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Sumário 

 

 A Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) é uma doença neurodegenerativa fatal que envolve a 

morte selectiva dos neurónios motores superiores e inferiores, levando à atrofia muscular, paralisia e 

morte. Cerca de 90% dos casos de ELA são esporádicos, sem causa conhecida, mas os restantes 10% 

têm componente genética e são denominados casos familiares. Destes últimos, cerca de 25% são 

causados por mutações no gene que codifica para a Superóxido dismutase Cu-Zn (SOD1). 

 A estabilidade conformacional da SOD1 parece estar fortemente associada à coordenação com 

os iões Zn
2+

 e Cu
2+

, que leva à formação da ligação per-sulfureto intramolecular, resultando numa 

temperatura de desnaturação (Tm) bastante elevada (≈ 90ºC). A variante da SOD1 sem iões metálicos 

mas com a ligação per-sulfureto intacta (Apo-SOD1 S-S) tem uma Tm de, cerca de, 52,8ºC. 

 Recentemente, tem sido proposto que a Apo-SOD1, sob condições fisiológicas, i.e. 37ºC, pH 7 

e 100 μM de concentração, forma oligómeros proteicos estáveis, solúveis e de grandes dimensões. 

Utilizando uma grande variedade de espectroscopias biomoleculares, estudou-se a interacção 

in vitro entre a Apo-SOD1 e o ião Ca
2+

, que está presente, em níveis elevados, no espaço sináptico. 

Observou-se que este ião provoca alterações estruturais na Apo-SOD1, nos diferentes níveis de 

estrutura, sem, no entanto, afectar a estabilidade conformacional. Este efeito é ainda mais vincado, 

quando a proteína é submetida a um ambiente redutor, mais concretamente, quando é incubada com 

TCEP. Nesse contexto, o ião Ca
2+

 promove o aumento das zonas hidrofóbicas da proteína expostas ao 

solvente, bem como, fenómenos de agregação e formação de fibrilas amilóides pela Apo-SOD1. 

Os resultados obtidos estão em sintonia com as informações recentes da literatura, que 

indicam que os pacientes com ELA têm problemas ao nível da regulação dos níveis de Ca
2+

 e que, 

consequentemente, este ião poderá ter uma grande influência na ELA. 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Esclerose Lateral Amiotrófica, Superóxido Dismutase 1, Folding de proteínas, 

Agregação, Iões metálicos, Espectroscopias biomoleculares. 
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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
2+

 and Cu
2+

 ion 

coordination, which drives the formation of an intramolecular disulfide bond, resulting in a very high 

Tm (≈ 90ºC). The metal-free, disulfide-intact protein (Apo-SOD1 S-S) has a Tm value of ≈ 52,8ºC. 

Recently, it has been proposed that Apo-SOD1 under physiological conditions, i.e., 37°C, pH 

7, and 100 μM 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
2+

 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
2+

 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
2+

 

levels’ regulation and, consequently, this ion may have a major influence in ALS. 
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Metal ions, Biomolecular spectroscopy. 
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1. Introdução 

 

1.1. Folding e Misfolding de proteínas 

 

1.1.1. O processo de folding proteico 

 

O folding de uma proteína é o processo físico através do qual uma cadeia polipeptídica adquire 

a sua estrutura tridimensional característica e funcional (Alberts et al, 2002). Após a tradução da 

sequência de mRNA para uma cadeia linear de aminoácidos, a proteína existe sob a forma de um 

polipéptido sem estrutura organizada (Figura 1.1). De seguida, os aminoácidos interagem entre si de 

forma a produzir uma estrutura tridimensional bem definida, designada por estado nativo de uma 

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

 

Figura 1.1 - Ilustração da transformação de uma proteína, desde o estado em cadeia linear (lado esquerdo) até ao 

estado nativo (lado direito). No estado nativo os aminoácidos hidrofóbicos estão protegidos do solvente. 

  

Actualmente, é aceite que as proteínas apresentam vários níveis de estrutura, nomeadamente 

estrutura primária, secundária, terciária e, por vezes, quaternária (Murray et al, 2006). A estrutura 

primária é dada pela sequência de aminoácidos ao longo da cadeia polipeptídica (Nelson et al, 2008) 

(Figura 1.2), sendo o nível 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 secundária é dada pelo arranjo espacial de aminoácidos próximos entre si na sequência 

primária da proteína e ocorre graças à possibilidade de rotação das ligações entre os carbonos α dos 

aminoácidos e os seus grupos amina e carboxilo. Existem dois tipos principais de estrutura secundária, 

ambas estabilizadas por ligações de hidrogénio: a hélice-α, que consiste numa estrutura cilíndrica na 

qual as cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos se encontram viradas para o exterior; e a folha-β, 
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que consiste numa estrutura achatada e rígida (Rose et al, 2006) (Figura 1.2). A estrutura terciária 

pode ser definida como a aparência global de uma molécula de proteína (Figura 1.2), sendo 

estabilizada por interacções não-locais (ou à distância), nomeadamente interacções electrostáticas e 

hidrofóbicas, ligações de hidrogénio, forças de van der Waals e, por vezes, ligações per-sulfureto 

(Alberts et al, 2002). Algumas proteínas necessitam de atingir a estrutura quaternária para serem 

biologicamente activas. Este nível de estrutura é formado pela associação de duas ou mais cadeias 

polipeptídicas, através das mesmas forças envolvidas na formação da estrutura terciária (Nelson et al, 

2008) (Figura 1.2). 

