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RESUMO

(MENEZES, A.P.D) Modificacbes em proteinas induzidas por compostos eletrofilicos. Possivel
papel em esclerose lateral amiotréfica. 2017. 121p.Tese (Doutorado) — Programa de Pds-
Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo.

Danos em biomoléculas podem ocorrer a partir de uma interacdo direta entre as biomoléculas
e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio como também, pela reacdo de produtos secundarios
dessas espécies como eletréfilos gerados na peroxidacao lipidica. Alguns desses produtos
secundarios possuem estabilidade quimica maior que as espécies reativas das quais foram
derivadas e podem se ligar covalentemente as biomoléculas comprometendo o funcionamento
normal das mesmas. Portanto, modificacbes em proteinas por aldeidos gerados na
lipoperoxidagdo tém sido investigadas por suas implicagdes com desordens patoldgicas
relacionadas a agregacdo proteica, e modificacdes em diversas vias de sinalizacdo amplificando
os efeitos deletérios em sistemas bioldgicos. Os objetivos desse trabalho foi contribuir na
elucidacdo dos mecanismos moleculares associados ao desenvolvimento da esclerose lateral
amiotroéfica (ELA) através da identificacdo, caracterizacao e quantificacdo de modificacdes pds-
traducionais em proteinas pelos aldeidos 4-hidroxi-2-hexenal (HHE) e trans-4-hidroxi-2-nonenal
(HNE) in vitro (citocromo c) e in vivo (modelo ELA) a partir de técnicas de Western blot,
imunoprecipitacdo e espectrometria de massa com abordagem protedmica de “shotgun” em
ratosSOD1%%%* modelo de esclerose lateral amiotréfica (ELA). Estudos com citocromo c
mostraram a ligacao dos aldeidos ao citocromo ¢ e mecanismos de reagao foram propostos.
Foram encontrados seis peptideos modificados por HHE e um para o HNE, e o peptideo
TGPNLHGLFGR se mostrou modificado pelos dois aldeidos paralelamente. Foi demonstrado que
a histidina 33 é um “hot spot” frente as adi¢cdes pelos aldeidos. Nas andlises por western
blot das proteinas ligadas a aldeidos foi possivel observar uma tendéncia de aumento
na concentracdo de proteinas ligadas ao HNE nos animais ELA, mais acentuada nas amostras de
70 dias comparadas ao controle. Com relagdo aos resultados obtidos com HHE tanto os animais

pré-sintomdticos quanto os sintomaticos ndo apresentaram diferencas de HHE-proteina, tanto



nos controles quanto nos animais ELA. Nas amostras dos animais sintomaticos ndo detectamos
diferencga significativa na concentracdo de aldeido-proteina entre os grupos. Ja as analises
protedmicas revelaram 24 proteinas diferencialmente expressas, com destaque para proteinas
com os maiores valores de significincia (p-value), como a ubiquitina no grupo dos pré-
sintomdaticos e a neurogranina, no grupo dos animais sintomaticos e vdrias proteinas de
metabolismo energético, de neurofilamentos, proteinas de processos redox e proteinas ligadas
o metabolismo de cdlcio (fundamentais na fisiopatologia em ELA). Algumas proteinas
importantes foram encontradas com exclusividades nos grupos pré-sintomaticos e sintomdticos
pelo diagrama de Venn. Com relagdo a proteinas modificadas pelos aldeidos, foram encontradas
algumas relevantes como a proteina 2 de interagcdo com a polimerase delta que foi modificada
por HNE via adicdo de Michael encontrada nos animais ELA pré-sintomaticos e sintomaticos, a
catalase que foi encontrada modificada por HNE via base de Schiff apenas nos ELA pré-
sintomaticos, e a tiol redutase induzivel por interferon gama no grupo dos animais ELA
sintomaticos. Com relacdo a proteinas modificadas por HHE, foram encontradas a Janus quinase
e proteina 3 de interagdo com microtubulo, modificadas tanto por adigdo de Michael quanto via
base de Schiff nos animais ELA sintomaticos. E interessante ressaltar que algumas modificacdes
encontradas em proteinas nao caracterizadas podem indicar proteinas novas ainda nao
descritas como modificadas por esses aldeidos. Os resultados mostram que algumas das
proteinas modificadas por HNE e HHE encontradas neste trabalho, estdo relacionadas ao
estresse redox, vias metabdlicas energéticas, proteinas envolvidas na resposta a danos
oxidativos, e processos inflamatérios. Tais modificacbes ocorrem ndo s6 no modelo de
neurodegeneragdo, mas foram previamente descritas em outros processos patoldgicos, como

doenca cardiovascular, lesdo hepatica por uso crénico de alcool.

Palavras-chave: estresse redox, aldeidos, HNE, HHE, adutos de proteinas, proteémica,
biomarcadores, Esclerose Lateral Amiotréfica, SOD16°3A



ABSTRACT

(MENEZES, A. P. D.)Modifications in proteins induced by electrophilic compounds. Possible
role in amyotrophic lateral sclerosis.2017. 121p. PhD Thesis — Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, S3o Paulo.

Damage to biomolecules can occur from a direct interaction between biomolecules and reactive
of oxygen and nitrogen species as well as from the reaction of secondary products of these
species as electrophiles generated in lipid peroxidation. Some of these by-products have greater
chemical stability than the derived reactive species and can bind to biomolecules compromising
their normal function. Therefore, protein modifications by aldehydes generated during
lipoperoxidation have been investigated for their implications with pathological disorders
related to protein aggregation and modifications in signaling pathways amplifying the
deleterious effects in biological systems. The aim of this work was to contribute to the
elucidation of the molecular mechanisms associated with the development of amyotrophic
lateral sclerosis (ALS) through the identification, characterization and quantification of post-
translational modifications in proteins by 4-hydroxy-2-hexenal (HHE) and trans-4-hydroxy-2-
nonenal (HNE) in vitro, cytochrome c, and in vivo, rat model (SOD1G93A) of amyotrophic lateral
sclerosis (ALS), throught Western blot techniques, and mass spectrometry with shotgun
proteomics approach. The results showed the binding of aldehydes to cytochrome c. Six
peptides were modified by HHE and one by HNE. The peptide TGPNLHGLFGR was modified by
the two aldehydes. Histidine 33 has been shown to be a hot spot against aldehydes additions.
By western blot analysis of the aldehyde-bound proteins, it was possible to observe a tendency
of increase in the concentration of HNE-bound proteins in the ALS animals, more pronounced in
the samples of 70 days compared to control samples. Regarding the results obtained with HHE,
both pre-symptomatic and symptomatic animals did not show HHE-protein differences, both in
controls and in ALS animals. We did not detect a significant difference in the aldehyde-protein
concentration between the groups in the samples of the symptomatic animals. Proteomic

analysis revealed 24 differentially expressed proteins, with emphasis on proteins with the



highest values of significance (p-value), such as the ubiquitin in the pre-symptomatic group and
neurogranin in the group of the symptomatic animals and several proteins of the energetic
metabolism pathways, neurofilaments, proteins of redox processes and proteins linked to
calcium metabolism (fundamental in the pathophysiology of ALS). Some important proteins
were found exclusivity in the pre-symptomatic and symptomatic groups by the Venn diagram.
With regard to aldehyde-modified proteins, some relevant ones such as Delta-2 polymerase
interaction protein, that was modified by HNE via the addition of Michael found in pre-
symptomatic and symptomatic ELA animals, catalase that was found to be modified by HNE via
Schiff's base only in pre-symptomatic ALS, and gamma interferon-inducible thiol reductase in
the group of symptomatic ALS animals. Janus kinase and microtubule interaction protein 3, were
found to be modified by Michael addition and Schiff base pathway respectively in symptomatic
ALS animals. It is interesting to note that some modifications found in uncharacterized proteins
may indicate new proteins not yet described as modified by these aldehydes. The results show
that some of the proteins modified by HNE and HHE found in this work are related to redox
stress, energetic metabolic pathways, proteins involved in the response to oxidative damage,
and inflammatory processes. Such modifications occur not only in the neurodegeneration
model, but were previously described in other pathological processes, such as cardiovascular

disease, liver injury due to chronic alcohol use.

Key words: redox stress, aldehydes, HNE, HHE, protein adducts, proteomics, biomarkers,
Amyotrophic Lateral Sclerosis, SOD1694
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LOO" : radical de perdxido de lipideo
LOOH:hidroperéxido de lipideo
MDA: malondialdeido

PBS: tampao fosfato salino

pH: potencial de hidrogénio

PMSF: fenilmetilsulfonil fluoreto
SDS: dodesilsulfato de sddio
SDS-PAGE: eletroforese em gel de acrilamida na presenca de SDS
SNC: sistema nervoso central

NMI: neurdénio motor inferior

NMS: neurdnio motor superior



SOD: superoéxido dismutase

SOD1: Cu,Zn-superdxido dismutase

SOD2: Mn-superoéxido dismutase

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletiletilenodiamida
Tris:2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol

Tween : polioxietileno sorbitan monooleato
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1. Introdugéio

Espécies reativas (ERs) de oxigénio e nitrogénio sdo formadas em diversos
processos bioldgicos. O termo ERO designa um grupo heterogéneo de espécies
formadas pela reducdo do oxigénio, e produtos reativos (Winterbourn, 2008). Fazem
parte dessas espécies reativas os radicais livres, compostos que possuem elétrons
desemparelhados e espécies ndo radicalares. Entretanto, essas espécies diferem com
respeito a reatividade, localizagdo celular, solubilidade, etc (Ferguson, et al, 2005;

Halliwell & Gutteridge, 2007; Valko et al, 2007; Gueraud et al., 2010).

Pela dificuldade experimental de medir varias dessas espécies, diretamente, em
modelos in vivo devido a alta reatividade e curto tempo de vida dessas espécies,
modificagGes provocadas em biomoléculas e processos redox como a peroxidagao
lipidica, sdo comumente utilizados. Lipideos sdo alvos importantes de processos redox
nao so pela sua abundancia, distribuicdo em todos os tecidos, bem como, por seu papel
em processos fisiopatoldgicos relevantes como, por exemplo, mediadores de

inflamacao (Zarkovic, et al, 2013; Yin, et al, 2011).

Os danos as macromoléculas podem ocorrer a partir de uma interagdo direta
entre as biomoléculas e as espécies reativas, mencionadas acima, como também pela
reacdo de produtos secundarios como eletréfilos gerados na peroxidacdo lipidica
(Marnett et al, 2003; Guo et al, 2016, Shoeb et al, 2014). Um grande numero de dados
sobre modificacdes em DNA promovidas por produtos da lipoperoxidacdo vem sendo

acumulado nos ultimos anos (Medeiros, 2009; Zhong & Yin, 2015; Yin, et al, 2011).

21



O processo de peroxidacao lipidica pode gerar uma grande variedade desses
produtos secunddrios, dentre os mais estudados estdo os aldeidos a,B-insaturados
utilizados como biomarcadores de processos redox, como por exemplo, o malonaldeido
(MDA) um dos mais abundantes e mutagénico, trans-4-hidroxi-2-nonenal (HNE), um dos
mais téxicos (frente as células),como também, o trans,trans-decadienal (DDE) e a
acroleina (2-propenal) (Marnett et al, 2003; Esterbauer, et al, 1991). Esses produtos
eletrofilicos possuem estabilidade quimica maior que as espécies reativas das quais
foram derivadas, sao lipossoluveis, e podem se ligar covalentemente a biomoléculas
comprometendo o funcionamento normal das mesmas. Portanto, modificacdes em
proteinas por aldeidos tém sido investigadas por suas implicacdes com desordens
patoldgicas relacionadas a agregacao proteica, e modificagdes em diversas vias de
sinalizacdo amplificando ainda mais os efeitos deletérios em sistemas bioldgicos (Jacobs

& Marnett, 2010; Reed, et al, 2009)

Os aldeidos utilizados nesse estudo,o trans-4-hidroxi-2-nonenal (HNE) e o 4-
hidroxi-2-hexenal (HHE) (figura 3) sdo produtos secunddrios (Item 1.1.3) formados
durante a lipoperoxidacdo. O HNE é derivado do acido linoleico e acido araquidbnico
(6mega 6). J& o HHE pode ser formado a partir do acido eicosapentandico (EPA) e

docosahexandico (DHA) (Yamanda, et al, 2004; Isom, et al, 2004; Zhong & Yin, 2015).

1.1 Lipoperoxidagédo

1.1.1 Danos em lipideos promovidos por estresse redox
A perda do equilibrio entre os niveis de pré-oxidante e antioxidante, nas células,

tecidos, e drgdos leva ao aumento de danos promovidos pelo estresse oxidativo. Ja é
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bem aceito na literatura que espécies reativas podem promover danos aos lipideos
(Halliwell e Gutteridge, 2007; Ayala, 2014; Gueraud et al., 2010). Uma das principais
fontes primarias enddgena dessas espécies reativas sdo as mitocondrias, o reticulo
endoplasmatico e os peroxisomos (Reed, et al, 2009; Valko, et al, 2007). O processo de
transferéncia de elétrons pelos complexos da cadeia respiratdria durante a fosforilacao
oxidativa nas mitocondrias pode produzir uma redugao parcial do seu aceptor final dos
elétrons: o oxigénio, gerando varias espécies reativas enddgenas (Valko, et al, 2007;
Gueraud et al., 2010), como por exemplo o anion radical superéxido (02*),o0 radical
hidroxila (HO®) e o radical hidroperoxila (HO;®). Por outro lado, diferentes estimulos
exdgenos como radiacdo ionizante, raios ultravioleta, fumaca de cigarro, infecgdes,
toxinas ambientais e exposi¢do a herbicidas/inseticida, sdo fontes in vivo da producgdo
de ERO. O radical hidroxila é quimicamente uma das espécies mais reativas produzidas
a partir do oxigénio, é extremamente solivel em agua, possui um curto tempo de meia
vida e pode ser produzido a partir do Oz consumido durante o metabolismo celular, e
sob uma intensa variedade de condi¢Oes de estresse. Uma célula pode produzir por volta
de 50 radicais hidroxila a cada segundo, por exemplo, durante um dia inteiro cada célula
é capaz de gerar 4 milhdes de radicais hidroxila (principalmente através da cadeia de
transporte de elétrons), que podem ser neutralizados por sistemas antioxidantes (Ayala

et al,2014; Halliwell & Gutterindge, 2007; Gueraud et al., 2010).

1.1.2 Processo de peroxidagdo lipidica
Resumidamente o processo de lipoperoxidacdo é caracterizado pelo ataque das

ERO (mais comuns sao HO® ou HO>*) as duplas ligagbes entre carbono-carbono dos
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lipideos das membranas bioldgicas: preferencialmente os acidos graxos poli-insaturados
PUFA’s (Poli-Unsaturated Fatty Acids). De modo geral esse processo envolve trés etapas:

ainiciacdo, propagacdo e a terminacao (figura 1) (Ayala, et al, 2014; Sultana, et al, 2013).

A primeira etapa envolve a abstracdo de um dtomo de hidrogénio de um carbono
bis-alilico do PUFA, gerando um radical lipidico (L*) centrado no carbono (estabilizado
por ressonancia), que por sua vez pode reagir com o oxigénio molecular do meio,
originando o radical lipidico peroxila (LOO®) que por sua vez, pode abstrair outro
hidrogénio de um carbono bis-alilico de uma nova molécula de acido graxo, formando
um perodxido lipidico (LOOH), e outro radical alquila (L*)e de maneira similar a etapa
anterior, esse composto pode reagir com oxigénio molecular gerando outro radical
centrado no carbono, e este estdgio reacional caracteriza a propagacado. Esses radicais
podem reagir entre si, e eliminando os compostos radicalares. Moléculas capazes de
doar elétrons aos radicais formados durante a propagacao, também podem caracterizar
0 processo de terminacdo de maneira analoga a reacdo de eliminagao por dois radicais,
essas moléculas doadoras de elétrons sdao chamadas de antioxidantes, como por

exemplo vitamina E, glutationa entre outras (Gaschler & Stockwell, 2017).
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lipidica. Modificado de Freitas 2014.
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1.1.3 Aldeidos

O HNE (figura 2) é um dos aldeidos reativos mais estudados, e foi descrito como
um segundo mensageiro toxico de processos mediados por radicais livres. O termo
téxico vem sendo frequentemente omitido, ja que tem sido demonstrado que esse
aldeido pode atuar também como modulador da diferenciacao, proliferacdao, apoptose

e nasinalizagdo celular (Esterbauer, et al, 1991: Citipak, et al, 2006; Zarkovic, et al, 2013).

Os aldeidos derivados da lipoperoxidacdo do DHA, como por exemplo, o 4-
hidroxi-trans-2-cis-6-nonadienal, acroleina e o HHE, merecem atencdo devido a elevada
abundancia do DHA (22:6;n-3) em muitas regides do cérebro. Nesse tecido, o DHA
compreende cerca de 30-50% (niveis mais elevados que o acido araquidonico). Ainda
que o HHE possa ser gerado a partir de outros PUFA’s, a concentra¢cdo de DHA no
cérebro é 30 vezes superior aos outros PUFA’s, demostrando assim a relevancia do
aldeido HHE nesse tecido (Lim, et al, 2005). Long et al, 2008, mostraram o efeito

neurotoéxico do HHE em neuronios do cortex.

