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Sumario

A Esclerose Lateral Amiotrdfica (ELA) é uma doencga neurodegenerativa fatal que envolve a
morte selectiva dos neurdnios motores superiores e inferiores, levando a atrofia muscular, paralisia e
morte. Cerca de 90% dos casos de ELA sdo esporadicos, sem causa conhecida, mas os restantes 10%
tém componente genética e sdo denominados casos familiares. Destes ultimos, cerca de 25% séo
causados por mutacdes no gene que codifica para a Superéxido dismutase Cu-Zn (SOD1).

A estabilidade conformacional da SOD1 parece estar fortemente associada a coordenagdo com
os ibes Zn** e Cu®*, que leva a formacdo da ligacdo per-sulfureto intramolecular, resultando numa
temperatura de desnaturagdo (T,) bastante elevada (= 90°C). A variante da SOD1 sem iGes metalicos
mas com a ligacao per-sulfureto intacta (Apo-SOD1 S-S) tem uma T, de, cerca de, 52,8°C.

Recentemente, tem sido proposto que a Apo-SOD1, sob condicdes fisioldgicas, i.e. 37°C, pH 7
e 100 uM de concentragdo, forma oligdmeros proteicos estaveis, sollveis e de grandes dimensdes.

Utilizando uma grande variedade de espectroscopias biomoleculares, estudou-se a interaccao
in vitro entre a Apo-SOD1 e 0 id0 Ca®*, que esta presente, em niveis elevados, no espaco sinaptico.
Observou-se que este ido provoca alteragdes estruturais na Apo-SOD1, nos diferentes niveis de
estrutura, sem, no entanto, afectar a estabilidade conformacional. Este efeito € ainda mais vincado,
quando a proteina é submetida a um ambiente redutor, mais concretamente, quando é incubada com
TCEP. Nesse contexto, 0 id0 Ca*" promove o aumento das zonas hidrofébicas da proteina expostas ao
solvente, bem como, fenémenos de agregacao e formacdo de fibrilas amildides pela Apo-SOD1.

Os resultados obtidos estdo em sintonia com as informagGes recentes da literatura, que
indicam que os pacientes com ELA tém problemas ao nivel da regulacdo dos niveis de Ca** e que,

consequentemente, este ido podera ter uma grande influéncia na ELA.

Palavras-chave: Esclerose Lateral Amiotrofica, Superdxido Dismutase 1, Folding de proteinas,

Agregacdo, 16es metalicos, Espectroscopias biomoleculares.






Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease that involves
selective death of the upper and lower motor neurons, leading to muscle atrophy, paralysis and death.
Nearly 90% of ALS cases are sporadic, without a known cause, but the remaining 10% have a genetic
link and are called familial cases. Of these familial cases, about 25% are caused by mutations in the
gene encoding CuZn Superoxide dismutase (SOD1).

The conformational stability of SOD1 appears to be tightly linked to Zn®* and Cu?®" ion
coordination, which drives the formation of an intramolecular disulfide bond, resulting in a very high
Tm (= 90°C). The metal-free, disulfide-intact protein (Apo-SOD1 S-S) has a T, value of = 52,8°C.

Recently, it has been proposed that Apo-SOD1 under physiological conditions, i.e., 37°C, pH
7, and 100 uM protein concentration forms large, stable and soluble protein oligomers.

Using a wide variety of biomolecular spectroscopies we studied the in vitro interaction
between Apo-SOD1 and Ca®* ion, which is present in the synaptic space at high levels. It was
observed that this ion causes structural changes in Apo-SOD1, at different structural levels, without,
affecting, however, the conformational stability. This effect is even more pronounced when the protein
is subjected to a reducing environment, more specifically, when incubated with TCEP. In this context,
the Ca®* ion promotes the increase of hydrophobic areas of the protein exposed to solvent, as well as
phenomena of aggregation and amyloid fibril formation by Apo-SOD1.

The results are in line with the recent data indicating that ALS patients have problems in Ca**

levels’ regulation and, consequently, this ion may have a major influence in ALS.

Keywords: Amyotrophic Lateral Sclerosis, Superoxide Dismutase 1, Protein Folding, Aggregation,

Metal ions, Biomolecular spectroscopy.
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1. Introducéao

1.1. Folding e Misfolding de proteinas

1.1.1. O processo de folding proteico

O folding de uma proteina é o processo fisico através do qual uma cadeia polipeptidica adquire
a sua estrutura tridimensional caracteristica e funcional (Alberts et al, 2002). Ap6s a traducdo da
sequéncia de mRNA para uma cadeia linear de aminoacidos, a proteina existe sob a forma de um
polipéptido sem estrutura organizada (Figura 1.1). De seguida, 0s aminoacidos interagem entre si de
forma a produzir uma estrutura tridimensional bem definida, designada por estado nativo de uma

proteina (Figura 1.1), e que corresponde ao estado de menor energia livre.

Cadeia linear Estado nativo

Figura 1.1 - llustracdo da transformacdo de uma proteina, desde o estado em cadeia linear (lado esquerdo) até ao

estado nativo (lado direito). No estado nativo os aminoacidos hidrofébicos estdo protegidos do solvente.

Actualmente, é aceite que as proteinas apresentam varios niveis de estrutura, nomeadamente
estrutura primaria, secundaria, terciaria e, por vezes, quaternaria (Murray et al, 2006). A estrutura
primaria é dada pela sequéncia de aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica (Nelson et al, 2008)
(Figura 1.2), sendo o nivel estrutural mais simples mas, também, um dos mais importantes, pois,
segundo o Dogma de Anfinsen, dele deriva todo o arranjo espacial da molécula (Anfinsen, 1973). A
estrutura secundaria é dada pelo arranjo espacial de aminoacidos préximos entre si na sequéncia
primaria da proteina e ocorre gracas a possibilidade de rotacdo das liga¢des entre os carbonos a dos
amino&cidos e 0s seus grupos amina e carboxilo. Existem dois tipos principais de estrutura secundaria,
ambas estabilizadas por ligagdes de hidrogénio: a hélice-a, que consiste numa estrutura cilindrica na

qual as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos se encontram viradas para o exterior; e a folha-p,

1



que consiste numa estrutura achatada e rigida (Rose et al, 2006) (Figura 1.2). A estrutura terciaria
pode ser definida como a aparéncia global de uma molécula de proteina (Figura 1.2), sendo
estabilizada por interacgdes ndo-locais (ou a distancia), nomeadamente interaccdes electrostaticas e
hidrofébicas, ligacbes de hidrogénio, forcas de van der Waals e, por vezes, ligacGes per-sulfureto
(Alberts et al, 2002). Algumas proteinas necessitam de atingir a estrutura quaternaria para serem
biologicamente activas. Este nivel de estrutura é formado pela associacdo de duas ou mais cadeias
polipeptidicas, através das mesmas forcas envolvidas na formacéo da estrutura terciaria (Nelson et al,
2008) (Figura 1.2).

Estrutura primaria

Aminoacidos

Folha-p Hélice-o

A
u Estrutura secundaria
A

Estrutura terciaria

Estrutura quaternaria

Figura 1.2 - llustracdo referente aos diferentes niveis de estrutura de uma proteina. Adaptado de

http://biotech.matcmadison.edu/resources/proteins/labManual/chapter_2.htm (consultado em 25/7/2011)

As proteinas no seu estado nativo tém, normalmente, um nucleo hidrofébico, no qual o
empacotamento das cadeias laterais confere estabilidade, enquanto as cadeias laterais polares ou
carregadas ocupam a superficie exposta ao solvente, onde interagem com a &gua circundante.
Minimizar o ndmero de cadeias laterais hidrofébicas expostas ao solvente é, geralmente, uma
obrigatoriedade no processo de folding (Pace et al, 1996).

A elucidacéo das vias de folding de proteinas e dos principios que as governam tém sido um
dos problemas mais dificeis de resolver na area da biologia estrutural. Praticamente todas as vias
bioguimicas sdo estudadas através do isolamento dos intermediarios da via e da determinagdo da sua

estrutura. Contudo, esta abordagem ndo se pode aplicar as vias de folding de proteinas, uma vez que 0s



seus intermediarios tém tempos de vida inferiores a um segundo e ndo podem ser isolados e estudados
pelos métodos estruturais habituais (Englander et al, 2007). Desta forma, tem-se tentado ultrapassar
este problema recorrendo a métodos biofisicos, tais como as espectroscopias de fluorescéncia,
dicroismo circular e infravermelho, e a ressonancia magnética nuclear. Mais recentemente, estes
métodos tém sido combinados com técnicas de mistura rapida e perturbagdo do equilibrio, de forma a
tentar estudar o processo de folding em tempo real (Travaglini-Allocatelli et al, 2009).

1.1.2. Misfolding e agregacao — implicac6es em diferentes patologias

Uma proteina é designada de misfolded quando, devido a condigdes adversas ou muta¢Ges no
gene que a codifica, ndo consegue atingir, ou perde, a sua forma tridimensional nativa, isto €, agquela
que a permite ser bioquimicamente funcional. Entre as condi¢BGes adversas referidas, destacam-se as
elevadas concentragdes de solutos, pH extremos, forgas mecanicas e temperaturas acima ou abaixo do
intervalo no qual as células normalmente vivem. Sob certas condi¢Ges, algumas proteinas podem
readquirir o estado nativo, no entanto, em varios casos o misfolding é irreversivel (Shortle, 1996).

As proteinas no estado misfolded, devido ao facto de deixarem de estar activas e por isso ndo
cumprirem a sua funcdo na célula, estdo associadas a patologias de perda de funcdo (Winklhofer et al,
2008), como por exemplo a Hemofilia. Por outro lado, a formacdo de agregados proteicos,
constituidos por varias moléculas de proteinas misfolded, esta associada a patologias de ganho de
funcdo tdxica, nomeadamente (i) doencas relacionados com prides, tais como Creutzfeldt-Jakob e
Encefalopatia Espongiforme Bovina (doenca das vacas loucas); (ii) doencas relacionadas com
amildide, tais como Alzheimer e Cardiomiopatia Amil6ide Familiar; (iii) doengas de agregacéo
intracitoplasmatica, tais como Huntington, Parkinson e Esclerose Lateral Amiotréfica (Chiti &
Dobson, 2006). Estas doencas degenerativas estdo associadas a multimerizagdo de proteinas misfolded
em agregados insollveis extracelulares e/ou inclusbes intracelulares, incluindo fibrilas amil6ides de
folhas-B cruzadas. No entanto, ndo ¢é claro se estes agregados sd3o a causa ou uma consequéncia da
perda da homeostase proteica, que consiste no balango entre a sintese, o folding, a agregacgdo e a

degradac&o das proteinas (Winklhofer et al, 2008).

1.1.3. 18es metalicos e proteinas: o papel dos metais no folding e misfolding

Actualmente, sdo conhecidos pelo menos treze metais que sdo essenciais para plantas e
animais (Bertini et al, 1994). Alguns deles, nomeadamente o sédio, o potdssio, 0 magnésio e o célcio,
estdo presentes em elevadas quantidades e séo conhecidos como “metais em massa” (Fenton, 1995).
Os restantes nove, presentes em pequenas quantidades, encontram-se no bloco d da tabela periodica:

vanadio, cromio, molibdénio, manganésio, ferro, cobalto, niquel, cobre e zinco, e sdo conhecidos



como metais vestigiais. Os “metais em massa” conferem 1 a 2% da massa do corpo humano enquanto
0s metais vestigiais representam menos de 0.01% (Fenton, 1995).

A importancia dos iGes metélicos na biologia é enorme, o que pode ser comprovado pelo facto
de que uma em cada quatro proteinas presentes na base de dados Protein Data Bank contém, pelo
menos, um ido metalico coordenado a mesma (Shi et al, 2005). Devido as propriedades quimicas
especificas de cada metal, diferentes metais estdo associados a diferentes tipos de funcbes bioldgicas,
embora exista sobreposicdo na maioria dos casos (Bertini et al, 1994).

Tornou-se, assim, necessario que os diferentes organismos desenvolvessem um conjunto de
sistemas para uma captacdo eficiente de ibes metélicos, assim como transporte intracelular e
armazenamento dos mesmos, de forma a que, por um lado, as necessidades das células sejam
satisfeitas e, por outro lado, os efeitos toxicos associados sejam minimizados (Bleackley &
Macgillivray, 2011). Assim, a concentracdo de metais nas células é bastante regulada, para garantir
gue estes estdo nos seus niveis Gptimos, uma vez que O excesso ou a caréncia sdo, por vezes,
perigosos, podendo mesmo ser letais para 0 organismo. A auséncia desta regulacdo pode levar a
toxicidade, nomeadamente através da formacao de radicais de oxigénio (incluindo o radical hidroxilo)
pelas reaccdes de Fenton (Valko et al, 2005), que levam a oxidacdo de uma vasta gama de
biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipidos.

Apesar de grande parte da biologia dos i6es metalicos ter sido ja estabelecida, existe, ainda,
muito para desvendar sobre a forma como as células estabelecem e mantém os niveis desses ides e de
que forma os mecanismos homeostaticos de cada metal se relacionam entre si e com as vias associadas
a outros processos bioldgicos (Bleackley & Macgillivray, 2011).

Tem sido proposto que as proteinas adquirem estrutura e dindmica durante o processo de
traducdo (Ellis et al, 2008). Actualmente, é aceite que os metais tém a capacidade de estabilizar a
estrutura das proteinas, mas pouco € sabido em relagcdo a forma como os metais podem modular as
vias de folding, a rapidez e os estados de transi¢do de folding (Gomes & Wittung-Stafshede, 2010).

Os metais podem ser considerados uma faca de dois gumes, visto que, por um lado, tém um
papel essencial como cofactores em proteinas, mas, por outro lado, sdo téxicos quando em quantidades
elevadas e/ou quando estdo livres em fluidos biol6gicos. Vérias patologias, entre as quais a sindrome
de Menke, a doenca de Wilson, doencgas neurodegenerativas e sindromes de deposi¢do de amildide,
estdo associadas a alteraces na interaccdo metal-proteina (Gomes & Wittung-Stafshede, 2010). Em
Varios casos ja descritos, a ligacdo de metais a proteinas com propenséo para oligomerizar modula as
vias de agregacdo e fibrilacdo. Por exemplo, os ides Cu** e Zn** induzem a agregacio do péptido
amiloidogénico B-microglobulina, possivelmente através de um mecanismo que envolve um aumento
local da flexibilidade conformacional (Villanueva et al, 2004).

A importancia da homeostase dos metais esta a tornar-se cada vez mais evidente nas doengas
neurodegenerativas, nomeadamente Alzheimer e Parkinson, que sdo caracterizadas por niveis elevados

e ma compartimentacao de ferro, cobre e zinco (Zatta et al, 2009). No caso da doenca de Alzheimer, a
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deposicao da proteina f-amiloide (AP) ¢ fortemente influenciada por ides metalicos, uma vez que a
ligacdo dos metais parece ter um papel preponderante na formagéo das estruturas folha-p cruzada das
fibrilas amildides. Assim, pulsos de zinco, em concentragcfes micromolares, resultam em interaccoes
proteina-metal que estabilizam de forma especifica os agregados patogénicos ndo-fibrilares, que,
pensa-se, sd0 mais toxicos do que as proprias fibrilas (Noy et al, 2008). Este fendbmeno deve ser visto
num contexto fisiol6gico, uma vez que o zinco e o cobre, em concentracOes elevadas transientes, estdo
presentes na sinapse glutamatérgica (Crouch et al, 2009).

Recentemente, tem sido proposto que a perda da homeostase intracelular do ido Ca®* é um
processo bastante relevante para a ELA, podendo mesmo ter um papel crucial nos varios mecanismos
de disfuncdo dos neurdnios motores (Tradewell et al, 2011).

Estes exemplos demonstram a elevada importancia de se compreender os mecanismos por de
trds das interaccOes entre 0s metais e as proteinas nos diferentes estados estruturais, isto €, folded,

unfolded e estados intermédios.

1.2. Superdxido dismutase 1 e Esclerose Lateral Amiotrofica

1.2.1. Esclerose Lateral Amiotrofica: aspectos gerais

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA), também conhecida por doenca de Lou Gehrig, foi
descrita pela primeira vez no final do século XIX pelo neurologista Francés Jean-Martin Charcot
(Seetharaman et al, 2009), e consiste huma doenca neurodegenerativa fatal que envolve a morte
selectiva dos neurdnios motores superiores e inferiores, levando a atrofia muscular (Figuras 1.3 e 1.4),
paralisia e morte (Shaw & Valentine, 2007). Em cada ano, sdo diagnosticados cerca de 5000 casos de
ELA, sendo que a idade tipica de inicio dos sintomas é entre os 50 e os 60 anos (Trumbull &
Beckman, 2009). Em média, ap6s ser efectuado o diagnéstico da doenca, os pacientes tém entre 2 a 5
anos de esperanca de vida (Rowland & Shneider, 2001).