 
Figura 1.2 - Ilustração referente aos diferentes níveis de estrutura de uma proteína. Adaptado de 

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

 

As proteínas no seu estado nativo têm, normalmente, um núcleo hidrofóbico, no qual o 

empacotamento das cadeias laterais confere estabilidade, enquanto as cadeias laterais polares ou 

carregadas ocupam a superfície exposta ao solvente, onde interagem com a água circundante. 

Minimizar o número de cadeias laterais hidrofóbicas expostas ao solvente é, geralmente, uma 

obrigatoriedade no processo de folding (Pace et al, 1996). 

A elucidação das vias de folding de proteínas e dos princípios que as governam têm sido um 

dos problemas mais difíceis de resolver na área da biologia estrutural. Praticamente todas as vias 

bioquímicas são estudadas através do isolamento dos intermediários da via e da determinação da sua 

estrutura. Contudo, esta abordagem não se pode aplicar às vias de folding de proteínas, uma vez que os 
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seus intermediários têm tempos de vida inferiores a um segundo e não podem ser isolados e estudados 

pelos métodos estruturais habituais (Englander et al, 2007). Desta forma, tem-se tentado ultrapassar 

este problema recorrendo a métodos biofísicos, tais como as espectroscopias de fluorescência, 

dicroísmo circular e infravermelho, e a ressonância magnética nuclear. Mais recentemente, estes 

métodos têm sido combinados com técnicas de mistura rápida e perturbação do equilíbrio, de forma a 

tentar estudar o processo de folding em tempo real (Travaglini-Allocatelli et al, 2009). 

 

1.1.2. Misfolding e agregação – implicações em diferentes patologias 

 

Uma proteína é designada de misfolded quando, devido a condições adversas ou mutações no 

gene que a codifica, não consegue atingir, ou perde, a sua forma tridimensional nativa, isto é, aquela 

que a permite ser bioquimicamente funcional. Entre as condições adversas referidas, destacam-se as 

elevadas concentrações de solutos, pH extremos, forças mecânicas e temperaturas acima ou abaixo do 

intervalo no qual as células normalmente vivem. Sob certas condições, algumas proteínas podem 

readquirir o estado nativo, no entanto, em vários casos o misfolding é irreversível (Shortle, 1996). 

As proteínas no estado misfolded, devido ao facto de deixarem de estar activas e por isso não 

cumprirem a sua função na célula, estão associadas a patologias de perda de função (Winklhofer et al, 

2008), como por exemplo a Hemofilia. Por outro lado, a formação de agregados proteicos, 

constituídos por várias moléculas de proteínas misfolded, está associada a patologias de ganho de 

função tóxica, nomeadamente (i) doenças relacionados com priões, tais como Creutzfeldt-Jakob e 

Encefalopatia Espongiforme Bovina (doença das vacas loucas); (ii) doenças relacionadas com 

amilóide, tais como Alzheimer e Cardiomiopatia Amilóide Familiar; (iii) doenças de agregação 

intracitoplasmática, tais como Huntington, Parkinson e Esclerose Lateral Amiotrófica (Chiti & 

Dobson, 2006). Estas doenças degenerativas estão associadas à multimerização de proteínas misfolded 

em agregados insolúveis extracelulares e/ou inclusões intracelulares, incluindo fibrilas amilóides de 

folhas-β cruzadas. No entanto, não é claro se estes agregados são a causa ou uma consequência da 

perda da homeostase proteica, que consiste no balanço entre a síntese, o folding, a agregação e a 

degradação das proteínas (Winklhofer et al, 2008). 

 

1.1.3. Iões metálicos e proteínas: o papel dos metais no folding e misfolding 

 

Actualmente, são conhecidos pelo menos treze metais que são essenciais para plantas e 

animais (Bertini et al, 1994). Alguns deles, nomeadamente o sódio, o potássio, o magnésio e o cálcio, 

estão presentes em elevadas quantidades e são conhecidos como “metais em massa” (Fenton, 1995). 

Os restantes nove, presentes em pequenas quantidades, encontram-se no bloco d da tabela periódica: 

vanádio, crómio, molibdénio, manganésio, ferro, cobalto, níquel, cobre e zinco, e são conhecidos 
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como metais vestigiais. Os “metais em massa” conferem 1 a 2% da massa do corpo humano enquanto 

os metais vestigiais representam menos de 0.01% (Fenton, 1995).  

A importância dos iões metálicos na biologia é enorme, o que pode ser comprovado pelo facto 

de que uma em cada quatro proteínas presentes na base de dados Protein Data Bank contém, pelo 

menos, um ião metálico coordenado à mesma (Shi et al, 2005). Devido às propriedades químicas 

específicas de cada metal, diferentes metais estão associados a diferentes tipos de funções biológicas, 

embora exista sobreposição na maioria dos casos (Bertini et al, 1994). 

Tornou-se, assim, necessário que os diferentes organismos desenvolvessem um conjunto de 

sistemas para uma captação eficiente de iões metálicos, 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 tóxicos associados sejam minimizados (Bleackley & 

Macgillivray, 2011). Assim, a concentração de metais nas células é bastante regulada, para garantir 

que estes estão nos seus níveis óptimos, uma vez que o excesso ou a carência são, por vezes, 

perigosos, podendo mesmo ser letais para o organismo. A ausência desta regulação pode levar a 

toxicidade, nomeadamente através da formação de radicais de oxigénio (incluindo o radical hidroxilo) 

pelas reacções de Fenton (Valko et al, 2005), que levam à oxidação de uma vasta gama de 

biomoléculas, incluindo DNA, proteínas e lípidos. 