Os hidroperoéxidos lipidicos (figura 2) se decompdem em endoperdxidos e
radicais alcoxila (LO®) e em varios compostos ndo radicalares, o que os tornam mais
estaveis e difusiveis no meio celular. A cisdo beta e a clivagem de Hock (figura 2) sdao
responsaveis pela producdo dos aldeidos reativos, cetonas, alcoois e etc (Schaur, 2003;

Gaschler & Stockwell, 2017).
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Figura 4 - Formacgdo de HNE a partir do hidroperdxido 13 (S) e 9(S)-HPODE derivado do dcido

linoléico. (Modificado de acordo com Schaur, 2003)

E interessante destacar que esses segundos mensageiros produzidos durante a
formacdo do HNE muitas vezes se confundem com mensageiros da sinalizacdo celular,
gue atuam em diversos processos bioldgicos, ampliando ainda mais a complexidade
sobre o papel do equilibrio redox na homeostase (Gueraud et al, 2010). Muitas enzimas
geram mediadores da sinalizacdo lipidica como as lipoxigenases, produzindo
mediadores como o acido hidroperoxiecoisanoico (HPETEs), lipoxinas, leucotrienos, ou
a producdo das hepoxilinas depois da oxidacdo do acido araquidbnico, ciclooxigenases
que produzem as prostraglandinas e o citocromo P-450(CYP) que gera os seguintes

produtos: dacido epoxieicosatriendico, leucotoxinas, tromboxanos e prostraciclinas

(Massey & Nicolaou, 2011; Ayala et al, 2014).
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Os resultados encontrados por Je et al, 2004 sugerem que o HHE induz a ativacdo
do fator NF—KP através da via IKK/NIK e/ou pela ativacdo da p38 MAPK e ERK associada
com o estresse redox nas células endoteliais. Os resultados desse estudo indicam que a
exposi¢do ao HHE induz estresse redox nas células endoteliais (Je et al, 2004). O fator
NF-KB é conhecido por ser extremamente sensivel ao estado redox celular e desta
forma, pode desempenhar um papel crucial na modulagdo da expressdo de uma
variedade de genes envolvidos nas respostas inflamatérias, aderéncia, ciclo celular,

sobrevivéncia e apoptose em varios tecidos (Je et al, 2004).

Esses aldeidos eletrofilicos podem reagir com grupos nucleofilicos presentes na
cadeia lateral de aminoacidos modificando proteinas. Esse aspecto sera discutido no

proximo tépico.

1.2 Danos em proteinas por aldeidos reativos

1.2.1 Mecanismo de reagdo entre aldeidos e aminodcidos

Em termos de reatividade tanto o HNE quanto o HHE (figura 3) possuem trés
grupos funcionais, que atuam de maneira sinérgica, a dupla ligacdo entre os carbonos 3
e 2 e a dupla ligagcdao do grupo funcional aldeido promovem uma aquisi¢do de carater
parcialmente positivo (6*) ao carbono 3, além disso, a hidroxila no carbono 4 também
contribui para o aumento dessa carga positiva parcial, culminando no ataque
nucleofilico das cadeias laterais de aminoacidos (ex. grupos tidis, e etc) que ocorre
primariamente pelo carbono 3 e em seguida pelo carbono 1 (Schaur, 2003; Schneider,

et al, 2005).

28



OH

Figura 5 - Estrutura quimica dos aldeidos 4-hidroxi-2-hexenal (HHE) com 114 unidades de massa

e o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) com 156 unidades de massa.

A cadeia lateral de um aminodcido nucleofilico como a lisina, pode reagir com
um aldeido eletrofilico, como na figura abaixo (figura 4), podendo gerar anéis pirrélicos
fluorescentes formados apds a ciclizacdo de uma base de Schiff inicial, e finalizando com
a via de adicdo de Michael, esta ultima via reacional é responsavel pela formagdo da
grande maioria dos produtos finais das rea¢des de formacdao dos adutos de proteinas
ligadas ao HNE, a razao para essa preferéncia reside na estabilidade quimica da ligacao
covalente formada via adicdo de Michael, e também porque a reacdo via base de Schiff
pode ser reversivel. Em termos de reatividade frente as cadeias laterais dos
aminoacidos, a lisina e histidina sdo um bom alvo desses aldeidos eletrofilicos, mas a
cisteina apesar de ser bem mais reativa, a ligacdo do grupamento sulfidrila ndo é muito

estavel, podendo se reverter (Schaur, 2003; Jacobs & Marnett, 2010).
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Figura 6 - Representag¢do esquemdtica das rea¢oes de adicGo dos aldeidos HNE e HHE frente as
cadeias laterais de aminodcidos nucleofilicos (modificada de acordo com Jacobs & Marnett,
2010). O grupo R1 corresponde a porg¢do alifdtica dos aldeidos HNE contendo 9 carbonos e do

HHE contendo 6 carbonos, respectivamente.

Doorn e Petersen (2003), observaram que os aldeidos (endégenos ou exégenos)
possuem mecanismo de formacdo de adutos de proteinas (proteinas ligadas aos
aldeidos) que diferem de acordo com a natureza quimica desses compostos reativos,
como por exemplo o ONE (4-oxo-2-nonenal) além de ser mais reativo que o HNE, reage
preferencialmente via base de Schiff, enquanto que o HNE via adi¢ao de Michael. Além
das diferencas quimicas, Uchida (Uchida, 2003) observou que enquanto a lisina pode
originar vérios produtos (adutos de proteina) quando exposta a cetoaldeidos e diversos
alcenais, a histidina reage preferencialmente por mecanismo de adicao de Michael para

formar adutos de proteinas.
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A formagdo de ligagdes cruzadas (cross-linking) promovidas pelos aldeidos
promove grandes contribuicGes para a agregacdo de proteinas, Amarnath e
colaboradores (Armanath, et al, 1998) observaram esse fenbmeno ao incubar HHE e o
4-oxopentanal com BSA, e verificaram a presenca de ligacdes cruzadas entre as iminas

dos residuos de lisina ou a formacdo de outros produtos fluorescentes.

1.2.2 Modificagbes em proteinas

O sistema proteassomal é responsavel pela degradacdo de proteinas que
apresentam sua estrutura quimica alterada, e, portanto, a perda de sua conformacao
nativa, culminando na perda de funcdo. A degradacdo direta de proteinas carboniladas
ocorre por meio de pelo menos dois mecanismos diferentes. O primeiro ocorre pela
ubiquitina proteasomal independente 20S, que degrada as proteinas de conformacdo
inadequada com base em sua capacidade de detectar residuos hidrofébicos expostos,
esse processo é responsavel pela degradacdo de muitas proteinas carboniladas (Grune
& Davies, 2003; Grimsrud et al, 2008). Também foi demonstrado um papel na
degradacdo das proteinas modificadas, depois de serem ubiquitinadas, pelo segundo
mecanismo realizado pela proteina proteasomal 26S. Apesar da eficiéncia da remogao
dessas proteinas funcionalmente comprometidas dentro das células, esse processo é
altamente sensivel a situagdes de desequilibrio redox, em niveis que superam a
concentracdo basal de HNE, este aldeido inibe a maquinaria do sistema proteasomal,
levando a um acumulo de proteinas modificadas sob elevados niveis de espécies reativas
(Grimsrud, et al,2008). Obviamente, quando ligado as proteinas, o HNE tem uma certa
tendéncia de torna-las mais sensiveis a degradacdo proteasomal, responsavel pela

maior parte da protedlise intracelular. Em geral, confome ja discutido no paragrafo
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anterior, o sistema proteossomal é capaz de remover a maior parte das proteinas com
danos oxidativos e modificadas, porém, em uma situacao de forte estresse redox ocorre
um acumulo de proteinas modificadas (Shaur, 2015; Grimsrud et al, 2008). Em situacdes
de aumento do estresse redox, um fator transcpcional de resposta antioxidante pode
ser ativado, esse fator é chamado de Nrf2 (NF-E2-related factor 2) esse fator promove a
ativacdo de genes de elementos de natureza antioxidante, em resposta aos niveis
aumentados de compostos eletrofilicos como o HNE, por exemplo. O Nrf2 estd presente
no citoplasma ligado ao seu inibidor, um outro fator denominado de Keap 1 (Kelch-like
ECR-associated protein 1), a alquilagdo dessa ligacdo entre esses dois fatores pelo HNE
ou outro composto eletrofilico, leva a dissociacdo de ambos, e uma vez livre o Nrf2 segue
em direcdo ao nucleo e ativa a expressdao de genes dos elementos antioxidantes,
aumentando as defesas antioxidantes (Levonen et al, 2004; Taguchi et al, 2011;Uruno

etal, 2015).

Em 2015, Shaur e colaboradores (Shaur, et al, 2015) apresentaram uma extensa
revisao sobre a atividade bioldgica de proteinas modificadas, e as consequéncias dos
efeitos bioldgicos deste composto eletrofilico (aldeidos) ligados em algumas proteinas
individuais com maior chance de formar aduto com HNE, em uma condi¢ao de aumento
do estresse redox. Na paralisia progressiva supranuclear, uma desordem
neurodegerativa que é possivelmente induzida por estresse oxidativo, dois tercos do
total de glutationa peroxidase (GPx) no fluido cérebroespinal foi encontrada alquilada
com HNE, comprometendo esse sistema antioxidante de funcionar adequadamente ja
gue uma grande parte da glutationa peroxidase (enzima que oxida a glutationa reduzida)

esta conjugada com o HNE (Shaur, et al, 2015).
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Algumas dessas proteinas revisadas por Shaur merecem destaque pelo papel
biolégico que exercem, como por exemplo as tioredoxinas (TRXs), que participam do
sistema antioxidante da retina. Deplecdes nesse sistema levam a perda de fung¢do do
pigmento epitelial das células (RPE), acelerando o desenvolvimento da degeneracdo
macular ligada ao envelhecimento (AMD“age macular disease”). Para avaliar o efeito da
superexpressao das tioredoxinas na viabilidade celular nesse modelo de degeneragao
macular,mediadapelo stress redox induzido pelo HNE.Os autores encontraram que a
superexpressdao de TRXs reduz a morte celular mediada por HNE (esse aldeido causa
acumulo perinuclear de NFkB), essa superexpressdao de TRXs impede a despolarizagdo
da membrana mitocondrial, essas proteinas tem papel fundamental na fisiopatologia

desse modelo de RPE (Shaur, et al, 2015).

De modo geral, a proteina membranar de transporte de glutamato é
fundamental para o funcionamento adequado do tecido nervoso. Em pacientes
portadores da esclerose lateral amiotréfica esporadica, encontrou-se um aumento de
proteinas modificadas por HNE em amostras de medula espinhal quando comparadas
ao controle neurologicamente saudavel. Esse trabalho revelou que uma das proteinas
modificadas por HNE foi o transportador de glutamato em astrécitos (EAAT2)(Shaur, et
al, 2015). Em outro trabalho com amostras de portadores do mal de Alzheimer foi
demostrado que os agregados de proteina B-amiléide podem induzir a lipoperoxidacao
e a formacdo de HNE, além de bloquear o funcionamento dos transportadores de
glutamato e glicose, através das proteinas de membranas ATPases (porc¢do ionica), e
ainda estimular o influxo de célcio através dos canais ligantes de cdlcio dependentes de
voltagem (Lovell, et al, 2012; Mattson & Chan, 2003; Shaur, 2015). Através darelacao

proxima entre os efeitos deletérios que o estresse redox possui com a agregacao de
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proteinas em modelos de neurodegeneracdo;a a-sinucleina é uma proteina estudada
por sua alta abundancia em muitas regides do cérebro, é foco de estudo, ndo so pela
pouca compreensdo de seu papel fisioldgico nas células do sistema nervoso. Sabe-se
gue a a-sinucleina atua no funcionamento da liberacdo e recaptacdo dos
neurotransmissores das vesiculas pré-sindptica mas, também existe um grande
interesse pelo seu envolvimento direto na forma¢dao dos corpos de Lewy, que sao
agregados proteicos, formando inclusdes intracelulares (Jomova et al, 2010; Xiang, et al,
2013; Bae, et al, 2013). Esses agregados sdo caracteristicos para o diagndstico da doenca
de Parkinson (PD — Parkinson Disease), e ao olhar atentamente para as modificacdes
nesses agregados, induzidas por marcadores de estresse redox (HNE, nitracdo, e
oxidacdo) percebeu-se que a polimerizacdo dos agregados dessa proteina também é
promovida por mediadores de estresse redox(Xiang et al,2013; Bae, et al, 2013; Shaur,
et al, 2015;). Almandoz-Gil,et al, em20170observaram que aldeidos como ONE e HNE
podem modificar a alfa-sinucleina e induzir a oligomerizagdo mesmo em baixas

concentragdes molares desses aldeidos.

E por fim uma proteina importante no controle pré-homeostase dos processos
redox, é a proteina dissulfeto isomerase (PDI), rica no reticulo endoplasmatico. E uma
chaperona e possui atividade catalitica de oxidoredutase na formacdo e rearranjo das
pontes de sufeto, além de participar da organizacdo conformacional correta das
proteinas. Modificacbes em sua prdpria estrutura por adicdo de HNE, por exemplo, ou
lipoproteina de baixa densidade oxidada (oxiLDL), inibe a sua atividade enzimatica e
potencializa o estresse redox no reticulo endoplasmatico e a apoptose mediada por LDL
oxidada, que leva ao aumento da expressdo de mRNA para fatores de transcricdo que

regulam o estresse oxidativo (CHOPC/EBP homdlogo de proteina) (Shaur,et al, 2015).
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1.3 Esclerose Lateral Amiotrofica

A esclerose lateral amiotroéfica (ELA) é uma doencga neurodegenerativa que leva
a destruicdo progressiva dos neurénios motores, afeta neurdnios localizados em toda
extensdo do trato corticoespinhal, medula e o tronco cerebral, os sintomas clinicos
envolvem fraqueza muscular progredindo rapidamente para atrofia e paralisia muscular
generalizada, a expectativa de vida apds diagndstico é de 3 a 5 anos (Thonhoff, et al,
2007; Kiernan et al, 2011). A taxa de incidéncia média (nUmero de novos casos por ano)
de ELA no mundo todo é de 2 casos por ano em uma populacdo de 100.000 habitantes
e a média de idade dos portadores diagnosticados fica entre 55 e 65.1 anos e a
prevaléncia (nUmero de pessoas vivendo com ELA) (é de 1,9 — 11,3 casos por 100.000
habitantes), ja na Europa a incidéncia é 1,47 — 2,43/ 100.000 habitantes, (e a prevaléncia
de 5.40 casos (4.06 — 7.89) por 100.000 habitantes), e a ELA acomete mais homens (1,6)

do que mulheres(Chio, et al, 2011; 2013; Metha, et al, 2014).

A ELA é considerada uma doenca idiopatica, porque ndao possui uma causa
pontual, unica e possui um comportamento esporadico, por isso, 90% dos casos sao
chamados clinicamente de ELA esporddica, e os 10% restantes dos casos de ELA
possuem heranca genética autossomica dominante: ELA familiar. Dentro da classe de
ELA familiar, em 20% dos casos, o fendtipo neurodegenerativo esta ligado ao
cromossomo 21 que gera mutacdes na proteina cobre-zinco superdxido dismutase
(SOD1). Existem mais de 160 modificacGes possiveis, a maioria missense (nos 153 cédons
do gene da SOD) (Vucic, et al, 2009; kiernan, et al, 2011). Atualmente o tratamento
consiste na administracdo de riluzol, um inibidor da liberacdo de glutamato, esse

medicamento da uma sobrevida aos pacientes de apenas 3 meses. Em 2017, um
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medicamento foi recém aprovado pelo FDA, o radicava (edaravone) que atua como

antioxidante (Yoshino, et al, 2006)

1.3.1 Mecanismo fisiopatoldgico de ELA

Como jd mencionado anteriormente o comportamento dos eventos
fisiopatologicos em ELA é multifatorial, com grandes evidéncias de uma complexa
interacdo entre vias de sinalizacdo moleculares e caracteristicas genéticas (Vucic, et al,
2009; Pasinelli, et al,2006; Kiernan, et al, 2011). A ELA é uma forma mais comum da
doenca do neur6nio motor (DNM), e se caracteriza pela paralisia neuronal progressiva
[dos neurdnios motores superiores (NMS)], através de clonus (contracdes involuntdarias)
e sinais de babinski (teste clinico de reflexos) e da atrofia muscular acompanhada de
fasciculagdes (cdimbras) [dos neurénios motores interiores (NMI)] (Kiernan, et al, 2011).
Inicialmente a doenca foi descrita de acordo com a observacdo de Charcot dos sinais de
danos nos NMS e nos NMI simultaneamente, mas atualmente ainda ndo se estabeleceu
quais dos dois tipos (NMS e NMI) de disfuncdo neuronal isoladamente inicia de fato a
doenca, é importante ressaltar que a ELA também pode se manifestar com danos
neuronais motores puramente via NMS é uma manifestacao clinica mais rara) que danos
puramente via NMI, que representa a maioria dos casos clinicos (ligadas a atrofia

muscular) (Kiernan, et al, 2011).