O acompanhamento dos pacientes é um desafio, visto que, até agora, ndo existe nenhum
tratamento efectivo e a terapia tem como objectivos melhorar a qualidade de vida e aumentar a
esperanga de vida, dentro do possivel. A maioria dos centros de reabilitacdo opta, hoje em dia, por um
tratamento multidisciplinar que, segundo alguns estudos, permite aumentar o tempo de sobrevivéncia.
O Unico farmaco aprovado para o tratamento da ELA é o Riluzole que, de acordo com dois ensaios

clinicos, permite prolongar a sobrevivéncia dos pacientes por mais 4 meses (Gordon, 2011).
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Figura 1.3 — Comparacéo entre a comunicagéo neurénio motor - muasculo a) em funcionamento normal
e b) num caso de ELA. Adaptado de: http://www.medindia.net/patients/patientinfo/amyotrophic-lateral-
sclerosis.htm (consultado em 20/2/2011).

A ELA é considerada uma patologia genética complexa, na qual maltiplos factores genéticos e
ambientais se combinam para originar a doenca. Assim, as causas da ELA sdo bastante dificeis de
identificar, o que poderd estar relacionado com o facto de ser uma doenga rara, com uma incidéncia
de, aproximadamente, 2 casos por 100.000 pessoas por ano nos paises Ocidentais mas, principalmente,

devido a complexidade associada a patologia (Gordon, 2011).
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Figura 1.4 — Esquema representativo dos neurdnios motores afectados pela ELA e respectivos musculos
associados. Entre os musculos afectados encontram-se os musculos dos membros superiores (bragos) e inferiores
(pernas), a lingua e os musculos peitorais envolvidos na respiragdo. Adaptado de:

www.indianbuzzblog.blogspot.com (consultado a 20/2/2011).

1.2.2. SOD1: funcéo e estrutura

E, frequentemente, proposto que as espécies reactivas de oxigénio (EROs) tém um efeito
toxico para as células, através da oxidacdo de uma vasta gama de biomoléculas incluindo DNA,
proteinas e lipidos. Modifica¢des oxidativas nestas biomoléculas traduzem-se numa diminuicdo da
actividade enzimatica e/ou induzem mutacdes no DNA, podendo levar a morte celular através de
necrose ou apoptose (Davies, 2000). Apesar do radical superéxido (O,7) ndo ser um forte oxidante, e
até actuar como redutor, pode “atacar” e alterar os centros de Ferro-Enxofre em enzimas como as
desidratases, libertando o i%o Fe®*, o que leva a producdo de radical hidroxilo (OH), através das
reacgdes de Fenton (Kang & Eum, 2000). Além disso, a reac¢do do O, como 6xido nitrico (NO)
forma, rapidamente, o potente e versatil oxidante peroxinitrito (ONNO") (Furukawa & O'Halloran,
2006).

Apesar de 0s mecanismos associados a toxicidade das espécies reactivas de oxigénio ainda

necessitarem de maior investigacdo, € hoje em dia claro que o stress oxidativo provoca lesdes em



varios componentes essenciais da célula. Como tal, a célula possui varios sistemas de defesa contra
estes ataques, entre 0s quais se encontra a enzima antioxidante Superdxido Dismutase Cobre-Zinco
(CuznSOD1 ou SOD1) (McCord & Fridovich, 1969).

A SOD1 é uma metaloproteina que catalisa a dismutacéo do radical superéxido em oxigénio
molecular (O,) e peroxido de hidrogénio (H,0,) (Potter et al, 2007):

Cu**Zn**S0D1 + 05 & Cu*Zn?**SOD1 + 0,

Cu*Zn?**SOD1+ 05 + 2H" & Cu**tZn?**SOD1 + H,0,
(adaptado de (Furukawa & O'Halloran, 2006))

A SOD1 localiza-se, principalmente, no citosol, existindo também uma pequena frac¢do no
espaco intermembranar mitocondrial, nucleo, lisossomas e peroxissomas. Ao nivel dos tecidos, esta
proteina é praticamente ubiqua, sendo que os niveis mais elevados se situam no figado e nos rins
(Furukawa & O'Halloran, 2006).

Esta enzima é constituida por duas subunidades idénticas (homodimero) compostas por 153
residuos de aminoacidos (Figura 1.5), sendo que cada uma delas é constituida por um g-barrel e dois
loops longos de estruturas irregulares: o loop de zinco (loop IV, residuos 50 a 83) e o loop
electrostatico (loop VII, residuos 121 a 142) (Figura 1.6). Cada uma das subunidades possui uma
regido de ligagio a metais, que liga um ido cobre (Cu®") e um ido zinco (Zn*"), posicionada de forma a
gue os ides partilhem um ligando histidilimidazolato comum (Potter et al, 2007; Seetharaman et al,
2009).

Em termos de estabilidade, a SOD1 é uma proteina bastante resistente a desnaturacéo térmica
e quimica, tendo uma T, de, aproximadamente, 90°C. Além disso, é observada actividade enzimatica
mesmo a 80°C, na presenga de 10M de Ureia ou 4% de SDS (Furukawa & O'Halloran, 2006). Os iGes
metalicos tém uma enorme importancia na integridade estrutural desta proteina (Rodriguez et al, 2005;
Svensson et al, 2010; Trumbull & Beckman, 2009), uma vez que a ligacdo do Cu** e Zn®* promove a
formacédo da ligacdo per-sulfureto, aumentando a afinidade das duas subunidades no dimero, e diminui
a susceptibilidade a prote6lise, quando comparado com a forma sem metais (Apo-SOD1) (Potter et al,
2007). Assim, a remogédo do ido cobre da SOD1 leva a uma diminuigdo do T, para cerca de 70°C,
enguanto a remocdo subsequente do ido zinco resulta num T, de, aproximadamente, 60°C (Furukawa
& O'Halloran, 2006).



Figura 1.5 — Estrutura tridimensional da SOD1 humana. Os residuos de aminoacidos estdo representados sob a
forma de Ribbon com coloracdo em arco-iris. A majenta estdo representados os ides Zn?* (um por monémero) e
a branco os ides Cu** (um por monémero). As cadeias laterais dos residuos de aminoacidos que interagem com

os ides metalicos estdo representadas sob a forma de attoms and bonds (Ficheiro PDB: 1PUO).

Loop VI

Figura 1.6 — Elementos da estrutura secundaria da hSOD1. As folhas f e os residuos que as compdem
estdo numerados; a hélice a (1) é apresentada como um cilindro. Os residuos que ligam Zinco (His63, His71,
His80 e Asp83) estdo apresentados como esferas cinzentas; os residuos que ligam Cobre (His46, His48, His63 e
His120) estdo apresentados como esferas verdes. A ligagdo per-sulfureto entre os residuos Cys57 e Cys146 esta
indicada a tracejado. Os dois loops maiores da SOD1 (loops IV e VII) estdo coloridos de vermelho. Adaptado de

(Shaw & Valentine, 2007).

A SODI1 pode ser descrita como uma “faca de dois gumes”, visto que pode funcionar como

um antioxidante benéfico ou, com mutagdes num Unico residuo (ver seccdo 1.2.3), pode formar
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agregados proteicos que, dependendo da maquinaria de controlo de qualidade e da quantidade de
SOD1 produzida, podem ser toxicos para a célula (Furukawa & O'Halloran, 2006).

1.2.3. Associacdo entrea SODlea ELA

Uma vez iniciada a doenca, ocorre uma cascata de eventos celulares que inclui stress oxidativo
(Miana-Mena et al, 2010), excitotoxicidade induzida por glutamato, agregacdo proteica intracelular
(Chattopadhyay et al, 2008), disfuncdo mitocondrial (Li et al, 2010), transporte axonal anormal
(Bilsland et al, 2010) e activacdo de caspases (Soo et al, 2009). Todos estes factores contribuem para a
complexidade desta patologia e explicam o facto de a etiologia da doenca ser, ainda, desconhecida.

Cerca de 90% dos casos de ELA sdo esporadicos (eELA) e ndo tém causa conhecida. Os
restantes 10% dos casos tém origem genética e sdo denominados de familiares (FELA) (Chattopadhyay
& Valentine, 2009; Li et al, 2010; Shaw & Valentine, 2007). Destes casos familiares, cerca de 25%
sdo causados por mutacdes no gene que codifica para a SOD1, sendo que ja foram identificadas mais
de 100 mutacGes diferentes nesta proteina associadas a esta doenca (Li et al, 2010; Nordlund &
Oliveberg, 2008). A maioria destas mutagdes resulta na substituicdo de apenas um aminoacido na
sequéncia, no entanto, outras levam ao aumento ou diminuicdo do numero de aminoécidos da
sequéncia polipeptidica. Estudos recentes sugerem que as mutagdes na SOD1 sdo mais comuns do que
se pensava, podendo causar, aproximadamente, 7% do total de casos de ELA (Andersen et al, 2003).

Uma das marcas patologicas desta doenca &, tal como ja foi referido, a presencga de depositos
de proteinas nos neurdnios motores dos pacientes. Os agregados proteicos sdo também encontrados
noutras doengas neuroldgicas como Alzheimer, Parkinson, Huntigton e doencas de PriGes, que se
pensa estarem associadas a destabilizacéo e misfolding de proteinas (Potter et al, 2007).

E, cada vez mais, consensual que a ELA mediada por SOD1 é uma doenca de misfolding de
proteina, associada a um ganho de funcéo toxica, e ndo a perda de funcdo, como se chegou a supor
inicialmente (Furukawa & O'Halloran, 2006). Para esta mudanga de paradigma contribuiram bastante
0s estudos feitos em ratinhos, aos quais foi eliminado o gene que codifica para a SOD1 e que, apesar
disso, ndo apresentavam sintomas de ELA nem tinham uma morte precoce (Reaume et al, 1996).
Desta forma, a regulacdo intracelular da estabilidade da SOD1 ser4 um factor muito importante no

mecanismo molecular desta patologia.
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1.3. Métodos de anélise estrutural de proteinas
1.3.1. Espectroscopia de Dicroismo Circular

Algumas biomoléculas possuem assimetria molecular, isto é, ndo sdo sobreponiveis com a sua
imagem reflectida no espelho. Estas moléculas sdo denominadas de quirais, sendo que um dos
exemplos mais conhecidos de quiralidade é o 4tomo de carbono tetraedricamente ligado a quatro
grupos de atomos diferentes (Ranjbar & Gill, 2009).

A interaccdo de uma molécula quiral com a luz polarizada é um processo muito especifico e
pode ser usado como método de caracterizacdo, quer de pequenas moléculas, quer de estruturas
macromoleculares (Fasman, 1996). Um método usado para medir os efeitos da luz polarizada em
moléculas assimétricas € o Dicroismo Circular (CD). O dicroismo €, por vezes, expresso como a
propriedade que certos materiais tém para absorver luz em diferentes niveis, dependendo da
polarizacdo do feixe incidente. Assim, quando a absorcdo da luz circularmente polarizada numa
direccdo (por exemplo, direita) é diferente da absor¢do da luz circularmente polarizada na direccéo
oposta (esquerda), diz-se que o material exibe dicroismo circular (Figura 1.7) (Ranjbar & Gill, 2009).

Fonte nao Plano Polarizador Célula com a Espectro de
polarizada  polarizador  circular amostra CD

BB | @
/] Elipticidade
Bl gy —
% | /Comprimento
. () de onda
Figura 1.7 — Esquema de funcionamento da espectroscopia de Dicroismo Circular, na qual uma diferenca de
absorcédo é medida. Adaptado de (Ranjbar & Gill, 2009)

Tal como no espectro de absorgao, as proteinas no seu estado nativo tém um espectro de CD
caracteristico, apresentando pequenas alteragdes especificas que permitem diferencia-las. A aparéncia
do espectro, assim como os valores maximo e minimo, fornecem informacdo sobre a proteina
(Hennessey & Johnson, 1981).

Esta técnica permite um nimero bastante variado de aplicacBes, em varias areas de estudos
biol6gicos, nomeadamente: (i) avaliacdo conformacional de proteinas e acidos nucleicos; (ii) analise

da termodinamica do folding e unfolding de biomoléculas; (iii) estudos de interaccdo de biomoléculas
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assimétricas (exemplos: interaccbes proteina-proteina, interacgGes proteina-DNA, interaccoes
proteina-ligando e interaccdes DNA-ligando); (iv) cinética de folding e unfolding de macromoléculas
(Ranjbar & Gill, 2009).

A estrutura secundéria de uma proteina pode ser determinada através de espectroscopia de CD
na regido espectral do UV-longinquo (190 a 250nm) (Kelly & Price, 1997). Em termos espectrais,
picos em forma de “w” com sulcos proximos dos 222 e 208nm sdo indicativos da presenca de
estruturas em hélice-o, enquanto picos em forma de “v” com um sulco entre os 217 ¢ 220nm sio
indicativos de estruturas em folha-p (Figura 1.8) (Ranjbar & Gill, 2009).

O espectro de CD de uma proteina na regido do UV-préximo (250 a 320nm) pode ser sensivel
a determinados aspectos da estrutura tercidria. Assim, sinais na regido dos 255 aos 270nm sdo
atribuidos a grupos fenil e fenilalanina, sinais entre 275 e 285nm sdo caracteristicos de grupos
fenolicos de tirosinas e, por fim, sinais na regido dos 285 a 305nm correspondem a grupos indole de

residuos de triptofano (Kelly et al, 2005).
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Figura 1.8 — Espectros representativos das diferentes estruturas secundérias detectadas por Dicroismo Circular

de UV-longinquo. EA: Enrolamento Aleatdrio.

A estabilidade térmica de uma proteina pode ser avaliada através de CD, monitorizando as
alteracOes do espectro a medida que se varia a temperatura. Em determinados casos, o espectro de CD,
de UV-proximo ou longinquo, pode ser seguido a varias temperaturas. Alternativamente, pode ser
escolhido um comprimento de onda que monitoriza uma caracteristica especifica da estrutura da
proteina, e o sinal a esse comprimento de onda é lido de forma continua, a medida que a temperatura
aumenta (Ranjbar & Gill, 2009).
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1.3.2. Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é um dos métodos mais robustos para estudar o folding e a
dindmica de proteinas (Bartlett & Radford, 2009), bem como estruturas membranares (Munishkina &
Fink, 2007). Esta técnica tem sido aplicada, com sucesso, no estudo dos mecanismos complexos de
agregacao proteica, nomeadamente, na formacdo de fibrilas amildides e na interaccdo de proteinas
amiloidogénicas com membranas (Lindgren & Hammarstrém, 2010). Uma grande vantagem da
espectroscopia de fluorescéncia reside na sua vasta aplicabilidade, uma vez que, praticamente todas as
proteinas tém residuos de triptofano, tirosina e fenilalanina, que sdo potenciais fluor6foros naturais.

No entanto, os residuos de tirosina e fenilalanina ndo sdo sensiveis ao ambiente que os rodeia
e, por isso, ndo fornecem informacdo acerca da estrutura das proteinas. Os residuos de triptofano
podem emitir fluorescéncia desde os 308 até aos 352nm (Figura 1.9), dependendo das propriedades do
ambiente que os rodeiam na proteina (Burstein et al, 2001) (Lakowicz et al, 2006). Assim, o desvio da
posicdo do maximo de fluorescéncia dependera do quéo polar e flexivel é o ambiente do triptofano.

___308nm 352nm

scéncia

Intensidade de Fluore

300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 1.9 — Exemplos de espectros de emissdo de fluorescéncia de residuos de triptofano localizados em

diferentes ambientes da molécula de proteina.

Como foi dito anteriormente, estudos de fluorescéncia em proteinas amiloidogénicas tém sido
bastante Uteis e demonstram a importancia da utilizacdo desta técnica ndo s6 como alternativa mas,
principalmente, como complemento a técnicas como o EPR, CD, FTIR e NMR, entre outras
(Munishkina & Fink, 2007).

A tioflavina T e o ANS (Figura 1.10) sdo fluoréforos extrinsecos ndo-covalentes usados,
normalmente, em estudos de folding de proteinas e formacao de fibrilas amil6ides (Hawe et al, 2008;
Munishkina & Fink, 2007).
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Figura 1.10 — Estrutura quimica do a) ANS e da b) ThT. Adaptado de (Hawe et al, 2008).