Apesar de grande parte da biologia dos iões metálicos ter sido já estabelecida, existe, ainda, 

muito para desvendar sobre a forma como as células estabelecem e mantêm os níveis desses iões e de 

que forma os mecanismos homeostáticos de cada metal se relacionam entre si e com as vias associadas 

a outros processos biológicos (Bleackley & Macgillivray, 2011).  

Tem sido proposto que as proteínas adquirem estrutura e dinâmica durante o processo de 

tradução (Ellis et al, 2008). Actualmente, é aceite que os metais têm a capacidade de estabilizar a 

estrutura das proteínas, mas pouco é sabido em relação à forma como os metais podem modular as 

vias de folding, a rapidez e os estados de transição de folding (Gomes & Wittung-Stafshede, 2010). 

Os metais podem ser considerados uma faca de dois gumes, visto que, por um lado, têm um 

papel essencial como cofactores em proteínas, mas, por outro lado, são tóxicos quando em quantidades 

elevadas e/ou quando estão livres em fluidos biológicos. Várias patologias, entre as quais a síndrome 

de Menke, a doença de Wilson, doenças neurodegenerativas e síndromes de deposição de amilóide, 

estão associadas a alterações na interacção metal-proteína (Gomes & Wittung-Stafshede, 2010). Em 

vários casos já descritos, a ligação de metais a proteínas com propensão para oligomerizar modula as 

vias de agregação e fibrilação. Por exemplo, os iões Cu
2+

 e Zn
2+

 induzem a agregação do péptido 

amiloidogénico β-microglobulina, possivelmente através de um mecanismo que envolve um aumento 

local da flexibilidade conformacional (Villanueva et al, 2004).  

A importância da homeostase dos metais está a tornar-se cada vez mais evidente nas doenças 

neurodegenerativas, nomeadamente Alzheimer e Parkinson, que são caracterizadas por níveis elevados 

e má compartimentação de ferro, cobre e zinco (Zatta et al, 2009). No caso da doença de Alzheimer, a 
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deposição da proteína β-amilóide (Aβ) é fortemente influenciada por iões metálicos, uma vez que a 

ligação dos metais parece ter um papel preponderante na formação das estruturas folha-β cruzada das 

fibrilas amilóides. Assim, pulsos de zinco, em concentrações micromolares, resultam em interacções 

proteína-metal que estabilizam de forma específica os agregados patogénicos não-fibrilares, que, 

pensa-se, são mais tóxicos do que as próprias fibrilas (Noy et al, 2008). Este fenómeno deve ser visto 

num contexto fisiológico, uma vez que o zinco e o cobre, em concentrações elevadas transientes, estão 

presentes na sinapse glutamatérgica (Crouch et al, 2009).  

Recentemente, tem sido proposto que a perda da homeostase intracelular do ião Ca
2+

 é um 

processo bastante relevante para a ELA, podendo mesmo ter um papel crucial nos vários mecanismos 

de disfunção dos neurónios motores (Tradewell et al, 2011). 

Estes exemplos demonstram a elevada importância de se compreender os mecanismos por de 

trás das interacções entre os metais e as proteínas nos diferentes estados estruturais, isto é, folded, 

unfolded e estados intermédios. 

 

1.2.  Superóxido dismutase 1 e Esclerose Lateral Amiotrófica 

 

1.2.1. Esclerose Lateral Amiotrófica: aspectos gerais 

 

A Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA), também conhecida por doença de Lou Gehrig, foi 

descrita pela primeira vez no final do século XIX pelo neurologista Francês Jean-Martin Charcot 

(Seetharaman et al, 2009), e consiste numa doença neurodegenerativa fatal que envolve a morte 

selectiva dos neurónios motores superiores e inferiores, levando à atrofia muscular (Figuras 1.3 e 1.4), 

paralisia e morte (Shaw & Valentine, 2007). Em cada ano, são diagnosticados cerca de 5000 casos de 

ELA, sendo que a idade típica de início dos sintomas é entre os 50 e os 60 anos (Trumbull & 

Beckman, 2009). Em média, após ser efectuado o diagnóstico da doença, os pacientes têm entre 2 a 5 

anos de esperança de vida (Rowland & Shneider, 2001). 

O acompanhamento dos pacientes é um desafio, visto que, até agora, não existe nenhum 

tratamento efectivo e a terapia tem como objectivos melhorar a qualidade de vida e aumentar a 

esperança de vida, dentro do possível. A maioria dos centros de reabilitação opta, hoje em dia, por um 

tratamento multidisciplinar que, segundo alguns estudos, permite aumentar o tempo de sobrevivência. 

