por 5 min e 24 h (B) incubacdes de DHAOOH com tampéo

descrito anteriormente em diferentes temperaturas (15°C e 37°C) por 5 min e 24 h

Figura 31. SDS-PAGE sob condicdo redutora para andlise da relevancia do peréxido
organico para dimerizacdo de SOD1. Em (A) incubacéo de apo-SOD1 G93A (10 uM)
com DHAOH (250 uM) e DHAOOH (250 uM). Em (B) incubagdes com diferentes
peréxidos, sendo eles hidroperoxidos do acido linoléico (LAOOH), DHAOOH, tert-
butil hidroperoxido e H,O,, todos na concentracdo de 250 uM. (C) Incubacdes de
apo-SOD1 G93A durante 24 h a 37°C na auséncia e presenca de DHAOOH ap0s

tratamento com agentes redutores (DTT) e alquilantes (IAA).
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Figura 32. Cromatograma e espectro de amostras de apo-SOD1 G93A digeridas.
Em (A) o cromatograma na cor verde representa a incubacao controle (monémero); o
cromatograma na cor vermelha representa o dimero covalente. Em (B) o espectro na
cor verde representa a incubacao controle (monémero). Em azul esta representado o
espectro do dimero covalente. O circulo marca as massas altas em ambos espectros
(m/z=2000-3700 Da).

Figura 33. Andlise comparativa dos peptideos da apo-SOD1 G93A controle
(mondmero), dimero e banco de dados de proteinas (PDB, codigo 3GZ0O). Em verde,
estdo representados o0s peptideos comuns ao monémero e ao dimero. Em lilas,
estdo representados os peptideos encontrados somente ho mondémero e em amarelo

estdo representados os peptideos Unicos para o dimero.
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1 Introducéo

Os lipidios constituem um grupo heterogéneo de compostos que tém papel
crucial na célula, cuja caracteristica comum é a solubilidade em solventes organicos
e insolubilidade na agua. As funcdes biologicas dos mesmos sdo tdo diversas
quanto a sua quimica. Sua importancia pode ser notada pelo numero crescente de
estudos apontando o envolvimento de seus produtos de oxidacédo e de disfuncbes
no metabolismo de lipidios em doencas cronico-degenerativas (LARSSON et. al.,

2004; MONTINE E MORROW, 2005; LUSIS, 2000; CHISOLM e STEINBERG, 2000).

1.1 Acidos graxos

Os &cidos graxos sdo acidos carboxilicos com cadeias de hidrocarbonetos
contendo de 4 a 36 carbonos, sendo encontrados principalmente esterificados a
triacilgliceridios, colesterol e fosfolipidios constituintes das membranas celulares.
Eles podem ser classificados em saturados (contendo apenas ligacGes simples),
monoinsaturados (uma ligacdo dupla) ou poliinsaturados (duas ou mais ligacdes
duplas) (Figura 1). Os acidos graxos poliinsaturados podem ser representados
usando a abreviacdo estrutural que os identifica Unica e exclusivamente através do
namero de carbonos e de duplas ligacdes. Também podem ser denominados a partir
da posicdo das ligacdes duplas, em relacdo ao grupamento metila terminal,
utilizando para tanto a denominagdo w ou n (NELSON e COX, 2002) sendo a

denominagé&o n a recomendada pela IUPAC (IUPAC-IUB; 1978).



Introdugdo 29
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I
\ |

SATURADOS INSATURADOS
MONOINSATURADOS 4‘— POLIINSATURADOS
N\/\/\/\/\WOH
Acido palmitico ° @ ‘ ‘ ‘
— “ OMEGA-6 OMEGA-3
Acido oléico ° —@ —@
1 2 3 N - OH 2 o o o OH
2 4 6 1 3
0 aq L ©
Acido linoléico Acido a-linolénico

.O — ee— — OH
Acido araguidénico \—=/\—

CH, <. .
° Acido docosahexaenoico

Figura 1: Os acidos graxos possuem um grupo carboxilico e uma cadeia alifatica. Os acidos graxos
saturados ndo possuem duplas liga¢des, enquanto os acidos graxos poliinsaturados contém uma ou
mais duplas ligacdes. Estdo representados o0s &cidos graxos saturados (&cido palmitico),
monoinsaturados (&cido oléico), os &cidos graxos precursores do acido araquidénico (acido linoléico)
e do &cido docosahexaendico (DHA) (acido a linolénico), acido araquiddnico e DHA, respectivamente,
da série n-6 e n-3.

Estudos mostram que os acidos graxos poliinsaturados n-3 (dmega-3) e n-6
(bmega-6) tém efeitos distintos nas células, sendo o primeiro associado a efeitos
benéficos e o segundo, a efeitos deletérios (SCHMITZ e ECKER, 2008;
SIMOPOQULOS, 2002). Os &cidos linoléico (18:2n-6) e linolénico (18:3n-3) sdo os
precursores dos acidos graxos n-6 e n-3, respectivamente. Sao considerados
essenciais por ndo serem sintetizados de novo pelos tecidos de vertebrados, sendo

necessaria a ingestao destes pela dieta (HOLMAN, 1986).

1.1.1 Acido docosahexaenoico (DHA)

O acido docosahexaenoico (cis- 4, 7, 10, 13, 16, 19-22:6, DHA) € um acido

graxo n-3 (6bmega-3) de 22 carbonos e 6 insaturacdes. Esta enriquecido nas
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membranas neurais do cortex cerebral e na retina (HORROCKS e FAROOQUI,
2004; LAURITZEN et. al.,, 2001), onde 25-35% se encontra esterificado em
aminofosfolipidios como a fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina e em plasmalogénios
(KIM, 2007; SALEM et. al., 2001). O acréscimo do DHA no sistema nervoso central
ocorre ativamente durante o periodo de desenvolvimento perinatal (KIM, 2007;
SALEM et. al.,, 2001; FAROOQUI et. al., 2000; FAROOQUI et. al., 2000;
ALESSANDRI et. al., 2003). Estudos mostram que o DHA esta envolvido em Vvarios
processos neuronais, entre eles: no funcionamento da memodria (GAMOH et. al.,
1999), funcéo excitavel da membrana (MCGAHON et. al., 1999), biogénese e fungéo
de células fotorreceptoras (GORDON e BAZAN, 1990), sinalizacdo neuronal
(MIRNIKJOO et. al., 2001) e neuroprotecdo (RODRIGUEZ DE TURCO et. al., 2002;
KIM et. al., 2000).

As vias metabolicas de sintese dos acidos graxos poliinsaturados (PUFAS)
foram elucidadas por dois grupos de pesquisadores ha mais de 40 anos (revisado
em detalhes por SPRECHER, 2000). Estes desenvolveram técnicas para sintetizar
PUFAs marcados (1-**C), os quais foram administrados a ratos machos albinos.
Posteriormente, os PUFAs dos tecidos destes animais foram isolados e
saponificados, sendo o perfil de marcacdo desses compostos usado para propor
suas vias de biossintese (MEAD, 1971; KLENK e MOHRHAUER, 1960).
Estabeleceu-se que o DHA pode ser sintetizado a partir do acido a-linolénico (18:3n-
3, ALA) através de uma sequéncia de reacdes envolvendo dessaturacdes e
alongamentos da cadeia carbdnica (KIM, 2007; UAUY e CASTILLO, 2003; AYALA
et. al., 1973; SCOTT e BAZAN, 1989; VOSS et. al., 1991). No entanto, estudos in
vivo em humanos mostraram que ~5% do ALA é convertido em EPA mas apenas

0,5% é convertido em DHA (PLOURDE e CUNNANE, 2007). Portanto, considera-se
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importante a ingestdo de alimentos ou suplementos ricos em DHA (PLOURDE e
CUNNANE, 2007).

A via de sintese do DHA conforme representado na figura 2 inicia-se com a
agao da enzima A6-dessaturase (enzima que insere uma dupla ligacdo na posicéo
6) a partir da dessaturagao do acido a-linolénico a 18:4n-3 pela enzima. Em seguida,
este acido graxo tem sua cadeia carbbdnica alongada a 20:4n-3 pela enzima
elongase, sendo subsequentemente convertido a 20:5n-3 (&cido eicosapentaendico,
EPA) pela A5-dessaturase e alongada a 22:5n-3 no reticulo endoplasméatico (KIM,
2007). Ainda neste mesmo compartimento celular, o &acido graxo 22:5n-3 sofre
adicdo de 2 carbonos formando 24:5, o qual é convertido a 24:6 pela acdo de uma
A6-dessaturase (KIM, 2007). As enzimas A5 e A6-dessaturases de mamiferos,
foram identificadas e clonadas (NAKAMURA E NARA, 2004; AKI et. al., 1999).
Porém, a enzima A4-dessaturase, responsavel pela sintese direta de DHA a partir
de 22:5n-3, foi identificada apenas em microalgas. Deste modo, em mamiferos, o
DHA ¢é sintetizado por meio de etapas adicionais envolvendo reacdes de
alongamento, dessaturacdo e posterior encurtamento da cadeia nos peroxissomos
(KIM, 2007). Um estudo utilizando fibroblastos de pacientes com defeitos na
oxidacdo mitocondrial e peroxissomal de acidos graxos, mostrou que, peroxissomos
e ndo mitocéndrias estdo envolvidos na formacdo do DHA (FERDINANDUSSE et.
al., 2001). Deste modo, a partir da formacéo de 24:6n-3, este é transferido para os
peroxissomos onde é convertido a DHA através da remocdo de dois carbonos da
cadeia por [-oxidacdo. O DHA formado é transferido de volta ao reticulo
endoplasmatico e rapidamente incorporado aos fosfolipidios de membrana por nova
esterificacdo ou por reacdo de deacilacdo-reacilacdo (KIM, 2007; UAUY e

CASTILLO, 2003; SPRECHER et. al., 1995).
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Figura 2. Esquema ilustrativo da via de sintese de acidos graxos insaturados da série n-3 e n-6.

Os acidos graxos de cadeia longa n-6 sdo biosintetizados a partir do acido

linoléico (18:2n-6) utilizando uma via andloga e 0 mesmo sistema enzimatico dos

acidos graxos n-3 (Figura 3) (KIM, 2007). E interessante notar que na maioria dos

tecidos, o acido graxo de cadeia longa mais comumente encontrado é o acido

araquidénico (20:4n-6; AA), no entanto o cérebro € particularmente enriquecido em

DHA. Postula-se que o acumulo preferencial de DHA neste tecido provavelmente
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seja consequéncia de um processo de captacdo, sintese e esterificacdo bastante
efetiva deste 4cido graxo na célula neuronal (MOORE et. al., 1991).

O figado é considerado o principal local de sintese de DHA (SCOTT e
BAZAN, 1989). Porém, um estudo realizado por MOORE et. al., 1991 investigou se
0S proprios neurbnios seriam capazes de alongar e dessaturar acidos graxos
essenciais ou estdo dependentes do apoio de outras células cerebrais. Para tanto,
culturas primérias de neurdnios e astrocitos de rato foram incubadas com [1-'*C]
18:02 n-6 [1-'*C] 20:04 n-6, [1-'*C] 18:03 n-3, ou [1-'*C] 20:05 n-3. Culturas
neuronais dessaturaram de forma ineficaz os acidos graxos a cada passo da via,
produzindo principalmente produtos de alongamento dos precursores de 18 - e de
20-carbonos. (MOORE et. al., 1991). Em contraste, os astrécitos alongaram e
dessaturaram ativamente os precursores de 18 - e 20 carbonos (WILLIARD et. al.,
2002). A maioria dos acidos graxos de cadeia longa, formados por culturas de
astrocitos, particularmente AA e DHA, foi liberado no liquido extracelular. Embora
incapaz de sintetizar AA e DHA, culturas neuronais captaram esses acidos graxos a
partir do meio (MOORE et. al., 1991). Dessa forma, os astrécitos, que estdo situados
em estreito contato com o0s neurdnios, parecem desempenhar um papel importante
de fornecimento de DHA para os neurdnios (Figura 3) (KIM, 2007; BAZAN et. al.,

2011).
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Figura 3. Figura representando o movimento do DHA através da unidade neurovascular e sua
disposicdo dentro dos neurdnios e astrocitos. Os fosfolipidios-22:6 sdo recaptados pelas células
endoteliais a partir da circulagéo e transferidos para os astrocitos dentro do sistema nervoso central.
A partir disto, o DHA é incorporado nos astrécitos ou transferido para os neurbnios. Depois do
empacotamento no reticulo endoplasmatico e do aparelho de Golgi, o0 DHA é também transportado
para o terminal sinaptico para se tornar incorporado dentro dos elementos sinapticos. Adaptada de
BAZAN, 2011.

O DHA da dieta ou sintetizado no figado € transportado até o cérebro. Na
circulacdo sanguinea o DHA pode ser transportado ligado a albumina ou a
lipoproteinas. A albumina atravessa facilmente a barreira hematoencefélica, no
entanto, argumenta-se que a quantidade de &cidos graxos livres ndo seja
suficientemente alta para fornecer quantidades suficientes de DHA para o cérebro e,
portanto, acidos graxos esterificados presentes em lipoproteinas seriam a principal
fonte de DHA exdgeno (SCOTT e BAZAN, 1989). Existem dois fatores que

controlam o grau de incorporacdo do DHA no cérebro: (a) a taxa de sua dissociacao
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da albumina plasmatica e (b) a esterificacdo do DHA a co-enzima A pela acil-CoA
sintetase de cadeia longa (RAPOPORT, 2003; RAPOPORT, 1999).

Independente da sua fonte, o DHA é rapidamente internalizado pelos
neurénios e incorporado nos fosfolipidios das membranas plasmaticas sinapticas e
nas vesiculas singpticas (KIM et. al.; 2000; RAPOPORT et. al, 2001;
BRECKENRIDGE et. al., 1973; GARCIA et. al., 1998). Os mecanismos de absor¢ao
do DHA pelas células neurais continuam a ser elucidados, sendo também
identificado o envolvimento de proteinas como a acido graxo translocase e proteinas
transportadoras de acido graxo (KIM, 2007; KALANT e CIANFLONE, 2004).

Durante a sintese dos fosfolipidios, os acidos graxos saturados, como o acido
palmitico (16:0) e o &cido esteérico (18:0) sédo acilados a posicdo sn-1 do glicerol 3-
fosfato, enquanto os acidos graxos poliinsaturados como o DHA, sédo principalmente
incorporados a posicdo sn-2. O DHA ¢é incorporado, principalmente, em
aminofosfolipidios, sendo a maior parte em fosfatidiletanolamina (PE) e em menor
proporcao na fosfatidilserina (PS) (HOLUB, 1978; MARSZALEK e LODISH, 2005).
Experimentos realizados in vivo utilizando ratos acordados (recuperados da
anestesia) mostraram que 2-8% do DHA incorporado nos fosfolipidios do cérebro
sdo substituidos diariamente em ratos adultos (RAPOPORT et. al., 2001). Neste
experimento os ratos foram inicialmente anestesiados para implantagdo de um
cateter na veia e artéria femoral direita e uma solugdo contendo o &cido graxo
marcado radioativamente foi injetada ap0s recuperacdo da anestesia. Medidas de
radioatividade no plasma e no cérebro mostraram que essa reposicao é feita pelo
DHA nao esterificado do plasma sanguineo, sendo que em torno de 90 % da
radioatividade foi encontrada na fragdo lipidica contendo fosfolipideos (RAPOPORT

et. al., 2001).
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Os DHAs nao esterificados s&o rapidamente reincorporados a um
lisofosfolipidio, através de acdes de uma série de acil-CoA sintetases e
aciltransferases com o consumo de ATP (LAJTHA et. al., 2007). Estudos mostram
gue a incorporacdo de PUFAs plasmaticos em fosfolipidios do cérebro néo é limitada
por difusdo através da barreira hematoencefalica, mas sim regulada pela conversao
dependente de ATP dos PUFAs nao esterificados a acil-CoA pela acil-CoA sintetase
dentro do cérebro (RAPOPORT et. al., 2001; CHANG et. al.,, 1999). Além da
incorporacdo em fosfolipideos, parte do DHA nédo esterificado captado pelos
neurdnios também é consumida através de um numero de vias catabolicas, incluindo
B-oxidacdo e conversdo a eicosandides ou docosandides pelas ciclooxigenases,
lipooxigenases ou citocromo P450 epoxygenases (RAPOPORT et. al.; 2007,
PHILLIS et. al., 2006) e também por vias ndo-enziméticas mediadas por espécies
reativas de oxigénio ou nitrogénio.