Inicialmente, a ThT era usada como corante histoquimico de depo6sitos amil6ides em tecidos
(Vassar & Culling, 1959), no entanto, hoje €, também, usada como sonda especifica em estudos in
vitro (Hawe et al, 2008). A excitagdo da ThT a 350nm resulta numa emisséo a 438nm, enquanto uma
excitagdo a 440nm leva a uma emisséo a 483nm (Munishkina & Fink, 2007).

Tipicamente, as fibrilas amildides tém uma estrutura secundaria sob a forma de folhas-p
cruzadas e, tem sido proposto, que a ThT interage com estruturas deste tipo, intercalando-se nas
mesmas. Assim, a ligacdo da sonda a estas fibrilas leva a um aumento da intensidade de fluorescéncia
emitida e induz um desvio para o azul do comprimento de onda maximo, passando de 483nm para
478nm (Hawe et al, 2008; Munishkina & Fink, 2007).

O ANS ¢ um fluoréforo cujas propriedades espectrais e rendimento quantico de emissdo sdo
muito sensiveis a polaridade e viscosidade do meio envolvente, o0 que leva a que responda com um
aumento da intensidade de fluorescéncia ap@s interagir com regides hidrofobicas expostas em
proteinas, designadas por patches hidrofébicos (Bolognesi et al, 2010).

A interaccdo do ANS com as regides referidas é acompanhada de um desvio para o azul do
comprimento de onda méaximo de emissdo, passando de 530nm para 475nm. Além disso, o rendimento
quantico de emissdo aumenta, até 100 vezes, ap0s a ligacdo. Os estados parcialmente desnaturados e
molten globule de uma proteina sdo 0s mais acessiveis para a ligagdo do ANS, o que leva a que este
seja usado para detectar e caracterizar intermediarios do folding proteico (Hawe et al, 2008;
Munishkina & Fink, 2007).

1.3.3. DifferentialScanningFluorimetry (DSF)

A técnica de DSF consiste na utilizacdo de fluoréforos (por exemplo, SYPRO® Orange) com
afinidade para as zonas hidrofébicas de uma proteina, que ficam expostas quando ocorre a
desnaturacdo da mesma (Figura 1.11). O fluor6foro, também denominado de sonda, apresenta uma
maior emissdao de fluorescéncia quando ligado as regiGes hidrofobicas da proteina e uma menor

emissdo quando isso ndo se verifica. Este aumento significativo da emissdo de fluorescéncia é
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facilmente detectado, permitindo seguir a desnaturagéo proteica em funcéo da temperatura (Ericsson et
al, 2006; Niesen et al, 2007).

©
2
g @ Proteina Nativa
0
G * Proteina Desnaturada
E
. -
* SYPRO QOrange
Temperatura

>
Aumento da Temperatura

Figura 1.11 — Esquema representativo da técnica de Differential Scanning Fluorimetry. A fluorescéncia do
SYPRO® Orange aumenta fortemente quando este se encontra ligado a zonas hidrofobicas expostas apos a
desnaturacdo de uma proteina. E possivel estudar a estabilidade de uma proteina (por exemplo, a temperatura de
desnaturacéo) seguindo a variacdo da intensidade de fluorescéncia a medida que se aumenta a temperatura.
Adaptado de: http://www.qiagen.com/literature/giagennews/weeklyarticle/10_07/e07/default.aspx (consultado a
27/3/2011).

A desnaturagdo proteica envolve dois estados: o primeiro, no qual a proteina se encontra no
seu estado nativo e o segundo, no qual a proteina esta desnaturada. Entre estes dois estados existe uma
zona de transicdo e a temperatura média dessa transicdo é definida como temperatura de desnaturagao.

Este método, também conhecido pela designacdo comercial de Termofluor ®, pode ser
realizado num instrumento de PCR em tempo real, onde se podem obter curvas de desnaturacéo
térmica de uma forma rapida (cerca de 1h), analisando um elevado nimero de amostras (placas com
96 pocos) e utilizando pequenas quantidades de proteina (na ordem dos pM) (Senisterra & Finerty,
2009).

1.3.4. Dispersao Dindmica de Luz (DLS)

A Dispersdo Dindmica de Luz (DLS), também conhecida por Espectroscopia de Correlacéo de
Fotdes (PCS) e por Dispersao quasi-elastica de Luz (QELS), é uma técnica utilizada para medir quer o
tamanho, quer a distribuicdo de tamanhos de moléculas dispersas ou dissolvidas num liquido. E um
método relativamente rapido (demora poucos minutos) e permite analisar particulas com tamanhos na
regido sub-micrométrica (inferior a 1um) (Nobbmann et al, 2007).

Quando um feixe de luz passa através de uma solucdo que contém moléculas, parte da luz é

dispersada (Figura 1.12), podendo ser analisada quer em termos de intensidade, quer em termos das
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suas flutuagbes. O DLS detecta flutuacBes na intensidade da dispersdo devido ao movimento
Browniano das moléculas em solucéo (Nobbmann et al, 2007).

Laser

A maioria da luz
passa e ndo é
dispersada

//'
| Intensidade
Média

Aluz dispersada dirige-se para o detector

Detector /
L

Figura 1.12 — Esquema ilustrativo do funcionamento do DLS. Adaptado
http://www.biophysics.bioc.cam.ac.uk/files/Zetasizer_Nano_user_manual_Man0317-1.1.pdf (consultado a
14/5/2011)

A intensidade de dispersdo para cada espécie é proporcional ao produto da concentragéo pela
massa molecular. Assim, agregados de grandes dimens6es produzem sinais de dispersdo muito fortes e
a sensibilidade para estas espécies é bastante elevada (Philo, 2006).

Uma desvantagem do DLS € a sua baixa resolucdo. De uma forma geral, 2 espécies s6 podem
ser resolvidas como picos separados se o seu raio diferir em pelo menos um factor 2 (correspondente a
um factor de, aproximadamente, 8 na massa molecular). Assim, o DLS é uma técnica mais Util para

agregados de grandes dimensdes do que para pequenos oligémeros (Philo, 2006).

1.4. Objectivos do trabalho realizado e plano de dissertacéo

Este trabalho teve como objectivo principal contribuir para a compreensdo dos mecanismos
através dos quais a proteina SOD1 forma agregados amil6ide, um aspecto que permanece ainda por
esclarecer. Desta forma, foram estabelecidos os seguintes objectivos especificos: i) Avaliar o efeito do
id0 Ca*" na estrutura e estabilidade da Apo-SOD1; ii) Avaliar o efeito do i%o Ca®* no mecanismo de
amiloidogénese da Apo-SOD1; iii) Analisar o processo de formagdo de fibras amildide pela proteina
SODL1. Para atingir estes objectivos foram utilizadas diferentes técnicas moleculares e bioquimicas

(expressdo e purificacdo de proteinas, métodos electroforéticos e analise proteica), bem como métodos
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espectroscopicos de andlise estrutural (exemplos: espectroscopia de Dicroismo Circular e
espectroscopia de Fluorescéncia)

Esta dissertacdo est4 dividida em quatro secgfes: na primeira, é feita uma introducdo tedrica,
de forma a enquadrar o tema estudado; na segunda, sdo apresentados 0s materiais e métodos usados
durante a elaboracéo do trabalho; na terceira, sdo apresentados os resultados obtidos bem como uma
discussdo critica sobre os mesmos; por fim, na quarta seccdo, sdo apresentadas as principais

conclusdes sobre o trabalho realizado e as perspectivas futuras.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Entidades

Este trabalho foi realizado no laboratério Protein Biochemistry Folding and Stability do

Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica da Universidade Nova de Lisboa (ITQB-UNL).

2.2. Expresséo e Purificacdo da SOD1

Transformacao e crescimento das células: De forma a obter uma sobreexpressdo de SOD1,
incubaram-se 100 uL de células BL21 (DE3) gold E.coli (GE Healthcare) com 1yl do plasmideo
pACA (Stanssens et al, 1989), que contém os genes da hSOD1 e do yCCS. Este plasmideo foi,
gentilmente, cedido por Mikael J. Lindberg, Umea University, Suécia. Apds 30 minutos em gelo,
induziu-se a entrada dos plasmideos nas células, submetendo-as a um aquecimento a 42°C durante 45
segundos, seguido de incubacdo em gelo durante 5 minutos. Adicionaram-se 900uL. de meio LB (ver
anexo 1) e incubou-se o inéculo a 37°C e 150rpm, durante 1h. De seguida, centrifugou-se a amostra a
13400rpm, durante 1min, tendo sido descartados 900uL do sobrenadante, enquanto o pellet foi
ressuspendido. As células transformadas (i.e. pellet ressuspendido) cresceram, durante a noite, em
placas de meio LA (ver anexo 1) com Ampicilina (AmershamBiosciences), a uma concentragao final
de 100 pg/mL. No dia seguinte, seleccionou-se uma coldnia isolada e inoculou-se a mesma em 10 mL
de meio LB com Ampicilina (AmershamBiosciences), a uma concentracdo final de 100 pg/mL. O
in6culo foi incubado, durante a noite, a 30°C e 150rpm. No dia seguinte, transferiram-se os 10mL de
crescimento para 0,5L de meio TB (ver anexo I) com Ampicilina (AmershamBiosciences), a uma
concentracdo final de 100 pg/mL. Este indculo foi incubado a 24°C, 150rpm, até se obter uma
Densidade Optica (0.D.), a 600nm, entre 0,5 e 0,6. Apds a obtencéo do valor pretendido, induziu-se a
expressao de proteinas através da adicdo de Isopropil-Beta-D Tiogalactopiranésido (IPTG) (Apollo
Scientific), a uma concentracdo final de 0,5 mM, assim como CuSO, anidro (Sigma-Aldrich) e ZnSO,4
heptahidratado (AppliChem), com concentragdes finais de 3mM e 30uM, respectivamente. Apds
incubacdo durante a noite a 24°C, 150rpm, recolheram-se as células, por centrifugacdo (AvantiJ-26
XPISeries, BeckmanCoulter, Rotor JA-10) a 8000rpm durante 10min.

Disrupcao celular: O pellet de células obtido foi ressuspendido em tampdo Hepes
(AppliChem) 50mM pH 7,4 contendo lpug/mL de DNase (AppliChem), 10 pg/mL de RNase
(Stratagene) e 0,3mM Fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) (Riedel-de Haen). As células foram lisadas

utilizando uma French Press (ThermoElectronCorporation). O lisado celular foi centrifugado a 12.000
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rpm (Avanti J-26 XPISeries, BeckmanCoulter, Rotor JA-25.50) durante 45min, sendo recolhido o
sobrenadante.

Aguecimento: O sobrenadante obtido foi incubado a 65°C durante 30min e, de seguida, foi
centrifugado a 10.000 rpm (Avanti J-26 XPISeries, BeckmanCoulter, Rotor JA-25.50) durante 45min,
sendo recolhido o sobrenadante.

Precipitacdo de proteinas: Utilizou-se sulfato de amonio (Sigma-Aldrich) para efectuar uma
precipitacdo selectiva das proteinas presentes na amostra. Assim, adicionou-se sulfato de aménio para
uma concentracgdo final de 50% e incubou-se durante 2h a 4°C, com agitacdo. De seguida, centrifugou-
se a amostra a 10.000 rpm (Avanti J-26 XPISeries, BeckmanCoulter, Rotor JA-25.50) durante 20min e
recolheu-se o sobrenadante. Adicionou-se sulfato de aménio para uma concentracdo final de 60% e
incubou-se durante 1h a 4°C, com agitacdo. Posteriormente, centrifugou-se a amostra a 10.000 rpm
(Avanti J-26 XPIl Series, BeckmanCoulter, Rotor JA-25.50), durante 20min e recolheu-se o
sobrenadante. Adicionou-se sulfato de amoénio para uma concentragdo final de 90% e incubou-se
durante 2h a 4°C, com agitacdo. Por fim, centrifugou-se a amostra a 10.000 rpm (Avanti J-26
XPISeries, BeckmanCoulter, Rotor JA-25.50), durante 45min e recolheu-se o pellet, que foi dissolvido
em 40mL de tampé&o Tris-HCI (Sigma-Aldrich) 50mM pH 7,5.

Cromatografia de exclusdo molecular: A solucdo obtida no passo anterior foi concentrada
(Amicon Ultra-15, Millipore) até se obter um volume final de, aproximadamente, 4mL. A amostra foi
eluida numa coluna Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare) com tampédo Tris-HCI (Sigma-Aldrich)
50mM pH 7,5 a um fluxo de 0,2 mL/min.

Cromatografia de troca ionica: As frac¢bes que continham SOD1 foram reunidas numa sé e
a solucéo final foi eluida numa coluna Q Sepharose Fast-Flow (GE Healthcare). Foi utilizado tampé&o
Tris-HCI (Sigma-Aldrich) 10mM pH 7,5, a um fluxo de 2mL/min e um gradiente de NaCl de OM até

1M. As fracgdes que continham SOD1 eluiram a, aproximadamente, 140mM de NaCl.

2.3. Avaliacéo da pureza e integridade da SOD1

De forma a avaliar a pureza e integridade da SOD1 purificada, foram utilizadas, de forma
sequencial, as seguintes técnicas: SDS-PAGE, espectroscopia UV-Visivel, espectroscopia de CD e

ensaio de actividade enzimatica.

SDS-PAGE: As amostras obtidas ap6s a cromatografia de troca i6nica foram diluidas 1:1 em

tampdo de amostra (ver anexo Il), fervidas durante 10min e aplicadas num gel com 12%
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acrilamida:bisacrilamida (Bio-Rad) (ver anexo IlI). Foi utilizada uma voltagem constante de 200V. O
gel foi corado com azul de Coomassie (USB Corporation) e descorado com uma solucéo aquosa de
acido acético (5%) e metanol (10%).

Espectroscopia UV-Visivel: As amostras seleccionadas apds a cromatografia de troca ionica
e a andlise dos géis obtidos foram colocadas numa cuvette de quartzo de 1cm, e foram tragados
espectros (Espectrofotometro UV-1700 PharmaSpecShimadzu) entre os comprimentos de onda 250 e
800nm. Foram, também, realizadas dilui¢bes dessas amostras e tracados 0S respectivos espectros,

cobrindo 0os mesmos comprimentos de onda.

Espectroscopia de Dicroismo Circular: As amostras seleccionadas apds as técnicas
anteriores foram colocadas numa cuvette de quartzo de 0,1cm, a uma concentragdo final de 30uM, e
foram tragados espectros de 190 a 260nm (JASCO J-815 Spectrometer). Todos 0s espectros foram
realizados utilizando os seguintes pardmetros: 2nm de largura de banda, 200nm/min de velocidade (em
modo continuo), 1s de tempo de resposta e uma média de 7 acumulagGes. As rampas de temperatura
foram realizadas utilizando os seguintes pardmetros: comprimento de onda: 230nm, aumento de
temperatura de 25 a 98°C a uma taxa de 1°C/min, sensibilidade de 100mdeg, 2nm de largura de banda
e 1s de tempo de resposta.

Ensaio de actividade enzimética: De forma a calcular a actividade enzimatica das amostras
seleccionadas apds a cromatografia de troca idnica, foi utilizado o método baseado na xantina oxidase
e citocromo ¢ (McCord & Fridovich, 1969). Inicialmente, foram adicionados a uma cuvette de 1cm,
com agitacdo, tampao fosfato de sédio (50mM, Sigma-Aldrich) com 100 pM EDTA (Sigma-Aldrich),
Citocromo c isolado de coragdo de bovino (10uM, Sigma-Aldrich) e xantina (50uM, Sigma-Aldrich).
Apos total homogeneizagdo, foi adicionada xantina oxidase (Sigma-Aldrich) e seguiu-se a formacéao
de Citocromo c, na forma reduzida, a 550nm. E de referir que a quantidade de xantina oxidase (Sigma-
Aldrich) adicionada foi a necessaria para obter uma taxa de formagdo de 0,0025AAbs/min. Apods
estabilizacdo da taxa de formacéo de citocromo c reduzido, foi adicionado um determinado volume de

amostra de SOD1 (variavel consoante a amostra).