O único fármaco aprovado para o tratamento da ELA é o Riluzole que, de acordo com dois ensaios 

clínicos, permite prolongar a sobrevivência dos pacientes por mais 4 meses (Gordon, 2011). 
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Figura 1.3 – Comparação entre a comunicação neurónio motor - músculo 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 múltiplos factores genéticos e 

ambientais se combinam para originar a doença. Assim, as causas da ELA são bastante difíceis de 

identificar, o que poderá estar relacionado com o facto de ser uma doença rara, com uma incidência 

de, aproximadamente, 2 casos por 100.000 pessoas por ano nos países Ocidentais mas, principalmente, 

devido à complexidade associada à patologia (Gordon, 2011).  
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Figura 1.4 – Esquema representativo dos neurónios motores afectados pela ELA e respectivos músculos 

associados. Entre os músculos afectados encontram-se os músculos dos membros superiores (braços) e inferiores 

(pernas), a língua e os músculos peitorais envolvidos na respiração. Adaptado de: 

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

 

1.2.2. SOD1: função e estrutura 

 

É, frequentemente, proposto que as espécies reactivas de oxigénio (EROs) têm um efeito 

tóxico para as células, através da oxidação de uma vasta gama de biomoléculas incluindo DNA, 

proteínas e lípidos. Modificações oxidativas nestas biomoléculas traduzem-se numa diminuição da 

actividade enzimática e/ou induzem mutações no DNA, podendo levar à morte celular através de 

necrose ou apoptose (Davies, 2000). Apesar do radical superóxido (O2
.-
) não 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 ião Fe
2+

, o que leva à produção de radical hidroxilo (
.
OH), através das 

reacções de Fenton (Kang & Eum, 2000). Além disso, a reacção do O2
.-
como óxido nítrico (NO) 

forma, rapidamente, o potente e versátil oxidante peroxinitrito (ONNO
-
) (Furukawa & O'Halloran, 

2006). 

Apesar de os mecanismos associados à toxicidade das espécies reactivas de oxigénio ainda 

necessitarem de maior investigação, é hoje em dia claro que o stress oxidativo provoca lesões em 
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vários componentes essenciais da célula. Como tal, a célula possui vários sistemas de defesa contra 

estes ataques, entre os quais se encontra a enzima antioxidante Superóxido Dismutase Cobre-Zinco 

(CuZnSOD1 ou SOD1) (McCord & Fridovich, 1969).  

A SOD1 é uma metaloproteína que catalisa a dismutação do radical superóxido em oxigénio 

molecular (O2) e peróxido de hidrogénio (H2O2) (Potter et al, 2007): 

 

                 
  ⇔                 

               
       ⇔                    

  (adaptado de (Furukawa & O'Halloran, 2006)) 

 

A SOD1 localiza-se, principalmente, no citosol, existindo também uma pequena fracção no 

espaço intermembranar mitocondrial, núcleo, lisossomas e peroxissomas. Ao nível dos tecidos, esta 

proteína é praticamente ubíqua, sendo que os níveis mais elevados se situam no fígado e nos rins 

(Furukawa & O'Halloran, 2006). 

Esta enzima é constituída por duas subunidades idênticas (homodímero) compostas por 153 

resíduos de aminoácidos (Figura 1.5), sendo que cada uma delas é constituída por um β-barrel e dois 

loops longos de estruturas irregulares: o loop de zinco (loop IV, resíduos 50 a 83) e o loop 

electrostático (loop VII, resíduos 121 a 142) (Figura 1.6). Cada uma das subunidades possui uma 

região de ligação a metais, que liga um ião cobre (Cu
2+

) e um ião zinco (Zn
2+

), posicionada de forma a 

que os iões partilhem um ligando histidilimidazolato comum (Potter et al, 2007; Seetharaman et al, 

2009). 

Em termos de estabilidade, a SOD1 é uma proteína bastante resistente à desnaturação térmica 

e química, tendo uma Tm de, aproximadamente, 90ºC. Além disso, é observada actividade enzimática 

mesmo a 80ºC, na presença de 10M de Ureia ou 4% de SDS (Furukawa & O'Halloran, 2006). Os iões 

metálicos têm uma enorme importância na integridade estrutural desta proteína (Rodriguez et al, 2005; 

Svensson et al, 2010; Trumbull & Beckman, 2009), uma vez que a ligação do Cu
2+

 e Zn
2+

 promove a 

formação da ligação per-sulfureto, aumentando a afinidade das duas subunidades no dímero, e diminui 

a susceptibilidade à proteólise, quando comparado com a forma sem metais (Apo-SOD1) (Potter et al, 

2007). Assim, a remoção do ião cobre da SOD1 leva a uma diminuição do Tm para cerca de 70ºC, 

enquanto a remoção subsequente do ião zinco resulta num Tm de, aproximadamente, 60ºC (Furukawa 

& O'Halloran, 2006). 
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Figura 1.5 – Estrutura tridimensional da SOD1 humana. Os resíduos de aminoácidos estão representados sob a 

forma de Ribbon com coloração em arco-iris. A majenta estão representados os iões Zn
2+

 (um por monómero) e 

a branco os iões Cu
2+

 (um por monómero). As cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos que interagem com 

os iões metálicos estão representadas sob a forma de attoms and bonds (Ficheiro PDB: 1PU0). 

 

 

Figura 1.6 – Elementos da estrutura secundária da hSOD1. As folhas β e os resíduos que as compõem 

estão numerados; a hélice α (α1) é apresentada como um cilindro. Os resíduos que ligam Zinco (His63, His71, 

His80 e Asp83) estão apresentados como esferas cinzentas; os resíduos que ligam Cobre (His46, His48, His63 e 

His120) estão apresentados como esferas verdes. A ligação per-sulfureto entre os resíduos Cys57 e Cys146 está 

indicada a tracejado. Os dois loops maiores da SOD1 (loops IV e VII) estão coloridos de vermelho. Adaptado de 

(Shaw & Valentine, 2007). 