Uma revisdo abrangente sobre os aspectos fisiopatologicos na ELA (Kernan, et al,
2011) sugere duas hipoteses com fundamentos moleculares distintos: 1) Hipdtese dos
danos iniciais em NMS — propde que o inicio da desordem neurocorticomotora seja

causada pela excitotoxicicidade mediada por glutamato, provocando degeneracdo dos
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neurdnios motores corticais que se conectam monosinapticamente com neurénios dos
cornos anteriores. Os resultados que suportam essa hipdtese vém de estudos com
estimulacdo magnética transcranial, os quais mostraram que a hiperexcitabilidade
cortical é uma das primeiras evidéncias na ELA esporadica e familiar (Eisen, et al, 1992;
Kiernan, et al, 2011; Wong, et al, 1995). Curiosamente, neurdnios motores sem
conexdes monosindpticas com neurdnios motores corticais, como por exemplo,os
nervos oculomotores, abducentes, e etc, sao poupados durante o desenvolvimento da
ELA; 2) Hipdtese dos danos iniciais nos NMI — propGe que a ELA inicia nas células
musculares ou nas jun¢des neuromotoras, devido a deficiéncia de um fator hormonal
neutréfico motor, que é liberado por células pds-sindpticas e transmitido (estimulo
retrégrado) até o axonio pré-sinaptico para o corpo celular onde ele exerce efeitos
bioldgicos, as evidéncias dessa hipotese incluem o fato de que a degeneragdo do
neurdnio motor inicia-se através da perda de inervacdo sinaptica, e que esse processo é
mediado pelo acumulo da proteina mutante SOD1 nas células de Schwann, apesar
dessas duas hipdteses, parece que tanto a degeneracdao do NMS e do NMI, ocorrem de

maneira independente (Lederer, et al, 2007; Vuic, et al, 2008).

Com relagdo aos processos moleculares e genéticos envolvendo a
neurogeneracao na ELA, a figura 5 mostra a interacdo complexa entre a excitotoxicidade
do glutamato, geracdo de radicais livres, agregados de proteinas citoplasmaticas,
enzimas como a SOD1, combinadas as disfuncbes mitocondriais e interrupcdo do
transporte axonal através do acumulo de agregados intracelulares neurotdxicos (Vuic,

et al, 2008)
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E importante frisar que a excitotoxicicidade do glutamato ocorre quando ha
estimulacdo excessiva por glutamato aos receptores do tipo NMDA (N-metil-D-
aspartato) para este aminodcido excitatério, niveis elevados de glutamato aumentam
os niveis de célcio (Ca?*) intracelular, e esse influxo de célcio ativa uma série de
fosfolipases, endonucleases e proteases que comprometem importantes biomoléculas
de citoesqueleto, membranas e DNA (Jaiswal et al, 2009; Manec,et al,1989). De acordo
com a figura 5 sobre o glutamato, de fato ha uma redugao dos receptores de glutamato
(EAAT2) nos astroécitos (responsaveis por remover o glutamato da fenda sindptica) em

portadores de ELA (Zarei, et al, 2015).

Mutacdes nos genes TARDBP (Dna Binding Protein) e FUS (fused in sarcoma)
também foram identificados na ELA, as mutagdes em TARDBP e FUS, que codificam para
a proteina TDP-43, e para a proteina FUS estdo envolvidas com a disfungdo no

processamento de RNA (Van Deerlin, et al, 2008; Rutherford,et al, 2008).
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Figura 7— Representagdo esquemdtica sobre os eventos moleculares envolvidos na ELA. A
interagdo entre os neurénios durante a excitotoxicidade do glutamato, com o bloqueio da
recapta¢do de glutamato pelos astrocitos afeta o neurénio motor (cinza) levando aos efeitos
deletérios do influxo de cdlcio. Geragdo de radicais livres e agregagdo proteica (SOD1, TARBP e
FUS) agravam os danos neuronais. A ativagdo da microglia resulta em secre¢des de citocinas

pro-inflamatdrias. Modificado de acordo com Kiernan, et al, 2011.

1.3.2 Superoxido Dismutase

A superodxido dismutase 1 (SOD1) é composta por um dimero de subunidades
iguais, contendo 32 kDa e contendo um ion de Cu?* e um ion de Zn?*, é uma das defesas
antioxidantes mais importantes,ela atua tanto no citoplasma quanto no espaco
intermembranar da mitocondrial. O mecanismo reacional da SOD1, conforme
demonstrado nas reacfes abaixo, utiliza o ion radical superéxido (02*) como substrato

para promover a dismutacdo formando peroxido de hidrogénio e O, em sequéncia, o
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H,0; é dismutado pela enzima catalase (CAT) produzindo dgua e O, (Hopkins, 2016; Zhu,

2016; Fridovich, 1997).

SOD1- Cu?* + 02" >S0D1- Cu* + O,

(2) SOD1- Cu* + 05" + 2H* >SOD1- Cu?* + H,0,

(3) 02"+ 02" + 2H* > 0, + H,0;

Como as mitocondrias representam umas das principais fontes da formacao de
superdxido enddgeno, na matriz mitocondrial a SOD2 (Mn-SOD) catalisa a dismutacao
do superdéxido, formando H,0,, que é convertido em dgua pela GPx e pela Prx. Se o anion
superoéxido atravessar a membrana mitocondrial interna e chegar ao citossol, a SOD1
(CuZn-SOD) promove a sua dismutag¢ao formando H>0;. O H,0; é convertido em agua

tanto pela catalase quanto pela GPx e Prx (Hopkins, 2016).

Existe uma discussdo sobre a contribuicdo da SOD1 mutada durante a progressao
da ELA, inicialmente acreditava-se que seria devido a perda da atividade da SOD1,
Entretanto, hoje ha indicios de que a conformagao inadequada da SOD1 mutante,
parece ser decisiva na formagao dos agregados toxicos, curiosamente, a SOD1 nativa
(conformacao funcional ativa) ao sofrer oxidacdo assume uma conformacao inadequada
e forma agregados de maneira semelhante a SOD1 mutada (Robberecht & Philips, 2013).
Esses agregados sdo toxicos porque nao sdao nem eliminados pelo sistema proteassomal
nem pelo lisossomo, e, além disso, esses agregados podem ainda sequestrar co-fatores

essenciais para o funcionamento adequado da célula (Robberecht & Philips, 2013).
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Portanto, ainda que ndo exista uma causa pontual para ELA, ha fortes indicios do
envolvimento dos processos redox no quadro fisiopatoldgico da ELA, mediado por

diversos eventos genéticos e moleculares conforme mencionado.
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2. Objetivo geral

Contribuir na elucidagdo dos mecanismos moleculares associados ao
desenvolvimento da esclerose lateral amiotrdfica através da identificacao,
caracterizacdo e quantificacdo de modificacdes pds-traducionais em proteinas pelos
aldeidos HHE e HNE in vitro (citocromo c) e in vivo (modelo ELA) a partir de técnicas de

Western blot e espectrometria de massa com abordagem proteémica de “shotgun”.

2.2 Especificos

e Avaliar reatividade e mecanismo quimico de adi¢do dos aldeidos HNE e HHE
frente ao citocromo c;

e Avaliar o conteiddo de proteinas modificadas por HNE e HHE utilizando
anticorpos (anti-HNE e anti-HHE), visando quantificar por meio de western blot
de amostras de cortex motor dos animais transgénicos SOD1693A,

e Avaliar o perfil protedmico global dos animais da linhagem SOD1%%A, e ver
proteinas diferencialmente expressas nos grupos de animais portadores do gene
e seus respectivos controles saudaveis, pré-sintomdticos (70 dias de vida) e
sintomaticos, verificar proteinas exclusivas para cada grupo, e quantificar
proteinas importantes na fisiopatologia e impacto biolégico no quadro de ELA;

e Analisar as PTMs induzidas por HHE e HNE, através dos dois mecanismos
reacionais de adicdo desses aldeidos: base de Schiff ou por adicdo de Michael,
validar e comparar o conjunto de proteinas obtidas com as analises anteriores;

e Analisar os processos bioldgicos (Gene Onthology) dos grupos de proteinas

encontradas nas andlises citadas nos trés ultimos tépicos acima, e relacionar
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indicios de possiveis biomarcadores de proteinas no cenario de processos redox

em ELA.
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3.Materiais e Métodos

3.1 Ensaios in vitro com citocromo ¢

Utilizou-se o procedimento conforme descrito por Zhu et al, 2010, para observar
a adicdo dos aldeidos na proteina intacta. Foram adicionados 20 pL (2,5 mM) do padrao
de citocromo c (coragao bovino, Sigma-Aldrich) em 20 pL contendo 2 mM de 4-hidroxi-
trans-2-nonenal dimetilacetal (HNE, Sigma-Aldrich) ou 4-hidroxi-2-hexenal (HHE, Sigma-
Aldrich). Todas as amostras foram diluidas em 160 pL de tampao fosfato a 25 mM
(KH2PO4, Sigma-Aldrich, pH 7) e incubadas a 37°C por 2 h a 350 rpm. Os controles (sem

os aldeidos) foram feitos em paralelo.

Antes de tratar as amostras de citocromo ¢ com o HNE, este aldeido foi
previamente hidrolisado em uma solu¢dao de 1 mM de HCL, na propor¢ao de 1:1 por 30
min a 4 °C, de acordo com as instru¢des do fabricante. Em seguida, as misturas
reacionais das proteinas intactas foram individualmente distribuidas em tubos de
acordo com a seguinte classificacdo: 1) citocromo ¢ controle; 2) citocromo ¢ + HNE; 3)
citocromo ¢ + HHE, as amostras foram analisadas em espectrdmetro de massa tipo
MALDI-TOF (UltrafleXtreme, Bruker Daltonics). Como matriz utilizou-se acido sinapinico

(Sigma-Aldrich).

As amostras foram diluidas na razdo de 1:2 (amostra:matriz) em uma solucdo
saturada e aquosa (1:1) de acido sinapinico em 50 % de acetonitrila e 0,1 % acido
trifluoroacético. 1 pL dessa solucdo (em triplicata para cada condicdo) foi aplicada na
placa de metal, até que as amostras secassem completamente, e a placa foi inserida no
espectrémetro MALDI-TOF. Utilizou-se um calibrante contendo uma mistura de padrdes
de proteinas intactas conhecidas, entre cada amostra.
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As proteinas foram analisadas linearmente no modo positivo (para faixas de
massa de 5 a 20 kDa) com voltagem de aceleracdo de 20 kV e com um laser de
intensidade de 1,5 kV, e os espectros de MS foram obtidos com aproximadamente, 200

tiros do laser.

3.1.1 Digestdo do citocromo ¢

As amostras acima foram submetidas a digestdo triptica (bottom-up), para
avaliar os residuos modificados na sequéncia primaria dos peptideos pelos aldeidos,
obtida através dos ions fragmentos MS/MS, de cada ion precursor MS obtido. Para isto,
incubaram-se 50 plL das misturas reacionais de citocromo c (controles e tratamentos) a
95 °C por 15 min para desnatura-las, em seguida, apds esfriar, as amostras foram
tratadas com 1 pL (1 pg/pL) de tripsina (proteomic grade, Sigma-Aldrich), 50 plL de
tampdo NHsHCOs (100 puM, Sigma-Aldrich), 38 pL de dagua deionizada, 10 pL de
citocromo ¢ (100 uM) e 1 L de CaCl; (100 uM, Sigma-Aldrich) em um volume final de

100 uL. As misturas reacionais foram incubadas overnight a 37 °C, a 450 rpm.

Apds incubacdo de 18 h, os peptideos resultantes foram eluidos em colunas de
C18 zip tip (Milipore) para remover 0s sais e resuspensos em 100 plL de dgua a 0,1% de

acido féormico (Merck) para as andlises de massas.

3.1.2 Método de obtengdo de MS e MS/MS por NanoLC/ESI/MSMS
Os peptideos foram separados em um sistema de cromatografia liquida de fase

reversa (LC) em nano fluxo (nano-Acquity UPLC System, Waters), acoplado a
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espectrometro de massa do tipo UHR-ESI-Q-TOF (Ultra High Resolution-Maxis 3G,
Bruker Daltonics) com fonte de iGnizacdo por ESI (Captive Spray) em modo positivo
utilizando uma coluna capilar Zorbax 300SB-C18 (150 mm x 75 um; 3,5 um, Agilent

Technologies).

As amostras foram injetadas (1-5 pL, padronizadas pela intensidade relativa de
108) a um fluxo de 300 nL/min utilizando um gradiente linear de 5-95% do solvente A
(0,1% 4cido de férmico em agua) para o solvente B (0,1% de acido féormico em
acetonitrila) entre 0-65 min, e voltando a 5% em 72 min.Parametros: voltagem do
capilar de 1,8 kV, gas de nebulizacdo de 1,6 bar, temperatura de 200°C; gas de secagem
de 9 L/min e calibracdo interna (lock mass calibrant, 1221 Da) previamente ajustados. A
varredura total TIC (Total lon Chromatogram) foi adquirida no intervalo m/z de 500 a

1200.

Utilizou-se a aquisicdo dependente dos dados (DDA - data-dependent
acquisition) que selecionou os ions precursores (MS) mais intensos no quadrupolo. Os
espectros de fragmentacdo desses peptideos foram obtidos na cela de colisdo por CID
em seguida, os MS/MS resultantes foram separados e analisados no QToF (tempo de

voo da relagdo m/z dos fragmentos).

3.1.3 Processamento dos dados e método de otimizagéo dos peptideos
modificados por NanoLC/ESI/MSMS

Os dados “brutos” (raw file) de MS e MS/MS foram refinados pelo software “Data
Analysis” (Bruker Daltonics) através de uma série de parametros como, remover o

calibrante, deconvolucdo dos espectros, entre outros, para converté-los em arquivos de
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MGF (Mascot Generic File). O algoritmo Sum peak foi utilizado para os espectros de
MS/MS, além da utilizacdo do método de listas de exclusdo e inclusdo de massas

conforme descrito na figura 6.

Em seguida, o software “Biotools” (Bruker Daltonics) foi utilizado para promover
a interface entre arquivos de MGF obtidos (experimentais) utilizando o banco de dados
SwissProt contido na base virtual de bancos de dados de MS/MS ou PMF (Peptide Mass
Fingerprint) “Mascot” (Versdo 2.5, Matrix Science) para a identificacdo dos peptideos
(com e sem as modificagcdes) com os seguintes parametros de buscas: tolerancia de 10
ppm para o ion precursor e de 0,05 Da para os ions fragmentos como modifica¢des
globais oxidacdo (M) e acetilacdo do N-terminal e para as modificacGes varidveis por
HNE e HHE, até 2 perdas dos sitios de clivagens da tripsina, massa monoisotdpica e

estados carregados de +2 a +4.

Em paralelo, como suporte na validacdo manual dos fragmentos peptidicos de
interesse, utilizou-se o software “Sequence Editor” (Bruker Daltonics) que simulou a
digestdo triptica tedrica do citocromo c através da sequéncia primaria do mesmo, que
foi obtida no PDB (Protein Data Base, fasta file: 2B4Z), fornecendo todos os ions
precursores MS e fragmentos MS/MS (série completa dos ions a, b, c e z, y, x) dos

peptideos dessa proteina.

Foi desenvolvido um método (figura 6) para favorecer a obtencao dos peptideos
modificados (ions precursores, com adicdo de massas de cada aldeido), que em geral,
apresentam uma abundancia relativa consideravelmente menor frente aos mesmos

sem a modificacdo, que consistiu de uma lista de inclusdao das massas dos mesmos, como
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preferenciais, e uma lista de exclusdo das massas dos peptideos sem modificacdo (em

geral mais intensos que os modificados).

modificado modificado Massas exclusivas dos
I ] peptideos modificados

v

[ Citoromo C nio ] [ Citocromo C ]

Digestao triptica
(bottom-up)

Validagao manual

dos MS/MS
[ Nano-LC-MS-MS/MS ]
1
( Processamento dos MS e MS/MS
- Mascot: Identificacdo dos Selecdo dessas massas
MS/MS para monitorar em

| amostras biologicas
“Match” entre os MS dos

peptideos com e sem as
modificagoes
]
Exclusao das massas
Encontradas nas duas condicdes e
dos peptideos niao modificados

Figura 8 - O esquema acima ilustra o método elaborado na otimizacdo da intensidade dos
peptideos (MS) modificados por NanoLC/ESI/MSMS (Q-TOF Maxis 3G, Bruker Daltonics). Tanto
a exclusGo como a exclusdo, foi realizada através da criagdo de listas de massas, durante o

processamento de dados.