2.4. Obtencéao do estado Apo da SOD1

Colocou-se a solucdo de proteina numa membrana de dialise com poro inferior a 10.000M
WCO e, de seguida, colocou-se a membrana em tampéao Acetato de Sodio (Sigma-Aldrich) 50mM pH
3,8 com 10mM EDTA (Sigma-Aldrich), sob agitacdo e a 4°C. Trocou-se a solugdo tampdo a cada 24
horas, num total de 72 horas. Passou-se a membrana de dialise para tampdo Acetato de Sodio (Sigma-

Aldrich) 50mM pH 3,8, com 100mM Cloreto de Sédio. Trocou-se a solugdo tampéo a cada 24 horas,
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num total de 48 horas. Por fim, colocou-se a membrana de diélise em tamp&o Tris-HCI 10mM pH 7,5.
Todos os tampdes utilizados neste processo foram elaborados com &gua eluida numa coluna
Chelex100 (BioRad), com, aproximadamente, 50mL de resina, de forma a remover os ides metélicos

presentes em solucéo.
2.5. Titulacdo da Apo-SOD1 com ido Ca®* no equilibrio
2.5.1. Efeitos ao nivel da estrutura secundaria

A estrutura secundaria da proteina foi analisada através de espectroscopia de CD (JASCO J-
815 Spectrometer equipado com um controlador de temperatura - JASCO CDF-426S/15). Foi utilizada
uma cuvette de quartzo de 0,1cm e foram realizados espectros de 190 a 260nm. Todos o0s espectros
foram realizados utilizando os seguintes parametros: 2nm de largura de banda, 200 nm/min de
velocidade (em modo continuo), 1s de tempo de resposta e uma média de 7 acumulagdes.

A Apo-SODI1, a uma concentragdo final de 30uM, foi incubada durante a noite (37°C, com
agitacdo) com concentracdes crescentes de CaCl,, de acordo com a tabela 2.1. Foram realizados
espectros de CD de todas as amostras apds 16h de incubacao.

Tabela 2.1 — Contelido das amostras utilizadas para estudar a influéncia do ido Ca®* na estrutura secundaria da

Apo-SOD1, através de Espectroscopia de Dicroismo Circular.

Concentracao de | Concentracéo de Razéo
Amostra
Proteina (uM) ca’ (uM) I40/Proteina
1 0 0
2 6 0,2
3 15 0,5
4 24 08
5 30 1
6 36 1,2
30
7 42 1,4
8 48 1,6
9 54 18
10 60 2
11 75 2,5
12 90 3
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2.5.2. Efeitos ao nivel da estrutura terciaria e centro hidrofébico

A estrutura terciéria da proteina foi analisada através de espectroscopia de Fluorescéncia (Cary
Eclipse Fluorescence Spectrophotometer, Varian®). Foi usada uma cuvette de quartzo de 1cm e 0s
comprimentos de onda utilizados estdo presentes na tabela 2.2. Todos os espectros foram realizados
utilizando os seguintes parametros: abertura do feixe de excitacdo: 5nm, abertura do feixe de emisséo:

10nm, 600 nm/min de velocidade (em modo continuo), 600V, 25°C.

Tabela 2.2 — Fluoro6foros utilizados e respectivos comprimentos de onda de excitacdo e emissao.

Fluoréforo Aexcitaczo (NM) Gama de Agmissao (NM)
Triptofano 280 300-500

ANS 370 400-600

ThT 440 455-555

Para este estudo, foram utilizadas as amostras mencionadas no ponto 2.5.1 (Apo-SOD1
incubada com Ca?*, durante a noite, a 37°C, com agitac4o). Ap6s a incubacdo, retiraram-se 40uL de
cada amostra para diferentes eppendorfs e diluiu-se para 250uL (concentragdo final de proteina de,
aproximadamente, 5uM). Com estas amostras, foram efectuados espectros baseados na fluorescéncia
do triptofano e, de seguida, adicionou-se o fluoréforo ANS (numa proporcdo de 5x) (Figura 2.1) e

realizaram-se 0s respectivos espectros.

Fluorescéncia do ANS

1 Fluorescéncia do Triptofano (280nm) (370nm)

p
/
/
/
/
.
.
.

+1000rpm “ Fluorescéncia do Triptofano (280nm)
*37°C

Fluorescénciada ThT
(440nm)

Figura 2.1 — Esquema representativo dos ensaios realizados utilizando espectroscopia de fluorescéncia.

A estrutura terciaria da proteina foi, também, analisada através da técnica de Differential
Scanning Fluorimetry. A Apo-SOD1, a uma concentragao de 6uM, foi incubada (37°C, com agitag¢ao)
com concentracdes crescentes de CaCl, (Tabela 2.3), durante a noite. A 18uL de cada amostra foram
adicionados 2L da sonda SYPRO® Orange (proporc¢éo final de 10x) e as solucdes resultantes foram
colocadas numa placa de PCR de 96 pogos. Obtiveram-se valores de emissdo de fluorescéncia da

sonda a cada minuto, num total de uma hora, a uma temperatura constante de 37°C.
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Tabela 2.3 — Contetido das amostras utilizadas para estudar a influéncia do ido Ca** na estrutura terciaria da

Apo-SOD1, através de Differential Scanning Fluorimetry.

Concentracdo de | Concentracédo de Razéao
Amostra o . )
Proteina (uM) Ca™ (uM) 14o/Proteina
1 0 0
2 1,8 0,3
3 S 0,5
4 4,8 0,8
5 6 1
6 7,8 1,3
6
7 9 1,5
8 10,8 18
9 12 2
10 24 4
11 36 6
12 48 8

2.5.3. Efeitos ao nivel da estrutura quaternaria e agregacao

A Apo-SODI, a uma concentragdo final de 30uM, foi incubada (37°C, com agitacdo) com
diferentes concentracdes de CaCl,, segundo a tabela 2.4. Apo6s 24h de incubacdo, as amostras foram
diluidas 1:1 em tampdo de amostra (ver anexo Il) e aplicadas num gel nativo com 12%
acrilamida:bisacrilamida (Bio-Rad) (ver anexo IlI). Foi utilizada uma voltagem constante de 100V. O
gel foi corado com azul de Coomassie (USB Corporation) e descorado com uma solucdo aquosa de
acido acético (5%) e metanol (10%).

No que diz respeito ao estudo da agregacdo da Apo-SOD1, foram utilizadas as amostras
mencionadas no ponto 2.5.1 (Apo-SOD1 incubada com Ca®*, durante a noite, a 37°C, com agitaco).
Apobs a incubacdo, retiraram-se 40uL de cada amostra para diferentes eppendorfs e diluiu-se para
250pL (concentragdo final de proteina de, aproximadamente, 5uM). Com estas amostras, foram
efectuados espectros baseados na fluorescéncia do triptofano e, de seguida, adicionou-se o fluoréforo

ThT (numa proporgéo de 10x) (Figura 2.1) e realizaram-se 0s respectivos espectros.
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Tabela 2.4 — Contetido das amostras utilizadas para estudar a influéncia do ido Ca®* na estrutura quaternaria da
Apo-SOD1 através de um gel Native-PAGE.

Concentracdo de | Concentracdo de Razéo
Amostra - o )
Proteina (unM) Ca™ (uM) Ca”/Proteina
1 0 0
2 15 0,5
3 30 1
4 45 15
30
5 60 2
6 120 4
7 180 6
8 240 8

Foi, também, utilizada a técnica de DLS para avaliar a influéncia do ido Ca® na formacéo de
agregados da proteina Apo-SOD1. Foi usada uma cuvette de quartzo de baixo-volume, propria para
medicOes de tamanho e massa molecular de proteinas (Malvern Instruments) e todas as medicGes
(Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments) foram realizadas utilizando os seguintes parametros:
substancia dispersante: 4gua; nimero de medicGes em cada ensaio: 8; numero de aquisi¢des em cada
medicdo: 12; temperatura: 25°C.

Filtraram-se 500uL da amostra numa seringa estéril, através de um filtro de nylon de 0,45um
de didmetro de poro. Apds a homogeneizacdo da solugdo, transferiu-se lentamente a amostra para a
cuvette indicada.

Inicialmente, foi feita a medicdo da amostra de Apo-SOD1, a uma concentragdo de 70uM. De
seguida, foram adicionados volumes crescentes de CaCl,, até a razdo de 4Ca:1Apo-SOD1, e

efectuados os respectivos espectros.

2.6. A influéncia do 140 Ca?* na estabilidade térmica e quimica da Apo-SOD1

Com as amostras 1, 5, 10 e 12 do ponto 2.5.1, foram efectuados estudos de estabilidade
térmica e determinacdo das temperaturas de desnaturacdo, através de Espectroscopia de dicroismo
circular. As rampas de temperatura foram realizadas utilizando os seguintes parametros: comprimento
de onda de 230nm, aumento de temperatura de 25 a 98°C a uma taxa de 1°C/min, sensibilidade de
100mdeg, 2nm de largura de banda e 1s de tempo de resposta.

Foram, também, efectuados estudos de estabilidade térmica e determinagdo das temperaturas
de desnaturacdo, através do método de Differential Scanning Fluorimetry. As amostras utilizadas

foram preparadas de acordo com a tabela 2.5. A 18uL de cada amostra foram adicionados 2uL da
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sonda SYPRO® Orange (proporcao final de 10x) e as solugdes finais foram colocadas numa placa de
PCR de 96 pocos.

Tabela 2.5 — Contelido das amostras utilizadas para estudar a influéncia do ido Ca®* na estabilidade térmica da

Apo-SOD1, através de Differential Scanning Fluorimetry.

Concentracdo de | Concentracdo de Razéo
Amostra . - . :
Proteina (uM) ido Ca”" (uM) 1ao/Proteina
1 0 0
2 12 2
3 24
6 4
4 48 8
5 72 12
6 96 16

A intensidade de fluorescéncia foi gerada em funcéo da temperatura, obtendo-se uma curva
sigmoidal. A partir do ponto de inflexdo da curva, foi possivel estimar a temperatura a qual 50% das

moléculas de proteina se encontram na forma desnaturada (T ).

A estabilidade quimica da Apo-SOD1 incubada com diferentes concentragbes de Ca®* foi
analisada através de espectroscopia de fluorescéncia (Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer,
Varian®). Foi usada uma cuvette de quartzo de 1cm e mediu-se a intensidade de fluorescéncia do
residuo de triptofano da SOD1 (Tabela 2.2). Todos os espectros foram realizados utilizando os
seguintes parametros: abertura do feixe de excitacdo: 5nm, abertura do feixe de emissdo: 10nm,
600nm/min de velocidade (em modo continuo), 600V, 25°C.

A Apo-SODI1, a uma concentragdo final de 30uM, foi incubada (37°C, com agitacdo) com e
sem CaCl,, de acordo com a tabela 2.6. Apds 16h de incubacdo, adicionou-se Cloreto de Guanidinio, a
diferentes concentracdes, e incubou-se durante 2h a temperatura ambiente, sem agitacdo. De seguida,
diluiu-se a amostra até se obter uma concentracdo de proteina de, aproximadamente, 5 UM e tracaram-

Se 0S respectivos espectros.
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Tabela 2.6 — Contetido das amostras utilizadas para estudar a influéncia do ido Ca®* na estabilidade quimica da
Apo-SOD1, através de Espectroscopia de Fluorescéncia.

Concentracéo de
ca’* (uM)

Amostra
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2.7. Avaliagdo da interferéncia do ido Ca** na afinidade entre a Apo-SOD1 e 0 &0

Zn%*

De forma analoga a indicada no ponto 2.5.1, a Apo-SOD1, a uma concentragio final de 30uM,
foi incubada durante a noite (37°C, com agitacdo) com concentragfes crescentes de ZnCl,, segundo a

tabela 2.7. Foram realizados espectros de CD de todas as amostras apds 16h de incubacéo.

Tabela 2.7 — Contetido das amostras utilizadas para estudar a interferéncia do ido Ca?* na afinidade entre a Apo-

SOD1 e ido Zn?**, através de Espectroscopia de Dicroismo Circular.

Amostra Concentracgéo de Concezntragéo de Razéo
Proteina (uM) Zn*" (uM) l30/Proteina

1 0 0

2 6 0,2
3 15 05
4 24 0,8
5 30 1

6 20 36 1,2
7 42 14
8 48 1,6
9 54 1.8
10 60 2

11 75 2,5
12 90 3

A Apo-SOD1, a mesma concentracdo, foi, também, incubada durante a noite (37°C, com
agitacdo) com concentracdes crescentes de CaCl,, segundo a tabela 2.7. Apds a incubacdo, foram
adicionados iguais volumes de ZnCl, e incubou-se, novamente, durante 24 horas nas mesmas
condigdes. Por fim, foram realizados espectros de CD de todas as amostras.

Com a amostra 12, foi efectuado o estudo de estabilidade térmica e determinagdo da
temperatura de desnaturacao, através de Espectroscopia de dicroismo circular. A rampa de temperatura
foi realizada utilizando os seguintes parametros: comprimento de onda: 230nm, aumento de
temperatura de 25 a 98°C a uma taxa de 1°C/min, sensibilidade de 100mdeg, 2nm de largura de banda

e 1s de tempo de resposta.
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2.8. O papel do TCEP na monomerizacao e consequente agregacao da Apo-SOD1

A influéncia do agente redutor TCEP na estrutura quaternéria da Apo-SOD1 foi estudada
através de um método baseado no AMS (Chattopadhyay et al, 2008). Este agente modificador de
grupos tiol, com cerca de 500Da de tamanho, liga-se a grupos -SH livres nos residuos de cisteina.
Desta forma, é possivel perceber se as ligagdes per-sulfureto estdo intactas (S-S), impedindo a ligacdo
do AMS, ou se estdo quebradas (2 SH), permitindo a ligacdo do AMS e consequente aumento do
tamanho da proteina.

A Apo-SOD1, a uma concentragdo final de 45uM, foi incubada durante 24h (37°C, com
agitacdo) com concentragdes crescentes de TCEP e 2,5% de SDS, de acordo com a tabela 2.8. Apos a
incubacéo, foi adicionado AMS a uma concentracdo final de 10mM e procedeu-se a nova incubag&o,
durante 1h, nas mesmas condicdes. Foram preparadas amostras iguais as anteriores mas sem 24h de
incubacdo. De seguida, as amostras foram diluidas 1:1 em tamp&o de amostra nativo (ver anexo Il) e,
sem serem fervidas, foram aplicadas num gel SDS-PAGE com 12% acrilamida:bisacrilamida (Bio-
Rad) (ver anexo Ill). Foi utilizada uma voltagem constante de 150V. O gel obtido foi corado com azul
de Coomassie (USB Corporation) e descorado com uma solucdo aquosa de &cido acético (5%) e
metanol (10%).

Tabela 2.8 — Conteudo das amostras utilizadas para estudar a influéncia do agente redutor TCEP na estrutura

quaternaria da Apo-SODL1.

Concentracao de | Concentracéo de | Concentracao de
Amostra
Proteina (uM) TCEP (mM) SDS (%)
1 0
2 45 2
3 4 28
4 10

A influéncia do agente redutor TCEP na estrutura terciaria da Apo-SOD1 foi estudada através
espectroscopia de Fluorescéncia (Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer, Varian®). A Apo-
SOD1, a uma concentragado final de 30uM, foi incubada durante 24 horas (37°C, com agitacdo) com
concentragdes crescentes de TCEP, de acordo com a tabela 2.9. Ap6s a incubacdo e a respectiva
diluicdo da amostra (concentragdo final de proteina de, aproximadamente, 5uM), adicionou-se a ThT
(2,5x) e realizaram-se 0s respectivos espectros de fluorescéncia.

Todos os espectros foram realizados utilizando os seguintes parametros: abertura do feixe de
excitacdo: 5nm, abertura do feixe de emissdo: 10nm, 600 nm/min de velocidade (em modo continuo),
600V, 25°C.
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Tabela 2.9 — Contetido das amostras utilizadas para estudar a influéncia do agente redutor TCEP na estrutura

terciaria da Apo-SOD1.

Amostra

Concentracéo de
Proteina (nM)

Concentracgéo de
TCEP (mM)

30
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2.9. 140 Ca*" como potenciador da agregacdo da Apo-SOD1

De forma idéntica a indicada no ponto 2.5.2, a Apo-SOD1, a uma concentragdo de 30uM, foi

incubada (37°C, com agitacdo) com concentracdes crescentes de CaCl,, na presenca de 2mM de

TCEP, segundo a tabela 2.11. Ap6s 24 horas de incubacdo, retiraram-se 2 x 40uL de cada amostra

para diferentes eppendorfs e diluiu-se para 250uL (concentracdo final

de proteina de,

aproximadamente, 5uM). De seguida, adicionaram-se os fluoréforos ANS (5x) e ThT (2,5%x) e

realizaram-se 0s respectivos espectros de fluorescéncia (figura 2.1).

Tabela 2.10 — Contetido das amostras utilizadas para estudar a influéncia do ido Ca®* na estrutura terciaria da

Apo-SOD1, através de Espectroscopia de Fluorescéncia.