O DHA é um &cido graxo altamente insaturado (possui 6 insaturacoes),
consequentemente, susceptivel a oxidacdo mediada por espécies reativas (PAN et.
al., 2005; LYBERG e ADLERCREUTZ, 2006). Varias evidéncias apontam para
envolvimento de espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio na patogénese de
doencas neurodegenerativas (SIMONIAN e COYLE, 1996). Deste modo, lipidios
poliinsaturados, em particular o DHA, sdo alvos bastante susceptiveis de oxidacao,
gerando neste processo uma série de produtos oxidados, entre eles, hidroperéxidos
de lipidios (LOOH) (LYBERG e ADLERCREUTZ, 2006; YIN et. al., 2005; GIROTTI,
1998). Sendo mais polares, os LOOHs modificam a estrutura e a funcdo das

membranas e podem ser deletérios para as células (GIROTTI, 1998).
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1.1.2 Oxidacédo do DHA

Os LOOHs sao os produtos primarios de um processo autocatalitico de
oxidacdo conhecido como peroxidacao lipidica (Figura 4). Esse processo inicia-se
pelo ataque a um lipidio por qualquer espécie que tenha reatividade suficiente para
abstrair um atomo de hidrogénio de um grupo metileno (-CH,-). Nesta fase, chamada
de etapa de iniciacdo, tem-se a formacdo de um radical centrado no carbono
metilénico (-"CH-) pela retirada do seu H*, provocando um desemparelhamento de
elétrons neste mesmo carbono. O destino mais provavel deste novo radical formado
sera combinar-se com o O, produzindo novos radicais, ainda mais reativos. Nesta
fase de propagacéo da peroxidacéo, novos radicais sdo formados pela combinagao
do radical de carbono com o O,, os radicais peroxila ou radical peréxido (LOQO"), os
quais reagirdo com outros lipideos adjacentes. E nesta fase que ocorrem reacdes
em cadeia e a propagacao da peroxidacdo lipidica. Esta combinacdo do radical
peroxila com um &tomo de hidrogénio abstraido de outra molécula gera
hidroperoxidos de lipideos (LOOH) ou apenas peréxidos. ions de metais livres (M™)
também sdo capazes de promover a oxidacao lipidica e a continuidade da reacao de
propagacdo pela quebra dos LOOH pré-formados, gerando LOO’ e/ou radical
alcoxila (LO"). A decomposicdo de LOOH promovida por metais reduzidos (M"™) gera
LO", enquanto os na forma oxidada (M"™'), produz LOO® (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). A ultima etapa da reacdo, a fase de terminacdo, da-se pela
aniquilacao dos radicais formados originando produtos nao radicalares (GARDNER,
1989; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Os radicais peroxila e alcoxila também
podem: sofrer dismutacdo ou clivagem [ formando aldeidos; formar uma ligagcao
covalente com residuos de aminoacidos ou sofrer um rearranjo formando produtos

secundarios da lipoperoxidacdo (derivados hidroxi-, ceto-, cetohidroxi- e epoxi-
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hidroxi-acido graxo). Também, a cadeia de terminacédo ocorre quando ha a reacao
de dois radicais peroxilas, formando carbonilas, alcotis e oxigénio singlete (*O.),
uma espécie excitada de oxigénio molecular com alta capacidade oxidante
(FRANKEL, 1991; PORTER et. al., 1995; MIYAMOTO et. al.; 2003). A velocidade do
processo de lipoperoxidacdo € limitada pelas fases de iniciacdo e propagacao

(HSIEH e KINSELLA, 1989; SPITELLER e SPITELLER, 1998).
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£ LOH/ LOOH XH
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Figura 4: Esquema do processo de peroxidacéo lipidica e da catalise mediada por metais (M"" ou
M™). X" é qualquer radical capaz de abstrair um atomo de Hidrogénio do lipideo (LH). L é um radical
centrado no carbono metilénico. LOO e LO’ sdo radicais peroxila e alcoxila, respectivamente.

A formacdo de hidroperoxidos de DHA também pode ocorrer pela reacao
direta do &cido graxo com o '0,. O 'O, adiciona-se a duplas ligacdes através de
uma reacao do tipo ene produzindo hidroperéxidos. Neste caso, pode-se observar a
formacdo de hidroperéxidos em posicdes especificas, além daqueles formados por
reacoes envolvendo radicais livres (TERAO e MATSUSHITA, 1981; TERAO e
MATSUSHITA, 1977; FRANKEL, 1984). A oxidacdo mediada por radicais livres leva
a formacédo de 10 monohidroperoéxidos: 4-, 7-, 8-, 10-, 11-, 13-, 14- e 16-, 17 e 20-

DHAOOH, todos contendo dienos conjugados. Em contraste, a fotooxidacdo do DHA
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leva a formacao de 12 isbmeros: os mesmos 10 formados pela oxidacdo mediada
por radicais livres mais os isdbmeros 5- e 19- DHAOOH que nao apresentam dienos
conjugados (LYBERG e ADLERCREUTZ, 2006).

Além dos hidroperoxidos, a oxidacdo do DHA gera uma série de produtos
secundéarios como, por exemplo, os neuroprostanos (NP) (YIN et. al.,, 2005),
neurofuranos (SONG et. al., 2007), neurocetais (BERNOUD-HUBAC et. al. 2001) e
aldeidos de cadeia curta (KAWAI et. al., 2004). A formagdo desses produtos tem
sido revelada em amostras de cérebro, inclusive humano; além disso, estudos
sugerem que esses produtos podem servir como bons marcadores da injuria
oxidativa em tecidos enriquecidos em DHA como, o cérebro (KAWAI et. al., 2006).

Os NP sdo compostos analogos aos isoprostanos (IsoP), gerados pela via
enzimatica de oxidacdo do AA (YIN et. al., 2005). A peroxidacdo do DHA leva a
formacao de 8 possiveis grupos regioisoméricos, sendo que ha a hipétese de que as
séries 4 e 20-NPs sédo geradas em maior quantidade (Figura 5) (YIN et. al., 2005;
ROBERTS li et al., 1998; REICH et. al., 2000).

Os neurofuranos séo isofuranos caracterizados por um anel tetrahidrofurano
substituido. Eles séo preferencialmente formados sob condi¢ces de alta tenséo de
oxigénio (SONG et. al., 2007). Neurofuranos ja foram detectados em niveis elevados
no cortex cerebral em ratos de um modelo de doenca de Alzheimer (ARNESON et.
al., 2007).

A peroxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados leva também a formacao de
uma série de aldeidos citotoxicos e genotoxicos (ESTERBAUER et. al.; 1991). Os
aldeidos séo relativamente estaveis e, consequentemente, capazes de se difundir
dentro ou fora da célula e atacar células distantes do local onde foi iniciado o

processo oxidativo. Aldeidos derivados da peroxidacdo do DHA tém sido descritos
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como compostos que apresentam um papel chave na patogénese das doencas

neurodegenerativas e seus

lipoperoxidagao (DE ZWART et. al., 1999).
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Figura 5: Esquema representativo dos hidroperéxidos derivados do DHA (4-, 7-, 8-, 10-, 11-, 13-, 14-
e 16-, 17 e 20-HpDHA) e dos neuroprostanos identificados in vitro e in vivo ( 4-F,—NP, 11-F4-NP, 7-F4-
NP(nPF4.V), 14-F4;-NP, 10-F4;-NP, 17-F4,-NP, 13-F4,-NP, 20-F4,-NP). A peroxidacdo do DHA leva a
formacado de oito possiveis grupos regioisoméricos de neuroprostanos, sendo que ha a hipétese de
gue as séries 4 e 20-F,-NPs sado geradas em maior quantidade. Adaptado de YIN et. al., 2005.
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1.2 Doencas neurodegenerativas x DHA

Doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (AD), de
Parkinson (PD) e a Esclerose Lateral Amiotrofica (ALS) séo caracterizadas pela
perda de células neuronais especificas e tem como mecanismo comum a presenca
de agregados protéicos (ROSS e POIRIER, 2004). Com relacédo a forma, h& véarios
tipos de agregados, incluindo agregados do tipo amorfo e do tipo amildide, sendo
este Ultimo o mais caracteristico (ROSS e POIRIER, 2004). Os agregados do tipo
amiléide caracterizam-se pela presenca de fibrilas constituidas pelo empilhamento
de folhas B paralelas. A presenca dessas folhas B foi demonstrada para os
agregados protéicos encontrados em AD e PD, constituidos respectivamente de
peptideos B-amildide e de a-sinucleina. Até 0 momento ndo se sabe ao certo os
mecanismos que disparam essa agregacado, porém estudos recentes tém sugerido o
envolvimento de fatores como o estresse oxidativo e também de lipideos e seus
produtos de oxidacao nesse processo (JOMOVA et. al., 2010; ZHAO et. al., 2011).

Com relacao aos lipideos, alguns estudos tém mostrado uma diminuicdo no
conteudo de DHA em pacientes com AD (LUKIW et. al., 2005; SODERBERG et. al.,
1991). Dentre estes estudos, LUKIW et. al.,, 2005, observaram uma reducao
significativa de DHA em regides especificas do cérebro, como o hipocampo,
mantendo-se inalterado em outras regiées como cortex e o talamo. Porém, ndo esta
claro se este declinio no contetdo de DHA é um resultado das mudangas no
metabolismo do &cido graxo ou pela modificacdo oxidativa do DHA (NOUROOZ-
ZADEH et. al., 1999). Como descrito anteriormente o DHA é bastante susceptivel a
oxidacdo e pode ser oxidado tanto enzimaticamente como nao-enzimaticamente e

estes processos podem ser responsaveis pelo consumo de DHA.
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Outra caracteristica comum a doencas neurodegenerativas € sua associacao
com a peroxidacao lipidica (MONTINE e MORROW, 2005; MONTINE et. al., 2002;
BARNHAM et. al., 2004; ARNESON e ROBERTS, 2007). Porém, a interpretacdo de
experimentos que investigam a contribuicdo de produtos da peroxidacdo lipidica
para patogénese de doencas € limitada pela falta de especificidade bioquimica
(MONTINE e MORROW, 2005). Uma classe bastante estudada de produtos reativos
€ a dos aldeidos. Destes, os mais estudados sédo os gerados pela peroxidacédo do
AA, como o0 4-hidroxi-2-nonenal e do DHA, o 4-hidroxi-2-hexenal (ESTERBAUER et.
al., 1991; JOMOVA et. al.,, 2010). Embora as consequéncias fisiopatolégicas da
superproducdo de 4-hidroxi-2-nonenal e 4-hidroxi-2-hexenal ter sido destague em
diversos estudos, deve-se salientar que estes aldeidos reativos também sé&o
gerados em baixos niveis em todas as células e parecem ter um papel normal na

sinalizacao fisiologica (FORMAN e DICKINSON, 2004).

1.2.1 Doenca de Alzheimer (AD)

A Doenca de Alzheimer (AD) é uma desordem neurodegenerativa progressiva
caracterizada pelo acumulo de peptideos amiloidogénicos AR gerados pelo
processamento da proteina precursora amildide (APP) pela B- and a-secretase
(JICHA e MARKESBERY, 2010; GRIMM et. al., 2011). Na AD, uma terceira protease
associada a membrana, y-secretase, cliva a APP dentro da porcao transmembrana
da proteina. Esta clivagem combinada com a clivagem extracelular da APP pela [3-
secretase, que parece ser a enzima limitante nesta via degenerativa, libera o
peptideo toxico AR na forma caracteristica de 40 ou 42 aminoacidos (COLE e
VASSAR, 2008; WILLEM et. al., 2009). A liberagdo de fragmentos toxicos de AP

levam a formacéo inicial de agregados dimeéricos e oligoméricos soluveis (JICHA e
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MARKESBERY, 2010). Uma agregacao adicional leva a formacdo de complexos
macromoleculares insolUveis que se depositam no meio extracelular do parénquima
do cérebro para formar placas amiléides, um biomarcador patolégico chave da AD. A
combinacédo dos efeitos toxicos de ambos, os agregados iniciais oligoméricos e o
depdsito de placas AB insoluveis leva a um rompimento neuronal e a uma morte
celular eventual, que por sua vez é responsavel pelo declinio cognitivo irreversivel
encontrado na AD (JICHA e MARKESBERY, 2010; GRIMM et. al., 2011).

A riqueza dos dados coletados a partir de ensaios in vitro, em cultura celular e
modelos de animais transgénicos para AD suportam uma associacao direta de
PUFAs dmega-3, principalmente DHA, com o processamento amiléide no cérebro
(JICHA e MARKESBERY, 2010). PUFAs 6mega-3 como componentes integrais de
membrana podem agir para alterar o processamento amiloidogénico de varias
maneiras distintas incluindo: a) facilitar a interacdo de a-secretase com APP para
produzir fragmentos nao-téxicos e evitar a formacao de AB, b) proteger a sequéncia
de reconhecimento e sitio de clivagem intramembrana essencial para y-secretase, c)
servir como um local dissipador para os radicais livres reduzindo, assim, a atividade
enzimatica da y-secretase, uma vez que pode ser induzida por danos causados
pelos radicais livres para o complexo de proteinas, 0 que € importante para a
regulagédo da fungao normal y-secretase; d) inibir diretamente a fibrilagcdo e formacgéao
de espécies oligoméricas de AB (JICHA e MARKESBERY, 2010).

Muitos estudos epidemiol6gicos mostraram uma relacdo inversa entre
ingestdo de Omega-3 e incidéncia de AD, considerando que estudos clinicos
encontraram pouco ou nenhum efeito pronunciado no estagio inicial da doenca.
Esses dados indicam que o DHA pode ter um efeito mais eficaz para prevencéo do

gue para o tratamento dessa doenca (GRIMM et. al., 2011).
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Estudos com cultura celular demonstraram consistentemente uma reducao de
20% da producéo de AR depois do tratamento com o DHA (JICHA e MARKESBERY,
2010; LUKIW e BAZAN, 2008; OKSMAN et. al., 2006). As atividades de ambas 3-
and y-secretase estava diminuida quando essas culturas celulares foram tratadas
com DHA, o que esta de acordo com o0s niveis reduzidos de AR (JICHA e
MARKESBERY, 2010; GRIMM et. al., 2011). Esses efeitos parecem estar
diretamente relacionados com a composicao de lipid rafts na membrana, sendo uma
das propostas de um grupo de pesquisadores (GRIM et. al., 2011) que o DHA reduz
a geragao de A deslocando o colesterol para fora dos lipids rafts, reduzindo assim,
a atividade enzimatica responsavel pelo processamento amiloidogénico da APP

(GRIMM et. al., 2011).

1.2.2 Doenca de Parkinson (PD)

A Doenca de Parkinson (PD) é a desordem de movimento mais comum,
afetando mais que 1% da populacdo acima de 65 anos de idade (BROERSEN et. al.,
2006). A maior parte dos casos ocorre esporadicamente com o0 avanco da idade,
sendo um importante fator de risco (BROERSEN et. al., 2006). E caracterizada pela
perda progressiva de neurbnios dopaminérgicos e a deposicdo de corpos de
incluséo intracelular na forma de corpos de Lewy e neuritos de Lewy (BROERSEN
et. al., 2006; KARUBE et. al., 2008; SPILLANTINI et. al., 1997). O principal
componente protéico desses depdsitos é a a-sinucleina (SPILLANTINI et. al., 1997).
A a-sinucleina é uma proteina desdobrada caracterizada por sete repetices
(KTKEGV) na regidao N-terminal; por uma regido central hidrofébica formada por
residuos 61-65 (componente nao- B-amiléide); e por trechos acidicos na parte C-

terminal (De FRANCESCHI et. al., 2009).
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Alguns estudos reportam que a-sinucleina pode interagir com acidos graxos
poliinsaturados, cuja interacdo promoveria a oligomerizacdo da proteina
(BROERSEN et. al., 2006; KARUBE et. al., 2008; De FRANCESCHI et. al., 2009;
ISRAELI e SHARON, 2009). Os niveis de DHA mostraram-se elevados nas areas do
cérebro contendo a-sinucleina em pacientes com PD, 0 que atraiu o interesse no
estudo da interagdo entre DHA e a-sinucleina (De FRANCESCHI et. al., 2009;
SHARON et. al., 2003). De FRANCHESCHI et. al., 2009, mostraram que a-
sinucleina interage com o DHA adquirindo uma conformacao a-helicoidal e o estado
fisico do lipidio torna-se alterado. Especificamente, métodos biofisicos e microscopia
eletrbnica indicaram que o DHA forma goticulas de 6leo na presenca da a-
sinucleina. Experimentos de protedlise limitada mostrou que, quando a proteina esta
ligada a essas goticulas de Odleo, inicialmente € clivada na regido de 89-102,
sugerindo que este segmento da cadeia € suficientemente flexivel para ser
desdobrado ou protease-sensivel. Eventos proteoliticos subseqlientes produzem
fragmentos correspondentes aos primeiros 70-80 residuos que ficam estruturados e
mostram uma elevada afinidade pelos lipidios. O fato de que uma regido da cadeia
polipeptidica permanece acessivel a proteases, quando interage com os lipidios,
sugere que esta regido poderia estar envolvida em outras interac¢des, justificando a
propensdo ambivalente de a-sinucleina para dobrar ou agregar na presenca de
DHA. Outro grupo de pesquisadores (BROERSEN et. al., 2006) também buscou
explicar a interagao entre a-sinucleina e DHA. Estes mostraram que a a-sinucleina
faz com que o DHA esteja na forma de um polimero solivel em vez de uma forma
micelar. Apdés a interagdo com DHA, a a-sinucleina que normalmente esta

desestruturada, rapidamente adota uma conformagao a-helicoidal. A exposi¢cao
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prolongada ao DHA, no entanto, gradualmente converte a a-sinucleina em fibras do
tipo amildide (BROERSEN et. al., 2006).

Assim como para doenca de Alzheimer, varias linhas de evidéncia sugerem
um papel importante para o estresse oxidativo e a PD (CHINTA E ANDERSEN,
2008). Neurdnios dopaminérgicos (DA) sao particularmente propensos ao estresse
oxidativo devido ao metabolismo dos DA e auto-oxidacdo combinado com o
aumento de ferro, niveis diminuidos de glutationa total e producdo de ROS induzida
pela inibicdo do complexo | mitocondrial induzida no sistema nervoso que pode levar
a morte celular por exceder a capacidade oxidativa na regido das células contendo

DA (CHINTA e ANDERSEN, 2008).

1.2.3 Esclerose lateral amiotrofica (ELA)

O foco desse estudo foi avaliar a participacdo do acido graxo poliinsaturado, o
acido docosahexaenoico e seus produtos primarios de oxidacdo, na doenca
neurodegenerativa Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA), portanto uma revisao
bibliografica mais detalhada sera feita para esta doenca.

ELA é uma doenca neurodegenerativa progressiva e devastadora que é
também conhecida como doenca de Lou Gehrig, descrita pela primeira vez pelo
neurologista francés Jean Martin Charcot em 1869 (VUCIC E KIERNAN, 2009),
resulta na degeneracdo dos neurbnios motores no cérebro e medula espinhal,
paralisia e morte dentro de 2-5 anos do diagnostico (TRUMBULL e BECKMAN,
2009). A cada ano, cinco mil pessoas séo diagnosticadas com ELA nos EUA, sendo
0 comec¢o da doenca aproximadamente entre os 45 e 60 anos, com a prevaléncia
(proporgéo de individuos afetados na populagéo) de 4-6/100.000 (BOILLEE et. al.,

2006; TRUMBULL e BECKMAN, 2009). No Brasil, em um trabalho preliminar
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realizado pela Associacdo Brasileira de Esclerose Lateral Amiotrofica (AbrELA),
foram catalogados 540 pacientes com ELA, sendo 58% do sexo masculino. A idade
média de aparecimento dos primeiros sintomas foi de 52 anos. Estima-se que a
incidéncia em nosso pais seja de 1,5 casos/100.000 pessoas, ou seja, 2.500

pacientes/ano (www.tudosobreela.com.br). E geralmente descrita como uma doenca

multifatorial, estando envolvidos estresse oxidativo, dano mitocondrial,
excitotoxicidade do glutamato, agregacdo de proteinas e diminuicdo do transporte
axonal (BENDOTTI e CARRI, 2009). Hoje, existe somente um medicamento
aprovado, o Riluzol (Rilutek® Sanofi Aventis). Este medicamento, apesar de o
mecanismo de acdo nao estar esclarecido, é proposto para atuar inibindo os

processos relacionados ao glutamato (excitotoxicidade) (www.tudosobreela.com.br).