3.2 Ensaios in vivo com modelo animal de ratos transgénicos Sprague Dawley
SOD1693A

3.2.1 Modelo Animal Utilizado

Os ratos transgénicos da linhagem Sprague Dawley SOD1%%3* foram
desenvolvidos pela empresa Taconic Biosciences. Os animais possuem o gene humano
da proteina mutada cobre-zinco-superdxido dismutase (SOD1) e super-expressam + 8

copias desse gene. Os ratos foram mantidos no biotério em condicdes controladas de
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temperatura e ciclo de claro-escuro de 12 h, alimentacao e agua foram oferecidas ad
libitum. Os experimentos obedeceram as diretrizes e normas preconizadas pela NIH-
National Institute of Health, pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério — SBCAL e pela lei n? 11.794, Sérgio Arouca de 2008. Todos os
procedimentos foram revisados e aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacao

Animal do Instituto de Quimica — USP (CEUA/1Q USP 04/2012).

3.2.2 Genotipagem

A genotipagem foi realizada para estabelecer o nimero dos animais saudaveis e
dos portadores do gene da doenga, para manutenc¢dao da linhagem, e definicao dos
grupos experimentais. Obteve-se uma ninhada de fémeas em marco de 2015 (apds o
desmame, + 50 dias de vida). Para esse procedimento, um pedaco da orelha foi coletado
por um funcionario do biotério do Instituto de Quimica (IQ-USP). As amostras foram
submetidas a digestdo, foram adicionados 300 pL do tampao de digestao (tris-HCL —
hidroximetil aminometano, 50 mM, pH 8,0; 50 mM de EDTA — acido etilenodiamino
tetraacético e 0,5% de SDS — dodecil sultato de sddio) e as amostras foram incubadas a
65°C por 15 min. Em seguida foram adicionados 200 pL de tampao de digestao contendo
proteinase K (10 mg/mL, Sigma Aldrich) e as amostras foram incubadas overnight a 55°C,
e sob agitacdo (350 rpm). No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas (Eppendorf)
a 14000 rpm por 5 min, e foram retirados 10 uL cuidadosamente do sobrenadante da
amostra e diluidos em 190 ulL de dgua autoclavada, e aquecidos a 95°C por 15 min para

inativar a proteinase.
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Para o PCR (polymerase chain reaction) foram utilizados 25 uL do PCR master mix
2x (Invitrogen), contendo Tag DNA polimerase 0,05 U/uL, tamp3do PCR, MgCl, 4 mM e
0,4 mM de cada desoxiribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Invitrogen)
combinados a 2 pL da amostra (apds o resfriamento), 22,6 uL de agua e 2 pL dos

seguintes primers:

Sodi3-f primer - GT GTG GCA TCA GCC CTA ATC CA

Sodi4-r primer - CAC CAG TGT GCG GCC AAT GA

Para a amplificacdo do gene humano da SOD1, as amostras foram submetidas ao
PCR de acordo com o seguinte ciclo: 95°C por 5 min (1x), 95°C por 1 min, 60°C por 1 min,
72°C por 2 min (35x) e 72°C por 5 min. Ao término da reac¢do, adicionou-se 8 pL do
loading buffer (Invitrogen) em cada amostra que foram aplicadas em um gel de agarose
a 2% contendo 0,2 pL/mL de brometo de etidio e foi adicionado o tampao TAE (tris a 40
mM pH 7,6 e acido acético 20 mM). Utilizou-se Range Low DNA (Invitrogen) como
padrdo de peso molecular das bases. A corrida eletroforética foi realizada por 1 h a 100

V.

3.2.3 Selegdo dos grupos experimentais

Inicialmente, foram selecionados 40 animais (fémeas) do modelo de ratos
transgénicos Sprague Dawley SOD1%%3* (modelo semelhante & heranca familiar de
esclerose lateral amiotrofica). Estes animais foram divididos em 2 grupos, cada um
contendo 20 animais (n=10). Ambos os grupos foram subdivididos em: (1) controle,
animais negativos para o gene SOD1 humana mutada e, (2) portadores do gene da
doenca, animais positivos para esse gene,previamente identificados através dos

resultados obtidos na genotipagem (descrita no item 3.2.2).
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O primeiro grupo foi classificado como pré-sintomaticos (Grupo 1), formado por
animais com 70 dias de vida, idade pré-determinada baseada na idade em que
geralmente os animais modelo de ELA, atingem seu peso maximo (considerado um
dossinais clinicos para o inicio da doenca). Foram subdivididos em: Ctl Pre — 10 animais,
controles 70 dias de vida e, ELA Pre — 10 animais portadores do gene da ELA 70 dias de

vida.

O segundo grupo de 20 animais foi denominado de sintomaticos (Grupo 2), e
subdivididos na mesma organizacdo do grupo anterior: Ctl Sin — controles sintomaticos,
e o ELA Sin — portadores sintomaticos da ELA. Todos os animais (40) foram submetidos
ao acompanhamento por meio de um teste neurolégico baseado no peso (conforme a

descricao do proximo item) para identificar a progressao dos sintomas da ELA.

3.2.4 Avaliagdo neuroldgica dos ratos e acompanhamento dos sintomas

O protocolo de avaliacdo fisica utilizado neste trabalho foi de acordo com
Matsumoto et al (2006). Os ratos SOD1%°3* foram pesados uma vez por semana até
atingirem 70 dias de idade para metade dos animais (20), e a partir disso, para outra
metade, a cada dois dias até atingirem (maximo 140 dias) e sempre no mesmo horario
10-12 h. Durante o periodo das avaliacdes por peso, o estudo foi conduzido como
“duplo-cego”. Para a avaliacdo dos animais portadores da ELA, utilizou-se o peso como
critério neurolégico de acordo com Matsumoto et al (2006) que utilizando o mesmo
modelo animal relacionou o momento em que os portadores da ELA atingem o seu peso
maximo, com o inicio da manifestacao dos sintomas da ELA, além disso, o peso é um

critério menos subjetivo. Portanto, a relagdo de perda de 20% levou em consideragao o
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peso maximo como “onset’de ELA (primeiros sinais clinicos para doenga), e nado
simplesmente uma perda com relagdo ao seu peso médio, por exemplo [(peso maximo

x 20/100) — peso maximo].

3.2.5 Eutandsia dos animais e obtengdo dos tecidos

A eutandsia dos animais pré-sintomaticos (Ctl Pre e ELA Pre) foi realizada ao
atingirem 70 dias de vida, e dos sintomdaticos portadores ELA (ELA Sin), foi realizada
utilizando o critério da perda de 20% de peso e acompanhada do sacrificio dos
respectivos controles (Ctl Sin) de cada animal doente. A ragcdo foi removida 6 h antes da
eutanasia (para reduzir a interferéncia de variagbes metabdlicas).Os animais foram
anestesiados através de uma injecdo peritoneal do anestésico cloridrato de cetamina
(90 mg/kg), e do relaxante muscular cloridrato de xilazina (10mg/kg), apds a certificacdo
da perda dos reflexos e principalmente da propriocepcdo, os animais foram sacrificados
por exsanguinacao, através da puncao cardiaca, em seguida os érgaos (cérebro, medula,
musculos do membro posterior direito, coracao e figado) foram removidos e lavados em
solugao salina 0,9% com Chelex (Sigma-Aldrich) até remover o sangue ao maximo, e em

seguida, foram armazenados no freezer -80°C.

3.3 Preparo das amostras bioldgicas
3.3.1 Tecidos
Para as andlises in vivo desse trabalho, foram utilizados os cortex motores para

os ensaios dewestern blot, que foram conduzidos com amostras teste obtidas de ratos
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fémeas da ninhada de 2013, todas sintomaticas com seus respectivos controles
saudaveis pareados (irmas), apresentando paralisia nos membros posteriores. Os cortex
motores (direito e esquerdo) foram cuidadosamente seccionados e pesados (+ 300 mg).
Os tecidos foram homogeneizados em 1 mL de TBS contendo 0,5% de triton (Sigma-
Aldrich) e os inibidores de proteases (30 puL de pepstatina - 0,5 pg/mL; 30 uL de
apoproteina - 1 pug/mL; 30 uL leupeptina - 1 pg/mL; 30 uL de PMSF phenyl-methyl-
sulfonyl-fluoride - 250 mM, Sigma- Aldrich); 60 puL de ortovanadato Na* (100 mM, Sigma-
Aldrich). Os homogenatos resultantes foram centrifugados a 14.000 rpm por 5 min a
10°C. O sobrenadante foi removido com cuidado e transferido para um tubo limpo e o

pellet foi descartado.

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1979)
utilizando um espectrofotometro (UV-1650, Shimadzu) a 595 nm. As curvas de
calibracdo foram preparadas com uma solugao padrao de albumina de soro bovino (BSA,
Sigma-Aldrich) na concentragdo de 1 pg/uL. A diluicdo seriada partiu da menor
concentracdo de 0,625 pg até a maior de 20 pg. As amostras do cértex motor (cerca de

5-10 pg/uL de proteina) foram aliquotadas e armazenadas no freezer -80.

3.4 Ensaios de imunodfinidade

3.4.1 SDS Page e Western Blot
Apds a quantificacdo, as amostras de proteinas foram submetidas a eletroforese

onde foram utilizados géis de poliacrilamida (12% para o géis de resolugdo e a 5% para
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os géis de empacotamento). As amostras foram previamente aquecidas a 952C por 7
min em seguida, cada amostra contendo 25 pg de proteina recebeu 20 uL de tampao
TBST (tris saline buffer, NaCl 150 mM, Tris-HCL 50 mM, 0,5% de triton), mais 5 pL de
tampdo de amostra contendo e aplicadas nos géis, Tris-HCL (200 mM, pH 6,8), SDS 8 %,
glicerol 40 %, azul de bromofenol 0,4%, DTT (400 mM). Os géis foram submetidos a
voltagem inicial de 60 volts até sair dos géis de empacotamento e aumentada para 100

volts para os géis de resolugdo por aproximadamente 1 h e 30 min.

Apds o tempo de corrida, os géis foram transferidos (cuba) para membranas de
nitrocelulose por duas horas e meia no gelo, a 300 mA, apés transcorrer o tempo foram
coradas com uma solucdo de Ponceau a 3% (5% de acido acético em solucdo aquosa)
por 2 min, e lavadas com TBST até a remocao total do corante. Em seguida, foram

bloqueados com uma solugao de 5% de leite sem gordura em TBST por 1 h.

As membranas foram incubadas com as solucdes de anticorpos monoclonaisanti-
HNE (10 pg/mL, Jaica) e anti-HHE (5 pg/mL, Jaica) contendo 0,5% de BSA, ambos na
proporcdo de 1:500 overnight a 42C, e 10 no dia seguinte as membranas foram lavadas
trés vezes com TBST por 15 min e adicionou-se o anticorpo secundario (Anti-mouse IgG,
conjugado a peroxidase: HRP horseradish peroxidase: Sigma-Aldrich), 5000 vezes diluido
em uma solugdo contendo 2 % de leite sem gordura em TBST por 1 h e em seguida, as
membranas foram lavadas com TBST 3 vezes por 15 min. Apds as lavagens foram
adicionados em cada membrana, 500 pL do reagente quimioluminescente ECL (Enhance
ChemiluminescenceLuminol: GE) contendo luminol e peréxido de hidrogénio como
substrato, a peroxidase oxida o luminol, que emite luz ao decair para o estado

fundamental. As membranas foram reveladas através da digitalizacdo das imagens
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obtidas através do foto-documentador Alliance 4.7 (Uvitec). A analise densitométrica

das bandas foi obtida pelo software Image J (Versdo 1.44, NIH).

3.5 Ensaios proteémicos de cortex motor

3.5.1Selegdo dos grupos experimentais

Dos 40 animais selecionados (n=10) para os ensaios in vivo, foram selecionados
16 animais (n=4) (de acordo com a figura 7) utilizando critério de exclusao baseado na
qualidade dos dados protedmicos, ou seja, na remocdo de animais com intensa

variabilidade biolégica (considerando a distribuicdo normal dos dados de LFQ).
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Figura 9 - Esquema ilustrativo da divisGo dos dois grupos: 4 pares de irmds pré- sintomdticas e

sintomdticas (Controle - e ELA +). Os circulos representam as linhagens distintas entre os pares.

3.5.2 SDS-Page das proteinas obtidas do cortex motor do cérebro de ratos da
linhagem Sprague Dawley SOD1%%3A para as andlises proteémicas

As amostras foram preparadas conforme descrito no Item 3.3.1 e separadas por
SDS-PAGE, conforme descrito no Item 3.3.2 porém, utilizando uma cuba de eletroforese
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de tamanho médio (Ruby 600, GE) para limpar as amostras e melhorar a separacdo entre
as bandas, foram aplicados 500 pg de proteinas de cada amostra nos géis de
poliacrilamida (5% para os géis de empacotamento e 10% para os géis de resolucdo),
gue foram submetidas a corrida eletroforética por aproximadamente de 5-6 h para o gel
de resolucdo a 150 V. Apés a corrida, os géis foram corados com azul de Comassie por 1
h, lavados em sequéncia 3-4 X com uma solugao aquosa contendo 50% de acetonitrila e
5% de acido acético (Merck), e em seguida, foram deixados overnight nessa solugao, sob

agitacdao a temperatura ambiente.

Os géis foram analisados (Image Scanner, GE) para determinar a concentracao
de proteinas (por densitometria) das bandas, conforme descrito no item 3.3.2,
(aproximadamente 20 ug de proteinas por banda). As bandas foram cortadas dos géis,
em fluxo-laminar, com bisturi estéril, picotadas e armazenadas em quatro tubos para
uma mesma amostra, de acordo com o tamanho das proteinas, em comparagao ao
marcador de peso molecular (Kaleidoscope, Bio-Rad), os 4 tubos foram divididos em:
um tubo contendo as bandas das proteinas maiores: de 202 a 110 Da; dois tubos
distintos para as de tamanho médio em: de 77 a 50 Da, e 50 a 33 Da e por fim, um tubo
para as proteinas menores de 10 a 6 Da. O que resultou em um conteldo total de

proteinas de aproximadamente de 100 pg/tubo.

A digestdo em gel dessas proteinas (dos 4 tubos por amostra) foi realizadade
acordo com o protocolo adaptado de digestdo desenvolvido pelo laboratério: Max
Feffer de Genética de Plantas Departamento de Genética Esalg/USP. Os géis foram
descorados com uma solugdo de 50% de acetonitrila em 50% de agua (solugdo de

descoloracdo), overnight. No dia seguinte descartou-se essa solucdo, e foram
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adicionados 500 pL de “ambic” (tampdao bicarbonato a 50 mM), em cada tubo por 1 h, a
25°C, sob agitacao, e em seguida, essa solucdo foi descartada, e foram adicionados 500
uL da solucdo de descoloracdo nas mesmas condicdes da etapa anterior, e esse processo
foi repetido até remover ao maximo corante, e por fim, foram adicionados 500 pL de
acetonitrila 100%, esse processo foi repetido até os géis ficaram brancos, a solucdo de
acetonitrila foi descartada e o restante por evaporagao no speed vac, por 5 min. As
bandas foram reduzidas com a adi¢ao de 500 pL de uma solugdo a 20 mM de DTT, a 56
°C por 40 min, em seguida, as bandas foram lavadas com ambic (50 mM), para remover
o excesso de DTT, e em seguida, alquiladas com adi¢ao de 500 L de 50 mM de IAA por
30 min no escuro. Apods transcorrer o tempo, foram adicionados 500 plL de uma solugdo
de tripsina a 1 ug/uL (Promega), a uma proporcdo de 1,5 pug de enzima para 100 ug de
proteina (volume final de 500 pL) as amostras foram incubadas a 37 °C por 18 h, a 350
rpm. Todas as solu¢des acima foram diluidas em ambic (sempre preparado na hora do

uso)

No dia seguinte, a digestdo triptica foi interrompida adicionando 500 plL da
solugao bloqueadora contendo 5% acido férmico (96%, Sigma-Aldrich), em 50% de ACN,
em seguida, o sobrenadante das amostras foi coletado e transferido para um novo tubo.
Os peptideos foram eluidos dos géis com a adicdo de 500 ulL da solucdo de eluicdo I:
contendo 1% 4acido formico em 60% de metanol (Sigma-ALdrich), incubadas por 15 min,
a 40 °C, esse processo foi realizado duas vezes, e os sobrenadantes resultantes foram
coletados e armazenados nos mesmos tubos novos da etapa anterior (blogueio). Em
seguida foram adicionados 500 pL da solucdo de eluicdo Il contendo 1% acido formico

em 50% ACN, 2 X seguindo os mesmos passos da etapa anterior (eluicdo I).
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E por fim, adicionaram-se 500 pL de acetonitrila a 100%, até a desidratagao dos
géis (fragmentos de cor branca) por 2X, e os sobrenadantes dessas etapas foram
recuperando e acumulados nos mesmos tubos contendo as fragdes obtidas no bloqueio
e na eluicdo |, Os géis foram descartados. O volume final de todo o processo foi de 3 mL,
que foram liofilizados a 4°C, overnight. E submetidos a dessalinizacdo utilizando colunas
Sepak, conforme a descricao no item 3.3.4, os 2 mL obtidos ao final da limpeza, foram
secos no speed vac, overnight, e em seguida, os peptideos foram resuspensos em 100
pL de 0,1% de acido férmico em agua, overnight, a 25 °C, sempre um dia antes das

analises.