 

A SOD1 pode ser descrita como uma “faca de dois gumes”, visto que pode funcionar como 

um antioxidante benéfico ou, com mutações num único resíduo (ver secção 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 tóxicos para a célula (Furukawa & O'Halloran, 2006). 

 

1.2.3. Associação entre a SOD1 e a ELA 

  

Uma vez iniciada a doença, ocorre uma cascata de eventos celulares que inclui stress oxidativo 

(Miana-Mena et al, 2010), excitotoxicidade induzida por glutamato, agregação proteica intracelular 

(Chattopadhyay et al, 2008), disfunção mitocondrial (Li et al, 2010), transporte axonal anormal 

(Bilsland et al, 2010) e activação de caspases (Soo et al, 2009). Todos estes factores contribuem para a 

complexidade desta patologia e explicam o facto de a etiologia da doença ser, ainda, desconhecida. 

Cerca de 90% dos casos de ELA são esporádicos (eELA) e não têm causa conhecida. Os 

restantes 10% dos casos têm origem genética e são denominados de familiares (fELA) (Chattopadhyay 

& Valentine, 2009; Li et al, 2010; Shaw & Valentine, 2007). Destes casos familiares, cerca de 25% 

são causados por mutações no gene que codifica para a SOD1, sendo que já foram identificadas mais 

de 100 mutações diferentes nesta proteína associadas a esta doença (Li et al, 2010; Nordlund & 

Oliveberg, 2008). A maioria destas mutações resulta na substituição de apenas um aminoácido na 

sequência, no entanto, outras levam ao aumento ou diminuição do número de aminoácidos da 

sequência polipeptídica. Estudos recentes sugerem que as mutações na SOD1 são mais comuns do que 

se pensava, podendo causar, aproximadamente, 7% do total de casos de ELA (Andersen et al, 2003). 

Uma das marcas patológicas desta doença é, tal como já foi referido, a presença de depósitos 

de proteínas nos neurónios motores dos pacientes. Os agregados proteicos são também encontrados 

noutras doenças neurológicas como Alzheimer, Parkinson, Huntigton e doenças de Priões, que se 

pensa estarem associadas a destabilização e misfolding de proteínas (Potter et al, 2007).  

É, cada vez mais, consensual que a ELA mediada por SOD1 é uma doença de misfolding de 

proteína, associada a um ganho de função tóxica, e não à perda de função, como se chegou a supor 

inicialmente (Furukawa & O'Halloran, 2006). Para esta mudança de paradigma contribuíram bastante 

os estudos feitos em ratinhos, aos quais foi eliminado o gene que codifica para a SOD1 e que, apesar 

disso, não apresentavam sintomas de ELA nem tinham uma morte precoce (Reaume et al, 1996). 

Desta forma, a regulação intracelular da estabilidade da SOD1 será um factor muito importante no 

mecanismo molecular desta patologia. 
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1.3. Métodos de análise estrutural de proteínas 

 

1.3.1. Espectroscopia de Dicroísmo Circular 

 

Algumas biomoléculas possuem assimetria molecular, isto é, não são sobreponíveis com a sua 

imagem reflectida no espelho. Estas moléculas são denominadas de quirais, sendo que um dos 

exemplos mais conhecidos de quiralidade é o átomo de carbono tetraedricamente ligado a quatro 

grupos de átomos diferentes (Ranjbar & Gill, 2009). 

A interacção de uma molécula quiral com a luz polarizada é um processo muito específico e 

pode ser usado como método de caracterização, quer de pequenas moléculas, quer de estruturas 

macromoleculares (Fasman, 1996). Um método usado para medir os efeitos da luz polarizada em 

moléculas assimétricas é o Dicroísmo Circular (CD). O dicroísmo é, por vezes, expresso como a 

propriedade que certos materiais têm para absorver luz em diferentes níveis, dependendo da 

polarização do feixe incidente. Assim, quando a absorção da luz circularmente polarizada numa 

direcção (por exemplo, direita) é diferente da absorção da luz circularmente polarizada na direcção 

oposta (esquerda), diz-se que o material exibe dicroísmo circular (Figura 1.7) (Ranjbar & Gill, 2009). 

 

 

Figura 1.7 – Esquema de funcionamento da espectroscopia de Dicroísmo Circular, na qual uma diferença de 

absorção é medida. Adaptado de (Ranjbar & Gill, 2009) 

 

Tal como no espectro de absorção, as proteínas no seu estado nativo têm um espectro de CD 

característico, apresentando pequenas alterações específicas que permitem diferenciá-las. A aparência 

do espectro, assim como os valores máximo e mínimo, fornecem informação sobre a proteína 

(Hennessey & Johnson, 1981). 

Esta técnica permite um número bastante variado de aplicações, em várias áreas de estudos 

biológicos, nomeadamente: (i) avaliação conformacional de proteínas e ácidos nucleicos; (ii) análise 

da termodinâmica do folding e unfolding de biomoléculas; (iii) estudos de interacção de biomoléculas 
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assimétricas (exemplos: interacções proteína-proteína, interacções proteína-DNA, interacções 

proteína-ligando e interacções DNA-ligando); (iv) cinética de folding e unfolding de macromoléculas 

(Ranjbar & Gill, 2009). 