Na maioria dos casos da doenca (80-90%), apresenta-se na sua forma esporadica
(sem antecedentes familiares, sem causa genética), enquanto 10% dos casos tem a
forma familiar (ELAf) (BOILLEE et. al., 2006). Recentemente, muta¢des em alguns
genes que codificam para proteinas ligadoras de RNA e para SOD1 estdo sendo
relacionados com a ELAf. De 5-10% destes casos estdo sendo relacionados a
mutacBes em duas proteinas, sdo elas: 43 kDa transactive response TAR DNA-
binding protein-43 (TDP-43) e fused in sarcoma (FUS; também conhecida como
TLS- translocated in liposarcoma) (WANG et. al., 2011; COUTHOUIS et. al., 2012;
STEINACKER et. al.,, 2011). Estas proteinas dividem elementos estruturais
relacionados, sugerindo que elas tém papéis ligados ao processamento ou
regulacdo do RNA. Além disso, ambas as proteinas foram identificadas como
componentes de agregados patoldégicos em neurbnios de pacientes com ELA
(COUTHOUIS et. al., 2012). Cada uma das mutacfes em TDP-43 e FUS estéao

associadas com 5% dos casos de ELAf, o que indica que anormalidades nestes dois
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genes coletivamente atingem os 10-20% de prevaléncia das variantes em SOD1

entre os individuos com ELAf (BOSCO et. al., 2010).

1.2.3.1 Esclerose lateral amiotréfica (ELA) e SOD1

Sabe-se que 20% dos casos familiares da Esclerose Lateral Amiotréfica é
causada por mutagcdes no gene que codifica a enzima antioxidante, Cu, Zn
superéxido dismutase (SOD1) (BANCI et. al., 2008; VALENTINE et. al., 2005). A
enzima Cu, Zn superoxido dismutase (SOD1) esta presente na maior parte dos
organismos aerobicos. Ela catalisa a reacdo de dismutacdo do anion radical
superéxido: O,* + O, + 2H" 5 H,0, (FRIDOVICH, 1978). As células eucaribticas
contém duas formas distintas de SOD, a enzima mitocondrial contendo manganés e
a enzima citoplasmatica contendo Cu/Zn (SOD1) (LEVANON et. al., 1985). A enzima
SOD1 humana selvagem é excepcionalmente estavel, uma proteina homodimérica
de 32 kDa, localizada principalmente no citoplasma, mas também esta presente nos
peroxissomos, no espaco intermembranas da mitocondria e no nucleo de células
eucaridticas (Figura 6) (OKADO-MATSUMOTO e FRIDOVICH, 2001; STURTZ et.

al., 2001.; ROBERTS et. al., 2007).
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Figura 6. Figura representando a wild-type Cu, Zn-SOD. Cobre (laranja) e zinco (azul) est&o
representados como esferas na subunidade do lado direito da figura. Em roxo esta representado a
ponte dissulfeto intramolecular Cys57-Cys146 que ajuda a formar a interface do dimero da SOD1. O
cobre é coordenado pelos residuos His63, His46, His48 e His120. Adaptada de ROBERTS, 2007.

Cada subunidade do dimero liga um cobre e um zinco e se dobra como oito
fitas barril B que sao estabilizadas por uma ponte dissulfeto intrasubunidade (Cys 57,
Cys 146) préximo ao sitio ativo (VALENTINE et. al., 2005; BANCI et. al., 2009). Além
das duas cisteinas envolvidas na formacédo da ponte dissulfeto intramolecular, duas
cisteinas reduzidas, a Cys 6 e a Cys 111, estédo localizadas na fita § 1 e no loop VI
da SOD1 WT humana, respectivamente (Figura 7). Além dos loops conectando as
oito fitas B, dois tem papel estrutural e funcional. O loop eletrostatico (loop VII,
residuos 121-144) contém residuos carregados que contribuem para guiar o
substrato (anion radical superdxido) negativamente carregado para o sitio catalitico
contendo cobre. O longo loop de zinco (loop IV, residuos 49-84) contém todos os

residuos ligados ao zinco (VALENTINE et. al., 2005).
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/- '\. . Cys6 Cys®6

Cys 111 Cys 111

Figura 7. Figura representando a wild-type Cu, Zn-SOD. Em roxo estdo representadas as duas
cisteinas reduzidas, a Cys 6 e a Cys 111, localizadas na fita B 1 e no loop VI, respectivamente.

Mais de 190 mutacbes ja sdo descritas, no entanto, 0S mecanismos
moleculares da degeneracéo seletiva dos neurénios motores por SOD1 mutante em
ELAf ainda sdo desconhecidos. A mutacdo resulta em um ganho de funcéo téxica,
que alguns estudos sugerem poder estar relacionada ao efeito pré-oxidante da
mutante SOD1 e / ou a formacéo de agregados citotéxicos de SOD1 (VALENTINE
et. al., 2005; RAKHIT et. al., 2002; KIM et. al., 2005). Os eventos estruturais que
levam a formacéo de oligbmeros de alto peso molecular de SOD1 ainda sao incertos
(BANCI et. al., 2008; KARUBE et. al., 2008). Alguns estudos sugerem que a SOD1
WT oxidada e varias das suas mutantes, somente formam oligdbmeros solaveis, in
vitro, quando estdo na forma livre de metais (apo) (BANCI et. al., 2008). Estes
oligdbmeros seriam formados sob condicbes aerdbicas quando as proteinas sao
mantidas a 37 °C e em concentracdo e pH préximos ao fisiologico, ou seja, de 100
MM e pH 7. Estes oligbmeros resultantes sdo formados por pontes dissulfeto
covalentes intermoleculares, envolvendo as cisteinas 6 e 111, e por interagcdes nao

covalentes entre folhas [, formando estruturas do tipo B amiloide. A taxa de
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oligomerizacdo proteica € diferente para as varias mutantes, mas eventualmente
geram o mesmo tipo de espécies oligoméricas soluveis (BANCI et. al., 2008; BANCI
et. al., 2009).

Estudo realizado por KIM et. al., 2005 mostrou que ha inducdo da agregacao
de SOD1 na presenca de acidos graxos poli-insaturados. Esses agregados de alta
massa molecular tem uma morfologia granular e apresenta citotoxicidade
significativa (KIM et. al., 2005). Os lipidios servem como mediadores na sinalizacao
e inflamacéo durante a progressdo da neurodegeneracdo. Embora a SOD1 esteja
frequentemente em contato com lipidios, as interagbes com SOD1 ndo tem sido
investigadas na mesma intensidade quando comparadas com outras proteinas
ligadas a outras doencas (De FRANCESCHI et. al., 2009; KARUBE et. al., 2008;

CHOlI et. al., 2010; BROERSEN et. al., 2006; MUNCH et. al., 2011).
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2 Objetivos

Considerando que ha o envolvimento de agregados protéicos nas doencas
neurodegenerativas e que os lipidios podem estar envolvidos neste processo, 0
estudo do DHA e dos respectivos produtos de oxidagdo, como os DHAOOH, na
formacao de agregados de SOD1 torna-se importante.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do DHA e dos
DHAOOH na oligomerizagdo de SOD1 envolvidos na doenca Esclerose Lateral
Amiotrdfica.

Para atingir este objetivo o trabalho teve como metas realizar a sintese de
hidroperoxidos de DHA, estudar o papel dos DHAOOH e do DHA na formacgéo dos
agregados de SODL1 in vitro e, finalmente, investigar os possiveis mecanismos

envolvidos na formacao dos agregados.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Reagentes e materiais

Meio de cultura Luria Broth (meio LB) obtido da BD, Complete Mini, EDTA-
free obtido da Roche. Os plasmidios pET-3d foram gentilmente cedidos pela Profa.
Dra. Ohara Augusto. O 4&cido etilenodiaminotetraacético (EDTA), &cido
dietilenotriaminopentaacético (DTPA), isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG),
endonuclease (Benzonase) ditiotreitol (DTT), tris(hidroximetil)laminometano (Tris),
acido docosahexaenoico (DHA) peréxido de hidrogénio, 4- hidroxi-2,2,6,6-tetra-metil-
piperidiniloxila (Tempol), 4-(2- Piridilazo) resorcinol (PAR), ampicilina, bis-acrilamida,
coomassie brilliant blue, formaldeido 37%, cloreto de sédio, cloreto de cobre, cloreto
de zinco, bicarbonato de sodio, sulfato de amoénio, fosfato de so6dio monobasico,
fosfato de sdédio dibasico, guanidina, acetato de sdédio, tiossulfato de sodio,
carbonato de sddio, dodecilsulfato de sédio (SDS), perssulfato de amdnio, tioflavina
S e resina Chelex-100 foram obtidos da Sigma. Acido acético, etanol, metanol,
cloroférmio, acido férmico, agar foram obtidos da J.T. Baker (todos os solventes
eram nivel de HPLC). O iodoacetato de sédio obtido da Merck. O bis-ANS e a
iodoacetamida fluoresceina foram obtidos da Molecular Probe. Azul de bromofenol e
tetrametiletiienodiamina (TEMED), marcador de peso molecular Kaleidoscope,
glicerol, glicina, acrilamida foram obtidos da Bio-Rad. Tripsina grau sequenciamento
foi obtida da Promega e cloranfenicol foram obtidos da USB. Colunas de
cromatografia de troca anionica QSepharose e MonoQ, de interacdo hidrofobica
Phenyl-Sepharose foram obtidas da Amersham Biosciences. Coluna de fase reversa
C18, exclusdo por tamanho para HPLC foram obtidas da Phenomenex. Membrana

de dialise com corte de peso molecular de 6-8 kDa foi obtida da Spectrum.
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Dispositivo de ultrafiltracdo com corte de peso molecular de 10 kDa foi obtido da
Millipore. A agua utilizada em todos os experimentos foi deionizada num sistema de

purificacdo Milli-Q da Millipore.

3.2 Sintese dos hidroperéxidos do acido docosahexaendico (DHAOOH)

A sintese dos DHAOOH foi realizada por reacdo de fotossensibilizacao
acrescentando-se 4 pL de uma solugéo de azul de metileno (0,1 M em metanol) a 25
mg de acido docosahexaenoico dissolvido em 4 mL de cloroférmio (~20 mM). A
reacao foi conduzida em um baldo (pyrex, 25 mL) imerso em banho de gelo. A
mistura foi mantida sob constante agitacdo, saturada com oxigénio e irradiada com
duas lampadas de tungsténio (500 W) por aproximadamente 2 h. Para maior
rendimento na formacdo de hidroperoxidos, apés 2 h foi adicionado mais 2 pL de
azul de metileno a mistura. A formacdo de DHAOOH foi monitorada a partir de
aliquotas retiradas em tempos 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 180 min, medindo-se as
absorbéancias das solu¢des no UV a 235 nm e por cromatografia de camada delgada
(TLC) em placas de silica eluidas com uma mistura de cloroférmio:metanol (90:6,
v/v). A visualizacdo dos hidroperéxidos nas placas foi realizada utilizando uma

solucéo de acido sulfurico 50% (MIYAMOTO et. al., 2003).
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3.3 Separacéao e purificacdo de DHAOOH por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (HPLC)

Uma aliquota de 10 pL foi retirada da amostra de DHA fotooxidado (20 mM)
solubilizado em cloroférmio, em seguida secou-se sob nitrogénio e solubilizou-se em
100 pyL de metanol. Para analise de DHAOOH foram otimizadas as condicdes
descritas por LYBERG e ADLERCREUTZ, 2006. As amostras foram separadas e
purificadas em coluna C18 Gemini (250 x 4.6 mm, 5 um, Phenomenex, USA)
utilizando-se como fase moével uma mistura de acetonitrila:acido formico 0,005%
(55:45, v/v) em fluxo de 1 mL/minuto. O detector de UV foi programado para
deteccdo no comprimento de onda de 235 nm para deteccdo de dienos conjugados
e 205 nm para deteccdo dos dienos nédo conjugados (SPD-10AVVP, Shimadzu,
Japao). Apos separacdo dos componentes da amostra (di, tri e mono-hidroperoxidos
do DHA) (Figura 10), realizou-se a purificacdo da mistura de DHAOOH (Figura 10,
tempos ~ 30 a 60 min) utilizando-se um coletor de fracbes (FRC-10A, Shimatzu,
Japao). A fracdo contendo a mistura dos isdmeros foi seca em um rota-evaporador
(R-215, Bichi, Suica) em seguida, ressuspensa em 1 mL de metanol e estocada a -

20°C.

3.4 Quantificacdo de DHAOOH

A quantificacdo dos hidroperdoxidos foi realizada através da medida da

absorbancia dos dienos conjugados e calculada a partir do coeficiente de extingdo
(€23a0m = 25200 M cm™) (WU E RAO, 1999). A concentracéo dos hidroperéxidos

também foi determinada pelo método iodométrico (BUEGE e AUST, 1978).
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3.5 Anélise de DHAOOH por HPLC acoplado a espectrometria de massa em

tandem (HPLC-MS/MS)

A analise estrutural dos hidroperoxidos foi realizada por HPLC acoplado a um
detector de absorbancia UV-Vis (SPD-10AVVP, Shimadzu, Tokyo, Japédo) e a um
espectrometro de massa Quattro Il da Micromass (Manchester, Reino Unido) em
tandem (HPLC-MS/MS). A separacdo e analise dos hidroperoxidos em HPLC-
MS/MS foi realizada em coluna C18 Gemini (250 x 4.6 mm, 5 um, Phenomenex,
USA) utilizando-se como fase movel uma mistura de acetonitrila:acido férmico
0,005% (55:45, v/v). A deteccao dos produtos no espectrometro de massa foi feita
no modo de ionizacdo quimica electrospray negativa (ES-). Para a analise no
espectrometro de massa utilizaram-se as seguintes condi¢cdes: temperatura de

dessolvatacédo 200°C; temperatura da fonte 100°C, voltagem 30 V.

3.6 Expressdo da Cu, Zn superoxido dismutase humana (hSOD1)

recombinante em bactérias

Os plasmidios pET-3d que codificam as enzimas hSOD1 nativa ou mutante
G93A e as respectivas mutantes na cisteina (C6S, C111S), foram expressos em
Escherichia coli da linhagem BL21(DE3)pLysS segundo protocolo descrito por
MEDINAS et. al (2010). As bactérias foram transformadas por eletroporacdo e
selecionadas por incubacgao a 37°C durante a noite em agar/LB contendo 100 pg/mL
de ampicilina e 34 pg/mL de cloranfenicol. Uma colénia da placa foi selecionada e
cultivada em meio LB a 37°C. A expresséao foi induzida a partir da adicdo de 0,5 mM

de IPTG e 0,5 mM de cloreto de cobre ap6s ser atingida a fase logaritmica de
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crescimento da cultura (D.O. 0,6-1,0). Apos 6 h de expresséo a 25°C, a cultura foi

centrifugada a 30009 e o pellet armazenado a -20°C.

3.7 Purificagdo da hSOD1 recombinante

Para cada litro de cultivo foi utilizado 20 mL de tamp&ao 20 mM Tris-HCI, pH
8,0 contendo 10 mM de NaCl, 2 mM de MgCI2 e 1 tablete Complete Mini, EDTA-free
para ressuspender o pellet, em seguida, foi submetido a trés ciclos consecutivos de
congelamento e descongelamento. Esse homogenato foi tratado com 1 mg/mL de
lisozima a temperatura ambiente. Apos 1h da adicao de lisozima, foram adicionadas
10 U/mL de Benzonase (endonuclease capaz de digerir DNA e RNA), seguido de
incubacdo por mais 30min a temperatura ambiente para reducdo da viscosidade. O
homogenato foi centrifugado a 18000g. Ao sobrenadante foram adicionados 0,5 mM
de cloreto de cobre e cloreto de zinco, seguido de incubag&o durante a noite a 4°C.
O extrato de aspecto azulado foi entdo submetido a uma etapa de precipitacao
térmica por 30 minutos a 65°C. O precipitado foi removido por centrifugacdo a
18000 e o volume do sobrenadante foi medido e submetido lentamente a
precipitacdo com sulfato de amonio. Primeiramente, foi adicionado sulfato de amonio
para 50% de saturacdo. Em seguida, foi incubado durante 2 h a temperatura
ambiente e a suspensdo submetida a centrifugacdo a 18000g. O mesmo
procedimento foi realizado para 60% de saturacdo e para 100% de saturacéo. O
pellet azulado obtido foi dissolvido em 4 mL de tamp&o 5 mM fosfato, pH 8,0. A
solugdo contendo a enzima hSOD1 recombinante foi, entéo, dialisada contra tampao
5 mM fosfato, pH 8,0 e submetida a cromatografia de troca anidnica em coluna

MonoQ (Amersham Bioscience). A eluicdo da proteina foi feita aplicando-se um
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gradiente de tampéo fosfato de 5-200 mM, pH 8,0. As fragbes contendo a hSOD1
foram coletadas e adicionou-se sulfato de amoénio sélido na amostra até a
concentracédo final de 2,7 M. Em seguida, a amostra foi aplicada em uma coluna de
interacdo hidrofébica equilibrada com tampédo 5 mM fosfato, pH 8,0 contendo 2,5 M
de sulfato de amonio. A eluicdo da proteina foi feita aplicando-se um gradiente linear
de maneira a eliminar o sulfato de amoénio. Finalmente, a proteina foi lavada
repetidamente e concentrada por ultrafiltracdo em filtros de corte de 30 KDa (Amicon

Ultra-Centrifugal Filter ) em tampéo fosfato 5 mM, pH 7,4 tratado com Chelex-100.