3.6 Analises das proteinas corticais por “Shotgun” dos ratos da linhagem

Sprague Dawley SOD1%%3A método de obtengéo dos MS/MS por NanoLC/ESI-Orbitrap

3.6.1 Método de obtengédo dos MS/MS por NanoLC/ESI-Orbitrap

Os peptideos foram submetidos separacdo através do sistema nano-LC (Easy-
nLC-1200, Thermo-Fisher) acoplado um espectrometro de massas tribrido, Orbitrap
(Orbitrap Fusion Lumos Tribrid, Thermo-Fisher), que inclui, quadrupolo como filtro de
massas, e analisadores do tipo ion trap e orbitrap, com fonte de ionizacdo ESI. Utilizou-
se uma coluna Acclaim™ PepMap™ (50 cm, 50 um, Thermo-Fisher) para o sistema de
nanolLC, durante 120 min em um nano fluxo de 100 nL/min, em um gradiente linear
entre 5% a 95% de acetonitrila (B) e fase aquosa com 0.1% acido férmico (A). Em seguida,
os peptideos foram injetados no espectrometro de massas, e ionizados no eletrospray,
e em sequéncia, os ions precursores MS, foram direcionados e selecionados no
guadrupolo, e em seguida, o pacote de ions foi enviado para o ion trap e fragmentados

por HCD (High Colision Dissociation, e deste para o analisador orbitrap. Os scans de
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MS/MS foram adquiridos por DDA (Data Dependent Aquisition) com uma janela de
exclusdo de tempo de 3 s, e a aquisicdo simultanea de ambos, precursores (MS) e ions

fragmentos (MS/MS).

3.6.2 Processamento dos dados de MS/MS

Os arquivos brutos (raw files) gerados pelo software Xcalibur (Thermo Scientific)
foram tratados pelo software Max Quant (Max Plank Institute), e para as anadlises
estatisticas o software Perseus. Em duas abordagens independentes: 1) Analise do
proteoma global (n=4) — Em termos de quantificacdes das intensidades através de LFQ
(label-free quantification) essa busca visou gerar lista de proteinas diferencialmente
expressas, apos rigoroso tratamento estatistico (descrito mais adiante), e ainda,
destacar dentro desse grupo de proteinas estatisticamente significantes com menores
valores para o p-value (maior significancia), proteinas exclusivas em cada um dos grupos
(usando um filtro adicional de exclusdo maior ou igual a 2 peptideos Unicos), e por fim,
validar os dados de MS/MS relativos as proteinas identificadas como importantes no
cenario de estresse redox da ELA, bem como quantificar nos dois grupos através das
intensidades (medida independente e relativa a cada MS/MS individual a nivel de
peptideo). Nas buscas no Max Quant, foram utilizados os seguintes parametros: modo
de digestao especifico para tripsina, nimero de perdas de clivagens da tripsina 2, como
modificacGes varidveis: oxidacdo (M) e acetilacgdo N-terminal, maximo nimero de
modificacGes por peptideos de 5, quantificacdo livre de marcacdo (LFQ), utilizando o
default do programa e sem normalizacdo (para evitar supressdo do sinal de peptideos

em baixas concentracgdes, exceto pela normalizacdo intrinseca do Max Quant descrita
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mais adiante), e em identificagdes avangadas: match between runs (para quantificar em
todos os scans o mesmo peptideo), com janela de tempo de sobreposicdo de 0,7 min, e
tempo de alinhamento de 20 min, e os dados foram confrontados com FASTA file do
proteoma de rato, com adicdo da sequéncia da SOD1 humana (presente nos portadores

da ELA).

2) Andlise das PTMs (Post-Translational Modificational) - busca para encontrar as
proteinas modificadas estruturalmente pelos aldeidos (HNE e HHE), em cada um dos
grupos (n=4) foram utilizados no Max Quant os mesmos parametros descritos
anteriormente, entretanto, com a adicdo da massa dos aldeidos inseridas em
modificacGes varidveis e quantificacdo de proteinas de acordo com as adi¢cdes de massas
resultantes das vias reacionais mais comuns tanto para o HNE quanto para o HHE: 1) Via
de adicao de Michael: perda neutra de 156,11 Da para o HNE e 114,06 Da para o HHE;
2) Adicdo via base de Schiff: perda neutra de 138,10 Da para o HNE, com saida de 18 Da
de uma molécula de H,0 e para o HHE de 96,05 Da, menos 18 da H;0 (saida de 4gua

durante a reacdo, e ndo na fragmentacao).

Para as anadlises do proteoma global, de LFQ os dados foram submetidos as
analises estatisticas pelo Perseus, utilizando analise de dados paramétricos, filtrando os
potenciais contaminantes e falsas identificacdes por sequéncias inversas, os valores
foram submetidos a transformacao logaritmica Log(x)2 (para dados que ndo convergem
em uma distribuicdo normal, em termos das intensidades de LFQ dentro de uma
gaussiana). Para abordagem por LFQ durante as buscas, o Max Quant normaliza os
dados (intrinseca e padrao do Max Quant) para remover as variacdes experimentais, por

um fator de correcdo inicial, a primeira correcdo consiste da divisdo obtida através do
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somatodrio total das intensidades dos ions, e a segunda da divisdo da intensidade total
dos ions de cada amostra pela intensidade total dos ions de todas as amostras, e em
seguida, cada valor de intensidades de todos os ions fragmentados de um mesmo
peptideo foi dividido pelo fator de correcdo obtido da primeira divisdo. Como andlise
de variancia utilizou-se para teste de amostras multiplas ANOVA e teste t, para obter as
proteina diferencialmente expressas, assumindo um erro de significancia de 5% (FDR
Hochberg>0,05) para o teste t, para evitar falsos positivos encontrados nos testes
aplicados. Antes de aplicar o teste estatistico, os dados filtrados por critério de
estringéncia para os valores validos de 3 em pelo menos um dos grupos, e em seguida,
essa matriz de dados foi submetida a imputacdo de valores perdidos (otimiza¢do dos

dados com distribuicdo normal).

Para a construcdo do heatmap (Hierarchical clustering), utilizou a distancia
euclidiana utilizando os dados obtidos do teste Z-score (utilizando as medianas dos LFQ
para normalizar os dados) das intensidades de LFQ das proteinas diferencialmente

expressas.

Para as anadlises de PTMs confirmag¢dao manual dos peptideos modificados foram
utilizadas as medidas de intensidade (ndo o LFQ) de cada peptideo supostamente
modificado, os dados foram tratados utilizando o Perseus e o Max Quant, no Perseus,
utilizou-se um filtro de exclusdo maior ou igual a 0,8 para os valores de score da
probabilidade de sitios modificados (quanto mais préoximo de 1, maior a chance de
possuir a modificacdo), em seguida os dados foram transformados para Log(x)2, e
filtrados novamente para valores validos de no minimo 3 em todos os grupos, em

seguida, os peptideos resultantes foram procurados utilizando a ferramenta “view” no
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Max Quant para visualizar através do nimero do MS/MS do peptideo modificado e
comparando com a digestdo tedrica através do Protein Prospect (Ms product)
confirmando ou ndo a existéncia das adicbes de massas dos aldeidos. Para as
guantificacdes e espectros de validacdao foram considerados os peptideos de maiores

valores de LFQ em metade dos grupos.

E por fim, as listas de proteinas modificadas foram confrontadas com as listas de
diferencialmente expressas e exclusivas obtidas das analises do proteoma global sem as
modificagbes, para verificar a influéncia da idade versus a progressao intrinseca da
doenca. Os grupos de proteinas proveniente dessas listas foram submetidos a analise
de GO (Gene Onthology) através do software Cytoscape (versdao 3.5.1) através do
pluggin ClueGO (versdo 2.3.3) usando um p-value de 5% e um banco de anotagao de GO

do Uniprot.
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4.Resultados

4.1 Modificagées de citocromo c por HNE e HHE

Para verificar a reatividade dos aldeidos estudados frente aos residuos
nucleofilicos (como por exemplo, histidina, lisina), que sao excelentes alvos dos aldeidos
eletrofilicos, utilizou-se o modelo de citocromo c, que possui 104 aminoacidos euma
elevada quantidade desses residuos: 19 lisinas (K), 3 histidinas (H) e 2 argininas (R),
contidos em um total de 104 residuos, e com ponto isoelétrico de 9,6, além de ser uma
proteina pequena (12 kDa) e muito bem estudada, de facil disponibilidade comercial.
Além de apresentar um grande numero de aminoacidos basicos, € um modelo
interessante, por suas funcdes na cadeia de transporte de elétrons e nas vias de
sinalizacdo da apoptose (Jacobs & Marnett, 2010; Uchida, 2003; Wakita et al, 2011). Foi
descrito pela primeira vez por Nakashima et al, em 1966, e fica ancorado a membrana
interna da mitocéndria. A reacdo de aldeidos reativos com citocromo c foi monitorada
por técnicas de espectrometria de massas através da adicdo de 156 e 114 unidades de
massas, para a reacao com HNE e HHE, respectivamente (Uchida, 2003; Isom et al, 2004;

Yamanda, 2004).

Como mostrado na Figura 8 e 9 é possivel observar as modificacdes ao longo de
diferentes tempos de incubacdo nos espectros de citocromo c tratado com HHE (A) e
HNE (B) com relagdo ao citocromo ¢ ndo modificado (controle). De acordo com os dados
obtidos, a adicdo de massa (via adicdao de Michael) foi de 114 unidades de massa para o
HHE e de 156 na reacdao com HNE. Tanto a adi¢do por HHE, quanto por HNE ocorre por
adicdo de Michael (tabela 1). Portanto, os dados obtidos nesse trabalho estdo de acordo

com dados anteriores da literatura (Uchida, 2003; Isom et al, 2004; Yamanda, 2003).
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Figura 10 - Espectros obtidos por MALDI —ToF do ensaio cinético entre citocromo c e aldeidos. 2,5 mM de citocromo c foram incubados com 2 mM de

HHE em PBS (25 mM), pH 7,4 a 37°C. De cima para baixo: Controle, 10 min, 20 min, 30 min, 1 h, 2 he 24 h.
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Figura 11 - Espectros obtidos por MALDI —ToF do ensaio cinético entre citocromo c e aldeidos. 2,5 mM de citocromo c foram incubados com 2 mM de

HNE em PBS (25 mM), pH 7,4 a 37°C. De cima para baixo: Controle, 10 min, 20 min, 30 min, 1 h, 2 he 24 h.
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Uma vez que adicdo de massa de HNE ao citocromo c é de 156 a reacdo esta ocorrendo
por adicdo de Michael, se a adicao fosse por base de Schiff seria encontrado uma adicdo
de massa de 138, ja que ocorre desidratacdo com saida de uma molécula de agua (156-
18=138) (Isom, et al, 2004). A tabela abaixo resume as adi¢cdes dos aldeidos observadas

nas reagdes com o citocromo c.

Tabela 2— Valores experimentais de m/z obtidos por MALDI — ToF dos adutos de citocromo ¢ com
aldeidos. Todas as reagées abaixo ocorreram via adigcdo de Michael e foram obtidas através da
soma das massas de 114 e 156 Da para o HHE e a HNE (perda neutra), respectivamente, por

cada molécula de citocromo c, proveniente de 2h de incuba¢éo a 37°C, a 350 rom.

m/z aduto HHE Ne modificagdo — HHE m/z aduto HNE Ne modificagdo — HNE
12365.839 1 12410.149 1
12478.279 2 12565.353 2
12592.752 3 -

12705.711 4 -
12819.689 5 -
12933.149 6 -

Aldini et al, 2002 investigaram o mecanismo de rea¢ao do HNE por RMN em agua
deuterada, e concluiram que a reacdo inicia-se com a proteina sofrendo o ataque
eletrofilico comecando com a formacgao de uma base de Schiff, o que aproxima os sitios
dos aminodcidos e consequentemente, favorece bastante a adicdo de Michael,

formando um produto estavel.

E interessante observar na Figura 8 que em 24 h de incubacdo com HNE, hd um

aumento na formacao dos adutos de 1 e 2 adi¢des ao citocromo ¢, comparado ao
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controle, ja na incubacdo de 24 h com HHE nao foi possivel observar modificagdes. Zhu
et al, 2010 ao utilizar 2(E), 4(E)-Decadienal (DDE) incubado com B-Lactoglobulina (B-LG)
também encontraram adicGes estaveis por longos tempos de incubacdo (24 h), talvez a
cadeia hidrofébica maior do HNE exerca alguma vantagem na estabilizacdo quimica

desse aduto em particular.

4.1.2 Identificagdo dos aminodcidos modificados

Para identificar os residuos de aminodacidos alvos dos aldeidos, as proteinas
intactas (incubacdo de 2 h) foram submetidas a digestdo com tripsina. Os dados obtidos
por espectrometria de massas dos produtos de digestdo foram tratados usando
softwares apropriados Peptide Mass Fingerprinting (PMF) através do Mascot (Matrix
Science). Esta ferramenta encontrou uma cobertura do citocromo c (tréplicas) de 75-
80%, com um hit de 3 (score 432- 639) para o citocromo ¢ de corac¢do bovino, para o
controle e uma cobertura de 60% para as amostras tratadas com os aldeidos (score 270-
425). A sobreposicdo dos fragmentos peptidicos encontrados com os fragmentos
tedricos gerados pelo software Sequence Editor (Bruker Daltonics) permitiu observar a
presenca de modificagdes. Utilizou-se como referéncia a sequéncia 2B4Z (fasta file). A
figura 10 mostra uma ilustracao esquematica da sequéncia primdaria do citocromo c,
uma amostra representativa para cada condicdo (citocromo c, citocromo ¢ +HHE e

citocromo c+ HNE).
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CITOCROMO C
Digestdo: Score: 639 > 37 cobertura de 75-80%

MGDVEKGKKI ~ FVQKCAQCHT VEKGGKHKTG
PNLHGLFGRK TGQAPGFSYT DANKNKGITW
GEETLMEYLE NPKKYIPGTK MIFAGIKKKG
EREDLIAYLK KATNE

CITOCROMO C + HHE CITOCROMO C + HNE

Digestdo: Score:270>23 cobertura de 75-80% Digestdo: Score : 203 > 18 cobertura de 66%

MGDVEKGKKI FVQK*CAQCHT VEK*GGKHKTG MGDVEKGKKI ~ FVQKCAQCHT VEKGGKHKTG
PNLH*GLFGRK*  TGQAPGFSYT  DANKNKGITW PNLH*GLFGRK TGQAPGFSYT DANKNKGITW
GEETLMEYLE NPKK*YIPGTK MIFAGIK*KKG GEETLMEYLE  NPKKYIPGTK  MIFAGIKKKG
EREDLIAYLK KATNE EREDLIAYLK KATNE

* Aminoacidos modificados

Figura 12 - Visualizagdo das modificagées nos aminodcidos na sequéncia primdria do citocromo
¢ mediada pelos aldeidos. Em vermelho estd a sequéncia obtida experimentalmente e em azul

o0s peptideos com seus respectivos aminodcidos modificados (*)

As figuras 11 e 12 mostram os PFFs (Peptide Fragment Fingerprinting) obtidos
dos peptideos modificados pelos aldeidos. Para tentar confirmar a existéncia da
modificacdo sugerida pelo MS do mesmo (ion precursor selecionado para ser
fragmentado), os ions fragmentos dos peptideos modificados foram sequenciados
manualmente no Data Analysis. Para validar a modificacdo dos aminodcidos dos

peptideos, verificou-se a presenga do ion imdnio ou outros ions, nos MS/MS obtidos
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Figura 13 - Peptide Fragment Fingerprinting da digestdo citocromo ¢ + HHE. A) Peptideos de

massas na sequencia de cima para baixo: A) 1283.6988 Da, B) 1747.8874 Da, C) 1021.6114 Da.

D) 1697.828 Da, E) 920.545 Da, F) 763.5632 Da. As setas e circulos vermelho, indicam os ions

modificados por HHE.
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Figura 14 - Peptide Fragment Fingerprinting da digestdo citocromo ¢ + HNE. G) Peptideo de
massa 1324.737 H) 16n imébnio da histidina 33 do citocromo ¢ [H+156]*= 266. As setas indicam

os fons modificados por HNE.

O peptideo modificado nas amostras incubadas com HNE foi o TGPNLH*GLFGR
(Figura 12) que apresentou a adi¢gdo de 156 m/z de HNE (adigdo de Michael) no residuo
de histidina 33. O ion imonio da histidina 33 (figura 12) apresentou massa de 266, que é

ovalordoion: 110 + 156 do HNE.

A tabela 2 resume os peptideos encontrados nas amostras de citocromo c
incubadas com os aldeidos. Nas amostras incubadas com HHE houve um aumento
significativo dos peptideos modificados utilizando o método de inclusdo e exclusdo de

massas dos ions precursores.
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Tabela 3—- Peptideos do citocromo ¢ modificados(*) por HHE e HNE, provenientes da digestdo

com tripsina e detectados por NanolLC — ESI — MS/MS.