Amostra Concentracédo de | Concentragdo de | Concentragéo de Razdo
Proteina (uM) ido Ca*" (uM) TCEP (mM) l30/Proteina
1 0 5
’ 6 0.2
& 15 05
4 24 08
e 30 i
6 30 36 9 2
v 45 15
8 54 T8
¢ 60 5
10 75 T
11 90 B
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A formagdo de fibrilas amildides pela Apo-SOD1 foi avaliada através do estudo da cinética de

ligacdo da ThT. Foi usada uma cuvette de quartzo de 1cm, com agitacdo, e 0s comprimentos de onda

utilizados foram 440nm para a excitacdo da ThT e 490nm para a emisséo. Todos 0s espectros foram

realizados utilizando os seguintes pardmetros: abertura do feixe de excitacdo: 5, abertura do feixe de

emissdo: 5, 2nm de largura de banda, 1s de tempo de resposta, 600V, 37°C.

Em cada um dos ensaios, e para um volume final de 800uL, adicionou-se: 20uM de Apo-

SOD1, diferentes concentra¢bes de CaCl, (originando diferentes razdes Calcio:Proteina), 2mM TCEP

e 50uM ThT (2,5x a concentragdo de proteina). Registaram-se 0s valores de intensidade de

fluorescéncia a 490nm a cada 10min durante 2000min.

Tabela 2.11 — Contetdo das amostras utilizadas para estudar a influéncia de do ido Ca®* na estrutura terciaria da

Apo-SOD1, através de Espectroscopia de Fluorescéncia (Estudo da cinética de ligagdo da ThT).

Amost Concentracao de | Concentracédo de | Concentragao de Razéo
mostra
Proteina (uM) id0 Ca?* (uM) TCEP (mM) l40/Proteina
1 0 0
20 2,5
2 40 2
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3. Resultados e Discussao

3.1. Expressao e Purificacdo da SOD1

Actualmente, a comunidade cientifica parece estar de acordo em relagdo a ideia de que a ELA
mediada por SOD1 é uma doenca de misfolding de proteina, na qual esta adquire uma funcéo toxica
(Furukawa & O'Halloran, 2006). Assim, a regulacdo intracelular da estabilidade da SOD1 sera um
factor importante no mecanismo molecular desta patologia.

De forma a proceder a andlise da estrutura e estabilidade da SODL1 e respectiva interacgdo com
iBes metalicos, nomeadamente Ca** e Zn*", foi necessario expressar e purificar a mesma.

Assim, procedeu-se a transformacao das células BL21 (DE3) E. coli com o plasmideo pACA.
Este plasmideo foi construido de forma a conter quer o gene que codifica para a SOD1, quer o gene
gue codifica para o chaperdo de levedura para o cobre (yCCS). Assim, é possivel obter um nivel de
expressdo de SOD1 mais elevado, bem como uma incorporacéo de i&o Cu®* com melhor rendimento
(Stanssens et al, 1989). Apds o subsequente crescimento em meio de cultura optimizado, as células
foram lisadas com recurso a uma French Press.

Uma das caracteristicas da SOD1 é a sua elevada estabilidade térmica. Tirando partido dessa
caracteristica, incubou-se o extracto soltvel a 65°C durante 30 minutos. Desta forma foi possivel
remover grande parte das proteinas contaminantes de E.coli, bem como enzimas proteoliticas e parte
do yCCS. Efectuou-se, ainda, uma precipitacdo selectiva de proteinas com vérias concentragdes de
sulfato de amoénio. A amostra obtida ap6s o processo anterior foi eluida numa coluna Sephacryl S-200
HR (cromatografia de exclusdo molecular) tendo sido obtido o cromatograma apresentado na figura
3.1. Analisando o gel SDS-PAGE correspondente as fraccBes eluidas, é possivel comprovar a
sobreexpressao da SOD1 e do yCCS, uma vez que, no pogo correspondente a amostra inicial, injectada
na coluna, as bandas correspondentes a estas proteinas tém uma intensidade bastante superior a das
restantes. Além disso, é possivel detectar a presenca de dois picos principais: no primeiro (fracgdes 19
e 20) elui, principalmente, o CSS, entre outros contaminantes; no segundo pico (fraccbes 23 a 27) elui
a SOD1, juntamente com outras proteinas. Uma vez que a coluna utilizada tem um intervalo de
fraccionamento de 5 a 250 kDa, e que a SODL1, sob a forma de dimero, tem cerca de 32 kDa, o facto
de o CCS eluir, ligeiramente, antes da SOD1 estara relacionado com a possivel complexagéo entre as
duas moléculas (Lamb et al, 2000), dando origem a um oligbmero de dimensGes superiores as da
SODL. Desta forma, foi possivel eliminar o principal contaminante da amostra.

E importante realcar que as fraccdes finais do segundo pico (25 a 27) possuem uma maior
quantidade de SOD1 e uma menor quantidade de contaminantes, sendo por isso agrupadas numa so.

A solucdo obtida no passo anterior foi, de seguida, eluida numa coluna Q-Sepharose Fast-

Flow (cromatografia de troca ionica), tendo sido obtido o cromatograma e respectivo gel SDS-PAGE
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presentes na figura 3.2. E possivel verificar que ndo existe qualquer pico de absorvancia durante a
passagem dos 40mL de tampdo A (Tris-HCI 10mM pH 7,5). Ap6s o inicio do gradiente de NaCl,
detecta-se a presenca de um pico principal, correspondente a uma concentracdo de 140mM de NaCl
(14%). Neste pico, as frac¢bes 30 a 33 continham SOD1 pura e, por isso, foram agrupadas numa s, ao
passo que as fracgdes 34 a 36 foram descartadas, por apresentarem alguns contaminantes.

sSoDL Anbes

& PUa  ms200 19 20 23 24 b 26 27

30 .
5] %0 ’] 23-27 ]

s -

10 B

Figura 3.1 — Cromatograma referente & cromatografia de Filtragdo em gel (Coluna Sephacryl S-200 HR) e
respectivo gel SDS-PAGE. As fracgdes 19 e 20 (indicadas com linhas azuis) correspondem ao primeiro pico
obtido, enquanto as frac¢des 23 a 27 (indicadas com linhas azuis) correspondem ao segundo. O rectangulo
vermelho realca a presenca do yCCS (27kDa) e o rectangulo azul realca a presenca da SOD1 na forma de

monomero (16kDa).

A SOD1 pura eluiu a 140mM de NaCl, o que esta de acordo com a informacao da literatura,
que indica valores na ordem dos 125mM (Ahl et al, 2004)

SOD1 pura

e 30 , 510 32 33 %4 35 36
Sl m = o
50
mAu 30- 36
40 - —— %8B m e an
| |
30 i i
% .
10 4 .
0 - B
T ¥ T . T T T T
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Figura 3.2 — Cromatograma referente a cromatografia de troca iénica (Coluna Q-Sepharose Fast-Flow) e
respectivo gel SDS-PAGE. As fracgbes 30 a 36 (indicadas com linhas azuis) correspondem ao pico obtido

durante o gradiente de NaCl.
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Apoés a purificagdo da SOD1, efectuou-se um gel SDS-PAGE no qual foram aplicadas
amostras referentes aos diferentes passos do processo (Figura 3.3). Analisando o gel obtido, é possivel
constatar que o numero de bandas em cada po¢o vai diminuindo & medida que se avanga no processo,
0 que significa que vdo sendo eliminados os contaminantes da amostra. Tal como foi dito
anteriormente, o principal contaminante da amostra (yCCS) é eliminado durante a cromatografia de
exclusdo molecular. Apds a cromatografia de troca idnica (pogo 7) surge apenas uma banda, o que
indica que foi obtida SOD1 pura.

Figura 3.3 — Gel SDS-PAGE referente ao processo de purificagdo da SODL1. 1- Sobrenadante apds French
Press; 2- Sobrenadante apds aquecimento a 65°C; 3- Sobrenadante ap6s 50% de sulfato de amonio; 4-
Sobrenadante ap6s 60% de sulfato de amonio; 5- Antes da cromatografia de filtragdo em gel; 6- Antes da

cromatografia de troca iénica; 7- Final da purificacao.

Com o intuito de avaliar a pureza e integridade da SOD1 purificada, foram utilizadas as
seguintes tecnicas: espectroscopia UV-Visivel, espectroscopia de Dicroismo Circular e ensaio de
actividade enzimatica.

Na figura 3.4 é apresentado o espectro UV-Visivel da proteina purificada. Devido a elevada
concentracdo da amostra, o sinal a 280nm encontra-se saturado, impedindo o célculo da concentracéo
de proteina. Para ultrapassar esta questdo, foi efectuada uma diluicdo da amostra e, de seguida, 0
respectivo espectro, que permitiu calcular o valor de concentracdo da solucdo de proteina. A zona
ampliada (500 a 800nm) permite observar um pequeno aumento de absorvancia a 680nm, que é o
comprimento de onda de absorcéo caracteristico do centro metalico da SOD1 ligado ao ido Cu®* (Ahl
et al, 2004). Assim, é possivel afirmar que a proteina purificada estava, pelo menos, parcialmente
metalada, uma vez que se detectou a presenca do ido Cu?* (Phillips et al, 1984). No que toca ao 40
Zn**, esta técnica ndo permite detectar a sua presenca.
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Figura 3.4 — Espectro UV-Visivel da SOD1 obtida apds purificacdo. Devido a elevada concentragdo da amostra,
o sinal a 280nm encontra-se saturado. A zona ampliada permite observar um pequeno aumento de absorvancia a

680nm, devido & presenca do i&o Cu®".

Efectuou-se o espectro de dicroismo circular de UV-longinquo, presente na figura 3.5. Tal
como seria de esperar, obteve-se um espectro em forma de “v”, com um unico minimo, situado
préximo dos 214nm, que é caracteristico de proteinas com estrutura secundaria em folha-f (Ranjbar &
Gill, 2009). Além disso, é possivel detectar, na zona dos 230nm, a preseng¢a de um “ombro”, que é
caracteristico da forma Holo da SOD1, isto é, da forma com metais incorporados (Potter et al, 2007).
Esta informagdo vem juntar-se a informagdo obtida com a técnica anterior, uma vez que indica a
presenca do ido metéalico Zn*,

Uma das caracteristicas da Holo-SOD1 no seu estado nativo é apresentar uma elevada
estabilidade térmica, descrita na literatura com uma T, de, aproximadamente, 90°C (Furukawa &
O'Halloran, 2006). Assim, efectuou-se uma rampa de temperatura, na qual se mediu o sinal de
dicroismo circular a 230nm a medida que se aumentava a temperatura, a uma taxa de 1°C/min. O
resultado obtido foi, de seguida, convertido num grafico de “frac¢do de proteina desnaturada” em
funcdo da temperatura, para facilitar a analise do mesmo (Figura 3.6). Aplicando um ajuste sigmoidal
aos dados obtidos, obteve-se um valor de T, de 88,5°C. Este valor estd bastante proximo do valor

descrito na literatura, mencionado anteriormente.
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Figura 3.5 — Espectro de Dicroismo Circular da SOD1 obtida ap6s purificagdo. E possivel observar, na zona dos

230nm, a presenga de um “ombro”, que ¢ caracteristico da forma Holo da SODI1.
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Figura 3.6 — Rampa de temperatura referente 8 SOD1obtida ap6s purificagdo. Mediu-se o sinal de Dicroismo
Circular a 230nm a medida que se aumentava a temperatura, a uma taxa de 1°C/min. A linha vermelha

corresponde ao ajuste sigmoidal efectuado para calcular a temperatura de desnaturacéo (T, = 88,5°C).

Para concluir a andlise & pureza e & integridade dos centros metalicos necessarios a actividade
enzimatica da SOD1 purificada, efectuou-se um ensaio de actividade enzimatica baseado no citocromo
c e na xantina oxidase (McCord & Fridovich, 1969) (Figura 3.7). Sabendo que, neste caso, uma
unidade enzimatica (1U) é a quantidade de SOD1 necessaria para diminuir, em 50%, a formacédo de
citocromo ¢ reduzido, foi obtido um valor de actividade especifica de 5851,6 U/mg. Este valor é
bastante aceitivel, uma vez que a SOD1 comercial purificada a partir de eritrocitos humanos apresenta

valores de actividade especifica entre os 2500 e os 6000 U/mg (Sigma-Aldrich).
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Figura 3.7 — Esquema representativo do ensaio de actividade enzimatica realizado com a SOD1 apds
purificacdo. Inicialmente, a xantina € transformada em écido Urico e radical superdxido, por ac¢do da xantina
oxidase. De seguida, o radical formado reage com o citocromo c, reduzindo-o. Desta forma, é possivel seguir a
formacéo de citocromo c reduzido a 550nm. Na presenca de SOD1 (vermelho), ocorre a remocdo do radical
superdxido e, consequentemente, hd uma diminui¢do da formacéo de citocromo c reduzido (seta vermelha). Uma
unidade enzimatica (1U) é a quantidade de SOD1 necesséaria para diminuir, em 50%, a formag&o de citocromo ¢

reduzido.

Reunindo todos os resultados obtidos a partir das técnicas utilizadas, é possivel afirmar que a
purificacdo da SOD1 decorreu de forma bastante satisfatoria, tendo sido obtida Holo-SOD1 pura e no

seu estado nativo.
3.2. Comparacdo estrutural entre as formas Holo e Apo-SOD1

Recentemente, foi proposto, que a Apo-SOD1, quando incubada a 37°C, a uma concentragao e
pH proximos dos fisioldgicos (100uM e pH 7, respectivamente), da origem a oligdmeros sollveis.
Estas entidades sdo formadas por ligagcBes per-sulfureto intermoleculares e por interacces néo-
covalentes entre as folhas-f3, dando origem a estruturas semelhantes a amildide, capazes de ligar ThT
(Banci et al, 2007). Assim, a perda de metais, além de diminuir fortemente a estabilidade, podera ser
um factor essencial para a oligomerizacdo da SOD1 associada a ELA (Banci et al, 2008). Com base na
informacdo da literatura, optou-se por centrar aten¢6es no estudo da Apo-SOD1 e na sua contribuicdo
para a patologia.

Apobs o processo de remocdo dos ides metalicos da Holo-SOD1, com vista a obtencdo do
estado Apo, efectuou-se uma analise a estrutura e estabilidade da proteina, de forma a averiguar se o
processo tinha corrido como esperado. Assim, efectuou-se o espectro de Dicroismo Circular de UV-

longinquo, presente na figura 3.8. E possivel observar que, na zona dos 230nm, o “ombro” &
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praticamente inexistente, o que indica que os ides metélicos foram removidos da proteina (Potter et al,
2007). Com a mesma amostra, efectuou-se uma rampa de temperatura, na qual se mediu o sinal de
dicroismo circular a 230nm a medida que se aumentava a temperatura, a uma taxa de 1°C/min. O
resultado obtido foi, de seguida, convertido num grafico de “fraccdo de proteina desnaturada” em
funcdo da temperatura, para facilitar a analise do mesmo (figura 3.9). Aplicando um ajuste sigmoidal
aos dados obtidos, obteve-se um valor de T, de 55,5°C. Este valor esta proximo dos 52,8°C, que tém
sido reportados na literatura como T, da Apo-SOD1 (Shaw & Valentine, 2007), o que indica que, de

facto, a SOD1 se encontra na forma Apo.

CD[mdeg]

—— Holo-SOD1
- - = Apo-SOD1 |

T T T T T T T T
180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.8 — Espectros de Dicroismo Circular da Holo-SOD1 obtida ap6s purificagdo (linha preta continua) e da
respectiva Apo-SODL1 (linha preta tracejada), apds o processo de remocao dos ides metélicos. No caso Holo-
SOD1, ¢ possivel observar, na zona dos 230nm, a presenga de um “ombro”, que ¢ caracteristico desta forma da

SOD1.
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Figura 3.9 — Rampa de temperatura referente & Apo-SOD1obtida apds remogdo dos ides metalicos da Holo-
SOD1 purificada. Mediu-se o sinal de Dicroismo Circular a 230nm a medida que se aumentava a temperatura, a
uma taxa de 1°C/min. A linha vermelha corresponde ao ajuste sigmoidal efectuado para calcular a temperatura
de desnaturagdo (T, = 55,5°C).
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3.3. Efeito do 140 Ca*" na estrutura da Apo-SOD1

Como j& foi referido anteriormente, é, cada vez mais, consensual que a ELA mediada por
SOD1 é uma doenca de misfolding de proteina, associado a um ganho de fun¢éo téxica (Furukawa &
O'Halloran, 2006). No entanto, uma questdo bastante intrigante e que permanece por esclarecer é o
facto de esta proteina ser expressa de forma ubiqua (Pramatarova et al, 2001) mas apenas formar
agregados proteicos nos neurdnios motores. Uma possivel explicacdo para esse facto é o ambiente
muito particular existente no espaco sinaptico, onde existem elevados niveis de ides metalicos como
Zn**, Cu** e Ca* (Barnham & Bush, 2008). Recentemente, tem sido proposto que a perda da
homeostase intracelular do ido Ca®* é um processo bastante relevante para a ELA, podendo mesmo ter
um papel crucial nos varios mecanismos de disfun¢do dos neuronios motores (Tradewell et al, 2011).