 A estrutura secundária de uma proteína pode ser determinada através de espectroscopia de CD 

na região espectral do UV-longínquo (190 a 250nm) (Kelly & Price, 1997). Em termos espectrais, 

picos em forma de “w” com sulcos próximos dos 222 e 208nm são indicativos da presença de 

estruturas em hélice-α, enquanto picos em forma de “v” com um sulco entre os 217 e 220nm são 

indicativos de estruturas em folha-β (Figura 1.8) (Ranjbar & Gill, 2009).  

 O espectro de CD de uma proteína na região do UV-próximo (250 a 320nm) pode ser sensível 

a determinados aspectos da estrutura terciária. Assim, sinais na região dos 255 aos 270nm são 

atribuídos a grupos fenil e fenilalanina, sinais entre 275 e 285nm são característicos de grupos 

fenólicos de tirosinas e, por fim, sinais na região dos 285 a 305nm correspondem a grupos indole de 

resíduos de triptofano (Kelly et al, 2005). 

 

 

Figura 1.8 – Espectros representativos das diferentes estruturas secundárias detectadas por Dicroísmo Circular 

de UV-longínquo. EA: Enrolamento Aleatório. 

 

 A estabilidade térmica de uma proteína pode ser avaliada através de CD, monitorizando as 

alterações do espectro à medida que se varia a temperatura. Em determinados casos, o espectro de CD, 

de UV-próximo ou longínquo, pode ser seguido a várias temperaturas. Alternativamente, pode ser 

escolhido um comprimento de onda que monitoriza uma característica específica da estrutura da 

proteína, e o sinal a esse comprimento de onda é lido de forma contínua, à medida que a temperatura 

aumenta (Ranjbar & Gill, 2009). 
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1.3.2. Espectroscopia de Fluorescência 

 

A espectroscopia de fluorescência é um dos métodos mais robustos para estudar o folding e a 

dinâmica de proteínas (Bartlett & Radford, 2009), bem como estruturas membranares (Munishkina & 

Fink, 2007). Esta técnica tem sido aplicada, com sucesso, no estudo dos mecanismos complexos de 

agregação proteica, nomeadamente, na formação de fibrilas amilóides e na interacção de proteínas 

amiloidogénicas com membranas (Lindgren & Hammarström, 2010). Uma grande vantagem da 

espectroscopia de fluorescência reside na sua vasta aplicabilidade, uma vez que, praticamente todas as 

proteínas têm resíduos de triptofano, tirosina e fenilalanina, que são potenciais fluoróforos naturais. 

No entanto, os resíduos de tirosina e fenilalanina não são sensíveis ao ambiente que os rodeia 

e, por isso, não fornecem informação acerca da estrutura das proteínas. Os resíduos de triptofano 

podem emitir fluorescência desde os 308 até aos 352nm (Figura 1.9), dependendo das propriedades do 

ambiente que os rodeiam na proteína (Burstein et al, 2001) (Lakowicz et al, 2006). Assim, o desvio da 

posição do máximo de fluorescência dependerá do quão polar e flexível é o ambiente do triptofano. 

 

Figura 1.9 – Exemplos de espectros de emissão de fluorescência de resíduos de triptofano localizados em 

diferentes ambientes da molécula de proteína. 

 

 Como foi dito anteriormente, estudos de fluorescência em proteínas amiloidogénicas têm sido 

bastante úteis e demonstram a importância da utilização desta técnica não só 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) são fluoróforos extrínsecos não-covalentes usados, 

normalmente, em estudos de folding de proteínas e formação de fibrilas amilóides (Hawe et al, 2008; 

Munishkina & Fink, 2007). 
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Figura 1.10 – Estrutura química do a) ANS e da b) ThT. Adaptado de (Hawe et al, 2008). 

 

 Inicialmente, a ThT era usada como corante histoquímico de depósitos amilóides em tecidos 

(Vassar & Culling, 1959), no entanto, hoje é, também, usada como sonda específica em estudos in 

vitro (Hawe et al, 2008). A excitação da ThT a 350nm resulta numa emissão a 438nm, enquanto uma 

excitação a 440nm leva a uma emissão a 483nm (Munishkina & Fink, 2007). 

 Tipicamente, as fibrilas amilóides têm uma estrutura secundária sob a forma de folhas-β 

cruzadas e, tem sido proposto, que a ThT interage com estruturas deste tipo, intercalando-se nas 

mesmas. Assim, a ligação da sonda a estas fibrilas leva a um aumento da intensidade de fluorescência 

emitida e induz um desvio para o azul do comprimento de onda máximo, passando de 483nm para 

478nm (Hawe et al, 2008; Munishkina & Fink, 2007). 

 O ANS é um fluoróforo cujas propriedades espectrais e rendimento quântico de emissão são 

muito sensíveis à polaridade e viscosidade do meio envolvente, o que leva a que responda com um 

aumento da intensidade de fluorescência após interagir com regiões hidrofóbicas expostas em 

proteínas, designadas por patches hidrofóbicos (Bolognesi et al, 2010). 

 A interacção do ANS com as regiões referidas é acompanhada de um desvio para o azul do 

comprimento de onda máximo de emissão, passando de 530nm para 475nm. Além disso, o rendimento 

quântico de emissão aumenta, até 100 vezes, após a ligação. Os estados parcialmente desnaturados e 

molten globule de uma proteína são os mais acessíveis para a ligação do ANS, o que leva a que este 

seja usado para detectar e caracterizar intermediários do folding proteico (Hawe et al, 2008; 

Munishkina & Fink, 2007). 