3.8 Mutagdes sitio-dirigido em SOD1 humana (hSOD1)

As mutacles foram realizadas em colaboracdo com o grupo do Prof. Dr. Luis
Eduardo Soares Netto (IB-USP), utilizando o kit QuikChange® Site-Directed
Mutagenesis (Stratagene). Foram sintetizados dois oligonucleotideos (cada um

complementar a sua fita oposta) contendo a mutacéo de interesse (Tabela 1).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para a construgdo de mutantes de SODL1.

SOD1 Sentido Sequéncia (5’ >3’)
Foward ACTAAAGCTGTGTTCGTGCTGAAGGGCGAC
ces Reverse GTCGCCCTTCAGCACGAACACAGCTTTAGT
Faward TCTCAGGAGACCATTCCATCATTGGCCGCA
C11s Reverse TGCGGCCAATGATGGAATGGTCTCCTGAGA

A polimerase presente no kit (PfuTurbo®) é capaz de estender ambas as fitas
de um plasmideo contendo o inserto de interesse com alta fidelidade e
processividade. Através da extensdo dos primers gera-se um plasmideo mutante.
Dessa forma, as mutantes foram geradas utilizando como molde os vetores de

expressao com os respectivos genes selvagens e com a mutacdo G93A clonados.
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As mutacdes foram realizadas utilizando o protocolo padréo do Kit QuikChange Site-
directed Mutagenesis (Stratagene, Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
Califérnia, USA) e os primers contendo a mutacao de interesse. Em 50 yL de reagao
adicionou-se 30 ng do vetor molde (pET-3d), 12.5 pmol de cada oligonucleotideo,
200 uM de dNTPs e 2.5 U de Pfu Turbo polimerase. Apés a amplificacdo e a
digestdo do DNA molde com Dpnl (endonuclease que somente reconhece a fita
parental metilada digerindo-a), os produtos de mutagénese foram transformados em
células XL1-Blue por eletroporacédo e plagueadas em meio soélido seletivo LB/Amp.
As colbnias resultantes foram selecionadas para confirmacédo do inserto por reacéo
de PCR e a amplificacdo foi feita utilizando-se primers T7 que flanqueiam a regiao
de interesse no vetor (pET-3d). Em seguida, as colénias no qual o inserto foi
confirmado, foram crescidas em meio liquido LB/Amp. A regido codificante do vetor
isolado foi sequenciada para verificacdo da geracdo das mutacdes e 0s vetores com
as respectivas mutacdes confirmadas foram transformados em linhagens de E. coli

de expresséo BL21(DE3)pLysS.

3.9 Preparo das formas apo

As formas apo-SOD1 foram preparadas a partir de dialises repetidas das
SOD1s (WT e G93A) contra: 1) tampao 50 mM acetato, pH 3,8 contendo 10 mM de
EDTA, 2) tampdo 50 mM acetato, pH 3,8 contendo 100 mM NaCl para remover o
EDTA 3) finalmente, o tampdo é removido por didlise contra agua grau Milli-Q
tratada com a resina Chelex-100 para eliminar tracos de metais de transi¢céo
(BENOQV et. al., 1996). Para avaliar a remo¢do dos metais, foi feita analise em

Espectrometria de Emissédo Atdmica (ICP-AES).
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3.10 Oligomerizacao/agregacdo da hSOD1 mediada por diferentes acidos

graxos in vitro

Apo-SOD1 WT e/ou G93A foi dissolvida em 50 mM de tampéo fosfato
contendo 150 mM NaCl e 100 pM de DTPA. Os oligbmeros foram preparados
incubando a forma apo-SOD1 WT (10 uM) ou G93A (10 puM) por 2, 6 ou 24 h, 37°C,
pH 7,4 contendo 250 pM de acido estearico ou &cido oléico, acido linoléico, acido

araquidonico, DHA, DHAOOH ou H;0..

3.11 SDS-PAGE

Para deteccao dos oligbmeros formados a partir do DHA e DHAOOH e para
analise de dose-dependéncia, foi feito SDS-PAGE sob condi¢des redutoras (adicdo
de B-mercaptoetanol) e ndo-redutoras (sem adi¢gdo de B-mercaptoetanol) em uma
propor¢cdo de gel de poliacrilamida de 12%. Aliquotas das amostras (20 L)
contendo oligbmeros de apo-SOD1 WT (10 uM) ou apo-SOD1 G93A (10 uM), apos
24 h foram, ainda, incubadas por 1 h com 50 mM de NalAc. Em seguida, foram
incubadas em tampao de amostra (62 mM Tris-HCI, pH 6,8 contendo 10% glicerol,
2% SDS, 0,01% azul de bromofenol) na auséncia e presenca de B-mercaptoetanol
(~200 mM) por 15 minutos em agua a 37°C. A revelacédo foi feita com nitrato de

prata.

3.12 Cromatografia de exclusao

A cromatografia de excluséo foi realizada utilizando-se uma coluna (BioSep-

SEC-S4000, 300 x 7.8mm, Phenomenex, USA). Para determinacdo do tamanho dos
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agregados de SODL1 foi feita uma curva padrao, utilizando-se como padrdes de
proteina a tireoglobulina (660kDa), ferritina (440 kDa), aldolase (158 kDa),
conalbumina (75kDa) e ovoalbumina (43 kDa).

Cada amostra foi eluida com uma solucdo tampdo 50 mM fosfato, pH 7.4
contendo 150 mM de NaCl e 100 uM de DTPA. O detector de UV foi programado
para deteccdo das proteinas no comprimento de onda de 210 nm e 280 nm.
Também, utilizou-se o detector de fluorescéncia com comprimento de onda de

excitacao de 280 nm e emissdo de 340 nm.

3.13 Dependéncia de tiol na oligomerizagdo da SOD1 induzida por DHA

Foi feita uma pré-incubacdo da apo-SOD1 WT (10 uM) a 37°C em tampao
fosfato 50 mM, pH 7.4, contendo 150 mM de NaCl e 100 uM de DTPA com NalAc
(300 pM). Apds 2 h foi adicionado DHA (250 uM) e incubado a mesma temperatura
até completar 24 h. O mesmo foi feito com a hapo-SOD1 WT (10 puM) apos pré-
incubacdo com H,0, (250 uM). Estas amostras foram analisadas por cromatografia

de exclusédo, sendo o volume de inje¢édo de 30 pL.

3.14 Anédlise dos tidis livres na apo-SOD WT e apo-SOD G93A

Apbs 24 h de incubacgédo das formas apo da proteina (10 uM) com DHA (250
HMM), uma solucédo estoque de IAF (10 mM) foi preparada em DMSO e adicionada a
reacao para uma concentracao final de 200 uM. As proteinas foram incubadas no
escuro a 37°C por 1 h, na presenca de SDS (1%). Todos os passos seguintes foram

realizados sob exposicdo minima das amostras a luz. Para remover o excesso de
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IAF, as amostras foram dialisadas por filtracdo (Amicon, 10,000 MWCO) contra
agua. Em seguida, as proteinas (5 pg) foram solubilizadas em tampao de amostra
(Tris-HCI 62 mM, pH 6,8, contendo glicerol (10%), SDS (2%), B-mercaptoetanol (100
mM) e azul de bromofenol (0,01%), fervidas por 5 min e submetidos a eletroforese
em gel desnaturante de poliacrilamida (5% gel de empacotamento; 12% gel de
resolucdo) a 150 V por 2 h. A imagem das proteinas fluorescentes no gel foi
capturada no instrumento Typhoon 9400 com comprimento de onda de excitacéo de
488 nm e filtro de emissdo de 520 nm. A andlise de densitometria relativa das
colunas foi realizada com o programa ImageJ 1.44p (NIH, USA). Entdo, o gel foi
fixado com etanol (30%) e &cido acético (10%) por 30 min, seguido pela coloracéo
por prata para dosagem do conteudo total de proteina. Em seguida, o gel foi
submetido a analise de densitometria de bandas. Os niveis de proteinas contendo

tiois reduzidos foram expressos relativamente ao contetdo total de proteina.

3.15 Ensaios de fluorescéncia para andlise da formacéo de estruturas do

tipo B-amiléide e ambiente hidrofébico

A formacéo de estrutura do tipo amil6ide foi monitorada seguindo o aumento
da fluorescéncia da probe Tioflavina S e pelo aumento na fluorescéncia da probe
bis-ANS, indicando ambientes hidrofobicos (MUSCI et. al, 1985). Apds 24 horas,
uma aliquota de 60 uL de cada incubacao foi incubada com 12 uL de bis-ANS (60
pMM) ou Tioflavina S (600 puM) por 15 minutos em agua a 37°C. O espectro de
fluorescéncia foi obtido por um leitor de placas (TECAN). Foi realizada uma

excitagdo em 390 nm medindo-se a emissdo em 400-600 nm e uma excitagdo em
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442 nm medindo-se a emissdo em 450-650 nm, para bis-ANS e Tioflavina S,

respectivamente.

3.16 Dicroismo circular (CD)

Foi feita uma incubacéo de apo-SOD1 WT (10 uM) e apo-SOD1 WT (10 uM) a
37°C em tampao fosfato 50 mM, pH 7.4, contendo 150 mM de NaCl e 100 uM de
DTPA, na auséncia e presenca de DHA (250 pM). Apés 24 h de incubacgéo, as
amostras foram lavadas repetidamente e concentradas por ultrafiltracdo em filtros de
corte de 30 KDa (Amicon Ultra-Centrifugal Filter ). As estruturas secundérias das
proteinas foram examinadas no laboratério de espectroscopias e calorimetria (LEC,
Campinas), utilizando-se da espectroscopia de dicroismo circular (CD)
(espectropolarimetro Jasco J-815, USA). Para as medidas foi utilizada uma cubeta
de quartzo de 1 mm e o espectro de CD foi registrado de 200 a 260 nm. Todas as
medidas foram realizadas usando os parametros seguintes: bandwidth de 1 nm, run
speed de 50nm/min, 0,1 nm de step size, response time de 1 s e uma média de 3

acumulos. Os dados foram analisados no programa PETFIT Analysis.

3.17 Microscopia eletronica de varredura por emisséo de campo (MEV)

Apo-SOD1 WT e/ou G93A foram dissolvidas em 50 mM de tampé&o fosfato
contendo 150 mM NaCl e 100 pM de DTPA. Os oligbmeros foram preparados
incubando a forma apo-SOD1 WT (10 uM) ou G93A(10 uM) por 24 h, 37°C, pH 7,4
contendo 250 uM de DHA. Em seguida, as incubac¢fes foram lavadas repetidamente

e concentradas por ultrafiltracdo em filtros de corte de 30 KDa (Amicon Ultra-
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Centrifugal Filter ). As amostras (aliquotas de 10 pL) foram aplicadas em bases de
latdo e secas rapidamente em estufa antes da analise. A microscopia eletrénica de
varredura foi usada para caracterizar a morfologia dos agregados de SOD1, sendo
utilizado equipamento JSM-7401F (JEOL), operado a 2 KV. Este experimento foi

realizado na Central Analitica, Instituto de Quimica-USP.

3.18 Efeito da conformacéo cis e trans na oligomerizacéo das formas hapo-

SOD1 WT e hapo-SOD1 G93A

Visando analisar a dependéncia e o efeito da conformacéo cis ou trans do
acido graxo na agregacédo de SOD1, incubacbes de apo-SOD1 WT (10 uM) e apo-
SOD1 G93A (10 puM) foram feitas com acido oléico (cis-9 -18:1) (250 uM) e com o
acido elaidico (trans-9 -18:1) (250 uM). As incubacbes foram analisadas por
cromatografia de exclusao utilizando uma coluna (BioSep-SEC-S4000, 300 x 7.8mm,
Phenomenex, USA). Cada amostra foi eluida com uma solu¢cdo tampdo 50 mM

fosfato, pH 7.4 contendo 150 mM de NaCl e 100 uM de DTPA.

3.19 Efeito do pH na oligomerizacao/agregacdo da Cu,Zn-superdxido

dismutase humana (hSOD1)

Solugdes tampao 50 mM fosfato, contendo 150 mM de NaCl e 100 yM de
DTPA foram feita para diferentes pHs. Foram preparadas para pH 3,5; 4,7; 5,5; 6,2,
7,4 e pH 8,4. Foram incubadas tanto a forma apo-SOD1 WT como a apo-SOD1
G93A em todos os pHs por 24 h, 400 rpm a 37°C em um agitador Thermomixer®. As

analises de agregacéao foram feitas por cromatografia de exclusao.
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3.20 Recuperacao do DHA nas incubacdes contendo agregados de SOD1

Para esta andlise as incubacfes preparadas foram: DHA + PBS (tamp&o 50
mM fosfato, contendo 150 mM de NaCl e 100 uM de DTPA), proteinas (apo-SOD1
WT e apo-SOD1 G93A 10 yM) + DHA. Destas misturas reacionais, 20 yL foram
retirados para o processo de extracdo do lipidio (DHA). Em seguida, foram
adicionados 500 pyL de hexano, sendo agitados por 1 min em vortex e das duas
fases formadas, foi recolhida a fase superior (processo repetido por duas vezes).
Apos esta etapa, foram adicionados 500 pyL de cloroférmio, sendo realizado o
mesmo procedimento que para a etapa descrita anteriormente, porém, foi coletada a
fase inferior. As amostras foram secas sob nitrogénio, ressuspendidas em 50 uL de

metanol e injetados 5 uL no HPLC, sendo a concentracéo final de DHA de 100 uM.

3.21 Quantificacdo do DHA extraido nas incubacdes contendo agregados de

SOD1 por HPLC

Para andlise do DHA extraido, foram utilizadas uma coluna C18 Gemini (250
X 4.6 mm, 5 um, Phenomenex, USA ) e como fase mdvel uma mistura de
acetonitrila:acido férmico (0,005%), 95:5 em fluxo de 1mL/minuto. O detector de UV
foi programado para detec¢cdo no comprimento de onda de 205 nm para deteccéo
dos dienos ndo conjugados. Foi feita uma curva padrdo com diferentes
concentragbes de DHA (25 - 200 pM) e os picos relativos ao DHA em cada
concentracdo foram integrados para quantificacdo. Sendo assim, foi possivel a

quantificacdo do DHA extraido nas amostras.
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3.22 Reagao “ene-tiol” e analise por espectrometria de massas

Incubacgdes de DHA (250 uM) com B-mercaptoetanol (1,43 M) foram feitas por
24 h a 37°C, pH 12,3. A analise das incubacdes foi realizada em coluna C18 Kinetex
(100 x 4.6 mm, 2,1 um, Phenomenex, USA) utilizando-se como fase mével uma
mistura de acetonitrila:acido férmico 0,005% (90:10, v/v). A deteccdo dos produtos
foi realizada no espectrometro de massa ESI-Q-ToF (Maxis 3G, Alemanha) no modo
de ionizacdo quimica electrospray negativa (ES-). Para a analise no espectrébmetro
de massa utilizaram-se as seguintes condi¢cdes: temperatura da fonte 180°C;

voltagem do capilar 4000 V; nebulizador 4.0 bar.

3.23 Experimentos de EPR

As misturas reacionais contendo apo-SOD1 G93A (10 uM), tampao fosfato 50
mM, pH 7,4, DTPA 100 uM, NaCl 150 mM e DHAOOH (250 uM), foram incubados a
15 ou 37°C, na presenca de N-t-Butyl-Phenylnitrone (PBN) (50 mM). Em tempos
determinados, aliqguotas das reacBes foram transferidas para uma cela chata de
quartzo, e os espectros foram obtidos a temperatura ambiente (25+2°C) em um
instrumento Bruker EMX em colaboracdo com o grupo da Profa Dra Ohara Augusto.
A guantificacdo dos sinais foi feita pela integracdo dupla dos sinais simulados e
calculos baseados numa curva padrdo de tempol. As condi¢Bes instrumentais foram:
ganho, 6,32 x 10°; poténcia de microondas, 20 mW; amplitude de modulacéo, 1 G;

constante de tempo, 327 ms; tempo de varredura, 335,54 s; numero de leitura, 3.
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3.24 Analise da participacdo do peréxido de lipidio na formacédo do dimero

covalente da SOD1

Para avaliar se a formacao do dimero covalente da SOD1 é especificamente
induzida pelos hidroperéxidos do DHA, incubacdes foram feitas com diferentes
peréxidos. As incubacbes contendo apo-SOD1 G93A (10 uM), tampéao fosfato 50
mM, pH 7,4, DTPA 100 uM, NaCl 150 mM e DHAOOH (250 uM) foram repetidas
com hidroperodxidos do &cido linoleico (LAOOH), H,O, e tert-butil hidroperoxido (tert-
butil OOH), todos os peréxidos na concentracdo de 250 uM. Outra incubacéo feita foi
da apo-SOD1 G93A (10 pM) com o hidréxido do DHA (DHAOH) (250 uM). As
analises foram feitas em SDS-PAGE sob condi¢do redutora (na presenca do agente
redutor B- mercaptoetanol) e o gel revelado por nitrato de prata. Da mesma forma,
para comprovar a formacao efetiva do dimero covalente, as mesmas incubacdes de
apo-SOD1 G93A (10 uM) foram feitas, na auséncia e presenca de DHAOOH, porém,
apos 24 h de incubacao foram adicionados as incubacdes, 2 M de guanidina, 166
mM de DTT, incubados por 4 h e 200 mM de IAA overnight. Em seguida, as
incubacdes foram lavadas repetidamente e concentradas por ultrafiltracdo em filtros
de corte de 30 KDa (Amicon Ultra-Centrifugal Filter ). Apos os tratamentos cada uma
das incubacdes foi aplicada em SDS-PAGE sob condicao redutora e o gel revelado

por nitrato de prata.