Desta forma, optou-se por estudar a interaccdo entre a Apo-SOD1 e o ido Ca?*.

3.3.1. Estrutura secundaria

Numa primeira abordagem, estudou-se a influéncia do ifo Ca*" na estrutura secundaria da
Apo-SOD1. Para tal, titulou-se a Apo-SOD1 no equilibrio com concentragdes crescentes de Ca** e
efectuaram-se espectros de CD de UV-longinquo de cada uma das amostras. De seguida, efectuou-se

um grafico no qual se relaciona o valor obtido a 218nm (valor minimo) em cada espectro com a razao

Calcio:Proteina (Figura 3.10).

8l 4
0
Apo SOD1
-10 | E I
S -4
S —
£ 12t _ 1 2
£ L3 £
[ 1 £ -8
© N [m)]
S 4 1 4 ©O |
® L J
8 -12
161 i Apo SOD1
N ] -16 i + ca2+
-18 | 4
1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 1 1 1
00 05 10 15 20 25 3.0 200 220 240 260
Razao (Ca2+/Proteina) Comprimento de onda (nm)

Figura 3.10 — Influéncia do ido Ca** na estrutura secundaria da Apo-SOD1. A partir dos espectros de dicroismo
circular de UV-longinquo de cada uma das amostras obtiveram-se os valores de CD a 218nm, que estao
representados em funcéo da razdo Célcio:Proteina. A linha a tracejado serve, apenas, para indicar a tendéncia.
No gréafico da direita é possivel observar a diferenca espectral entre uma amostra sem Ca?* (linha mais fina) e
uma amostra com Ca?* (linha mais grossa). Os valores apresentados correspondem & média dos 3 ensaios

realizados e as barras de erros correspondem ao desvio padrdo dos mesmaos.
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Analisando a figura 3.10 é possivel constatar que & medida que aumenta a razdo Ca**:Proteina
(i.e. aumenta a concentracéo de Célcio) o valor de CD a 218nm vai sendo cada vez mais negativo. Isto
é facilmente detectavel na comparagao entre o espectro da Apo-SOD1 sem incubagio com Ca* e o
espectro da mesma proteina mas incubada, durante a noite, com Ca®*. Esta diminuicdo do sinal de
dicroismo circular a 218nm indica que ocorre uma interac¢do entre a Apo-SOD1 e o ido Ca*,
promovendo a passagem de estrutura que se encontrava em enrolamento aleatorio para estrutura
secundaria bem definida (Ranjbar & Gill, 2009).

3.3.2. Estrutura terciaria e centro hidrofébico

As amostras mencionadas no ponto 3.3.1 (Apo-SOD1 incubada com Ca?*, durante a noite, a
37°C, com agitacdo) foram utilizadas para estudar a estrutura terciaria da Apo-SOD1 através de
espectroscopia de fluorescéncia. Apos o periodo de incubacéo e a respectiva dilui¢do de cada amostra,
efectuaram-se espectros de fluorescéncia, aproveitando o facto de a SOD1 ter um fluordforo intrinseco
(residuo de triptofano, na posicdo 32). Foram, também, efectuados estudos baseados em fluor6foros
extrinsecos, nomeadamente, 0 ANS e a SYPRO Orange.
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Figura 3.11 — Resultados de espectroscopia de fluorescéncia do residuo de triptofano referentes as amostras de
Apo-SOD1incubada, durante a noite, com diferentes concentragdes de Ca*". Mediu-se a intensidade de
fluorescéncia do triptofano para cada amostra e, de seguida, representou-se o valor de fluorescéncia a 347nm
(valor maximo) de cada espectro em funcéo da razdo Calcio:Proteina. Os valores apresentados correspondem a

média dos 2 ensaios realizados e as barras de erros correspondem ao desvio padrdo dos mesmos.
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Figura 3.12 — Resultados de espectroscopia de fluorescéncia do ANS referentes as amostras de Apo-
SOD1incubada, durante a noite, com diferentes concentracdes de Ca*". Mediu-se a intensidade de fluorescéncia
do ANS em funcéo do comprimento de onda, para cada uma das amostras e, de seguida, representou-se o valor

obtido a 480nm em func&o da razdo Ca®*:Proteina. No gréafico da direita é possivel observar a diferenca espectral

entre uma amostra sem Ca®* (linha preta) e uma amostra com Ca?* (linha vermelha).

Os resultados obtidos para a fluorescéncia do triptofano e do ANS sdo apresentados nas
figuras 3.11 e 3.12, respectivamente. E possivel observar que o valor maximo de fluorescéncia do
residuo de triptofano se mantém, praticamente, constante a medida que aumenta a concentracdo de
Ca®*, o que indica que este id0 ndo afecta 0 ambiente que rodeia o residuo de triptofano. Além disso,
ndo foi detectado qualquer desvio no comprimento de onda de emissdo maximo. Em relacdo ao ANS,
apesar de se detectar um desvio do comprimento de onda de emissdo maximo para o azul, em relacdo
ao controlo (solugdo tampéo e solucéo tamp&o com Ca’*), ndo se detectam alteracdes, provocadas pelo
id0 Ca’*, no valor de intensidade de fluorescéncia a 480nm. Isto pode ser facilmente observado na
figura 3.12, onde ndo se detecta qualquer diferenca significativa entre uma amostra sem adi¢édo de ido
e uma amostra com uma razio Ca”":Proteina de 2. Assim, com os dados obtidos, é possivel constatar
que o ifo Ca®* ndo afecta nem a estrutura terciaria nem o centro hidrofébico da Apo-SOD1.

Com o objectivo de complementar a informag&o obtida anteriormente, procedeu-se ao estudo
da estrutura terciaria da Apo-SOD1 atraves da técnica de DSF. Apoés a incubacdo a 37°C, durante a
noite, com diferentes concentragcfes de CaCl,, foi adicionada a sonda SYPRO® Orange e, de seguida,
mediu-se a emissdo de fluorescéncia, a cada minuto, num total de 60 minutos.

Dos dados obtidos, utilizou-se o valor inicial de intensidade fluorescéncia de cada amostra (t =
Omin), visto que o objectivo era avaliar as alteracdes provocados pelo i&o Ca”" no centro hidrofébico
da Apo-SOD1, durante o periodo de incubagdo. Assim, representou-se o valor inicial de intensidade de

fluorescéncia de cada amostra em funcdo da razdo Célcio:Proteina (Figura 3.13).
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Analisando os resultados obtidos, é possivel constatar que, até & razdo 1,5Ca** : 1 Apo-SOD1,
ocorre uma diminuicao da intensidade de fluorescéncia & medida que aumenta a concentragéo de Ca’*,
enquanto que, a partir desse valor, ocorre uma estabilizacdo da mesma. Esta diminuicdo indica que
existe uma menor quantidade de sonda ligada, o que significa que diminuiu o nimero de zonas
hidrofébicas disponiveis para a ligacdo. Desta forma, é possivel afirmar que o ifo Ca*" interage com a
Apo-SOD1, levando a alteragBes na hidrofobicidade da sua superficie. Esta interac¢do parece ser um
processo especifico e bem definido, uma vez que foi obtido um comportamento de saturacdo, ou seja,
ocorrem alteracdes na estrutura da proteina até uma determinada concentracdo de Ca®* e depois ha
uma estabilizacdo. E importante referir que apds os 60 minutos de incubacdo o comportamento obtido
foi bastante semelhante, 0 que comprova, mais uma vez, que se trata de uma interaccao especifica e

bem definida.
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Figura 3. 13 — Resultados de Differential Scanning Fluorimetry referentes as amostras de Apo-
SOD1incubada, durante a noite, com diferentes concentragdes de Ca”*. Mediu-se a intensidade de fluorescéncia
da SYPRO Orange® ao longo de 60min, para cada uma das amostras. Representou-se o valor da intensidade de

fluorescéncia inicial (t=Omin) em fun¢&o da razdo Célcio:Proteina. A linha a tracejado serve, apenas, para indicar
a tendéncia. Os valores apresentados correspondem a média dos 3 ensaios realizados e as barras de erros

correspondem ao desvio padrdo dos mesmos.

Seria de esperar que os resultados obtidos por esta técnica fossem semelhantes aos obtidos
com o fluoré6foro ANS, uma vez que ambas as sondas reconhecem zonas hidrofébicas expostas em
proteinas. No entanto, deve ser tido em conta o facto de o0 método de DSF ter como objectivo o calculo
de temperaturas de desnaturacdo de proteinas, ou seja, a sonda adicionada liga, preferencialmente,
zona hidrofébicas expostas durante a desnaturacdo térmica da proteina. Neste caso em particular, foi
utilizada a mesma técnica, no entanto fez-se uma adaptacdo, na qual a temperatura usada foi constante

(37°C), o que podera alterar a forma como a SYPRO® Orange se liga as zonas referidas. Além disso, a
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forma como sdo adquiridos os dados de intensidade de fluorescéncia é bastante diferente, uma vez que
no caso do fluor6foro ANS é usada uma cuvette de quartzo e sdo tragados espectros num
espectrofluorimetro com feixe de incidéncia horizontal, enquanto que a técnica de DSF pressuple a
utilizacdo de placas de 96 pocos e um aparelho de PCR, no qual a leitura das amostras é feita na
vertical. Por fim, outro factor que podera levar aos resultados dispares obtidos é a estrutura das duas
sondas, uma vez que diferencas ao nivel da carga e da estrutura global destas podem traduzir-se em
diferentes resultados obtidos. No entanto, uma vez que a estrutura da SYPRO® Orange néo ¢ publica,

torna-se impossivel efectuar esta comparagéo.

3.3.3. Estrutura quaternaria e agregacao

Ao contrario do que acontece nos géis desnaturantes SDS-PAGE, onde a migracdo depende
apenas da massa da proteina (a carga global negativa é conferida pelo detergente utilizado), nos géis
Native-PAGE a proteina estad no seu estado nativo e, por isso, a migracdo depende ndo s6 da massa
mas também da conformacdo da proteina e da presenca de cofactores (ides metalicos, por exemplo).

Desta forma, foi possivel estudar a interacgdo entre o ido Ca*" e a Apo-SOD1, bastando para
tal incubar a proteina com o Ca®*, seguindo-se a sua aplicagdo num gel Native-PAGE.

§
3
v?

0 0.5 1 1.5 2 4 6 8 Calcio:SOD1

Figura 3.14 — Gel Native-PAGE referente ao estudo da influéncia do ido Ca*" na estrutura quaternéria da Apo-
SOD1. No primeiro pogo (esquerda) estd presente a Apo-SOD1 sem incubagdo, enquanto nos restantes esta
presente a proteina incubada com concentragdes crescentes de Ca®*. A linha a tracejado serve de referéncia para

a posicédo das bandas.

Analisando o gel obtido (Figura 3.14) é possivel observar, em primeiro lugar, que ndo ocorreu
dissociacdo do dimero nem formacao significativa de oligbmeros, uma vez que todas as bandas estdo
ao nivel da Apo-SOD1 sem incubagdo (primeiro poco). E possivel verificar, também, que & medida

que aumenta a concentragdo de calcio as bandas tornam-se menos intensas e mais dispersas. Por fim, é
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detectavel uma ligeira diminuicdo da distdncia percorrida pelas amostras que contém maior
concentracéo de Ca**.

Embora esta técnica ndo permita tirar conclusdes quantitativas, os resultados obtidos indicam
que o i%o Ca”" interage com a Apo-SOD1, afectando a sua estrutura e/ou carga, o que se reflecte numa
alteracdo do padrdo de migragcdo no gel Native-PAGE. No entanto, ndo ocorre qualquer alteragédo
significativa na estrutura quaternaria da proteina, ou seja, esta mantém-se, essencialmente, na forma de
dimero.

No que respeita ao processo de agregacao e formacdo de fibrilas amildides pela Apo-SOD1
incubada com Ca?", é possivel constatar que a intensidade de fluorescéncia da ThT nas amostras que
tém proteina é inferior & verificada no controlo, e que esta ndo depende da adicdo de ido Ca®* (Figura
3.15), o que sugere que este ido ndo potencia a ocorréncia de fendmenos de agregacdo nem de

formacé&o de fibrilas amildides da Apo-SODL1.
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Figura 3.15 — Resultados de espectroscopia de fluorescéncia da ThT referentes as amostras de Apo-
SOD1incubada, durante a noite, com diferentes concentragdes de Ca®". Mediu-se a intensidade de fluorescéncia
da ThT em funcdo do comprimento de onda, para cada uma das amostras €, de seguida, representou-se o valor
obtido a 480nm em func&o da razdo Ca®*:Proteina. No gréfico da direita é possivel observar a diferenca espectral

entre uma amostra sem Ca®* (linha mais fina) e uma amostra com Ca?* (linha mais grossa).

Apesar de os métodos utilizados anteriormente revelarem que ndo se verifica qualquer
fenémeno de agregacdo da Apo-SOD1 quando esta é incubada com Ca®*, optou-se por utilizar a
técnica de DLS, visto que é bastante mais sensivel, permitindo detectar agregados que ndo sdo
detectaveis nos géis Native-PAGE, nem através de métodos espectroscépicos de fluorescéncia. Esta
técnica permite calcular ndo s6 o tamanho, como a distribuicdo de tamanhos de particulas em solucao,

incluindo proteinas (Nobbmann et al, 2007).
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Desta forma, mediu-se, inicialmente, o didmetro das moléculas presentes numa solugdo de
Apo-SOD1 (linha preta da Figura 3.16), tendo-se obtido um valor médio de 4,8nm. Este resultado esta
de acordo com o esperado, uma vez que o dimero da Apo-SOD1 tem entre 5 e 6nm de didmetro
(Wilkins et al, 1999). De seguida, foi adicionado Ca**, numa concentragéo idéntica a de proteina (linha
vermelha da Figura 3.16). O didmetro médio das moléculas em solu¢do aumentou para 5,72nm, valor
bastante préximo do valor inicial, o que indica que esta proporcdo de Ca** néo leva a formacdo de
agregados de Apo-SOD1. Apés a adicdo de Ca** numa concentragdo quatro vezes superior a de
proteina (linha azul na Figura 3.16), observou-se um aumento bastante acentuado do didmetro médio
das moléculas em solucdo, passando a ser de 1983nm. Além disso, a largura do pico também
aumentou de forma significativa, o que indica que existe uma maior heterogeneidade no tamanho das

espécies presentes em solucao.
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Figura 3.16 — Monitorizacio da formacao de agregados de Apo-SOD1, através da técnica de DLS. A amostra
inicial de Apo-SOD1 (linha preta) foram adicionados volumes crescentes de Ca®* (linhas vermelha e azul),

resultando num aumento do didmetro médio das moléculas em solugéo.

O resultado obtido através desta técnica ndo estd de acordo com os resultados obtidos
anteriormente, uma vez que indica a formacdo de agregados de grandes dimensdes da Apo-SOD1,
quando incubada com Ca?*. No entanto, é necessario ter em conta que, tal como foi referido, esta
técnica é bastante mais sensivel que as anteriores e, além disso, detecta agregados proteicos que
podem ndo ligar ThT. Assim, é possivel sugerir que o ido Ca®* interage com a Apo-SODI,
potenciando a formacdo de agregados desta proteina. Estes resultados vém de encontro as informacdes

recentes, que indicam que o ido Ca®* podera ter uma grande influéncia na ELA (Tradewell et al, 2011).
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3.4. A influéncia do ido Ca?* na estabilidade da Apo-SOD1

O passo seguinte foi, entdo, averiguar se a interaccdo entre o ido Ca** e a Apo-SOD1 leva a
alteracBes na estabilidade térmica e quimica da proteina. Para tal, utilizaram-se varias técnicas,
nomeadamente, a espectroscopia de Dicroismo Circular e o Differential Scanning Fluorimetry, para
estudar a estabilidade térmica, e a espectroscopia de Fluorescéncia, para estudar a estabilidade

guimica.
3.4.1. Estabilidade térmica

Incubou-se a Apo-SOD1, durante a noite, com diferentes concentragdes de Ca* e, de seguida,
efectuaram-se rampas de temperatura, nas quais se mediu o sinal de dicroismo circular a 230nm a
medida que se aumentava a temperatura, a uma taxa de 1°C/min. Os resultados obtidos foram, de
seguida, convertidos num grafico de “fracgdo de proteina desnaturada” em fung@o da temperatura, para
facilitar a analise do mesmo (Figura 3.17). Apesar do processo de desnaturacdo térmica da Apo-SOD1
ndo ser um processo reversivel, aplicou-se um ajuste sigmoidal aos dados obtidos, no sentido de obter
valores comparativos de temperatura de desnaturagdo. Assim, obtiveram-se os seguintes valores de Ty,
aparente: 0 Ca®*: 55°C; 1 Ca’*: 55,4°C; 2 Ca’*: 55,7°C; 4 Ca**: 55,5°C.
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Figura 3.17 — Rampas de temperatura referentes as amostras de Apo-SOD1lincubada durante a noite com
diferentes concentraces de Ca?*. Mediu-se o sinal de Dicroismo Circular a 230nm & medida que se aumentava a
temperatura, a uma taxa de 1°C/min. As T, obtidas foram as seguintes: 0 Ca®*: 55°C; 1 Ca?*: 55,4°C; 2 Ca*":
55,7°C; 3 Ca”": 55,5°C.