Seqiiéncia Posicdo Massa Mono Tedrica Residuo aldeido
s/add modificado

KTGQAPGFSYTDANK* 40-54  566.0599(+3) 1698.1797 1584.7653 K53 HHE
IFVQKCAQCHTVEK* 10-23  874.3585(+2) 1747.8874 1633.8186 K22 HHE
TGPNLH*GLFGR 29-39 641.8494(+2) 1283.6988 1168.6222 H33 HHE
KIFVQK* 8-13 438.783(+2) 877.5666 763.5632 K13 HHE
K*YIPGTK 78-84  460.777 (+2) 920.545 806.4777 K79 HHE
MIFAGIK*K 80-88 511.310(+2) 1021.6114  907.5431 K87 HHE
TGPNLH*GLFGR 29-39  442.2516(+3) 1323.7309 1168.6226 H33 HNE

4.2 Estudos in vivo

4.2.1 Genotipagem

Como os ratos transgénicos portadores da SOD1 humana (SOD1%%%4) s3o
hemizigotos (portador de apenas um alelo para o gene), portanto, espera-se encontrar
metade dos descendentes afetados pela condicdo, e a cada nova ninhada se faz
necessario realizar a genotipagem nao apenas para definir os grupos de portadores do
gene mutado da SOD1 e de controles (irmdos que ndo possuem o gene mutado da SOD1
humano), mas também para selecionar 10 animais portadores como reprodutores para

a manutencdo de futuras col6nias.

A ninhada de fémeas (abril-julho de 2015) foi obtida com o intuito de obter um

numero suficiente de animais de linhagens diferentes, para ter uma triplicata bioldgica.
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Foram selecionadas 40 fémeas de 56 animais onde 28 eram portadoras do gene, e 28

nao possuam o gene da SOD1 (figura 13).

4
f?\*h s o

Controle ELA
Figura 15 - Gel de agarose representativo dos produtos (200 pb) de PCR obtido a partir das

orelhas dos filhotes, a banda clara (canto direito inferior) presente apenas no portador da ELA é
resultante da amplificacéo do gene mutante da SOD1%* humana, a esquerda representa o

animal controle ausente para este gene.

4.2.2Avaliagdo dos ratos e acompanhamento dos sintomas

A figura 14 mostra o acompanhamento do peso durante as avaliacdes dos
animais pertencentes ao grupo dos sintomaticos (n=4). Os animais ELA apresentaram
um padrdo similar de perda de peso comparados aos animais controles de mesma idade.
O animal controle selecionado para cada ELA a ser submetido a eutanasia, foi escolhido
por ter a mesma idade ou ser irmdao do animal portador e faixa de peso inicial
semelhante, todas as combinacbes foram entre irmdos. Os pares de animais ELA vs
controle foram selecionados desde o inicio da avaliacdo, entretanto, as informacdes
sobre portadores e seus controles, foram omitidas (duplos cegos) durante o processo

de avaliacdo dos sintomas.
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Figura 16 - Andlise do peso corporal dos animais ELA sintomdticos e respectivos controles. *

idade em que os sintomdticos apresentaram o peso mdximo.

Pouco antes de 120 dias os animais afetados apresentavam os sintomas

caracteristicos doenca, como por exemplo, a paralisia gradual dos membros mais severa

e pronunciada. A piora dos sintomas, em geral, ocorria logo apds terem atingido o pico

maximo do peso.

Com relacdo a perda de movimento nos estagios iniciais dos sintomas, na

maioria, foi observada uma diminuicdo sutil da forca em todos os animais ELA, bem

como, uma significativa redu¢do do comportamento exploratério, ao tira-los da caixa. A

tabela 3 sumariza as condi¢Ges clinicas observada em funcdo do peso e do fendtipo

clinico da doenca, tipo de paralisia, idade dos animais portadores dos sintomas.
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Tabela 4— Aspectos clinicos dos sintomas, peso e idade dos portadores (n=4) da ELA observados.
*o0 peso final se refere ao peso de cada individuo ao atingir 20% de perda de peso com relacGo

ao seu peso mdximo.

Numero do animal Fenétipo clinico Peso maximo (g) Peso final (g)*  Idade (dias)
401 Paralisia membros anteriores 253 202,4 116
430 Paralisia membros posteriores 240 192 126
427 Paralisia membros posteriores 233 186,4 120
391 Paralisia membros anteriores 277 221,6 119

Como a ELA é uma condicdo clinica multifatorial (tanto a esporadica quanto a
familiar), do ponto de vista fisiopatoldgico e molecular, é esperado que os ratos Sprague
Dawleydesse modelo transgénico da SOD1%%3A, apresente fendtipos clinicos variados,
como, paralisias exclusivas (exclusivas por regido anterior ou posterior dos membros),
ou paralisia simultanea de membros anteriores e posteriores, e por fim, um tipo menos
comum animais com sintomas brandos, e os animais com paralisia nos membros
anteriores sao mais afetados e vivem menos. De acordo com a literatura, a maior
agressividade desse tipo ndo esta diretamente ligada a limitacdo fisica do portador ao
tentar se alimentar utilizando esses membros, e sim uma agressividade per si, intrinseca
a ELA (Matsumoto, et al, 2006), de fato essa condicdo (viver menos) foi observada nos

animais desse estudo com esse tipo de lesdo em membros anteriores.

E importante destacar que realmente o peso é um bom pardmetro como guia
para o inicio da fase mais agressiva dessa neurodegeneracdo, a perda de peso durante

esse estagio, foi em torno de 5-10% por dia de massa corpdrea, antes de chegar a 20%.
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Os sintomas da ELA emergem quando surgem falhas nas conexdes axonais, ou
seja, o axonio se retrai acompanhado da degeneracdo da inervacdo dos neurdnios
motores inferiores ou dos musculos, apesar de ndo se saber ao certo a sequéncia de
eventos deletérios durante a progressao da doenca, acredita-se que o estagio inicial seja
a retracdo dos axonios que é compensada por brotamentos e re-inervagdes colaterais
que parecem ser mais resistentes ao processo degenerativo. Porém essa compensagao
nao consegue impedir os danos subseqlientes. Apds a retra¢do e disfuncao dos axonios,
os neurdnios motores se tornam visivelmente anormais e morrem, o timming exato
desses eventos em humanos ainda é incerto, entretanto estudos realizados com
pacientes que morreram prematuramente confirmam essa sequéncia (Saxena & Caroni,

2011; Fischer, et al, 2004).

E importante entender a influéncia desses eventos lesivos por que, conforme
mencionado na introducdo (item 1.3.1), as lesdes exclusivamente em neurdnios
motores superiores e inferiores surgem de maneira independente e possuem origens
moleculares deletérias distintas, essas observag¢des sao relevantes ja que a agregagao

de proteinas (além da SOD1) esta envolvida em ambos os eventos.

4.3Ensaios de imunodfinidade

4.3.1 Detecgéio de proteinas ligadas ao HNE e HHE
As figuras abaixo mostram a deteccao de proteinas ligadas ao HNE e HHE, em

amostras testes. Experimentos de western blot (Figuras 16 e 17)foram realizados para
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verificar a ligagdo de HNE e HHE em proteinas de cortex cerebral dos animais controles

e ELA.
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Figura 17 - Detecgdo de proteinas ligadas ao HNE por Western blot das proteinas obtidas do
cortex cerebral de animais controles e ELA, em A) e B) Imunoblot representativo de alguns
animais controles e ELA pré-sintomdticos (n=6) e C) e D) animais controle e ELA pré-sintomdticos

(n=6) anti-HHE.
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Figura 18 - Detecgdo de proteinas ligadas ao HNE por Western blot das proteinas obtidas do
cortex cerebral de animais controles e ELA, em A) e B) Imunoblot representativo de alguns
animais controles e ELA sintomdtico (n=6) e C) e D) animais controle e ELA sintomdticos (n=7)

anti-HHE.

Nas figuras 16 e 17 e possivel observar, uma tendéncia de aumento na
concentracdo de proteinas ligadas ao HNE nos animais ELA mais acentuada nas amostras
de 70 dias, comparadas ao controle. Nas amostras dos animais sintomaticos nao
detectamos diferenca na concentracdo de aldeido-proteina entre os grupos, mas como

os experimentos indicaram uma tendéncia de aumento. Com relacdo aos resultados
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obtidos com HHE tanto os animais pré-sintomaticos quanto os sintomdticos nao
apresentaram diferencas de HHE-proteina, tanto nos controles quanto nos animais ELA.

Nado houve diferenca estatistica significativa entre os grupos para os dois aldeidos.

4.4 Protedmica de cortex motor

4.4.1 Andlise proteémicas integrativa global

Em todos os grupos, no total, foram encontradas 3,591 proteinas e apds filtrar
por contaminantes, peptideos Unicos maior ou igual a 2, o numero caiu para 1,965. Para
verificar o tipo de distribuicdo estatistica dos dados, e correlacdo entre as amostras (de
cada individuo por grupo), as intensidades de LFQ foram plotadas em graficos do tipo
multiscatter plot de correlagdo entre réplicas bioldgicas, de acordo com a figura abaixo,
no canto esquerdo superior de cada correlagdo esta o R quadrado, as amostras estdo

bem correlacionadas e com uma distribuicdo normal semelhante.

80



ELAPre413 ELAPre414 ELAPre408

ELA Pre 412

Ctl Pre 410 Ctl Pre 411 Ctl Pre 415 Ctl Pre 407

ELASin430 ELASIin 427 ELASiIn 391

ELA Sin 401

T

T T
20 30 20

Ctl Sin 405 Ctl Sin 406 Ctl Sin 409 Ctl Sin 388

Figura 19 - Label Free Quantification (LFQ) dos ratos transgénicos SOD %** (obtidos através do
Perseus) resultante das 1,965 proteinas encontradas em cada amostra, mostrando uma boa
correlagdo entre as amostras (através do R quadrado satisfatdrio, numero azul no canto

esquerdo de cada grdfico).
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10

Componente 2 (13,1%)

A andlise do componente principal (PCA — principal componente analysis) é
interessante para dados com mais de uma varidvel, e os componentes principais
conseguem mostrar em uma Unica figura uma compreensdo mais simplificada de uma
grande quantidade de dados (as varidveis sdo reduzidas para um nimero menor: 0s
componentes principais). Sendo assim, é possivel visualizar nesse novo plano (resumo
de dois componentes principais, duas dimensdes) onde os dados variam. A figura 19
mostra a correlacdo entre os animais dos grupos. E possivel ver que o grupo de animais
pré-sintomaticos estd mais afastado dos animais sintomaticos (apesar de alguns ficarem
proximos dos pré-sintomdticos) formando agrupamentos por similaridades, baseado
nas distribui¢des de LFQ das amostras, juntos os dois componentes explicam 58,8% da

variancia dos dados, mostrando a boa correlagdo entre os grupos.

D[E‘LA Pre 408
ELA Pre 41

o
Ctl Sin 409

T T T T T T T T T T T T T T T T
-20 -18 -10 5 0 8 10 1% 20 25 kY 35 40 45 80 1 &0 65

Componente 1 (45,5%)

Figura 20 - Andlise dos componentes principais (duas dimensdes) entre os individuos com relag¢éo
ao perfil de distribui¢do das proteinas por LFQ nos grupos (n=4). Em azul estéio os animais do

grupo pré-sintomdtico e em vermelho estdo representados os animais do grupo sintomadtico.

Portanto, tanto os graficos de correlacdo entre cada amostra (multiscatter plot)

e a analise dos componentes principais, mostram que os grupos possuem uma boa
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correlagdo para serem estudados, esses recursos permitem visualizar a qualidade dos

dados entre as réplicas bioldgicas. Sendo assim, foi possivel conduzir as andlises gracas

a qualidade dos dados demonstradas nessas figuras.

Com relagcdo as proteinas significantes (tabela 4) foram obtidas através das

andlises de variancia (ANOVA, FDR 5%) para multiplas hipéteses (mais de uma varidvel

para o mesmo ensaio: idade e doenca) foram identificadas 24 proteinas.

Tabela 5 - proteinas diferencialmente expressas de todos os grupos, encontradas na andlise

global do proteoma (FDR 0,05).

Nome da proteina Nome do gene Peso molecular (kDa) Score Peptideos unicos Cobertura de sequéncia [%]
Proteina 405 ribossomal 526 LOC100361854 13,006 3,8196 2 20,9
Alfa internexina Ina 25,527 14,044 2 8,7
Aminopeptidase B Rnpep 57,078 118,4 24 455
Proteina C reativa crp;Crp 23,546 5,9086 2 19,7
Creatina quinase tipo M Ckm 18,721 79,196 4 43,1
Proteina like 1 associada ao microtibulo equinodérmico Eml1 110,81 33,916 7 15,7
Glicerol-3-fosfato desidrogenase [NAD(+)] Gpdil 52,129 12,805 5 22,4
Glicina-tRNA ligase Gars 21;; 23,064 3 18,9
Heat shock protein 75 kDa, mitocondrial Trapl 38’018 2?:31 22 359
Ribonucleoproteina nuclear heterogénea H Hnrnphl 35’433 323’ » 9 26,1
Proteina de ligacdo a hialurnico e proteoglicano Hapin2 61’335 o 7:38 ;2 5;6
Malato desidrogenase citoplasmatica Mdh1 56:115 23:3 5 s o
Proteina quinase 1 ativada por mitogeno Mapk1 35.575 223 31 ; s
Marcador de diferenciacdo mieldide associado Myadm 21,275 323:31 s 76'5
Neurofllamento polipeptidico leve Nefl 7.4963 11,308 5 19:2
Neurc?gramr?a —NEUG (55-78) Nrgn 35,118 57202 ) on
Perox!redfmna 4 ) ‘ . . Prdxl4 89,801 18,832 5 as
Proteina like de interacdo com hidrolase fitanoil-CoA Phyhipl 23,945 17.519 X 19'7
Prostaglandina E sintase 3 Ptges3 80,45 94,547 2 21’8
Proteina disulfeto-isomerase A3 Pdia3 33,865 12,422 5 21’7
Proteina serina/treonina fosfatase 22 subunidade catalitica Ppp2ch 22,399 115,32 . ”’5
Proteina 2 transmembrana relacionada a tioredoxina Tmx2 42,412 119,99 15 51’2
Ubiquitina de modificagdo de conformacdo conjugada aenzimal  Ufel 72,603 176,95 21 AS’B
3-Oxoacil-CoA redutase de cadeia muito longa Hsd17h12 31,007 34,961 . 29:7

A analise da expressao dessas proteinas nas amostras foi feita de acordo com o

agrupamento hierarquico das LFQ desse grupo de proteinas por similaridades baseado

na ontologia dos genes. Perfis similares formam agrupamentos ou “clusters”. Avalia

simultaneamente tanto similaridades entre as amostras quanto similaridade entre as
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proteinas, baseando-se em agrupamentos por funcdes bioldgicas dos clusters de
proteinas (essas similaridades levam em consideracdo as relagdes ontoldgicas entre

proteinas e individuos).
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Glicina-tRNA ligase

Aminopeptidase B

Heat shock protein 75 kDa, mitocondrial

Proteina 1 associada ao microtubulo equinodérmico
Proteina de i ¢do com hidrolase fitanoil-CoA
Neurogranina = NEUG (55-78)

Glicerol-3-fosfato desidrogenase [NAD(+)]

Creatina tipoM

Malato desidrogenase citoplasmatica
Proteina C reativa

B) Proteina de atividade fosfatase Prostaglandina E sintase 3

dependente de calmodulina e fosfatases
Marcador de diferenclagdo mieldide associado
Proteina serina/treonina fosf 2¢ subunidad
Peroxiredoxina 4
Proteina disulfeto-isomerase A3
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3-Oxoacil-CoA redutase de cadeia muito longa
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A) Neurofilamentos e citoesqueleto

Figura 21 - Agrupamento hierdrquico das proteinas diferencialmente significantes. Em vermelho est@o as proteinas com expressGo aumentada e em verde
diminuida. Os retdngulos amarelos e azuis destacam os agrupamentos de proteinas e os reténgulos rosa mostram a express@o dessas proteinas nos grupos. *os

espacgos vazios sdo de proteinas ndo foram identificadas.
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No agrupamento hierdrquico é possivel observar a formag¢dao de dois
agrupamentos entre as amostras, os dois grupos de animais (sintomaticos e pré-
sintomaticos, canto superior), estdao bem “separados” formando dois agrupamentos, de
acordo com distribuicdo hierdrquica. Com relagdo as proteinas também houve a
formacao de dois agrupamentos de proteinas (figura 20). A distancia euclidiana utilizada
na constru¢cdo do heatmap, é uma medida de dissimilaridade (diferenca) entre os
individuos, quanto maior for o valor mensurado, menor sera a semelhanca (observada

através do dendrograma).