3.25 Digestéo in gel

Apbs 24 h de incubagéo de apo-SOD1 G93A (10 uM) com DHAOOH (250 uM)
a 379, foram aplicados 32 ug da proteina em gel de poliacrilamida para separacao do

dimero covalente. As regides do gel de poliacrilamida correspondentes as espécies
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de hSOD1 monémero e dimero foram cortadas e colocadas em tubos separados.
Cada pedaco de gel foi entdo cortado em pedacos menores para aumentar a
superficie de contato com as solugdes. Primeiramente, os géis corados com
Coomassie coloidal foram tratados com uma solucdo descorante (50% v/v de
acetonitrila e 25mM de bicarbonato de amdnio) aplicada trés vezes, com intervalos
de 10 min. Apé6s o desaparecimento da coloracdo azul, os pedacos de gel foram
desidratados com 100% de acetonitrila por 10 min. Em seguida, os fragmentos de
gel foram reidratados pela adicdo de solucéo de reducédo (DTT 20 mM) por 40 min a
56 °C. Ap6s um pulso na centrifuga a solucao de reducéo foi removida e adicionou-
se a solucdo de alquilacdo (lodoacetamida 55 mM) por 30 min a temperatura
ambiente. Em seguida, os géis foram submetidos a dois ciclos de incubacdo com 50
mM de bicarbonato de aménio e desidratacdo com acetonitrila (100 %) e entédo
secos sob vacuo. Os tubos foram colocados em gelo e foi feita adicdo de tampéo de
digestao (50 mM bicarbonato de aménio, pH 8,0 contendo 20 ng/ul de tripsina grau
sequenciamento) para rehidratacdo dos pedacos de gel. Apés 15 min de
rehidratacdo, adicionou-se mais tampao 50 mM bicarbonato de amdénio, para cobrir
0S géis e incubou-se por 16 h a 37°C para a digestdo enzimatica. Em seguida, a
acdo da tripsina foi bloqueada pela adicdo de &cido formico 5% em acetonitrila
(ACN) 50% e o sobrenadante transferido para um tubo novo. A extragcdo dos
peptideos da malha do gel de acrilamida foi feita em 1% acido férmico e 60% de
metanol (MeOH) seguida de incubacdo por 15 min a 40 °C sob agitacdo. Apés a
centrifugacédo dos geéis, o sobrenadante foi recolhido e misturado ao sobrenadante
prévio. A extracdo continua com a adicdo de acido formico 1% em 50% de ACN.
Esta etapa de extracdo foi repetida e o sobrenadante transferido. Para finalizar, foi

adicionado 100% de ACN para desidratar o gel e o sobrenadante transferido para o
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tubo contendo os sobrenadantes prévios. A solucdo de peptideos foi seca sob

vacuo, filtrada e armazenada a -20 °C.

3.26 Analise triptica do dimero covalente de SOD1 por espectrometria de

massas

Apés digestdo, as amostras foram ressuspensas em acetonitrila e 4gua com
acido formico 0.1% e analisadas em colaboragcdo com a empresa Waters do Brasil,
utilizando-se NanoUPLC em tandem com o nanoESI em um equipamento Xevo G2
QTof (Waters, UK). Foi aplicada a tecnologia 2D nanoACQUITY UPLC para
separacédo dos peptideos. Os peptideos foram eluidos em uma nano coluna primeira
dimensdo XBridge BEH130 C18 5um 300um x 50mm (Waters, USA) usando 20 mM
de formato de amoénia, pH 10 (bomba A) e ACN (bomba B) e a segunda dimenséo
foi realizada com uma nano coluna nanoACQUITY UPLC Trap Symmetry C18 5 um
180 pm x 20 mm (Waters, USA) imediatamente seguida de uma coluna

nNanoACQUITY UPLC HSS T3 1.8 um 75 pm x 150 mm (Waters, USA).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Sintese e monitoramento da forma¢do dos DHAOOH

A geracao de hidroperéxidos do acido docosahexaenoico (DHAOOH) neste
trabalho foi realizada a partir do 'O,, uma espécie reativa de oxigénio. E um
processo conhecido como fotooxidagao.

O 'O, foi formado pelo fornecimento de energia (lampadas de tungsténio) ao
sensibilizador (azul de metileno), que passa para seu estado excitado. O oxigénio
molecular, presente nessa reacao, recebe a energia do sensibilizador formando,
entdo, o0 'Oy,

Os lipidios insaturados sdo bastante suscetiveis ao ataque por espécies
reativas de oxigénio como o 'O,. O resultado deste ataque é a formacdo de

hidroperoxidos de lipidios. Para o &cido docosahexaenoico que possui seis

insaturacdes é possivel a formacédo de 12 hidroperdxidos (Esquema 1).
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Esquema 1. Esquema da reacdo de fotossensibilizagdo do &cido docosahexaenoico por azul de
metileno gerando os isémeros de DHAOOH. (a) 20-O0OH (b)19-O0H (c) 17-O0OH (d) 16-O0H (e) 14-
OOH (f)213-O0H (g) 11-O0H (h)10-OO0H (i)8-O0H (j)7-O0H (k)5-O0H (1)4-OOH.

A formacdo de DHAOOH foi monitorada a partir de aliquotas retiradas em
tempos 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 180 min, medindo-se as absorbancias das
solugdes no UV a 235 nm. Houve uma formacao crescente de DHAOOH até 2 h de
fotooxidacao, a partir dai, foi necessaria a adicdo de mais 2 pL de azul de metileno e

mais uma hora de fotooxidagdo como mostra a Figura 8.
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Figura 8. Formacgéo de dienos conjugados durante fotooxidagcdo do DHA. Espectro de absorbéancia
no UV com pico maximo em 235nm. Interno ao espectro, grafico de barras representando o aumento
da formag&o dos DHAOOH com o aumento do tempo.

O monitoramento também foi realizado através de cromatografia de camada
delgada (ou, thin layer chromatography - TLC) (Figura 9). Pela analise das placas de
TLC pbode-se observar a formacgédo dos hidroperéxidos conforme padrdo de bandas

para DHA e DHAOOH, confirmando-se a formacdo de DHAOOH pela fotooxidacéo.

- | DHA

| DHAOOH

03 1h ik oY

Figura 9. Resultado do experimento realizado em Cromatografia de Camada Delgada (TLC) a partir
da fotooxidacdo do DHA. Estdo representados DHA e os monohidroperoxidos DHAOOH. Foram
analisadas aliquotas nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 min, havendo uma diminuicdo do DHA e
aumento dos seus produtos de oxidacdo de acordo com o aumento do tempo.
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4.2 Separacdao de DHAOOH por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(HPLC) fase reversa

Neste trabalho, foi utilizado o método descrito por Lyberg e Adlercreutz como
base para os experimentos de separacdo dos DHAOOH. As condi¢cdes de fase
movel foram otimizadas e estabeleceu-se a condicdo acetonitrila:acido férmico
0;005% (55:45) como 6tima para separacao e purificacdo dos hidroperéxidos do
acido docosahexaenoico. Obteve-se a separacdo dos di e tri-hidroperoxidos,
representados no cromatograma por picos presentes nos tempos iniciais (Figura 10,
tempos de 5 a 20 min). Esta separacao fez-se necessaria para a purificacdo da
mistura dos monohidroperéxidos (DHAOOH), através da coleta dos picos referentes
a eles (Figura 10, tempos ~ 30 a 60 min). Apos a coleta, secagem e quantificacdo da
mistura dos DHAOOH, esta foi utilizada para as demais analises na presenca da

enzima antioxidante SOD1.

(x1,000)
757 DHAOOH

5.0+

2.57

Absorbéancia (U.A))
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10 20 30 40 50 min
Tempo (min)

Figura 10. Cromatograma de analise dos DHAOOH por HPLC fase reversa. Fase movel
acetonitrila:acido férmico 0,005% (55:45, v/v). Deteccdo UV em 235nm representado em preto e
deteccdo UV em 205nm representado em azul.
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4.3 Anélise de DHAOOH por HPLC acoplado a espectrometria de massa em

tandem (HPLC-MS/MS)

A deteccédo dos produtos primarios de oxidacdo do DHA no espectrometro de
massa foi feita através do método de ionizacéo por electrospray, em modo negativo
(ES-), utilizando-se as seguintes condicfes: temperatura de dessolvatacdo 200°C;
temperatura da fonte 100°C, voltagem 30 V.

A partir da analise por HPLC-MS/MS, pode-se fazer uma pré caracterizacao
dos isébmeros dos hidroperdxidos do acido docosahexaenoico. Assim como foi feito
para o isbmero representado pela letra a no cromatograma abaixo (Figura 11 A e B),
os demais isbmeros foram analisados da mesma forma (Figura 12). Cada isémero
possui uma fragmentacéo caracteristica, como é dado na tabela 2 (descricdo mais

detalhada em DEROGIS et. al. artigo submetido).
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Figura 11. (A) Espectro de massa dos DHAOOHSs selecionando o ion m/z 359. (B) Espectro de
massa da fragmentacdo padrdo para o isdbmero 19-DHAOOH.
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Figura 12. Espectros de massa adquiridos no modo negativo das fragmenta¢des padrdo para cada
isémero de DHAOOH. (a) 19-DHAOOH (b) 20-DHAOOH (c) 16-DHAOOH (d) 13-DHAOOH (e) 14-
DHAOOH (f) 10-DHAOOH (g) 11-DHAOOH (h) 7-DHAOOH (i) 8-DHAOOH (j) 5-DHAQOOH (j ) 4-
DHAOOH. Condicdes de andlise: temperatura de dessolvatagdo 200°C; temperatura da fonte 100°C,
voltagem 30 V.

Tabela 2. Fragmenta¢éo padrdo de DHAOOH em anélise por HPLC-MS/MS

Posicao dos isbmeros Fragmentacéo Padréo
DHA-OOH (m/z)

(2)19-O0OH 273, 301, 314
(b)20-OOH 70, 285, 313
(c)17-O0H 110, 245, 273
(c)16-O0H 109, 233, 261, 274
(d)13-O0OH 149, 193, 221, 234
(e)14-O0OH 137, 150, 205, 233
(f) 10-O0OH 153, 181, 189, 194
(9)11-O0OH 165, 177, 190, 193
(h)7-OOH 113, 141, 154, 229
()8-OOH 125, 153, 217, 230
(j)5-OO0H 113, 257, 270
(j)4-OOH 101, 114, 269

Apoés pré-caracterizacdo dos isdbmeros de posicdo dos hidroperoxidos do

DHA, estes foram utilizados para as analises posteriores.
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4.4 Expressao e purificacdo da superéxido dismutase 1 humana recombinante

Com o0 objetivo de obter a caracterizagcdo das enzimas SOD1 humana
recombinante e mutante (G93A) expressas e purificadas como descrito nos itens 3.6
e 3.7 foi medida a banda de absorcao do residuo de triptofano com maximo em 280
nm (Figura 13A). Pode-se observar o espectro caracteristico do triptofano em ambas
as preparacoes (Figura 13A, em preto hSOD1 WT e em vinho hSOD1 G93A).

A cromatografia de interacdo hidrofobica resultou em um pico Unico de
hSOD1 correspondente a proteina pura, sendo observado pela presenca de uma

Unica banda no gel de poliacrilamida em condicdes redutoras (Figura 13B).

<
Q)
A B s ¢
s §
0,8 kDa QO' Qd
0,7 - o g
0,6 - 195—
S 0,5+ M2—p
§ 57,6—
S 04
5
g 03 lr ke
02 - 30— St
24,9—
01 -
0 : e
250 300 350 400 450 12,7—

Comprimento de onda (nm)

Figura 13. Banda de absorc¢éo do residuo de triptofano na regido do ultravioleta das enzimas hSOD1
nativa (WT) representado em preto (A) e hSOD1 mutante (G93A) representado em vinho (A). Andlise
da hSOD1 nativa e hSOD1 G93A (B) por SDS-PAGE sob condi¢des redutoras e corado por prata.

4.5 Avaliacdo do efeito de hidroperoxidos de DHA e do DHA sobre a

oligomerizacao/agregacéo de SOD1 mutada in vitro

Apés obtencdo da mistura de DHAOOH e das proteinas expressas e

purificadas, partiu-se para analise in vitro do efeito do DHA e dos DHAOOH sobre a
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agregacdo da enzima antioxidante SOD1. Estudos recentes mostraram que a
enzima SOD1 wild type humana (hSOD1 WT) na auséncia dos metais (apo-SOD1
WT), sob condic¢des fisiologicas (37°C, pH 7), possuia maior propensédo para formar
oligbmeros protéicos do tipo amiloide (BANCI et. al, 2008). Sendo assim, para 0s
ensaios iniciais de agregacao utilizou-se tanto a forma holo como a apo (auséncia
dos metais) da enzima purificada. Experimentos iniciais foram realizados incubando-
se 10 uM de cada uma das enzimas (apo-SOD1 WT e hSOD1 WT) na presenca de
250 uM de DHA ou DHAOOH em tampao fosfato 50 mM, pH 7,4 contendo 150 mM
de NaCl e 100 uM de DTPA. Incubacbes também foram conduzidas na presenca de
250 uM de H,0, Apds 24h de incubacédo a 37°C sob agitacdo constante (300 rpm),
foi analisada a formacao de agregados por meio de duas técnicas: eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, sob condigcbes redutora e nao-redutora) e

cromatografia de excluséao.

4.5.1 SDS-PAGE

As andlises em SDS-PAGE sob condicbes ndo-redutoras confirmaram a
maior propensdo da forma apo da SOD1 selvagem (apo-SOD1 WT) a
oligomerizacdo, como se pode observar pelo aparecimento de bandas de oligdmeros
tanto para o controle como para as amostras incubadas com DHA, DHAOOH ou
H,O, (Figura 14A). O gel nao redutor da proteina apo mostra que o DHA induz a
formacdo de agregados de alto peso molecular (>200 KDa) de forma bastante
intensa, enquanto 0 mesmo néo é observado para as incubagbes com DHAOOH e
H,O,. Por outro lado, analises em condi¢des redutoras (na presenga de [-

mercaptoetanol) mostram o desaparecimento das bandas de alto peso molecular,
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sugerindo o envolvimento de pontes de disulfeto no processo de oligomerizacéo e
formacdo de espécies de alto peso molecular. Também € importante destacar o
aparecimento de bandas referentes a dimeros resistentes a acdo do -
mercaptoetanol nas incubacdes com o DHAOOH, tanto da forma holo como da apo,
(Figura 14B), indicando que DHAOOH promove um tipo diferente de modificacao

que resulta na dimerizacdo covalente da enzima.
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Figura 14. SDS-PAGE sob condi¢cbes ndo-redutoras (-B-mercaptoetanol) (A) e redutoras (+S-
mercaptoetanol) (B). Avaliacdo do efeito do DHA e DHAOOH sob a oligomerizacéo da enzima SOD1.
Em ~37 e 21 kDa estdo representados, respectivamente, o dimero e o monémero da SOD1.
Incubacgdes por 24h a 37°C de hSOD1 WT (10 puM) e hapo-SOD1 WT (10 pM) com 250 uM DHA,
DHAOOH ou H,0,. A adigcdo do agente redutor (B-mercaptoetanol) acontece ap6s as 24 h de
incubacao.

Dados na literatura mostram que a oligomerizacdo de SOD1 pode ocorrer a
partir da oxidacdo das cisteinas 6 e 111 que encontram-se mais expostas ao
solvente na estrutura da enzima, favorecendo a formacdo de pontes dissulfeto e
posterior formacgéo de estruturas do tipo amildide (BANCI et. al., 2008; BANCI et. al,
2007). O fato de os DHAOOH ou H,0; ndo induzirem a formacao de espécies de alto

peso molecular, pode estar relacionado a oxidagdo das cisteinas livres da SOD1

(Cys 6 e Cys 111). De fato, estudos mostram que a oxidacdo destes tois (p. ex. a
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acido sulfénico) dificulta a formacdo de pontes dissulfeto inibindo a oligomerizacao
de SOD1 (CARBALLAL et. al., 2003). Outro fator a se considerar no caso do
DHAOOH é a presenca do grupamento peroxido que por ser mais polar dificultaria a
formacdo de interacdes hidrofébicas (entre a proteina e o acido graxo)
possivelmente envolvidos no mecanismo de agregacdo promovido por DHA.

Em resumo, os dados inciais obtidos com a proteina selvagem mostraram
claramente um grande potencial do DHA em induzir a agregacdo da SOD1,
principalmente na sua forma apo. Sendo assim, experimentos subsequentes
utilizando a forma mutante de SOD1 foram realizados somente com a forma apo da
proteina.

Os resultados obtidos no gel ndo-redutor e redutor para as incubacfes
realizadas com a SOD1 selvagem e mutante mostraram os mesmos perfis obtidos
anteriormente em termos de agregacdo e dimerizacdo da proteina. No entanto,
como esperado, observou-se uma maior propensdao de agregacdo da enzima
contendo a mutacdo G93A em comparacdo com a enzima wild type (WT) (Figura
15A). Em condi¢bes redutoras, destaca-se, novamente o desaparecimento dos
agregados e a presenca de dimeros resistentes a acdo do PB-mercaptoetanol
principalmente nas incubac¢des contendo DHAOOH (Figura 15B). Assim como para a
agregacao, a dimerizacéo induzida por DHAOOH mostrou-se mais intensa na forma

mutante.
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Figura 15. SDS-PAGE da formag&o dos oligbmeros das formas apo-hSOD1 induzidos por DHA ou
DHAOOH sob condicbes ndo-redutoras (sem p-mercaptoetanol) (A) e redutoras (com [-
mercaptoetanol) (B). As apo-enzymes WT ou G93A foram incubadas a 37°C por 24h na auséncia
(control) ou presenca de 250 uM de DHA, 250 uM de DHAOOH ou 250 pM de H,0O,. A adi¢do do
agente redutor (-mercaptoetanol) foi feita apds as 24 h de incubacao.