A estabilidade térmica da Apo-SOD1 incubada com diferentes concentragdes de Ca** foi,

também, avaliada através de Differential Scanning Fluorimetry (Figura 3.18). Nesta técnica, mede-se a
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intensidade de fluorescéncia da sonda SYPRO® Orange a medida que a temperatura aumenta, sendo,
por isso, possivel calcular a temperatura de desnaturacdo da proteina. Utilizando um software
apropriado (Folha de analise DSF, versdao 2.5, ftp://ftp.sgc.ox.ac.uk/pub/biophysics/), obteve-se um
valor de T, de 54°C para todas as amostras, 0 que est& de acordo com os valores obtidos com a técnica
anterior e com os valores reportados na literatura (Shaw & Valentine, 2007).

Os resultados obtidos indicam que o i Ca®* ndo afecta a estabilidade térmica da Apo-SOD1,

uma vez que a T, obtida foi sempre semelhante, independentemente da concentragdo de ido presente.
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Figura 3.18 — Rampas de temperatura referentes as amostras de Apo-SOD1lincubada, durante a noite, com
diferentes concentracdes de Ca?*. Mediu-se a intensidade de fluorescéncia da SYPRO® Orange a

medida que a temperatura aumentava. Foi obtido uma T, de 54°C para todas as amostras.

3.4.2. Estabilidade quimica

Utilizou-se um ensaio baseado no poder desnaturante do cloreto de guanidinio [C(NH,)sCl]
para estudar a estabilidade quimica da Apo-SOD1 incubada, ou ndo, com Ca*. Apés a incubagéo
durante a noite, adicionou-se cloreto de guanidinio e incubou-se durante 2 horas. De seguida,
efectuaram-se os espectros de fluorescéncia do residuo de triptofano.

A desnaturacdo de uma proteina traduz-se, normalmente, num aumento da intensidade de
fluorescéncia dos residuos de triptofano e num desvio do comprimento de onda de emissdao maximo
para o vermelho. A melhor forma de ter em conta as duas alteragdes mencionadas é calcular o

comprimento de onda de emissdo médio (do inglés, AEW), utilizando a seguinte formula:

A
TN (Fixay)
<A>= ’;N— (1)
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onde F; corresponde a intensidade de fluorescéncia obtida ao comprimento de onda i € A;
corresponde ao comprimento de onda. Assim, é possivel analisar o efeito do cloreto de guanidinio na
fluorescéncia do residuo de triptofano e, consequentemente, na desnaturacao da proteina.

Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 3.19. Aplicando um ajuste sigmoidal aos
dados obtidos, foi possivel calcular o ponto médio aparente da transicdo (C,,) de cada amostra: 0 Ca**:
Cmn=0.55M e 2 Ca*": C,,, = 0.46M. Apesar de ndo ser possivel observar uma fase de pré-transicéo bem
definida, a curva de desnaturacdo é muito semelhante, o que sugere que o id0 Ca®* nfo afecta a
estabilidade quimica da Apo-SOD1.
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Figura 3.19 — Estudo da estabilidade quimica da Apo-SOD1 incubada, durante a noite, com e sem Ca**. Mediu-
se a intensidade de fluorescéncia do residuo de triptofano e, de seguida, calculou-se o comprimento de onda de
emissdo médio (do inglés, AEW). Aplicando um ajuste sigmoidal aos dados obtidos (linha continua para a
amostra sem Ca’" e linha tracejada para a amostra com Ca?*) foi possivel calcular o ponto médio da transicdo
(Cy) de cada amostra: 0 Ca®*: C, = 0.55M e 2 Ca®*: Cy, =0.46M.

Os estudos efectuados sugerem que, apesar de interagir com a estrutura da Apo-SOD1, o ido

Ca’" ndo afecta a estabilidade conformacional da mesma.

3.5. Avaliacdo da interferéncia do ido Ca?* na afinidade entre a Apo-SOD1 e 0 Zn**

Esté descrito de forma bastante clara na literatura que a SOD1 tem, em cada monémero, um
local de ligacdo para o id0 Zn*" e que a ligacdo do mesmo aumenta a estabilidade térmica da proteina
(Potter et al, 2007). Assim, o objectivo principal deste estudo foi averiguar se o ido Ca* altera a
afinidade entre a Apo-SOD1 e o Zn*" e, caso altere, quais as consequéncias para a estrutura da
proteina. Para além disso, este estudo também poderia permitir perceber se a possivel ligacdo do ido

Ca’* ocorria no local de ligacéo do ido Zn**.
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Numa primeira abordagem, e apenas para confirmar a informacéo j& descrita, utilizou-se a
técnica de DSF para efectuar um ensaio semelhante ao do ponto 3.4.1, mas neste caso a Apo-SOD1 foi
incubada com diferentes concentragdes de Zn®* (Figura 3.20). Utilizando o software apropriado (Folha
de anélise DSF, versdo 2.5, ftp://ftp.sgc.ox.ac.uk/pub/biophysics/), calcularam-se os valores de T, de
cada uma das amostras, tendo-se obtido os seguintes resultados: 0 Zn*": 54°C; 2 Zn**: 65°C; 4 Zn*":
77°C; 8 Zn**: 81°C; 12 Zn*": 81°C; 16 Zn**: 81°C. Tal com seria de esperar, a temperatura de
desnaturacéo aumenta & medida que aumenta a concentragdo de Zn®*, até atingir o valor méximo de
81°C, estabilizando de seguida. Este valor esta bastante préximo dos 80°C, que tém sido reportados
como T, da SOD1 com ido Zn?* ligado (Potter et al, 2007).
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Figura 3.20 — Rampas de temperatura referentes as amostras de Apo-SOD1lincubada durante a noite com
diferentes concentracdes de Zn?*. Mediu-se a intensidade de fluorescéncia da SYPRO® Orange & medida que a
temperatura aumentava. Ap6s a normalizacao dos valores obtidos, foi possivel calcular as temperaturas de
desnaturacdo. As Ty, obtidas foram as seguintes: 0 Zn?": 54°C; 2 Zn*": 65°C; 4 Zn*": 77°C; 8 Zn**: 81°C; 12 Zn*":
81°C; 16 Zn*": 81°C.

Seguidamente, incubou-se a Apo-SOD1 (37°C, com agitacéo), durante a noite, com diferentes
concentragdes de ZnCl,. Apos a incubagdo, realizaram-se 0s espectros de CD de todas as amostras.

Por fim, procedeu-se & incubacdo da Apo-SOD1 (37°C, com agitacdo), durante 24h, com
diferentes concentracdes de CaCl,. Ap6s a incubacédo, adicionaram-se volumes idénticos, isto €, na
mesma propor¢éo, de ZnCl, e incubou-se, novamente, durante 24h nas mesmas condigoes.

Dos dados obtidos, utilizaram-se os valores de CD a 230nm, visto que este € um comprimento
de onda que fornece bastante informacao acerca da ligacdo de ides metalicos a proteina (Kayatekin et
al, 2010), e o valor a 218nm, que permite avaliar a contribuicdo de folhas-p para a estrutura secundaria
da proteina (Ranjbar & Gill, 2009). Os valores obtidos aos comprimentos de onda referidos foram

representados em fungdo da razéo 1do:Proteina (Figuras 3.21 e 3.22).
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Tal como ja foi referido anteriormente, o aumento do sinal de dicroismo circular a 230nm,
vulgarmente designado de “ombro”, no espectro da SODI, é caracteristico da forma com ido Zn**
ligado (Potter et al, 2007), e permite distingui-la da forma Apo (sem metais incorporados). Assim, tal
como seria de esperar, 0 i%0 Zn** provoca um aumento do sinal de dicroismo circular a 230nm (Figura
3.21). Este processo parece ser bastante especifico, uma vez que o sinal aumenta a medida que
aumenta a concentragdo de Zn®*, mas apés atingir o valor correspondente & razéo l3o:Proteina de 1.3,
estabiliza. Este valor esta bastante proximo do valor mencionado na literatura, onde esta descrito que a
ligacdo de um i&o Zn®* por dimero é suficiente para induzir as principais alteracdes conformacionais
na proteina (Potter et al, 2007).

No caso em que a Apo-SOD1 foi incubada previamente com Ca®" e, s6 depois, com Zn*, o
comportamento é muito semelhante ao da incubagdo s6 com Zn*, o que indica que o ifo Ca®* nio
parece interferir com a ligagdo do id0 Zn?" ao seu local especifico na SOD1. Finalmente, quando a
Apo-SOD1 foi incubada apenas com o id0 Ca** o comportamento obtido é mais oscilatério e aparenta

ter um efeito contréario ao observado para a ligagdo do Zn?*, ou seja, ocorre uma diminuicdo do sinal
de CD a 230nm.
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Figura 3.21 — Influéncia do ido Ca®* na afinidade entre a Apo-SOD1 e 0 id0 Zn*. A partir dos espectros de
dicroismo circular de UV-longinquo de cada uma das amostras obtiveram-se os valores de CD a 230nm, que,

apos serem normalizados, foram representados em funcéo da razéo ido:proteina.

No que diz respeito a monitorizagao dos resultados a 218nm (Figura 3.22), é possivel constatar
que 0 i Zn** leva a que o sinal de CD se torne mais negativo, quando comparado com o Ca*". Isto
indica que ambos os ifes interagem com a Apo-SOD1, levando a modificacfes de estrutura que se
encontrava em enrolamento aleatorio para estrutura secundaria bem definida. No entanto, quando a
proteina é incubada inicialmente com Ca’* e, de seguida, com Zn* o comportamento obtido néo é téo

significativo, ou seja, ndo ocorre uma diminuicdo tdo acentuada do sinal de CD. Este resultado sugere
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gue a accdo combinada destes dois iGes provoca alteragfes estruturais na Apo-SOD1 diferentes das
provocadas por cada um dos ides isoladamente. Esta informagdo pode ser bastante relevante para o
melhor conhecimento da ELA, uma vez que ambos os ides referidos estdo presentes em elevadas

concentragdes no espaco sinaptico (Barnham & Bush, 2008)
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Figura 3.22 — Influéncia do ido Ca®* na afinidade entre a Apo-SOD1 e 0 i30 Zn**. A partir dos espectros de
dicroismo circular de UV-longinquo de cada uma das amostras obtiveram-se os valores de CD a 218nm,
queforam representados em funcéo da razdo ido:proteina. Os valores apresentados para as amostras com Célcio e
com Zinco (isoladamente) correspondem a média dos 3 ensaios realizados e as barras de erros correspondem ao

desvio padrdo dos mesmos.

Reunindo os resultados obtidos, é possivel constatar que o i&o Ca*" interage com a Apo-SOD1,
levando a alteragdes ao nivel da estrutura secundaria, no entanto, ndo interfere com a ligacéo do ido
Zn*" a Apo-SOD1.

Para complementar a informacéo j& obtida, efectuou-se um estudo de estabilidade térmica e
determinagdo da temperatura de desnaturacdo, através de Espectroscopia de dicroismo circular, da
amostra de Apo-SOD1 incubada, previamente, com Ca** e, depois, com Zn*", numa proporgdo de 3:1
(la0:Proteina). O resultado obtido foi, de seguida, convertido num grafico de “fraccdo de proteina
desnaturada” em funcdo da temperatura, para facilitar a analise do mesmo (Figura 3.23). Aplicando
um ajuste sigmoidal aos dados obtidos, obteve-se um valor de T,, de 80°C.

Este resultado corrobora a ideia de que o i0 Ca®* no interfere com a ligacdo do ido Zn** &
Apo-SOD1, uma vez que a T,, obtida é igual & obtida quando se incuba a proteina apenas com ido Zn**

(Potter et al, 2007).
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Figura 3.23 — Rampa de temperatura referente & amostra de Apo-SOD1lincubada com Ca®* e Zn** (razdo
ld0:Proteina = 3). Mediu-se o sinal de Dicroismo Circular a 230nm a medida que se aumentava a temperatura, a
uma taxa de 1°C/min. A linha vermelha corresponde ao ajuste sigmoidal efectuado para calcular a temperatura

de desnaturagéo (T, = 80°C).

3.6. 180 Ca*" como potenciador da agregacdo da Apo-SOD1

Visto que, anteriormente, apenas a técnica de DLS indicou que o i&o Ca*" por si s6 induz a
formacdo de agregados da Apo-SOD1 (seccdo 6.2.3), procurou-se na literatura informacao acerca de
possiveis condi¢cdes potenciadoras de agregacdo, com o objectivo de perceber se, nessas condicdes, 0
id0 Ca”" influenciaria, ou ndo, o processo. Desta forma, optou-se por utilizar o agente redutor tris-[2-
carboxietil]-fosfina (TCEP), uma vez que, por um lado, este redutor numa concentracdo entre 5 e
10mM leva a dissociacdo do dimero da Apo-SOD1 (Doucette et al, 2004) e, por outro, permite
mimetizar o ambiente redutor existente na célula, tornando as condi¢fes do ensaio mais proximas das
fisioldgicas. Juntamente com o ambiente redutor, utilizou-se uma temperatura de 37°C, bem como um

pH de 7,5 (condicdes fisiologicas).

3.6.1. O papel do TCEP na monomerizagdo e consequente agregacao da Apo-
SOD1

Tal como foi referido anteriormente, a ligacdo per-sulfureto existente na SOD1 permite
aumentar a afinidade das duas subunidades no dimero, conferindo uma grande estabilidade (Potter et
al, 2007). Assim, caso a proteina seja incubada num ambiente fortemente redutor, a ligacdo per-

sulfureto é quebrada, levando a uma diminuicdo da afinidade entre as subunidades no dimero e,
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consequentemente, ao aumento da popula¢do de mondmeros de SOD1. Na literatura esta descrito que
esta monomerizacdo induz a agregacdo da Apo-SOD1 (Chattopadhyay et al, 2008). Desta forma,
procedeu-se a incubacdo da Apo-SOD1 com diferentes concentracdes de TCEP, a fim de avaliar o seu
efeito na monomerizacdo e agregacdo da proteina, bem como seleccionar a concentracdo mais
adequada para o estudo subsequente.

Apos a incubacdo e a diluicdo, mediu-se a intensidade de fluorescéncia da ThT para cada
amostra e, de seguida, representou-se o valor obtido a 480nm, em cada espectro, em funcdo da
concentracdo de TCEP (Figura 3.24).
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Figura 3.24 — Resultados de espectroscopia de fluorescéncia, baseados na sonda ThT, referentes as amostras de
Apo-SOD1lincubada, durante 24h, com diferentes concentracdes TCEP. Mediu-se a intensidade de fluorescéncia
da ThT para cada amostra e, de seguida, representou-se o valor de fluorescéncia a 480nm de cada espectro em

funcdo da concentracéo de TCEP.

Analisando o resultado obtido é possivel constatar que a medida que aumenta a concentracao
de redutor, aumenta o valor de intensidade de fluorescéncia da ThT a 480nm. Este efeito sugere que a
reducdo da ponte per-sulfureto nativa e o consequente aumento da populacdo de mondémero em
solucdo potencia, fortemente, fenémenos de agregacao e de formacéo de fibrilas amiléides.

Com o objectivo de perceber qual o estado de monomerizacdo da Apo-SOD1 para um
determinado efeito de agregacdo observado, efectuou-se um estudo baseado no reagente AMS. Este
agente modificador de grupos tiol, com cerca de 500Da de massa molecular, liga-se a grupos -SH

livres nos residuos de cisteina. Assim, € possivel perceber se as ligagdes per-sulfureto estdo intactas
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(S-S), impedindo a ligacdo do AMS, ou se estdo quebradas (2 SH), permitindo a ligacdo do AMS e
consequente aumento do tamanho da proteina. As alteragdes ao nivel do tamanho da proteina séo
detectadas através de um gel SDS-PAGE parcialmente desnaturante, ou seja, é realizado o método
habitual, mas utiliza-se tamp&o de amostra nativo e as amostras nio sdo fervidas. E importante referir
que a Apo-SOD1 tem na sua constituicdo 4 residuos de cisteina, sendo que dois deles participam numa
ligac@o per-sulfureto, enquanto os restantes se encontram livres.