 

1.3.3. DifferentialScanningFluorimetry (DSF) 

 

A técnica de DSF consiste na utilização de fluoróforos (por exemplo, SYPRO® Orange) com 

afinidade para as zonas hidrofóbicas de uma proteína, que ficam expostas quando ocorre a 

desnaturação da mesma (Figura 1.11). O fluoróforo, também denominado de sonda, apresenta uma 

maior emissão de fluorescência quando ligado às regiões hidrofóbicas da proteína e uma menor 

emissão quando isso não se verifica. Este aumento significativo da emissão de fluorescência é 

a) b) 
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facilmente detectado, permitindo seguir a desnaturação proteica em função da temperatura (Ericsson et 

al, 2006; Niesen et al, 2007). 

 

 

Figura 1.11 – Esquema representativo da técnica de Differential Scanning Fluorimetry. A fluorescência do 

SYPRO® Orange aumenta fortemente quando este se encontra ligado a zonas hidrofóbicas expostas após a 

desnaturação de uma proteína. É possível estudar a estabilidade de uma proteína (por exemplo, a temperatura de 

desnaturação) seguindo a variação da intensidade de fluorescência à medida que se aumenta a temperatura. 

Adaptado de: http://www.qiagen.com/literature/qiagennews/weeklyarticle/10_07/e07/default.aspx (consultado a 

27/3/2011). 

 

A desnaturação proteica envolve dois estados: o primeiro, no qual a proteína se encontra no 

seu estado nativo e o segundo, no qual a proteína está desnaturada. Entre estes dois estados existe uma 

zona de transição e a temperatura média dessa transição é definida como temperatura de desnaturação. 

Este método, também conhecido pela designação comercial de Termofluor ®, pode ser 

realizado num instrumento de PCR em tempo real, onde se podem obter curvas de desnaturação 

térmica de uma forma rápida (cerca de 1h), analisando um elevado número de amostras (placas com 

96 poços) e utilizando pequenas quantidades de proteína (na ordem dos µM) (Senisterra & Finerty, 

2009). 

 

1.3.4. Dispersão Dinâmica de Luz (DLS) 

 

A Dispersão Dinâmica de Luz (DLS), também conhecida por Espectroscopia de Correlação de 

Fotões (PCS) e por Dispersão quasi-elástica de Luz (QELS), é uma técnica utilizada para medir quer o 

tamanho, quer a distribuição de tamanhos de moléculas dispersas ou dissolvidas num líquido. É um 

método relativamente rápido (demora poucos minutos) e permite analisar partículas com tamanhos na 

região sub-micrométrica (inferior a 1μm) (Nobbmann et al, 2007).  

Quando um feixe de luz passa através de uma solução 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 flutuações. O DLS detecta flutuações na intensidade da dispersão devido ao movimento 

Browniano das moléculas em solução (Nobbmann et al, 2007). 

 

 

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 dispersão para cada espécie é proporcional ao produto da concentração pela 

massa molecular. Assim, agregados de grandes dimensões produzem sinais de dispersão muito fortes e 

a sensibilidade para estas espécies é bastante elevada (Philo, 2006).  

Uma desvantagem do DLS é a sua baixa resolução. De uma forma geral, 2 espécies só 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 útil para 

agregados de grandes dimensões do que para pequenos oligómeros (Philo, 2006). 

 

 

1.4. Objectivos do trabalho realizado e plano de dissertação 

 

Este trabalho teve como objectivo principal contribuir para a compreensão dos mecanismos 

através dos quais a proteína SOD1 forma agregados amilóide, um aspecto que permanece ainda por 

esclarecer. Desta forma, foram estabelecidos os seguintes objectivos específicos: i) Avaliar o efeito do 

ião Ca
2+

 na estrutura e estabilidade da Apo-SOD1; ii) Avaliar o efeito do ião Ca
2+

 no mecanismo de 

amiloidogénese da Apo-SOD1; iii) Analisar o processo de formação de fibras amilóide pela proteína 

SOD1. Para atingir estes objectivos foram utilizadas diferentes técnicas moleculares e bioquímicas 

(expressão e purificação de proteínas, métodos electroforéticos e análise proteica), bem como métodos 
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espectroscópicos de análise estrutural (exemplos: espectroscopia de Dicroísmo Circular e 

espectroscopia de Fluorescência) 

Esta dissertação está dividida em quatro secções: na primeira, é feita uma introdução teórica, 

de forma a enquadrar o tema estudado; na segunda, são apresentados os materiais e métodos usados 

durante a elaboração do trabalho; na terceira, são apresentados os resultados obtidos bem como uma 

discussão crítica sobre os mesmos; por fim, na quarta secção, são apresentadas as principais 

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

 

2.1. Entidades 

 

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

Instituto de Tecnologia Química e Biológica da Universidade Nova de Lisboa (ITQB-UNL). 