Para verificar a dose-dependéncia do DHA e dos DHAOOH na oligomerizacéo
da SOD1, incubacbes foram preparadas na presenca de 50 uM, 100 uM e 250 uM

de DHA ou DHAOOH e analisadas por SDS-PAGE.
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Figura 16. SDS-PAGE sob condi¢cdes nao-redutoras (-B-mercaptoetanol) (A) e redutoras (+8-
mercaptoetanol) (B). Avaliacdo da dose-dependéncia do DHA e DHAOOH sob a oligomerizagdo das
enzimas apo-SOD1IWT e apo-SOD1G93A. Em ~37 e 21KDa estéo representados, respectivamente, o
dimero e o mondmero da SOD1. A adigdo do agente redutor (3-mercaptoetanol) foi feita ap6s as 24 h
de incubacéo.
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Sob condicbes nao-redutoras (Figura 16A), observou-se uma dose-
dependéncia do DHA para formacdo das espécies de alto peso molecular (>200
KDa), em contrapartida, sob condicbes redutoras, observou-se uma dose-
dependéncia para formacéo de dimeros de DHAOOH (Figura 16B). Também, no gel
sob condic¢des redutoras (Figura 16B), confirmou-se a dependéncia dos residuos de
cisteina (tiéis) para a formacéo dos oligdbmeros da SOD1, ja que na presenca do [3-
mercaptoetanol, os oligbmeros/agregados sao desfeitos, ou seja, hdo ha presenca
de espécies de alto peso molecular. Vale destacar que o efeito do DHA e do
DHAOOH foi mais pronunciado com a forma mutante da enzima (G93A) e na

concentracdo de 250 uM.

4.5.2 Cromatografia de exclusdo por tamanho

As analises por SDS-PAGE requerem a adicao de reagentes como tampao de
amostra contendo dodecil sulfato de sédio (SDS), fatores que podem interferir na
estrutura nativa da proteina a ser analisada. Para realizar a analise da proteina em
condi¢des nativas, foi utilizada a técnica de cromatografia de exclusdo por tamanho.
Aliquotas das incubacdes (as mesmas realizadas anteriormente) foram retiradas em
2, 6 e 24 h e estao representadas nos cromatogramas pelas linhas coloridas. Os
agregados sao observados nos tempos iniciais do cromatograma (tempos ~ 2,5-7,5
min) e o pico da SOD1 nos tempos de 8 a 10 min, sendo assim, pode-se observar
que tanto para apo-SOD1WT (Figura 17A) como para apo-SOD1G93A (Figura 17E),
pouco ou nenhuma agregacdo ocorreu. Estas analises mostraram um aumento
tempo dependente na formacéo de espécies de alto peso molecular (~700 kDa) na
incubacéo da hapo-SOD1 WT (Figura 17B) e hapo-SOD1 G93A (Figura 17F) com o

DHA, sendo mais pronunciada no tempo de incubacédo de 24 h. Em acordo com as
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analises por SDS-PAGE, a incubacdo das enzimas com H,;0O, ndo formaram
agregados em nenhum dos tempos de incubacdo. Considerando que,
provavelmente, a formacdo de agregados esta relacionada com a formacdo de
pontes dissulfeto, a acdo do H,O, pode estar relacionada com a prevencado desta
formacdo através da oxidacdo dos tidis livres na proteina (Figuras 17D e 17H).
Baseado neste resultado, os hidroperéxidos do DHA podem estar atuando da
mesma maneira oxidando residuos de cisteina, o que explica a ndo formacao dos
agregados quando a enzima SOD1 é incubada com DHAOOH (Figuras 17C e 17G),
também, a presenca do peroxido na molécula de DHA, pode dificultar a interacao
com a proteina, evitando a formacdo dos agregados. Os resultados obtidos para a
enzima apo-SOD1G93A (mutante) (Figuras 17E-H) foi similar ao obtido com a apo-
SOD1WT, porém, deve-se destacar que a forma mutante mostrou uma maior
propensdo para formar agregados quando comparada com a WT, como pode ser
observado pela intensidade relativa dos picos dos agregados em relagcéo ao pico da
SODL1.

Em conjunto os dados obtidos nos experimentos de SDS-PAGE e
cromatografia de exclusdo comprovam que ha uma relacdo entre o DHA e a
formacdo de agregados de SODI1, sendo que a formacgédo destes agregados s&o
dependentes dos tidis da proteina, como observado nos géis sob condicdes
redutoras. Sendo assim, algumas abordagens foram utilizadas com o intuito de

caracterizar esta dependéncia dos tiois e do DHA na agregac¢éo de SOD1.
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Figura 17. Cromatografia de exclusdo para deteccdo da agregacéo da apo-SOD1 WT e G93A. Apo-
SOD1 WT incubada na auséncia de acidos graxos (A) e na presenga de 250uM DHA (B), DHAOOH
(C) e H,O, (D). Apo-SOD1G93A incubadas na auséncia de acidos graxos (E) e na presenca de
250uM de DHA (F), DHAOOH (G) e H,0, (H). As setas indicam o pico referente a SOD1. As linhas
coloridas representam o tempo de incubac&o. Preto 2 h, 6 h em vermelho e azul 24 h. A formacéo de
agregados esta representada entre os tempos de ~5 a 9 minutos, sendo estes agregados de ~ 700
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4.5.3 Dependéncia de tiol na oligomerizacdo da SOD1 induzida por DHA

A primeira abordagem foi a utilizacdo do agente alquilante de tiol, o acido
iodoacético (NalAc). Como esperado, estas analises mostraram que ha formacéo de
oligbmeros/agregados apenas na presenca de DHA (Figura 18A; linha verde). A pré-
incubacdo com NalAc (Figura 18A, linha vermelha) alquila os tidis, tornando as
cisteinas indisponiveis para a interacdo com o DHA. A intensidade do pico da apo-
SOD1 WT (% relativa) é representada na Figura 18B. Observa-se que apos
incubacdo com DHA ha uma diminuicdo na intensidade do pico da SOD1
acompanhada do aparecimento de um pico largo referente a formacao de agregados
proteicos. Porém, observa-se que quando a proteina é pre-tratada com o NalAc,
esta agregacdo € prevenida. Estes resultados confirmam o requerimento de tois

livres na formacéo dos agregados induzida pelo DHA.
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Figura 18. Cromatografia de exclusao do requerimento de tiéis reduzidos livres (-SH) pela apo-SOD1
WT analisados a partir da alquilacdo dos tidis por acido iodoacético (NalAc). As linhas coloridas em
(A) representam a incubagédo da apo-SOD1WT com MeOH (linha preta), NalAc+DHA (linha vermelha)
e apo-SODIWT com DHA (linha verde). Intensidade do pico da hapo-SOD1 WT (% relativa) esta
representada em (B). Incubag8es de 24 h a 37°C. A proteina agregada, sendo de maior tamanho em
relagdo a proteina nativa, esta representada nos tempos iniciais da corrida cromatografica (5 a 9 min).



Resultados e Discussdo 86

Complementando estes resultados, outra abordagem utilizada foi a
guantificacdo dos niveis de tidis livres na proteina com iodoacetamida-fluoresceina
(IAF). Este composto é capaz de marcar os tidis reduzidos (BATY et. al., 2002). Os
resultados mostram que sob condi¢cdes néo redutoras, apenas 10 % da intensidade
total relativa aos tidis livres é detectada na incubacdo com o DHA quando
comparada ao controle, sugerindo que aproximadamente 90% das cisteinas na apo-
SOD1 G93A incubadas com o DHA estavam comprometidas (Figura 19A), estando ~
10% disponivel para ligagdo com a IAF. Por outro lado, em condicGes redutoras,
houve um aumento na quantidade de tidis livres detectados de 10 para 62 % (Figura
19B) indicando que aproximadamente 38% dos residuos de cisteina na apo-SOD1
G93A incubada com o DHA continuam comprometidos mesmo ap6s a reducao.
Como possiveis razbes para a nao recuperacdo dos tidis pode-se sugerir uma
possivel hiperoxidacdo dos tidis por peréxidos contaminantes do DHA ou uma
ligagdo covalente envolvendo tiol e o DHA. No entanto, considerando que a
quantidade de perdxidos presentes ou formados a partir do DHA é minima durante
todo o processo de incubacéo, acredita-se que a contribuicdo da primeira hipotese é

minima.



Resultados e Discussdo 87

A
@ N
‘O kO
kD & ¥ & F 100
a L 0‘2\ & Q‘b L
S <
£F o
195 — [ -
112 \ S g
—_— TS 60
57,6 — . c g
c
- §‘§ 40
Q
30 — - 55
24,9 — gE 2
# e
12,7 — - . 0
s . S Controle DHA
Y
apo-SOD1 G93A
B
N ¥
O (8)
RS & ¥ 100
kDa °°° °~Z~ &S QQ* U
ET @
195 — (NI bk
———— © e
12 — TE 60
57,6 — £ 3
£S5
® 9 40 -
— 8 g
30 — 33
24,9 — gE 2
o o
- gy — gl
12,7 —— i \ Controle DHA
Y

apo-SOD1 G93A

Figura 19. Experimento para andlise de tidis livres na proteina. Em (A) SDS-PAGE em condi¢des ndo
redutoras da apo-SOD1 G93A controle e incubacdo contendo DHA. A esquerda gel corado com
nitrato de prata e a direita imagem das proteinas fluorescentes no gel. No painel a direita, grafico
representativo da porcentagem das proteinas marcadas com IAF nas incubacdes controle e na
presenca de DHA. Em (B) mesmas condi¢des apresentadas em (A), porém sob condi¢des redutoras.

4.5.4 Extracdo do DHA

Conforme descrito anteriormente, ha uma possivel interacdo covalente entre o
DHA e a SOD1. Assim, procurou-se analisar possiveis interagdes moleculares a
partir da extracdo do DHA das incubacgfes contendo as proteinas de interesse (apo-

SOD1 WT e apo-SOD1 G93A). Aliguotas de 20 pL de cada uma das incubacdes
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foram retiradas para extracdo do DHA, sendo 100 pM a concentracdo
correspondente a 100% de DHA extraido. Na figura 20 pode-se observar que na
incubacédo controle (DHA e PBS), como esperado, 100 % do DHA foi extraido, ou
seja, 104 uM de DHA foi recuperado. Na incubacédo da proteina apo-SOD1 WT na
presenca de DHA, apenas 48% do DHA foi recuperado, enquanto com a apo-SOD1
G93A obteve-se uma recuperacdo de 57%. Estes dados indicam uma possivel
interacdo da proteina com o DHA fazendo com que este ndo esteja livre em solucéo
para extragcdo. Também, considerando-se que esta interacdo ocorra entre DHA e as
cisteinas livres da proteina (Cys6 e Cys111), os dados corroboram com o esperado,
ou seja, nas incubacdes analisadas, para cada 10 uM de enzima tem-se 40 uM de
cisteinas e 100 uM de DHA. Portanto, considerando uma estequiometria de reacao
de DHA e tiol de 1:1 seria esperado que em torno de 40 uM do DHA néo fossem
recuperados. De fato, os dados de recuperacdo mostram que dos 100 yuM, em torno

de 48 uM nao séo recuperados.
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Figura 20. Analise de recuperagédo do DHA apés incubacéo de 24 h com as proteinas apo-SOD1 WT
e apo-SOD1 G93A. Todas as incubagfes foram processadas para extracdo de 100 uM de DHA. Apos
incubacdo e procedimento de extracdo, 104 pM de DHA foi recuperado na incubacdo controle
(DHA+PBS), 48 uM de DHA foi recuperado na incubacdo com a apo-SOD1 WT e 57 pyM de DHA foi
recuparado na incubacdo com a apo-SOD1 G93A.
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4.5.5 Reagao “ene-tiol” e analise por espectrometria de massas

A partir dos dados obtidos, propde-se que o mecanismo geral da reacdo entre
o DHA e os tidis livres (na forma de tiolato) da proteina seja do tipo “ene-tiol”
(Esquema 2). A adicao nucleofilica de tidis a compostos insaturados ocorre atraves
de uma etapa em que o anion tiolato adiciona-se a um atomo de carbono com
hibridizacdo sp® Este tipo de adicdo é mais frequente em sistemas com ligacéo
conjugadas polarizadas como o que ocorre com aldeidos insaturados, cetonas,
ésteres, amidas etc. Outra possibilidade, seria a adicdo radicalar de tidéis a C—C.
Em particular, a adicdo radicalar de tidis a olefinas € caracterizada por uma baixa

barreira de energia de ativacdo (KOVAL, 2007).

Esquema 2. Esquema representativo da reagao “ene-tiol”.

Para demonstrar a interacao existente entre o DHA e tidis, incubac¢es foram
feitas com DHA e o agente redutor B-mercaptoetanol como fonte de tiol. Apds 24 h,
analisou-se a incubacdo por espectrometria de massas. O aduto esperado entre o
DHA e o B-mercaptoetanol apresenta um m/z de 405,2463.

A Figura 21A mostra o cromatograma de LC-MS/MS selecionando-se a
massa do DHA (m/z 327, em amarelo) e do aduto DHA-B-mercaptoetanol (m/z 405,
em azul). Observa-se que o DHA aparece no tempo de retencéo de 15 min enquanto

0 aduto aparece no tempo de 8 min.
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Figura 21. Andlise da participacdo dos tidis na agregacdo de SOD1 por ESI-Q-ToF. (A)
cromatograma de LC-MS/MS selecionando-se a massa do DHA (m/z 327, em amarelo) e do aduto
DHA-g-mercaptoetanol (m/z 405, em azul) (B) distribuicdo isotépica padrdo para o aduto formado
pela incubacdo do DHA com o B-mercaptoetanol (C) espectro do aduto formado pela incubacdo de
DHA com B-mercaptoetanol. (D) espectro de MS/MS por MRM da massa 405 correspondente ao
aduto da interacao covalente do acido graxo com o agente redutor B-mercaptoetanol. As incubacdes
foram feitas a 37 °C por 24 h. Foram incubados DHA (250 uM) com B-mercaptoetanol (1,43 M).

O espectro de massa do pico com tempo de retencdo em 8 min mostrou um
pico monoisotopico do ion molecular em m/z de 405,2447 (figura 21C) o qual esta de
acordo com o esperado (m/z 405, 2463). O padrédo isotopico esperado para o aduto
esta representado na figura 20B. Este mesmo padréo isotopico foi observado na
amostra (Figura 21C). Para confirmacdo da presenca deste aduto, foi feita a
fragmentacdo da molécula. Puderam-se observar as massas correspondentes a
quebra da molécula de (3-mercaptoetanol, restando a massa do acido graxo (DHA)
(m/z= 327, modo negativo) (Figura 21D). Outra fragmentacao observada foi a perda

de uma agua da estrutura representada pelo m/z de 387 (Figura 21D). Estes dados
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mostram que ha uma possivel reagdo do tipo “ene-tiol” e que este tipo de reagao
poderia estar contribuindo para o processo de agregacao da proteina.

Observada a participacdo dos tiois na agregacdo de SOD1, experimentos
foram realizados com o intuito de avaliar a participacdo das cisteinas livres na
proteina (Cys6 e Cysl11). Para esta finalidade, mutac@es sitio-dirigido foram feitas,
substituindo as cisteinas 6 e 111 por serinas. Estas mutacfes foram feitas tanto para
enzima antioxidante SOD1 na sua forma selvagem (WT), como para a enzima com a
mutacdo G93A. Na figura 22, observa-se que foram obtidas as mutacdes desejadas.
Na figura 22A e 22C, houve a troca de UGC (Cys) por uma UCC (Ser), confirmando-
se a mutacdo C6S e C111S, respectivamente para enzima WT. Na figura 22D e F,
obteve-se C6S e C111S para a enzima G93A, respectivamente. Nos retangulos em
B e E, esta representada a glicina que é trocada por alanina na mutacdo G93A nao

presente na WT.
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AATGGCGACGAAGGCCGTGTGCGTGCTGAAGGG

90 100 110 120

B CAAAGATGGTGTGGCCGATGTGTCTATTGAAGATTCTGTG
400

ATCTCACTCTCAGGAGACCATTGCATCATTGGCCGCACATC

410 420 430 440

D GAGATATACCATGGCGACGAAGGCCGTGTGCGTGCTGAAG
90 100 110 120

E GACAAAGATGCTGTGGCCGATGTGTCTATTGAAGATTCTG
3 400

F TGATCTCACTCTCAGGAGACCATTGCATCATTGGCCGCATC

Figura 22. Resultado do sequenciamento para verificacdo da geracdo das mutacées. Em (A) C6S
WT e (C) C111S WT. Em (D) C6S G93A e (F) C111S G93A. O retangulo em (B) destaca a glicina que
€ trocada por alanina na mutagdo G93A (E) ndo presente na WT Os retadngulos em (A), (C), (D) e (F)
destacam as mutagfes respectivas. As flechas indicam a sequéncia da enzima hSODL1.

4.5.6 Avaliagdo da participagdo das cisteinas livres na estrutura da enzima

antioxidante SOD1

Através de dialise das enzimas mutadas, foi feita a remoc¢édo dos metais para
obtencdo das formas apo desejadas, a apo-SOD1 WT C6S, apo-SOD1 WT C111S,
apo-SOD1 G93A C6S e apo-SOD1 G93A C111S. A partir disto, incubacdes controle
(auséncia de DHA) e na presenca de DHA foram feitas para todas as proteinas,
incluindo aqui as proteinas sem as mutacdes nas cisteinas (apo-SOD1 WT e apo-
SOD1 G93A). O percentual da proteina que sofreu agregacdo foi analisado por

cromatografia de exclusdo e calculado com base na diminuicdo na intensidade do
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pico correspondente a proteina intacta (representados por % de formacdo de
agregados, figuras 23A e 23B). Na figura 23A, que representa a forma selvagem da
proteina (WT), pode-se observar uma formacéo de agregados de SOD1 significativa
apenas nas incubacbes contendo a proteina ndo mutada na presenca de DHA.
Estes dados nos levam a uma interpretacdo em que, ambas as cisteinas (Cys 111 e
Cys 6) sdo importantes para a formacdo do agregado e que quando ha a troca
destas cisteinas livres por serina, a oligomerizacédo/agregacao da SOD1 é inibida e,
de certa forma, ha uma “protegdo” a agregacdo. O mesmo nado acontece com as
enzimas “duplo mutantes” apo-SOD1 G93A C6S e apo-SOD1 G93A C111S. Para a
SOD1G93A (Figura 23B), a mutacdo C6S inibiu a agregacdo enquanto a mutacao
C111S mostrou ndo afetar o mecanismo de formacgéo dos agregados, sugerindo que
a presenca de apenas uma das cisteina livres (a Cys 6) é suficiente para que a
agregacdo ocorra. As diferencas observadas na propensao a agregacdo entre 0s
duplo mutantes WT e G93A deve-se a maior instabilidade estrutural da G93A
principalmente na sua forma apo. A partir destes resultados pode-se concluir que a
participacdo mais efetiva no processo de agregacdo € da cisteina 6, ja que a

formacao de agregados mais significativa ocorreu com a apo-SOD1 G93A C111S.
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Figura 23. Ensaio de participagdo das cisteinas livres na oligomerizacdo de SOD1 induzida por DHA.
Em (A) grafico de barras representando % de formac¢éo de agregados em incubag¢fes de apo-SOD1
WT e suas respectivas mutacdes (C6S e C111S), na auséncia e presenca de DHA. Em (B) apo-
SOD1 G93A e suas respectivas mutacdes (C6S e C111S), em incubacdes na presenca e auséncia
de DHA, representadas em % de formacéo de agregados em gréfico de barras. *p<0,001.