A primeira informacdo que é possivel retirar do gel obtido (Figura 3.25), é que a Apo-SOD1,
num gel SDS-PAGE parcialmente desnaturante, migra sempre sob a forma de monémero, uma vez
gque mesmo na amostra que ndo contem TCEP (primeiro pogo a contar da esquerda) ela migra dessa
forma. No entanto, uma vez que a incubagdo com AMS ocorre antes da corrida do gel, é possivel
extrapolar, a partir do padrdo de ligacdo do AMS, se a proteina no inicio se encontrava sob a forma de

dimero ou monémero.

Oh incubagdo 24h a 37°C, 1000rpm
Sem TCEP 0 mM 2mM  4mM  10mM OmM  2mM 4mM 1omm OO TCEP

TCEP TCEP Sem AMS

Sem AMS  TCEP TCEP TCEP TCEP TCEP TCEP

Figura 3.25 — Gel SDS-PAGE referente ao estudo da influéncia do TCEP na estrutura quaternaria da Apo-
SOD1. No primeiro pogo (esquerda) esté presente a Apo-SOD1 sem TCEP nem AMS, enquanto no Gltimo pogo
(direita) a amostra contém TCEP. Nos restantes pogos esta a proteina incubada com diferentes concentragdes de

agente redutor.

No que diz respeito as amostras preparadas na altura da elaboragdo do gel (Oh incubacdo), é
possivel verificar que sem a adi¢do de TCEP (segundo poco a contar da esquerda), ocorre a ligagdo de
duas moléculas de AMS, uma vez que a amostra migra ligeiramente menos que a amostra a qual ndo
foi adicionado AMS (primeiro pogo). Este resultado indica que, na auséncia de TCEP, a ligacdo per-
sulfureto se encontra intacta e que, portanto, antes de correr a amostra no gel esta encontra-se,
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essencialmente, na forma de dimero. Quando é adicionado TCEP, a uma concentracdo de 2mM, ja se
detectam duas bandas principais: a banda de menor migracdo, correspondente a Apo-SOD1 com 4
moléculas de AMS ligadas; e a de maior migragéo, correspondente & Apo-SOD1 com duas moléculas
de AMS ligadas. Isto indica que parte das moléculas de proteina tem a ligacdo per-sulfureto intacta,
enquanto as restantes ja ndo a possuem. Quando se adicionam concentragdes superiores de TCEP,
nomeadamente 4 e 10mM, ocorre sempre a ligacdo de quatro moléculas de AMS, o que indica que 0s
grupos tiol dos residuos de cisteina se encontram no estado reduzido e, consequentemente, que nao
existe ligacdo per-sulfureto. Indirectamente, é possivel concluir que, utilizando essas concentragées, a
amostra inicial (antes de correr o gel) ja era composta por mondémeros de Apo-SOD1.

No caso em que se procedeu a uma incubacdo de 24h, € possivel observar que,
independentemente da concentragéo, a presenca de TCEP leva a ligagdo de quatro moléculas de AMS,
0 que indica que a ligagdo per-sulfureto é inexistente. Ao contrario do que aconteceu nas amostras que
ndo foram incubadas, a uma concentragdo de 2mM de TCEP, é detectada apenas uma banda, o que
significa que todas as moléculas de proteina tém os grupos tiol livres (-SH).

Em suma, é possivel afirmar que com uma concentracdo de 2mM de TCEP temos um estado
destabilizado da Apo-SOD1 mas ndo totalmente reduzido, visto que algumas moléculas de proteina
ainda mantém a ligagdo per-sulfureto e, consequentemente, estdo sob a forma de dimero. No entanto,

isto apenas se verifica quando as amostras ndo sdo incubadas durante 24h, a 37°C com agitacéo.

3.6.2. 130 Ca’" promove a formacdo de agregados amiléide da Apo-SOD1
apos 24h de incubagao

Depois de se perceber qual a concentracdo de TCEP que permite destabilizar o dimero e obter
uma mistura de populaces na qual existem moléculas de Apo-SOD1 com a ligagdo per-sulfureto
intacta e outras sem esta ligacdo, passou-se ao objectivo principal deste estudo, ou seja, analisar a
influéncia do id0 Ca®* nos fenémenos de agregagdo e de formagdo de fibrilas amildides pela Apo-
SOD1, no estado destabilizado, promovido pela presenca do redutor.

Apos o periodo de incubacdo e a respectiva diluicdo de cada amostra, efectuaram-se espectros
de fluorescéncia baseados em fluordforos extrinsecos, nomeadamente, 0 ANS e a ThT.

Os resultados obtidos sdo apresentados nas figuras 3.26 e 3.27. E possivel observar que, quer
para 0 ANS quer para a ThT, ocorre inicialmente um aumento da intensidade de fluorescéncia a
medida que aumenta a concentragdo de Ca®", sendo que atinge o valor méximo quando a razio
Ca’*:Proteina é, aproximadamente, igual a um, estabilizando de seguida. E importante referir que a
Apo-SOD1 incubada sem Ca?* (razdo 0) também apresenta valores de intensidade de fluorescéncia de
ThT superiores ao controlo (sem proteina), o que esta de acordo com o esperado uma vez que tem sido
descrito que a Apo-SOD1, quando incubada a 37°C e a pH fisiolégico, forma fibrilas amil6ides
capazes de ligar ThT (Chattopadhyay et al, 2008).
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O facto de ocorrer uma estabilizacéo da intensidade de fluorescéncia e de essa estabilizacdo

ocorrer apds a razdo 1, poderd indicar que o processo em causa € bastante especifico e inclui a

interac¢do de um ido calcio por molécula de Apo-SOD1.
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Figura 3.26 — Resultados de espectroscopia de fluorescéncia do ANS referentes as amostras de Apo-

SOD1incubada, durante 24h, com diferentes concentracdes de Ca®*. Mediu-se a intensidade de fluorescéncia do

ANS para cada amostra e, de seguida, representou-se o valor de fluorescéncia a 480nm de cada espectro, apds
normalizagdo, em funcdo da razdo Calcio:Proteina. Os resultados apresentados correspondem a média de 3

ensaios realizados. A linha a tracejado serve, apenas, para indicar a tendéncia.
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Figura 3.27 — Resultados de espectroscopia de fluorescéncia da ThT referentes as amostras de Apo-

SOD1incubada, durante 24h, com diferentes concentracdes de Ca®*. Mediu-se a intensidade de fluorescéncia da

ThT para cada amostra e, de seguida, representou-se o valor de fluorescéncia a 480nm de cada espectro, ap6s

normalizacdo, em funcdo da razdo Calcio:Proteina. Os resultados apresentados correspondem a média de 3

ensaios realizados. A linha a tracejado serve, apenas, para indicar a tendéncia.

57



Estes resultados indicam que, num ambiente destabilizado pelo redutor TCEP, o ido Ca*
promove alteracbes na estrutura da Apo-SOD1, nomeadamente, leva ao aumento das zonas
hidrofébicas expostas ao solvente (aumento da intensidade de fluorescéncia do ANS) e potencia
fendmenos de agregacéo e formacdo de fibrilas amildides (aumento da intensidade de fluorescéncia da
ThT).

3.6.3. Cinética de agrega¢do monitorizada atraves da sonda ThT

Ap0s os resultados bastante prometedores obtidos depois da incubag¢do da Apo-SOD1 com o
id0 Ca®* durante 24h, em ambiente redutor, optou-se por estudar a cinética de agregacdo da proteina,
ao longo do tempo, em modo continuo, através da sonda ThT, tal como tem sido descrito na literatura
(Banci et al, 2007).

As condigdes utilizadas foram idénticas as anteriores, ou seja, incubou-se a Apo-SOD1 com
2mM de TCEP e uma concentracio de Ca”" duas vezes superior & de proteina (razdo 2). No entanto,
desta vez, foi adicionada ThT juntamente com 0s restantes reagentes e a amostra esteve sempre sob
agitacdo magnética. Como controlo, foi realizado o mesmo procedimento mas sem a adi¢do de ido
Ca**.
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Figura 3.28 — Cinética de ligagdo da ThT referente &s amostras de Apo-SOD1lincubada com (razdo 2) e sem
Ca®* e com uma concentracéo de 2mM de TCEP. Mediu-se a intensidade de fluorescéncia da ThT a 490nm a

cada 10min, num total de 4000min.

Analisando os resultados obtidos (Figura 3.28) é possivel constatar que a fase laténcia sofre
alteracdes, passando de, aproximadamente 1750 minutos, no caso da amostra sem Ca®* (linha preta),
para cerca de 750 minutos, quando é adicionado Ca®* & amostra (linha cinzenta). Isto significa que a

adicdo do o Ca®* permite acelerar o processo, fazendo com que o aumento da intensidade de
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fluorescéncia da ThT comece bastante mais cedo. Além disso, o declive da fase exponencial, que
corresponde ao periodo de formacao das fibrilas amil6ides, é superior no caso em que é adicionado o
id0 em estudo. Assim, é possivel afirmar que o id0 Ca”* potencia a formacao de fibrilas amildides pela
Apo-SODL1.

E importante realgar, também, que o valor maximo de intensidade de fluorescéncia atingido
pela amostra com Ca®* é superior ao da amostra sem adicdo deste i40, o que indica que ha um maior
numero de moléculas de ThT ligadas e, consequentemente, uma maior formacéo de fibrilas amil6ides.

Os resultados obtidos neste estudo, realizado de forma continua ao longo do tempo, estdo de
acordo com os obtidos para uma incubacdo de 24h, ou seja, parece ser um facto que o ido Ca**

potencia, in vitro, a formacao de fibrilas amildides pela proteina Apo-SODL.
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4. Conclusoes

A Esclerose Lateral Amiotréfica € uma doenca neurodegenerativa progressiva e fatal, na qual
0s pacientes acabam por falecer 3 a 5 anos apds se iniciarem os sintomas. Apesar de as manifestacoes
externas estarem bem estabelecidas, a etiologia da ELA esta muito longe de ser conhecida, uma vez
que se trata de uma doenca bastante complexa, com componente genética, mas, também, “ambiental”,
e na qual existem diferentes alteracbes celulares, nomeadamente, agregagédo proteica intracelular,
excitotoxicidade induzida por glutamato, disfungdo mitocondrial, entre outros.

Este trabalho pretendeu dar um contributo valido para o aumento do conhecimento em relagéo
a esta patologia, mais concretamente ao nivel do estudo da contribuicdo dos agregados proteicos para
o desenvolvimento da mesma. Assim, efectuou-se um estudo in vitro sobre a influéncia do ido Ca*,
um dos ides presentes em elevadas concentracdes no espago sinaptico, na estrutura e estabilidade da
Apo-SOD1 e, ainda, na formacao de agregados amildide pela mesma proteina.

Observou-se que o iAo Ca®* afecta a estrutura secundaria da Apo-SOD1, promovendo a
transformacdo de estrutura com enrolamento aleatdrio em estrutura secundaria bem definida. Contudo,
estas alteragdes ndo interferem na afinidade entre a proteina e um dos ides que esta liga, isto é, 0 ido
Zn%*. Além disso, o id0 Ca?* ndo afecta nem a estabilidade térmica nem a estabilidade guimica da
Apo-SOD1. No que diz respeito s estruturas terciaria e quaternaria da proteina, o ido Ca", por si s6,
provoca alteragBes, nomeadamente ao nivel da hidrofobicidade da sua superficie. No entanto, o seu
efeito é, fortemente, potenciado se a proteina estiver destabilizada, mais concretamente, se esta for
incubada com o redutor TCEP. Desta forma, num ambiente destabilizado, o ifo Ca* promove o
aumento das zonas hidrofobicas da proteina expostas ao solvente, bem como, fenémenos de agregacéo
e formacéo de fibrilas amil6ides pela Apo-SODL1.

Os resultados obtidos vém de encontro as informacges recentes da literatura, que indicam que
os pacientes com ELA tém problemas ao nivel da regulacéo dos niveis de Ca®* (Cozzolino et al, 2008)
(Jaiswal & Keller, 2009) e que, consequentemente, este ido podera ter uma grande influéncia na ELA
(Tradewell et al, 2011). A grande maioria dos estudos efectuados, actualmente, foca-se na influéncia
do ido Ca®* na morfologia e funcdo das mitocondrias e do reticulo endoplasmatico (Jahn et al, 2006)
(Coussee et al, 2011), uma vez que estes ttm um papel fundamental no tamponamento deste ido.
Contudo, e tal como é demonstrado aqui, o i#0 Ca®* pode influenciar, directamente, o folding e
misfolding da SOD1, o que leva a que esta abordagem deva ser explorada com maior énfase.

No que diz respeito a futuros estudos, seria interessante avaliar o efeito do io0 Ca** na Apo-
SOD1 em ambiente celular, mais concretamente, avaliar a citotoxicidade das fibrilas amiléides
formadas. Além disso, seria interessante estudar o efeito dos ides Cu®" e Zn?* na estrutura da Apo-
SOD1, uma vez que estes iGes metalicos também se encontram presentes, em elevadas concentraces,

No espacgo sinaptico.
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Uma vez determinada a etiologia da ELA, as terapias que impegcam a progressdo da doenca
irdo, certamente, aparecer, mas até |4 as terapias sintomaticas e paliativas continuam a ajudar a que 0s

pacientes enfrentem os desafios da ELA com dignidade e com o conforto possivel.
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Anexo |

Composicédo dos meios de cultura utilizados nos crescimentos celulares

Meio de cultura Lysogeny Broth (LB) - Para 1L: 10g triptona, Fluka; 5g extracto de levedura, Biokan;
5g NaCl, Panreac.

Meio de cultura Luria Agar (LA) - Para 1L: 10g triptona, Fluka; 5g extracto de levedura, Biokan; 59
NaCl, Panreac; 15g Agar, Roth.

Meio de cultura Terrific Broth (TB) - Para 1L: 12g triptona, Fluka; 24g extracto de levedura, Biokan;
9,49 Mono-Hidrogenofosfato de Potassio, Merck; 2,29 Di-Hidrogenofosfato de Potassio, Merck; 4mL
glicerol 87%, Merck.

Anexo 11

Composicao das solucdes tampdao utilizadas nos géis SDS-PAGE

Tampéao de amostra:
0,125M Tris, Sigma-Aldrich ; 6% (m/v) SDS, Roth ; 20% (v/v) glicerol, Merck; 5% (v/v) B-
mercaptoetanol, Sigma-Aldrich; 0,02% (m/v) azul de bromofenol, Sigma-Aldrich, pH 6,8.

Tampao de eluicéo (5x)
Apos diluigdo 1:5 : 0,025M Tris, Sigma-Aldrich; 0,192M glicina, Sigma-Aldrich; 4% SDS, Roth, pH
8,3.

Composicéo das solucdes tampdao utilizadas nos géis Native-PAGE

Tampéo de amostra:
0,125M Tris, Sigma-Aldrich; 20% (v/v) glicerol, Merck; 5% (v/v) B-mercaptoetanol, Sigma-Aldrich;
0,02% (m/v) azul de bromofenol, Sigma-Aldrich, pH 6,8.

Tampéo de eluigéo (5x)
Apos diluicdo 1:5 : 0,025M Tris, Sigma-Aldrich; 0,192M glicina, Sigma-Aldrich, pH 8,3.
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Anexo 111

Composicdo dos géis SDS-PAGE realizados

Gel resolvente 12%:

Volume (uL)
Agua 1750
Tampéo Tris-HCI 1,5M pH 8,8 com 0,3% SDS 1250
30% Acrilamida 2000
Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 5
10% Persulfato de aménio (PSA) 25
Gel concentrador 4%:
Volume (uL)
Agua 1153
Tampéo Tris-HCI 0,5M pH 6,8 com 0,4% SDS 625
30% Acrilamida 325
Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 2,5
10% Persulfato de aménio (PSA) 12,5
Composicao dos geéis Native-PAGE realizados
Gel resolvente 12%:
Volume (pL)
Agua 1750
Tampéo Tris-HCI 1,5M pH 8,8 1250
30% Acrilamida 2000
Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 5
10% Persulfato de amonio (PSA) 25
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Gel concentrador 4%:

Volume (pL)
Agua 1153
Tampéo Tris-HCI 0,5M pH 6,8 625
30% Acrilamida 325
Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 2,5
10% Persulfato de amonio (PSA) 12,5
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