O primeiro agrupamento das proteinas envolvidas com neurofilamentos e
citoesqueleto, mostrou que a expressao dessas proteinas estd aumentada nos animais
pré-sintomaticos (vermelho, canto superior direito) e diminuida no grupo de animais
sintomaticos (verde, canto superior esquerdo), por se tratar de um grupo de proteinas
ligada a doenca, talvez essa diferenca, esteja relacionada ndo sé com a idade entre os
dois grupos, mas principalmente com o estagio da doenca, ou seja, o grupo de animais
pré-sintomaticos pode estar com niveis dessas proteinas aumentados além do normal,
talvez uma evidéncia inicial de agregacdo dessas proteinas, por que de fato esse
conjunto de proteinas estruturais sdo afetados durante a doenca, ndo é surpreendente
gue esse cluster proteinas esteja diminuido no grupo sintomatico, por que nessa fase da
doenca os animais ja possuem uma morte neuronal motora muito acentuada nos

portadores ELA.

Jd o segundo agrupamento formado por proteinas dependente de calcio

(calmudolina), apresentou uma situacdo inversa ao cluster anterior; proteinas com
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expressdao aumentada no grupo sintomatico e diminuida nos pré-sintomaticos, por uma
razao muito clara, excitotocicidade por glutamato promovendo o aumento do influxo
de cdlcio, embora esse efeito sobre esse grupo de proteinas ocorra em resposta a agao
do excesso de glutamato, e ndo necessariamente sobre a expressdao desse grupo de
proteinas. E interessante observar que nesse agrupamento de proteinas, também
aparecem proteinas estruturais e de estresse redox e inflamag¢ao, demostrando com isso

a correlagdo entre esses eventos na doencga.

Outra visualizacdo interessante dessas proteinas diferencialmente expressas é o
nivel de significancia delas baseado em menores valores de p-value, que é inversamente
proporcional, ou seja, quanto menor esses valores, maior o nivel de significancia dessas
proteinas. A figura 20 mostra as proteinas mais significantes em cada um dos dois grupos

(pré-sintomaticos e sintomaticos).

1. Pré-sintomaticos

o
Ubiquitina de modificagdo de

onformacdo conjugada a enzima 1
Neurofilamento de cadeia leve
Creatina quinase tipo M

o t N
Prostaglandina E sintase 3

o
Alfa internexina

-Logp

Proteina 40 S ribossomal 526

2 O+
O
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Figura 22 - Volcano plot dos grupos Ctl/ELA pré-sintomadticos (1) e Ctl/ELA sintomdticos (2) as
proteinas em vermelho mais afastadas do centro, representam as proteinas mais significantes (-
log10 do p-value, eixo y). A linha preta mostra o p= 0,05, pontos acima dessa linha representam
0s p<0,05 e abaixo p>0,05, as demais proteinas (sem significdncia estatistica) estdo
representadas pelos quadradinhos cinza, jé os e quadrados vermelhos em branco sdo das

proteinas ndo identificadas.

Em ambos grupos é possivel observar as mesmas proteinas como a
prostaglandina E sintase 3, a proteina 40S ribossomal S26 e a proteina c reativa,
mostrando especialmente no grupo dos pré-sintomaticos que antes dos sintomas essas
proteinas ja tem sua expressao alterada, além da presenca da creatina quinase M,
ubiquitina e da proteina de neurofilamento ja aparecem no grupo dos pré-sintomaticos,
mostrando assim evidéncias iniciais de perturbacdes na homeostase proteica relativa a

formacao de agregados de proteinas, que é um dos efeitos fisiopatoldgico relevante na
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ELA. Nos animais sintomaticos uma das proteinas mais significantes é a neurogranina,
uma proteina de ligacdo ao cdlcio, mostrando o reflexo do aumento do influxo de célcio

mediado pela excitotoxicidade do glutamato.

A figura 21 mostra a distribuicdo das proteinas em um diagrama de Venn, é
possivel visualizar de uma maneira mais clara proteinas compartilhadas e exclusivas
entre os dois grupos. Durante o processamento de dados dessas proteinas o filtro
utilizado de no minimo 2 peptideos Unicos por cada proteina identificada reduziu
drasticamente o numero de proteinas exclusivas (figura 21), além disso, todas as
proteinas (totais e exclusivas) sé foram consideradas se estivessem presentes no
minimo em trés amostras de cada réplica bioldgica (n=4).Foram encontradas 67
proteinas exclusivas do grupo ELA Sin, 58 ELA Pré, e compartilhadas 28 proteinas entre
os grupos ELA Sin/ELA Pré, algumas dessas proteinas foram sumarizadas na figura 23,

de acordo com a importancia bioldgica dessas proteinas diante da doenca.
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ELA Sin Ctl Pre

Ctl Sin ELA Pre

Figura 23 - Diagrama de venn dos grupos sintomdticos e pré-sintomdticos utilizando um filtro de
exclusdo de no minimo 2 peptideos unicos. Os circulos vermelhos representam o numero total de
proteinas compartilhadas entre os grupos ELA sintomdtico/ELA pré-sintomdtico (28) e exclusivas

do ELA sintomdtico (67) e exclusivas em ELA pré-sintomdtico (58).
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Figura 24 - Algumas das proteinas exclusivas relevantes no cendrio bioquimico da ELA, dos
grupos de animais portadores da ELA. Em verde algumas proteinas interessantes das 58
encontradas apenas nos ELA pré-sintomdticos, em vermelho algumas das 28 compartilhadas
entre ELA pré-sintomdticos/ELA sintomdticos e em lilds algumas das 67 encontradas somente no

grupo dos ELA sintomadticos.

4.4.2 Modifica¢oes pos-traducionais mediadas por HNE e HHE

No grupo dos controles pré-sintomaticos foram encontrados 7 peptideos de
proteinas modificadas com HNE (156 Da) via adicdo de Michael (tabela 5 A) e 8 nos ELA
Pre. Nesse mesmo grupo, também foram encontradas nos controles, 3 peptideos de
proteinas modificadas por adicdo de HNE (138 Da) via base de Schiff, e 6 proteinas nos

ELA pré-sintomaticos (tabela 5 B).

Foram encontrados 4 peptideos de proteinas modificadas por HNE (via adicdo de

Michael) nos controles sintomaticos (tabela 6 A) e 5 peptideos de proteinas nos ELA Sint.
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As modificacbes mediadas por HNE via base de Schiff, para o grupo de animais

sintomaticos, resultaram em dois peptideos de proteinas, nos controles, e 6 nos ELA Sin

(tabela 6 B).

Tabela 5 - Peptideos de proteinas dos animais pré-sintomdticos modificados via adi¢do de

Michael HNE (A) e por base de Schiff (B). Em destaque lilds estdio as proteinas biologicamente

relevantes.

AJAdicéio de HNE via Michael do grupo dos animais Pré-sintomdticos

Proteinas/grupo HNE  Fungdo (fonte:uniprot: Ensembl)

Ctl Pre
AOAOR3SJY0 Proteina ndo caracterizada
AOAOR3SJYO Proteina ndo caracterizada
G5C1D0 Proteina ndo caracterizada, transmembrana
AOAOH5PXVO Proteina ndo caracterizada
AOAOH5PXVO Proteina ndo caracterizada
AOAOH5Q4X7  Proteina de ligacdo ao DNA (processo bioldgico: recombinagdo do DNA)
AOA158QDE6  Proteina ndo caracterizada
ELA Pre
D4AE71 Proteina ndo caracterizada
AOAOKOCSZ2 Proteina ndo caracterizada
AOAOR3SJYO Proteina ndo caracterizada
AOAOR3SJYO Proteina ndo caracterizada
G5BZNO proteina de ligagdo ao DNA
D4A5D4 Fator 1 de ligagdo cruzada ao microtubulo
G5BZNO Proteina de ligagcdo ao DNA
G5BVNG6 Proteina 2 de interagdo com a polimerase delta

B)Adicdo de HNE via Base de Schiff do grupo dos animais Pré-sintomdticos

Proteinas/grupo HNE-H20  Fungdo (fonte:uniprot: Ensembl)

Ctl Pre
AOA091DH40 Proteina ndo caracterizada
AOAON4YFQ7 NEDDS8-enzima de conjugacdo com ubiqui.12
AOA091DH40 Proteina néo caracterizada
ELA Pre
AO0A091DH40 Proteina ndo caracterizada
AOAON4YDH1 Proteina ndo caracterizada
AOAON4YFQ7 NEDDS8-enzima de conjugagdo com ubiqui.12
G5AXV0 Catalase
G5AXV0 Catalase
AO0A091DH40 Proteina ndo caracterizada
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Tabela 6 - Peptideos dos animais sintomdticos modificados via adi¢éo de Michael HNE (A) e por

base de Schiff (B). Em destaque lilds estdo as proteinas biologicamente relevantes.

A)Adicéo de HNE via Michael do grupo dos animais Sintomdticos

Proteinas/grupo HNE  Fungdo (fonte:uniprot: Ensembl)
Ctl Sin

AOQAOKOCSZ2  Proteina ndo caracterizada
G5BZNO;F1LVV4 proteina de ligagdo ao DNA (Rec2)

AOAOH5Q4X7  Proteina de ligagdo ao DNA (processo bioldgico: recombinagdo do DNA)
G5BZNO;F1LVV4 proteina de ligagdo ao DNA (Rec2)

ELA Sin

AOAOR3SJY0 Proteina ndo caracterizada
AOAOR3SJYO Proteina ndo caracterizada

AOAOH5Q4X7 P ndo caracterizada, GO p.de ligagdo e de recombinagdo ao DNA
AOA158QDE6  Proteina ndo caracterizada

G5BVN6 Proteina 2 de interacdo com a polimerase delta

B)Adicdo de HNE via Base de Schiff do grupo dos animais Sintomdticos

Proteinas/grupo HNE-H20  Fung¢do (fonte:uniprot: Ensembl)

Ctl Sin

AOAON4YDH1 Proteina ndo caracterizada
AOAON4YXQ3 Proteina ndo caracterizada

ELA Sin
A0A091DH40 Proteina ndo caracterizada
AOAON4YDH1 Proteina néo caracterizada
AOAON4YFQ7 NEDDS8-enzima de conjugagdo com ubiqui.12

E2VX40 Isoforma 1 Camodulina, GO — inibidor da atividade do canal de cdlcio, p. de ligagdo
ao cdlcio,

AOA091DH40 Proteina néo caracterizada
A0A158QYe7 Tiol redutase lissosomal induzivel por interferon gama

Com relagdo aos peptideos de proteinas modificadas por HHE (114) via adicdo de
Michael (tabela 7 A) foram encontradas 5 nos controles pré-sintomaticos, e 1 no ELA

Pre. As modificacGes por adicdo de HHE (96), via base de Schiff (tabela 7 B), para o grupo
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dos pré-sintomaticos, resultaram em 3 peptideos de proteinas nos controles e 2

presentes no ELA Pre.

E para o grupo dos animais sintomaticos, as modificagdes resultantes das adigdes
de HHE, via adicdo de Michael, compreenderam, 5 peptideos de proteinas no grupo
controle, e 3 nos ELA sintomaticos (tabela 8 A), e as adi¢des de HHE via base de Schiff
(tabela 8 B) foram de 5 peptideos de proteinas para os controles e 4 para os ELA
sintomaticos, e em todos os grupos varios peptideos de proteinas encontrados foram
identificados como proteinas ndo caracterizadas, o que significa dizer que sdo proteinas
ainda sem uma descricdo bioquimicamente apropriada nos depositérios de dados

protedmicos.

Tabela 7- Peptideos dos animais pré-sintomdticos modificados via adigcdo de Michael HHE (A) e

por base de Schiff (B).

A)Adigéio de HHE via Michael do grupo dos animais Pré-sintomdticos

Proteinas/grupo HNE  Fungdo (fonte:uniprot: Ensembl)

Ctl Pre

AOA0G2KAS8 Supressor de glicose associado a qutofagia 1 (Sogal), atua na regulag¢do da autofagia
AOAO0G2KAS88 Supressor de glicose associado a autofagia 1 (Sogal), atua na regulagdo da autofagia
AOAON4YIF3 Proteina 18 da familia TWiK family de canais de potdssio

AO0A158P631 Proteina ndo caracterizada

A0A158QFU7 Proteina ndo caracterizada

ELA Pre

AOA158P631 Proteina ndo caracterizada
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B)Adicdo de HHE via Base de Schiff do grupo dos animais Pré-sintomdticos

Proteinas/grupo HHE ~ Fungdo (fonte:uniprot: Ensembl)

Ctl Pre
AOAOG2K9E4  Transportador de troca anibnica (Slc26a7)
F1M4Gé6 Proteina ndo caracterizada, GO atividade de oxido-redutase, atuando sobre o grupo aldeido ou
oxo de doadores, NAD ou NADP como aceptor
G5B3B2 Cadeia alfa da tubuling, atividade gtpdsica, constituinte de citoesqueleto.
ELA Pre
AOAOG2K9E4  Transportador de troca anibnica (Slc26a7)
F1IMA4G6 Proteina ndo caracterizada, GO atividade de oxido-redutase, atuando sobre o grupo aldeido ou

oxo de doadores, NAD ou NADP como aceptor

Tabela 8- Peptideos dos animais sintomdticos modificados via adi¢do de Michael HHE (A) e por

base de Schiff (B). Em destaque lilds estdo as proteinas biologicamente relevantes.

A)Adi¢éo de HHE via Michael do grupo dos animais Sintomdticos

Proteinas/grupo HHE Fungdo e/ou nome (fonte:uniprot: Ensembl)
Ctl Sin
AOAON4YIF3 Proteina 18 da familia TWIK family de canais de potdssio
A0A158P631 Proteina ndo caracterizada
MOR660 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

A0A158QCB0O Proteina ndo caracterizada
AO0A158QCB0 Proteina ndo caracterizada

ELA Sin
AOA091E4M3 Proteina ndo caracterizada
A0A158P631 Proteina ndio caracterizada
G5BFB3 Janus quinase e proteina 3 de interacdo com microtubulo

B)Adicéio de HHE via Base de Schiff do grupo dos animais Sintomdticos

Proteinas/grupo HHE-H20  Funcdo e/ou nome (fonte:uniprot: Ensembl)

Ctl Sin
AOA091E6D4 Subunidade alfa tipo 10 da proteina de canal de sddio
000763 Acetil-CoA carboxilase 2;Biotina carboxilase
000763 Acetil-CoA carboxilase 2;Biotina carboxilase

AOA091E6D4 Subunidade alfa tipo 10 da proteina de canal de sédio
AOAON4YQQ5 Proteina ndo caracterizada

ELA Sin
G5BFB3 Janus quinase e proteina 3 de interagéio com microtubulo
000763 Acetil-CoA carboxilase 2;Biotina carboxilase
000763 Acetil-CoA carboxilase 2;Biotina carboxilase

AOAON4YQQS5 Proteina ndo caracterizada
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E por fim, sumarizar e destacar os peptideos das proteinas modificadas pelos
aldeidos encontradas nas tabelas anteriores, algumas relagcdes importantes entre os
grupos foram mostradas nas duas figuras subsequentes. A figura 23 mostra os peptideos
das proteinas modificadas por HNE (por Michael e base de Schiff), e a figura 24 os

peptideos das proteinas modificadas por HHE.

Ctl Sin/ELA Sin:
AOAON4YDH1

Ct/ Pre/ ELA Pre:

» | AOAOR3SJYO

Proteina ndo Proteina néo

\ caracterizada caracterizada /
\ Ctl Sin/ Ctl Pre: )

ACAOH5Q4X7 ELA Pre:

Ctl Sin/ELA Sin: ELA Sin/ELA Pre: Proteina de ligacdo ao G5AXVO
AOAOH5Q4X7 G5BVNG DNA (processo biologico: Catalase ELA Sin:
Proteina de ligagéio ao Proteina 2 de recombinagto do DNA) ) A0A158QY67
DNA (processo biolégico: interagéo com a Tiol redutase induzivel por
recombinagdo do DNA) polimerase delta interferon gama

Figura 25 - Representa¢do esquemadtica dos peptideos das proteinas relevantes modificadas por
HNE, de acordo com a relacdo entre os grupos, via adigdo de Michael (HNE) e base de Schiff

(HNE-H20). Em destaque, nas cores azul e vermelha as relagbes mais interessantes.

ELA Sin Michael /ELA Sin base de \HHE-H20
| HHE Schiff: G5BFB3

Janus quinase e proteina 3 de
interacdo com microtubulo

Ctl Sin/ELA Sin: ELA Sin/ELA Pre: Ctl Sin/ELA Sin:
AO0A158P631 A0A158P631 AOAON4YDH1
Proteina ndo caracterizada Proteina ndio caracterizada Proteina ndo caracterizada

Figura 26 - Representagdo esquemdtica dos peptideos das proteinas relevantes modificadas por
HHE, de acordo com a relagdo entre os grupos, via adicdo de Mlichael (HHE) e base de Schiff

(HHE-H20). Em destaque, nas cores azul e vermelha as relagées mais interessantes.
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5.Discusséo

5.1 Citocromo ¢

Musatov et al, 2002, demonstraram que o citocromo ¢ pode ser inativado por
modificagbes em residuos de lisina e histidina das subunidades Vlic ou VIII. Outra
histidina importante na manuten¢ao adequada da conformagdo do citocromo c, é a
histidina na posicdo 18 que, juntamente com a metionina 80, diminui a exposicdo do
grupo heme a danos oxidativos. Sigolo et al, 2007 observaram uma adicdo de Michael
no mesmo residuo de histidina 33 no citocromo c incubado 18 mM de o trans,trans-

decadienal (DDE).