Em resumo, os dados obtidos com as enzimas duplo-mutantes confirmam a
participacdo das cisteinas livres no processo de agregacdo. Estudos anteriores
mostram que a Cys 111 teria uma participacdo mais efetiva no processo de
agregacdo da enzima selvagem por estar mais exposta ao solvente do que a
cisteina 6 (CHEN et. al., 2012; COZZOLINO et. al., 2008; FUJIWARA et. al., 2007).
Porém, estes estudos analisaram a enzima na sua forma metalada (holo), o que

pode explicar o resultado controverso ao obtido neste trabalho. A falta dos metais,
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juntamente com a mutacao (neste caso, a G93A) poderia levar a uma mudanca na
conformacao da proteina, favorecendo a participacdo da cisteina 6.
Sendo assim, experimentos adicionais foram realizados com o objetivo de

caracterizar a participacao dos tiois e do DHA na agregacao de SODL1.

4.5.7 Efeito do pH na agregacéo da SOD1

Estudos mostram que as cisteinas 111 e 6, apresentam-se livres na estrutura
da enzima antioxidante Cu, Zn-SOD, sendo a Cys 111 mais exposta ao solvente e
propensa a modificacdo oxidativa (CHEN et. al., 2012; LIU et. al., 2000). Também,
sabe-se que a reatividade dos tiois € aumentada na sua forma desprotonada (S).
Ainda, o grupo tiol é levemente acido e o valor do pKa é dependente da estrutura e
do ambiente local. Em peptideos, o pKa é normalmente ~ 9, mas em proteinas este
valor pode apresentar-se tdo baixo quanto 3,5 (REDDIE e CARROL, 2008). A esse
respeito, ensaios foram realizados para avaliar a dependéncia das cisteinas da
proteina na forma de tiolato (S°) para que ocorra a interacao entre o DHA e a SOD1.

Utilizando-se o mesmo tampdao fosfato de todas as andlises, diferentes pHs
foram preparados (pH 3,5; 4,7; 5,5; 6,2; 7,4 e pH 8,4) para incubagcédo das formas
apo-SOD1 (WT e G93A) na presenca do DHA. Os resultados mostram que mesmo
nas incubacdes controle (na auséncia de DHA) h& formacéo de agregados, fato que
ocorre pela instabilidade da proteina na sua forma apo. Isto ocorre tanto para apo-
SOD1 WT (Figura 24A) como para apo-SOD1 G93A (Figura 24C). Para as
incubacbes de apo-SOD1 WT (Figura 24B) na presenca do DHA, a agregacao é
aumentada nos valores de pH 7,4 e 8,4, diferente do que ocorre em pH &cido. O

mesmo foi observado com a forma apo-SOD1 G93A (Figura 24D). Estes dados
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sugerem que o processo de agregacdo na presenca do DHA é favorecido em
pH>6.2. Considerando que o pK dos tidis € mais baixo na proteina, em pH fisiologico
os tidis provavelmente encontram-se desprotonados, favorecendo a formacéo de

agregados na presenca do DHA.
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Figura 24. Graficos em barra representativos da porcentagem de formagédo de agregados da SOD1
dependente dos residuos de cisteina na forma de tiolato. As incubacfes foram feitas em uma faixa
de pH de 3,5 a 8,4 na auséncia e presenca de DHA (A) % de agregacdo de apo-SOD1 WT na
auséncia de DHA (B) % de agregacédo de apo-SOD1 WT na presenca de DHA (C) % de agregacgéao
de apo-SOD1 G93A na auséncia de DHA (D) % of apo-SOD1 G93A na presenca de DHA.

4.6 Ensaios de fluorescéncia para anélise da formacéo de estruturas do tipo

amiléide e ambiente hidrofébico

A formacdo de agregados também pode estar relacionada a exposicdo de

residuos hidrofébicos da proteina, o que favorece a formacao de agregados do tipo
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B-amiloide (KIM et. al., 2005). Para analisar o DHA e DHAOOH neste contexto,
foram utilizadas as probes fluorescentes bis-ANS, cuja fluorescéncia € intensificada
em ambientes hidrofébicos (MUSCI et. al, 1985) e o benzotiazol, Tioflavina S, que
aumenta a intensidade de fluorescéncia quando se liga a estruturas do tipo B-
amiloide (LEVINE l1ll, H., 1999). Os ensaios com a probe Tioflavina S mostraram
que, de fato, a apo-SOD1 WT e apo-SOD1 G93A (Figura 25E e 25F) sdo mais
propensas a agregacdo quando tratadas com DHA, sugerindo a formacédo de
estruturas B-amiléide sob estas condicbes. Em paralelo, a probe fluorescente bis-
ANS (Figura 25B e 25C) mostrou que houve um aumento na superficie hidrofébica
de ambas as proteinas apos a exposicdo ao DHA. O aumento em termos de
exposicao do ambiente hidrofobico foi mais pronunciado na apo-SOD1 G93A (Figura
25C) do que na apo-SOD1 WT (Figura 25B). A interacdo da proteina com o DHA faz
com gue a proteina sofra alteracbes conformacionais que levam a exposicdo de
regides hidrofébicas e este processo culmina com a formacéo de estruturas do tipo

beta-amil6ide.
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Figura 25. Efeito do DHA, DHAOOH e H,0, em relacdo ao aumento de superficie hidrofébica e
formacao de agregados S-amildide de hapo-SOD1 WT e hapo-SOD1 G93A. (A) mostra o espectro de
fluorescéncia da probe bis-ANS incubada com 250 4M de DHA, DHAOOH ou H,0, sem a proteina,
(B) com 10 uM da apo-SOD1WT; ou (C) com 10uM da apo-SOD1 G93A. (D) mostra o espectro de
fluorescéncia da tioflavina S de incubac¢des contendo 250 M de DHA, DHAOOH ou H,0O, sem
proteina; (E) com 10 pM da hapo-SOD1 WT; ou (F) com 10 pM da hapo-SOD1 G93A. Todas as

reacBes foram incubadas por 24h a 37°C.
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4.7 Andlise morfologica dos agregados de SOD1 induzidos por DHA

Em algumas doencas neurodegenerativas, incluindo a ELA, proteinas
mutantes formam materiais insollveis, que s&o agregados proteicos fibrilosos
chamados “amiloide” (FURUKAWA et. al., 2008). Alguns trabalhos analisaram esses
agregados morfologicamente, buscando uma explicacdo para formacdo desses
agregados e a possivel participacdo destes na degeneracdo neuronal (KIM et. al.,
2005; FURUKAWA et. al., 2008; CHOI et. al., 2010). Com este intuito, para analise
morfolégica dos agregados formados, incubacfes de apo-SOD1 WT e apo-SOD1
G93A (Figura 26) foram feitas a 37°C em tampéao fosfato 50 mM, pH7.4, contendo
150mM de NaCl e 100 uM de DTPA por 24 horas na presenca (painéis D e F) e
auséncia de DHA (painéis C e E). Também foram preparadas amostras branco para
esse experimento (1) tampao fosfato 50 mM, pH 7.4, contendo 150 mM de NacCl e
100 uM de DTPA, adicionando-se MeOH (painel A) (2) tampao fosfato 50 mM, pH
7.4, contendo 150 mM de NaCl e 100 uM de DTPA, adicionando-se DHA (painéis B).
Todas as amostras foram aplicadas (10 pL) em uma base de latdo e analisadas por
MEV. Os dados obtidos mostram a formacao de estruturas granulares quando ha a
presenca do DHA (Figura 26, painel D e F), com um perfil diferente de imagem
encontrado nos brancos ou controles. Devido a instabilidade da forma mutante da
proteina (G93A), pode-se observar a formacdo de uma estrutura granular na
auséncia de DHA apés as 24h de incubacéo. Porém, a formacao destas estruturas é
mais pronunciada na incubacdo da forma apo-SOD1 G93A com DHA (Figura 26,
painel F). Estes dados corroboram com estudos que compararam a estabilidade
entre as formas holo e apo da SOD1 na presenca de lipidios. Estes estudos

mostraram que a forma apo da proteina € mais instavel e, quando incubada com



Resultados e Discussdo 100

lipidios insaturados, formam-se grandes estruturas amorfas (KIM et. al., 2005; CHOI

et. al., 2010).

Figura 26. Imagem de MEV das amostras incubadas. (A) branco com MeOH (B) branco com DHA
(C) apo-SOD1 WT (10 uM) na auséncia de DHA (D) apo-SOD1 WT (10 uM) na presenca de DHA
(250 pM) (E) apo-SOD1 G93A (10 pM) na auséncia de DHA (F) apo-SOD1 G93A (10 uM) na
presenca de DHA . A barra de escala € de 1 pm.

A propenséao para agregacéao da proteina nativa € uma propriedade complexa
gue envolve uma série de parametros biofisicos e fisico-quimicos incluindo, carga

liguida, hidrofobicidade da superficie e estrutura secundaria intrinseca. Portanto,
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seria esperado que espécies de SOD1 agregadas apresentassem propriedades
fisico-quimicas e estruturais diferentes das proteinas no estado nativo (SHAW E
VALENTINE, 2007). Visando avaliar a mudanca na estrutura secundaria das
proteinas apo SOD1 WT e mutante (G93A), quando tratadas com DHA, foi feita

analise em CD.

4.8 Dicroismo circular (CD)

Os resultados mostram um pico caracteristico de uma estrutura folha- para
as formas apo sem o tratamento (controle) (Figura 27A e B, em preto),
compreendendo 40% de estruturas folha-f e 60% random coil (Figura 27C). Ao
tratar com DHA a apo-SOD1 WT (Figura 27A, em vermelho e Figura 27C) apresenta
uma modificagdo de estrutura correspondente a um aumento de 40% de folhas-3
para 90%. Para a forma apo-SOD1 G93A (Figura 27B, em vermelho e Figura 27C), o
aumento foi de 40% para 60% de folhas-B. Juntamente com os resultados
anteriores, estes dados mostram uma mudancga estrutural nas formas apo da enzima
antioxidante SOD1 induzida por DHA, resultando em um aumento de hidrofobicidade

da superficie, formando estruturas granulares de SOD1.
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Figura 27. Espectro de CD UV-distante. (A) modificacdo da estrutura secundaria da apo-SOD1 WT
tratada com DHA (vermelho) em relacdo ao controle (preto). (B) mostra o efeito do DHA na estrutura
secundéria da apo-SOD1 G93A (vermelho) em relagdo ao controle (preto). Em (C) tabela
representativa dos valores em porcentagem de folhas e random coil presentes nas proteinas apo WT
e apo G93A.

4.9 Agregacdo da SOD1 induzida por &cidos graxos e dependéncia de

insaturacao.

Em estudo realizado por Kim e colaboradores, foi observada agregacao da
SOD1 na presenca de acidos graxos poliinsaturados (KIM et. al.,, 2005). Estes
autores testaram a agregacdo da SOD1 na presenca dos acidos graxos esteéarico
(18:0), linoléico (18:2) e araquiddnico (20:4) e verificaram um aumento na agregacao
associada a um aumento na insaturagao.

Com o intuito de confirmar estas observagdes e também comparar o efeito de
outros acidos graxos menos insaturados com o DHA, foram realizadas incubacoes
da apo-SOD1 WT (10 uM) ou G93A(10 puM) por 2, 6 e 24 h, a 37°C, pH 7,4 com

diferentes acidos graxos, entre eles, acido esteérico (18:0), acido oléico (18:1), acido
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linoléico (18:2), acido araquiddnico (20:4) e DHA (22:6), todos na concentracédo de
250 pM.

Os resultados obtidos a partir da analise em cromatografia de excluséao
mostraram um perfil diferente de agregacéo entre as formas apo WT (Figura 28A) e
G93A (Figura 28B). Estes cromatogramas sao representativos da incubacéo de 24 h
para ambas as proteinas. Para todas as incubacdes contendo acidos graxos e para
todos os tempos de incubacdo ocorreu agregacdo apenas com 0s acidos graxos
insaturados, como mostrado no primeiro pico dos cromatogramas (tempo de
retencdo de 5 minutos que corresponde a aproximadamente 1400 kDa). Portanto,
com o acido estearico, um acido saturado, 0 mesmo néo ocorreu.

Os dados cromatograficos foram tratados e apresentados na forma de
graficos de barras indicando a porcentagem de SODL1 intacta remanescente apés
2h, 6h e 24 h de incubacao (Figuras 28C e 28D). Os dados mostram uma diminui¢cao
tempo-dependente da proteina intacta. Estes resultados podem ser observados pela
intensidade do pico (% relativa) obtido nas incubacbes das apo-SOD1 com
diferentes acidos graxos em tempos diferentes, onde, com o aumento do tempo de
incubacdo hd uma diminuicdo na intensidade do pico relativo a apo-SOD1 WT
(Figura 28C) e apo-SOD1G93A (Figura 28D). Esta diminuicdo esta diretamente
relacionada com o aumento da formacgédo de agregados. Analisados os resultados,
pode-se observar que a agregacdo € mais pronunciada na enzima mutante (apo-
SOD1 G93A), nos graficos claramente observa-se mais de 50% de formacédo de
agregados ja a partir de 2 h de incubacdo (Figura 28D). Importante destacar,
novamente, que esta agregacdo acontece apenas na presenca de ao menos uma
insaturacdo, sendo a incubacdo com o DHA, que possui 6 insaturacdes, uma das

mais propensas a agregacao.
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Figura 28. Efeito dos diferentes acidos graxos (&cido esteérico, linoléico, araquidénico, DHA) na
oligomerizacdo da apo-SOD1 WT e G93A por cromatografia de exclusdo e SDS-PAGE. Em (A)
cromatogramas das incubacdes de 24 h da hapo-SOD1 WT com diferentes Acidos graxos (B)
cromatogramas da hapo-SOD1 G93A incubada com diferentes acidos graxos por 24 h (C) grafico em
barras representando a intensidade do pico da hapo-SOD1 WT em % em diferentes tempos, 2 h (em
azul), 6 h (em vermelho) e 24 h (em verde) (D) intensidade do pico da hapo-SOD1 G93A em % apds
incubacédo com diferentes acidos graxos em diferentes tempos representadas em gréfico de barras
(E) SDS-PAGE das incubagbes de hapo-SOD1 WT com diferentes acidos graxos e com mesmo
namero de carbonos, estearico (18:0), oléico (18:1) e linoleico (18:2).

Incubacdes de 4cidos graxos com o mesmo numero de carbonos, porém com
namero de insaturacdes diferentes, foram feitas com a apo-SOD1 WT. Os acidos

graxos utilizados foram o &cido esteéarico (18:0), o acido oleico (18:1) e o &cido
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linoleico (18:2) e as incubacgbes analisadas por SDS-PAGE (Figura 28E). Estes
dados mostraram a formacdo de espécies de alto peso molecular a partir de ao
menos uma insaturacao, visto que, novamente, a incubacdo com o acido estearico

(18:0), sendo saturado, mostrou-se tal como a incubacao controle.

4.10 Efeito da conformacdao cis e trans na oligomerizagcao das formas hapo-

SOD1 WT e hapo-SOD1 G93A

Apés analise da participacdo das insaturacdes na cadeia dos acidos graxos
na formacéo de agregados, foi analisado o papel da conformacao dos &cidos graxos.
Para tanto, andlises foram feitas incubando as formas apo (SOD1 WT e G93A) com
o acido oleico (cis-9 -18:1) e também com o seu analogo, o &cido elaidico (trans-9 -
18:1). As amostras foram analisadas por cromatografia de exclusdo, sendo que
somente na incubacdo com o &cido oleico (linha verde em ambos cromatogramas)
observou-se a formacdo de agregados (tempo de retencdo de ~ 5,5 a 9 minutos.)
tanto na incubagéo com a forma apo-SOD1 WT (Figura 29A) como com a apo-SOD1
G93A (Figura 29B). A incubacéo das proteinas na presenca do acido elaidico (linha
vermelha em ambos cromatogramas) compara-se a incubacéo controle (linha preta),
ou seja, ndo houve efeito na agregacédo de SOD1. Estes dados mostram claramente
a dependéncia do acido graxo na sua forma cis para que a agregacao ocorra. A
linha azul (Figuras 29A e 29B) mostra o resultado da agregacao induzida pelo DHA,
como um controle para observacéo da agregacao dependente da conformacéo dos

acidos graxos.
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Figura 29. Cromatografia de exclusdo para andlise da conformacg&o do &cido graxo. (A) incubacdes
da apo-SOD1 WT com os &cidos oleico (em verde) e elaidico (em vermelho). Como controle somente
a proteina (em preto).). (B) incubacdes da apo-SOD1 G93A com os acidos oleico (em verde) e
elaidico (em vermelho). Como controle somente a proteina (em preto). Em azul (A) e (B)
cromatograma da incubacdo da proteina com o DHA na forma cis confirmando a formagdo de
agregado.

4.11 Caracterizacdo do dimero covalente de SOD1

A oxidacdo de proteinas implica na geracdo de diferentes tipos de ligacdes
cruzadas (inter e intra-proteina). Estas podem ser formadas: (a) pela adicdo de
amino grupos de lisina ao grupo carbonila de uma proteina oxidada, (b) por
interacdo de dois radicais centrados no carbono obtido pela abstracdo OH-
dependente de atomos de hidrogénio a partir do esqueleto polipeptidico ou cadeias
laterais de aminoacidos (na auséncia de oxigénio), (c) por adicbes de Michael de
cadeias laterais de histidina, lisina e cisteina a ligacfes duplas insaturadas de
aldeidos formados na oxidacdo de &acidos graxos poli-insaturados e/ou (d) a
oxidacdo de grupos sulfidrila de residuos de cisteina para formar ligagdes cruzadas
(-S-S-) (STADTMAN, 2004).

Os DHAOOH, a partir de dados obtidos nesse trabalho, n&o foram capazes de
formar agregados de SOD1, porém foi observada a formacdo de um dimero

resistente a acdo do agente redutor, o B-mercaptoetanol. Ndo ha estudos que
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mostram a formac&do de dimero covalente de apo-SOD1 induzido por DHAOOH.
Apenas ha um estudo que caracterizou um dimero covalente da Cu, Zn-SOD in vitro
que envolve a recombinacdo dos radicais triptofanila provenientes do ataque do

radical carbonato no residuo Trp32 (MEDINAS, 2010).

4.11.1 Experimentos de EPR

Com o objetivo de caracterizar este dimero, experimentos de EPR foram
conduzidos usando PBN como captador de spin, em busca de identificar a
participacdo de radicais livres de lipidios na dimerizacdo de SOD1. Estes ensaios
identificaram um aduto radical centrado em carbono (ay=3,79 G e an=15,55 G)
(Figura 30A) (STOLZE et. al., 2000) apos 24 h de incubacdo do DHAOOH (250 uM)
em PBS a 37°C. Sendo o rendimento deste aduto de apenas 20 nM. Entretanto, nas
incubacdes contendo apo-SOD1 G93A (10 uM) e DHAOOH (250 pM), os niveis do
aduto foram bastante diminuidos, sugerindo que a proteina agiria como varredora do
radical formado. Outros dados obtidos (Figura 30B) mostraram que o hidroperoxido
de lipideo sofre termdlise quando incubado a temperatura de 37°C por 24h,

confirmando dado da literatura (SEVANIAN e HOCHSTEIN, 1985).
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Figura 30. Experimentos de EPR utilizando o captador de spin PBN. Em (A) incubac8es controle de
apo-SOD1 G93A 10 uM e a outra de DHAOOH 250 uM, ambas com tampéao fosfato 50 mM, DTPA
100 pM, NaCl 150 mM, chelex e PBN 50mM e incubagédo da apo-SOD1 G93A com o DHAOOH e
PBN 50 pM. Todas incubagdes a 37°C por 5 min e 24 h (B) incubacdes de DHAOOH com tampé&o
descrito anteriormente em diferentes temperaturas (15°C e 37°C) por 5 min e 24 h.

4.11.2 Relevancia do peréxido organico para dimerizacdo de SOD1

Para avaliar se a formacao do dimero covalente da SOD1 é especificamente
induzida pelos hidroperoxidos do DHA (DHAOOH), primeiramente foi avaliada a
incubacédo da proteina mutada com o produto da reducdo do DHAOOH, o hidroxido

do DHA (DHAOH). Como esperado, ndo houve formagéo de dimero covalente de
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SOD1 (Figura 31A). O mesmo foi observado para o H,O, e para o terti-butil
hidroperoxido (Figura 31B). Para os hidroperéxidos do acido linoleico, uma discreta
banda de tamanho referente ao dimero de SOD1 pode ser observada, porém para o
DHAOOH esta banda € bem mais pronunciada. Estes dados em conjunto reforcam
um mecanismo de formacéo do dimero de SOD1 dependente dos DHAOOH. Porém,
para comprovar que este dimero ndo € um artefato da andlise em SDS-PAGE,
tratamentos foram feitos apés as 24 h de incubacdo da apo-SOD1 G93A na
auséncia e presenca do DHAOOH, utilizando-se guanidina, DTT e IAA (como
descrito no item 3.24). Como mostra a figura 31C, mesmo ap0s os tratamentos ha

formacdao efetiva do dimero covalente.

12,7—

1
apo-SOD1 G93A apo-SOD1 G93A apo-SOD1 G93A

Figura 31. SDS-PAGE sob condi¢do redutora para analise da relevancia do peroxido organico para
dimerizacdo de SOD1. Em (A) incubacdo de apo-SOD1 G93A (10 pM) com DHAOH (250 uM) e
DHAOOH (250 puM). Em (B) incubacdes com diferentes perdxidos, sendo eles hidroperdxidos do
acido linoléico (LAOOH), DHAOOH, tert-butil hidroperdxido e H,0,, todos na concentragéo de 250 uM.
(C) Incubacbes de apo-SOD1 G93A durante 24 h a 37°C na auséncia e presenca de DHAOOH ap6s
tratamento com agentes redutores (DTT) e alquilantes (I1AA).
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4.11.3 Analise do dimero covalente de SOD1 por espectrometria de

massas.

Tendo por objetivo sequenciar esse dimero resistente a acdo do agente
redutor, foi feita a digestdo triptica. ApoOs digestdo, realizou-se a analise por
espectrometria de massas com o0 objetivo de sequenciar o dimero covalente. Os
resultados mostraram que o protocolo de digestdo utilizado nao foi adequado. Os
cromatogramas (Figura 32A) mostram o perfil de peptideos da SOD1 digerida
apresentando poucos picos, tanto para o0 mondmero como para o dimero. O
espectro de massas correspondente aos peptideos tanto da reacdo controle
(monémero), como para o dimero covalente, apresentou massas muito altas, de
sitios de clivagem perdidas, onde a enzima nao conseguiu acessar o sitio de
digestdo (m/z entre 1800-3700 Da), ndo permitindo uma andlise mais detalhada da
proteina dado a baixa variabilidade de peptideos (Figura 32B). Foi observado que
ions na regido de 560-2160 Da indicam uma digestado ineficiente, sendo assim, nao
foi possivel obter informacdes da estrutura tridimensional, a partir da sequéncia
primaria. Porém, as analises destes dados propiciaram a comparacao dos peptideos
obtidos com a digestdo das amostras (mondmero e dimero) com a sequéncia

mutada G93A da proteina (release 2013 _01, numero de acesso P00441).



Resultados e Discussdo 111

D 14 pmoliul
20120¢93_M_001

100 o .4

Mondémero (controle)

100 200 300 400 500 6.00 7.00 800 900 1000 11.00 1200 1300 1400 1500 1600 17.00

100

Dimero covalente

792

100 200 300 400 500 600 700 800 | 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 = 1600 17,00
Tempo

m/z=2000-3700

—— Mondmero (controle)

ounts)

®

11208630 C.
-
3

5 —— Dimero covalente

Figura 32. Cromatograma e espectro de amostras de apo-SOD1 G93A digeridas. Em (A) o
cromatograma na cor verde representa a incubacdo controle (mondémero); o cromatograma na cor
vermelha representa o dimero covalente. Em (B) o espectro na cor verde representa a incubacao
controle (mondmero). Em azul esté representado o espectro do dimero covalente. O circulo marca as
massas altas em ambos espectros (m/z= 2000-3700 Da).
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Com o auxilio do software BioPharmalynx v.1.3.1, fornecido pela empresa
Waters do Brasil, a qual colaborou com estes dados de espectrometria de massas,
foi possivel observar dois peptideos candidatos a apresentar modificacdo
conformacional. Estes dois peptideos (MATKAVC: 722,3455 Da e KGGNEESTK:
948, 4512 Da) (Figura 33) aparecem como sendo exclusivos na amostra do
mondmero digerido, ou seja, hdo aparece na amostra de dimero indicando que pode
ter ocorrido algum tipo de modificacdo na conformacédo. Novos protocolos estédo
sendo aplicados para obtencdo de uma melhor digestdo da SOD1 e confirmacdo da

modificacdo por outros métodos como mobilidade idnica.

MATKAVCV LK GDGPVQGIII.\I FEQKES_NGPV KVWGSIKGLT EGLHGFHVHE

FGDNTAGCTS AGPHFNPLSR KHGGPKDEER HVGDLGNVTA DKDAVADVSI

EDSVISLSGD HCIIGRTLVV HEKADDLGKG GNEESTKTGN AGSRLACGVI

GIAQ

Peptideos comuns para o monémero e dimero
Peptideos unicos para o monémero
Peptideos unicos para o dimero

Figura 33 Analise comparativa dos peptideos da apo-SOD1 G93A controle (monémero), dimero e
banco de dados de proteinas (PDB, cédigo 3GZO). Em verde, estdo representados os peptideos
comuns ao mondémero e ao dimero. Em lilds, estdo representados os peptideos encontrados somente
no mondmero e em amarelo estdo representados os peptideos Unicos para o dimero.
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5. Discussao geral

5.1 Agregacao de SOD1 induzida por DHA

Sabe-se que 20% dos casos familiares da doenca esclerose lateral
amiotréfica (fELA) sdo causados por mutagbes no gene que codifica a enzima
antioxidante citosolica, a Cu, Zn superoéxido dismutase (SOD1) (BANCI et. al., 2008;
FURUKAWA et. al., 2008). Esta mutacao resulta em um ganho de funcéo téxica pela
enzima, cuja origem bioquimica ainda € desconhecida (JIANJUN et. al., 2009).
Alguns estudos sugerem que o ganho de funcédo téxica esta relacionado ao efeito
pré-oxidante da SOD1 mutante (RAKHIT et. al., 2002) e / ou a formacdo de
agregados citotoxicos de SOD1 (KIM et. al., 2005; RAKHIT et. al., 2002; VALENTINE
et. al., 2005). Um estudo recente mostrou que o tipo selvagem (WT) de SOD1
humana, na falta de ambos os ions de metal, forma oligdmeros da proteina do tipo
amiloide. Esta oligomerizacdo parece acontecer entre os dois residuos de cisteinas
livres (Cys 6 e Cys 111) presentes na estrutura da SOD1 (BANCI et. al., 2008).

O éacido docosahexaenoico € um acido graxo 6mega-3, altamente insaturado
e presente em altas concentracdes no cérebro, especialmente na substancia
cinzenta. A oxidacdo do DHA gera produtos potencialmente citotoxicos e
genotdxicos, como o0s hidroperoxidos (KAWAI et. al., 2006; GARDNER, 1989;
PORTER et. al., 1995). Estudos ja mostraram que a interacédo entre o DHA e outras
proteinas estd envolvida em doengas, como a doenca de Parkinson (DE
FRANCESCHI et. al., 2009; SHARON et. al., 2003), mas a relacdo com a fELA ainda

nao é conhecida.
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Este estudo investigou os efeitos e a importancia do DHA e seus
hidroperoxidos na etiologia da Esclerose Lateral Amiotréfica familiar (fELA).
Confirmando a dependéncia dos tidis da proteina para formacdo de agregados
induzidos pelo DHA foi feita a alquilacdo das cisteinas livres pelo agente alquilante
acido iodoacético (NalAc) (SCOTT e BAZAN, 1989). Como esperado, ndo houve
formacdo de agregados quando a proteina foi pré-incubada com NalAc. Além disto,
a incubacado com IAF revelou uma possivel interacdo forte entre as cisteinas da
SOD1 e o DHA, ja que 38% das cisteinas permaneceram comprometidas mesmo
apos o tratamento com B-mercaptoetanol.

A participacdo das cisteinas livres foi confirmada a partir de mutacdes sitio
dirigida nas formas apo de SOD1 WT e G93A. Para a WT, ambas as cisteinas livres
devem estar expostas para a agregacao, enquanto para a enzima mutante G93A,
apenas uma é suficiente para formacdo de agregados, sendo a mais efetiva a
cisteina 6 que, provavelmente, estd mais exposta para interagdo com o DHA. Estes
agregados tem a participacdo efetiva do DHA interagindo de forma covalente com a
proteina, como mostraram os dados de recuperacdo de DHA. Apenas 48% do DHA
incubado foram recuperados da incubagéo com a apo-SOD1 WT e 57% recuperados
da incubacdo com a apo-SOD1 WT. A partir dos dados obtidos, propde-se que o
mecanismo geral da reagdo entre o DHA e os tidis livres (na forma de tiolato) da
proteina seja do tipo “ene-tiol”, onde o tiolato reage com a dupla ligagéao (neste caso
do acido graxo) em uma reacdo catalisada por uma base segundo proposto por
SHOSTAKOVSKII et. al.(1968). Esta proposta foi previamente confirmada no ensaio
utilizando o B-mercaptoetanol. Observou-se um aduto formado pela reagcédo entre o
DHA e o B-mercaptoetanol, aduto este confirmado por espectrometria de massas

apresentando um m/z de 405. Todos os dados corroboram para um mecanismo de
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interacdo covalente entre a proteina antioxidante SOD1 na sua forma apo com o
acido graxo (DHA) dependente de tiol (“ene-tiol”), formando agregados granulares
da proteina. Esta agregacdo € dependente das cisteinas livres da SODI1,
especialmente a cisteina 6 e é induzida apenas pelo acido graxo, ndo sendo
induzida pelos hidroperoxidos de DHA. Além disso, o fato de parte do monémero da
SOD1 ser regenerado a partir do agregado na presenca do redutor g-mercaptoetnol
sugere o envolvimento de pontes de disulfeto na formacédo do agregado. Portanto,
em conjunto os dados sugerem um mecanismo de agregacdo de DHA, através de
um processo envolvendo a exposicdo de superficies hidrofobicas, formacdo de
pontes de disulfeto e também de possiveis cross-links envolvendo reac¢des do tipo

“ene-tiol”.

5.2 Dimerizagé&o covalente de SOD1 induzida por DHAOOH

Os hidroperéxidos de DHA ndo foram capazes de formar agregados de
SOD1, porém foi observada a formacdo de um dimero resistente a acdo do agente
redutor, o B-mercaptoetanol. Nao ha estudos que mostram a formacdo de dimero
covalente de SOD1 induzido por DHAOOH. Algumas analises foram feitas com o
objetivo de caracterizar este dimero covalente. Primeiramente, ensaios de EPR
buscaram observar a participacdo de radicais de lipidio na dimerizacdo de SOD1.
Estes dados mostraram a formag&o de um aduto radicalar centrado no carbono com
rendimento de 20 nM. Porém, o sinal representante destes adutos foi bem diminuido
na presenca da proteina. Outro fato relevante foi a dependéncia da temperatura para
observacédo do sinal relativo aos radicais, indicando uma termélise dos DHAOOH em

24 horas a 37°C, confirmando dado da literatura (SEVANIAN e HOCHSTEIN, 1985).
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Este fato é relevante, pois as condicdes utilizadas de temperatura correspondem as
condicOes fisioldgicas. Juntamente com o resultado observado, em que a proteina
diminuiu o sinal de EPR, estes dados podem indicar uma formagéo in situ dos
radicais a partir da termdlise dos DHAOOH. Outra informacdo obtida foi a
especificidade do hidroperéxido de DHA para levar a formacgéo do dimero resistente
a acao do agente redutor. Outros hidroperoxidos organicos foram incubados com a
apo-SOD1, porém somente os DHAOOH foram capazes de induzir a formacéo do
dimero covalente com maior intensidade. Para confirmar o mecanismo de formacéao
deste dimero, foi feita a digestéo triptica da incubacdo de apo-SOD1 G93A com o
DHAOOH. Porém, os resultados mostraram uma digestdo ineficiente, sendo
necessaria a aplicacao de outros protocolos para obtencéo de resultado conclusivo,
mesmo assim foram obtidas informac¢Bes importantes, sendo encontrados dois
peptideos candidatos a modificacdes. Estes peptideos podem ter sofrido alguma

modificacao, pois ndo foram encontrados nas amostras de dimero digerido.
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6 Conclusodes

Globalmente, os resultados obtidos nesse trabalho, mostram que a agregacao
de SOD1 é induzida por DHA através de um mecanismo envolvendo tiois livres,
sendo a cisteina 6 particularmente importante na agregacdo da mutante G93A. A
participacdo dos tidis no processo de oligomerizacdo se da possivelmente através
da formacéo de pontes dissulfeto intercadeia e/ou também através de uma reacao
“ene-tiol” envolvendo tiolato e a dupla ligacédo do acido graxo. Este agregado possui
morfologia granular e sua formacéo ocorre através de um processo em que a
proteina sofre um desdobramento com exposicdo de regides hidrofobicas e
formacdo de estruturas do tipo beta-amildide. Ao contrario do DHA, os
hidroperéxidos induzem formacdo de dimeros covalentes de SOD1. O dimero
parece ser formado por peréxidos organicos, sendo os hidroperoxidos do DHA os
mais efetivos. Apesar dos ensaios terem sido realizados com a forma apo na
presenca de quelantes, andlises por EPR identificaram a presenca de radicais
centrados no carbono, provavelmente gerados a partir da termdlise do DHAOOH.
Desta forma, apesar de ainda ndo elucidado a formacdo do dimero covalente
induzido por DHAOOH € um dado novo que merece ser estudado em mais detalhes
para compreender o papel do DHA no desenvolvimento da doenca Esclerose Lateral

Amiotrofica.
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7 Perspectivas

Para melhores esclarecimentos em relagdo aos mecanismos envolvidos e o
papel biologico do dimero covalente e dos agregados de SOD1, temos como planos

de prosseguimento:

1 Caracterizar a reacdo “ene-tiol” entre a SOD1 e o DHA, comecgando por
reacoes in vitro de DHA e Glutationa, em seguida analisar com a proteina. As
analises serao feitas por espectrometria de massas;

2 Aplicar novo protocolo de digestéo triptica, utilizando um surfactante para
melhorar acessibilidade da tripsina a proteina;

3 Caracterizacdo dos dimeros formados por DHAOOH através de
espectrometria de massas (Q-Tof-MS/MS);

4 Analisar a citotoxicidade (morte celular) e degradacéo pelo proteassoma dos
agregados/dimero de SOD1 induzidos por DHA/DHAOOH.

5 Avaliar os tipos de agregados (soluveis e insolaveis)
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Figura A-1. Andlise da apo-SOD1 WT (A) e apo-SOD1 G93A (B) por espectrometria de massas
(MALDI-TOF) ap6s purificacdo e remocao dos metais.
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