Tang et al, 2011, trataram amostras de citocromo ¢, com HNE, em diferentes
concentracdes em condicGes denaturantes, para verificar a estabilidade do aduto. Nesse
trabalho, foi discutido que a histidina 33 é, provavelmente, um hot spot para a adicdo
de Michael a lisinas, possuem uma adi¢cdo randomica de HNE. Histidina 33, mesmo em

baixa concentracdo de HNE, sofre adicdo de Michael.

Em trabalhos sobre a estrutura do citocromo ¢ ha uma recente discussao sobre
a funcdo da histidina 33, segundo Ollerich et al, 2003 quando o ferro perde a
coordenacdo com a metionina 80- a banda CT do citocromo c desaparece. Esses autores
sugerem que o ferro coordene com a histidina 33, hoje se discute, também, a
possibilidade dessa ligacdo ocorrer com a lisina 79 ao invés da histidina 33. Desvendar
essa ligacdo é importante, ja que a perda de coordenacdo do citocromo c faz com que

ele assuma atividade de peroxidase (Mugnol, et al, 2008).
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5.2Proteinas modificadas por aldeidos reativos no modelo ELA

Outro estudo realizado por Carbone et al, 2004, em modelo de ratos com lesdo
hepatica por uso crénico de alcool, demonstram que a indugdo por estresse oxidativo
da heat shock protein 72 kDa (Hsp72) ndo estd acompanhada do aumento de sua
habilidade de restabelecer a conformacao das proteinas, esse comportamento foi

atribuido a modificagdao por HNE da Cys267 no dominio ATPasico da Hsp72.

Staunton, et al, 2011 utilizando wobble mouse (modelo de ELA caracterizado por
uma grande variedade de desordens celulares, que mais se aproxima da ELA esporadica
em humanos) identificaram por gel 2D proteinas do metabolismo energético, de
contragdao muscular, filamentos intermedidrios, e proteinas de resposta a estresse
celular, com destaque para um aumento dos niveis da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, esses dados estdo de acordo com a hipdétese de uma mudanca glicolitica
relacionada ao estresse redox na atrofia muscular ligada a doenca, talvez seja uma

tentativa de compensar a perda da atividade mitocondrial.

Dobrowolny, et al, 2008 realizaram um estudo utilizando o modelo de rato
SOD1%%3A sobre o papel do estresse redox na homeostase muscular, e observaram um
aumento de produtos de estresse redox (MDA e proteina carbonilada) que sinalizaram
para iniciar a autofagia (processo de degradacao intracelular), os autores demostraram

que o musculo esquelético é o alvo primério da toxicidade mediada pela SOD16%3A,

Em 2002 Matsumoto & Fridovich, utilizando o modelo SOD1%%3* verificaram que
o ganho téxico da SOD1 mutante leva a morte gradual dos neurénios motores, o inchago

mitocondrial e formacgao de vacuolo seriam um dos primeiros sinais da morte neuronal.
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A SOD1 mutada se liga na Hsp70, Hsp27 ou na Hsp25, essas proteinas impedem a
entrada da SOD1 para dentro da mitocondria (embora ndo tenha efeito na SOD wild
type), porém essa ligacdao Hsp-SOD faz com que as Hsp fiquem indisponiveis para suas
func¢des anti-apoptéticas, levando a formacao de agregados sedimentaveis observados
(em paralelo) em extratos de células de neuroblastoma, outras proteinas parecem ser

recrutadas para formar esses agregados.

Com o objetivo de compreender a resisténcia dos neurdnios motores, Comley,
et al, 2015 estudaram varias proteinas envolvidas na resisténcia desse tipo de neuronio,
incluindo a proteina de receptor GABA (A) alfa 1, subunidade soltvel da guanilato ciclase
alfa-3 e parvalbumina foram mais abundantes em neur6nios éculo-motor tanto no
homem quanto no rato SOD1%%3A, Os neurdnios motores vulneraveis apresentaram
niveis mais elevados de proteina dineina, periferina e proteina de receptor GABA (A) alfa
2, que desempenham papéis no transporte retrégrado axonal e excitabilidade,
respectivamente. A partir desses dados fica claro que os neurdnios motores éculomotor
tem uma assinatura distinta de proteina quando comparados aos neurénios motores
vulneraveis no tronco cerebral e da medula espinhal, o que poderia em parte explicar a
sua resisténcia a degeneracdo em ALS. Em paralelo, Park, 2015 em um estudo sobre a
de-inervacdo muscular durante o envelhecimento utilizando o mesmo modelo de rato
transgénico (SOD1%%34) obteve dados que sugerem uma completa reconfiguracdo do
sistema colinérgico na medula espinal e nos nervos que podem ser parte dos
mecanismos compensatérios estabelecidos ainda durante o desenvolvimento da coluna

vertebral.
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Pickles, et al, 2013 utilizando o anticorpo B8H10 que reconhece a SOD1
misfolded, verificaram que essa forma da SOD1 esta presente em maior abundancia em
fracdes mitocondriais de medulas espinhais de ratos SOD1%%3A em comparacdo com
forma oxidada da SOD1 (reconhecida pelo anticorpo C4F6). Utilizando citometria de
fluxo, detectaram uma deposicao dependente da idade da forma mutada da SOD1 na
mitocdndria de medulas espinhais de ratos SOD1%%3A e também em camundongos SOD1
G37R. Lesdes mitocondriais, incluindo aumento de volume mitocondrial, o excesso de
producdo de superdxido e um aumento da exposicao do dominio BH3 de Bcl-2 (familia
de genes anti-apoptotico) sdo efeitos deletétrios que estdao associados a presenca de
SOD1 misfolded. Por fim, os autores observaram nos lisados e fragdes mitocondriais de
linfoblastos derivados de pacientes portadores de ELA (muta¢bes de SOD1) acimulo da
SOD1 misfolded, mas n3o nos controles. E importante frisar que alteracdes

mitocondriais estdo intimamente relacionadas com o aumento do estresse redox.

5.3 Proteémica de cortex motor

5.3.1 Andlise proteoma global e proteinas modificadas pelos aldeidos

Com relacdo ao primeiro agrupamento de proteinas (neurofilamentos e
citoesqueleto) conforme mostra a figura 19, algumas proteinas merecem aten¢do como
por exemplo, uma proteina que tem sua expressao aumentada apenas nos animais pré-
sintomaticos ELA é a creatina quinase M, considerando que essa proteina é um
conhecido biomarcador de lesdao no miocardio, e outros tipos de lesGes em tecidos ja
gue essa proteina atua em situacdes em que as células precisam de energia emergencial

(Vikenes, et al, 2009), e curiosamente a alteracdo de expressdo aumentada ocorre nos
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animais ELA pré-sintomaticos. Outra proteina desse agrupamento que apresentou um
comportamento semelhante a anterior é a glicerol-3-fosfato desidrogenase (diminuida
nos portadores ELA pré-sintomaticos) como é uma enzima que participa do
metabolismo, oxida o glicerol 3-fosfato a diidroxicetona e estd envolvida na
gliconeogénese, para formar glicose, ou seja, duas proteinas de metabolismo energético
alteradas nos animais ELA pré-sintomaticos, talvez seja indicio de mecanismos

metabdlicos compensatdrios muito antes do inicio da ELA.

A glicina-tRNA ligase (proteina que transporta seu aminodcido cognato), é uma
proteina que exibe formas mutantes (no gene GARS) que formam ligagGes anormais com
a neurofilina 1 (receptor de outras classes de semaforinas), e outros receptores que
pertence a classe das semaforinas, que sdo proteinas importantes durante o
desenvolvimento neuronal, na sinaptogénese que é a orientagao do crescimento do
cone dos axOnios para as fibras musculares (sinalizacdo repulsiva ou atrativa nos
terminais axonais e as fibras musculares) (Motley, et al, 2010; Antonellis, et al, 2003).
Essas formas mutantes em GARS esta relacionada com a doenca de Charcot-Marie-
Tooth (CMT), que promove a degeneracdao dos neurbnios motores dos nervos
periféricos, e o ganho toxico de funcdo pela glicina tRNA ligase em modelos de
camundongos dessa doenca (CMT2D) promove a degeneracdo dos neurénios motores
(Spaulding, et al, 2016). A heat shock protein 75Kda mitocondrial atua na tentativa de
restabelecer a conformacao ativa de proteinas modificadas ou oxidadas, é regulada com
aumento do estresse celular ou danos mediados por compostos toxicos, ela impede a
agregacao, e por ser mitocondrial (fonte enddégena principal de EROs) talvez explique a

sua baixa expressao no grupo de animais sintomaticos, ja que o aumento evidente de
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estresse redox nesse grupo superou sua capacidade de manter a homeostase dos
processos redox. E por fim, a neurogranina uma proteina de ligacdo ao cdlcio que atua

na via da PKC.

No segundo agrupamento mostra algumas proteinas interessantes na
compreensao da doenca, como por exemplo a proteina C reativa que é uma proteina de
ligacdo a fosfocolina expressa em células lesionadas ou mortas, marcando-as para o
sistema complemento para direciona-las para fagocitose, e é um indicador sensivel de

inflamacao (Sidore, et al, 2015).

Zambelli, et al, 2014, demonstraram uma ligacdo entre a aldeido desidrogenase
(ALDH2) com o processo inflamatério, mais especificamente a nocicepgao, os autores
testaram essa hipdtese ao utilizar um camundongo knock-in para a aldeido
desidrogenase (ALDH2), e observaram que ao receber um estimulo doloroso esses
animais apresentavam uma sensibilidade maior, bem como possuiam niveis maiores

adutos de proteinas ligadas ao HNE, comparados ao wild type.

Zhao, et al, 2014, realizaram um estudo utilizando tecido cardiaco de ratos sadios
tratados com doxorubicina para identificar proteinas mitocondriais modificadas por
HNE, através de técnicas como imunoprecipitacdo e gel 2D, e os autores verificaram que
as proteinas mitocondriais modificadas estdo relacionadas com o metabolismo
energético, principalmente proteinas do ciclo de krebs e da cadeia de transporte de

elétrons.

De modo geral, o conjunto de proteinas encontrado exclusivamente no grupo de

pré-sintomaticos de ELA, compreendem proteinas ligadas a homeostase neuronal, como
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por exemplo, a pentraxina 1 neuronal, que contribui para o dano causado por agregados
beta-amildide e é super-expresso durante a degeneracao dos dentritos em portadores
de Alzheimer (Abad, et al, 2006), e a proteina homdloga 1 de atraso mental fragil x, que
atua sob o desenvolvimento neuronal e na plasticidade sindptica através do splicing dos
mRNA atua na manutenc¢do da estabilidade do mRNA, no transporte dendritico dos
mRNA (Bardoni, et al, 2001). Ainda nesse mesmo conjunto de proteinas, a presenga da
aldeido desidrogenase mitocondrial nos animais ELA pré-sintomaticos pode sugerir
indicios de uma atuacao deletéria dos aldeidos provenientes de um desequilibrio no
balanco redox mitocondrial, é interessante destacar que essas evidencias de ruptura no
equilibrio redox ocorrem antes dos sintomas. Outra proteina relevante, ainda neste
grupo de individuos, é a proibitina 2, que atua na marcacdo mitocondrial para autofagia,
é importante frisar nesse contexto de compartimentalizacdo celular, que processos
bioldgicos diferentes parecem ocorrer na mesma organela (mitocondria), sugerindo
talvez uma relagcdo entre a doenca e os processos redox mitocondriais, ja que a aldeido

desidrogenase e esta ultima proteina sdao mitocondriais (Wei, et al, 2017).

Algumas proteinas compartilhadas entre ELA Pre/ELA Sin merecem atengdo
devido ao seus contextos bioquimicos na fisiopatologia da doenca, como a neurabin 2,
uma proteina responsavel pela modulacdo da transmissdo da sinapse excitatéria e da
manutencdo da morfologia adequada dos dendritos através da interacdao da mesma com
a actina (Satoh, et al, 1998). Outra proteina interessante é a polimerase | e fator de
liberacdo da transcri¢cdo, que regula os limites de expansdo do tecido adiposo (Perez-

Diaz, et al, 2014).
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Com relacdo aos peptideos das proteinas modificadas por HNE (via adicdo de
Michael) encontradas nos grupos, algumas destas proteinas compartilhadas entre
grupos importantes merecem atencao (figura 24 e 25), como a proteina 2 de interagao
com a polimerase delta, compartilhada entre ELA pré-sintomaticos e ELA sintomdticos,
€ uma proteina de ligacdao ao DNA e a outras proteinas, presente no nucleo mitocondrial,
estd envolvida nos processos bioldgicos de morfogénese mitocondrial, atua na
regulacdo negativa da macro-autofagia, e na regulacdo positiva do ciclo celular mitético

(Liu, et al, 2003; Kim, et al, 2013).

A respeito dos peptideos de proteinas modificadas por HHE curiosamente, uma
mesma proteina foi encontrada no grupo dos ELA sintomaticos, tanto por mecanismo
de adicao via Michael e base de Schiff: a Janus quinase e proteina 3 de interagdo com o
microtubulo, essa proteina se liga receptor GABA, ao microtubulo, cinesinas e ao RNA,
com relagdo aos processos biolégicos, atua na cognicao e no transporte proteico (Cruz-

Garcia, et al, 2007; Couve, et al, 2004)
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6.Conclusoes

Os estudos com citocromo ¢ mostraram a liga¢cdo dos aldeidos ao citocromo c e
mecanismos de rea¢do foram propostos. Foram encontrados seis peptideos modificados
por HHE e um para o HNE, e o peptideo TGPNLHGLFGR se mostrou modificado pelos
dois aldeidos paralelamente. Foi demonstrado que a histidina 33 é um “hot spot” frente
as adicOes pelos aldeidos. Nas andlises por western blot dos aldeidos foi possivel
observar uma tendéncia de aumento na concentracdo de proteinas ligadas ao HNE nos
animais ELA, mais acentuada nas amostras de 70 dias comparadas ao controle. Com
relacdo aos resultados obtidos com HHE tanto os animais pré-sintomaticos quanto os
sintomaticos ndo apresentaram diferencas de HHE-proteina, tanto nos controles quanto
nos animais ELA. Nas amostras dos animais sintomdaticos ndo detectamos diferenca

significativa na concentracdo de aldeido-proteina entre os grupos.

Ja as analises protedmicas revelaram 24 proteinas diferencialmente expressas,
dando destaque para proteinas com os maiores valores de significancia (p-value), como
a ubiquitina de modificacdo de conformacdo conjugada a enzima 1, no grupo dos pré-
sintomaticos e a neurogranina, no grupo dos animais sintomaticos e varias proteinas de
metabolismo energético, de neurofilamentos, proteinas de processos redox e proteinas
ligadas o metabolismo de calcio (fundamentais na fisiopatologia em ELA). A respeito de
algumas proteinas importantes encontradas com exclusividades nos grupos pelo
diagrama de Venn, foram encontradas a aldeido desidrogenase mitocondrial x nos
animais ELA pré-sintomaticos, e a polimerase | e fator de liberagdo da transcricdo
compartilhadas nos animais ELA pré-sintomaticos e sintomaticos. Como proteina

exclusiva nos ELA sintomdticos, foram encontradas a proteina do receptor 2 de
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glutamato, diversas proteinas ligadas a canais i6nicos e do metabolismo de calcio, de

lipideos bem como proteinas ligadas ao sistema proteassomal e ao estresse redox.

Com relagdo a proteinas modificadas pelos aldeidos, foram encontradas algumas
relevantes, como a proteina 2 de interacdo com a polimerase delta que foi modificada
por HNE via adicdo de Michael, encontrada nos animais ELA pré-sintomaticos e
sintomaticos. A catalase foi encontrada modificada por HNE via base de Schiff) apenas
nos ELA pré-sintomaticos, e a tiol redutase induzivel por interferon gama no grupo ELA
sintomatico. No que se refere a proteinas modificadas por HHE, foram encontradas a
Janus quinase e a proteina 3 de interagdao com microtubulo, modificada tanto por adi¢ao
de Michael quanto via base de Schiff nos animais ELA sintomaticos. E interessante
ressaltar que algumas modificacdes encontradas em proteinas ndao caracterizadas
podem indicar proteinas novas ainda nao descritas como modificadas por esses
aldeidos. Portanto, os resultados mostram que algumas das proteinas modificadas por
HNE e HHE encontradas neste trabalho, estdo relacionadas ao estresse redox, vias
metabdlicas energéticas, proteinas envolvidas na resposta a danos oxidativos, e

processos inflamatérios. Tais modificacdes ocorrem nao sé nesse modelo.

A compreensao da relacao desses eventos moleculares pode ajudar a entender
melhor a patogénese e se aproximar de um dos maiores desafios nesse modelo, que é
entender o “gatilho” que inicia essa doenca, ja que a sobrevida dos portadores é

extremamente curta (de 2 a 5 anos) depois da manifestacdo dos primeiros sintomas.
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