 

2.2. Expressão e Purificação da SOD1 

 

Transformação e crescimento das células: De forma a obter uma sobreexpressão de SOD1, 

incubaram-se 100 μL de células BL21 (DE3) gold E.coli (GE Healthcare) com 1μL do plasmídeo 

pACA (Stanssens et al, 1989), que contém os genes da hSOD1 e do yCCS. Este plasmídeo foi, 

gentilmente, cedido por Mikael J. Lindberg, Umea University, Suécia. Após 30 minutos em gelo, 

induziu-se a entrada dos plasmídeos nas células, submetendo-as a um aquecimento a 42ºC durante 45 

segundos, seguido de incubação em gelo durante 5 minutos. Adicionaram-se 900μL de meio LB (ver 

anexo I) e incubou-se o inóculo a 37ºC e 150rpm, durante 1h. De seguida, centrifugou-se a amostra a 

13400rpm, durante 1min, tendo sido descartados 900μL 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 I) com Ampicilina (AmershamBiosciences), a uma concentração final 

de 100 μg/mL. No dia seguinte, seleccionou-se uma colónia isolada e inoculou-se a mesma em 10 mL 

de meio LB com Ampicilina (AmershamBiosciences), a uma concentração final de 100 μg/mL. O 

inóculo foi incubado, durante a noite, a 30ºC 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 

concentração final de 100 μg/mL. Este inóculo foi incubado a 24ºC, 150rpm, até se obter uma 

Densidade Óptica (O.D.), a 600nm, entre 0,5 e 0,6. Após a obtenção do valor pretendido, induziu-se a 

expressão de proteínas através da adição de Isopropil-Beta-D Tiogalactopiranósido (IPTG) (Apollo 

Scientific), a uma concentração final de 0,5 mM, assim como CuSO4 anidro (Sigma-Aldrich) e ZnSO4 

heptahidratado (AppliChem), com concentrações finais de 3mM e 30μM, respectivamente. Após 

incubação durante a noite a 24ºC, 150rpm, recolheram-se as células, por centrifugação (AvantiJ-26 

XPISeries, BeckmanCoulter, Rotor JA-10) a 8000rpm durante 10min. 

 

Disrupção celular: O pellet de células obtido foi ressuspendido em tampão Hepes 

(AppliChem) 50mM pH 7,4 contendo 1μg/mL de DNase (AppliChem), 10 μg/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. 

 

Aquecimento: O sobrenadante obtido foi incubado a 65ºC 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. 

 

Precipitação de proteínas: Utilizou-se sulfato de amónio (Sigma-Aldrich) para efectuar uma 

precipitação selectiva das proteínas presentes na amostra. Assim, adicionou-se sulfato de amónio para 

uma concentração final de 50% e incubou-se durante 2h a 4ºC, com agitação. 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 amónio para uma concentração final de 60% e 

incubou-se durante 1h a 4ºC, com agitação. Posteriormente, centrifugou-se a amostra a 10.000 rpm 

(Avanti J-26 XPI Series, BeckmanCoulter, Rotor JA-25.50), durante 20min e recolheu-se o 

sobrenadante. Adicionou-se sulfato de amónio para uma concentração final de 90% e incubou-se 

durante 2h a 4ºC, com agitação. 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 tampão Tris-HCl (Sigma-Aldrich) 50mM pH 7,5. 

 

Cromatografia de exclusão molecular: A solução obtida no passo anterior foi concentrada 

(Amicon Ultra-15, Millipore) até se obter um volume final de, aproximadamente, 4mL. A amostra foi 

eluída numa coluna Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare) com tampão Tris-HCl (Sigma-Aldrich) 

50mM pH 7,5 a um fluxo de 0,2 mL/min.  

 

Cromatografia de troca iónica: As fracções que continham SOD1 foram reunidas numa só e 

a solução final foi eluída numa coluna Q Sepharose Fast-Flow (GE Healthcare). Foi utilizado tampão 

Tris-HCl (Sigma-Aldrich) 10mM pH 7,5, a um fluxo de 2mL/min e um gradiente de NaCl de 0M até 

1M. As fracções que continham SOD1 eluíram a, aproximadamente, 140mM de NaCl.  

 

2.3. Avaliação 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-Visível, espectroscopia de CD e 

ensaio de actividade enzimática. 

 

SDS-PAGE: As amostras obtidas após a cromatografia de troca iónica foram diluídas 1:1 em 

tampão de amostra (ver anexo II), fervidas durante 10min e aplicadas num gel com 12% 
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acrilamida:bisacrilamida (Bio-Rad) (ver anexo III). Foi utilizada uma voltagem constante de 200V. O 

gel foi corado com azul de Coomassie (USB Corporation) e descorado com uma solução aquosa de 

ácido acético (5%) e metanol (10%).  

 

Espectroscopia UV-Visível: As amostras seleccionadas após a cromatografia de troca iónica 

e a análise dos géis obtidos foram colocadas numa cuvette de quartzo de 1cm, e foram traçados 

espectros (Espectrofotómetro UV-1700 PharmaSpecShimadzu) entre os comprimentos de onda 250 e 

800nm. Foram, também, realizadas diluições dessas amostras e traçados os respectivos espectros, 

cobrindo os mesmos comprimentos de onda.  

 

Espectroscopia de Dicroísmo Circular: As amostras seleccionadas após as técnicas 

anteriores foram colocadas numa cuvette de quartzo de 0,1cm, a uma concentração final de 30μM, e 

foram traçados espectros de 190 a 260nm (JASCO J-815 Spectrometer). Todos os espectros foram 

realizados utilizando os seguintes parâmetros: 2nm de largura de banda, 200nm/min de velocidade (em 

modo contínuo), 1s de tempo de resposta e uma média de 7 acumulações. As rampas de temperatura 

foram realizadas utilizando os seguintes parâmetros: comprimento de onda: 230nm, aumento de 

temperatura de 25 a 98ºC a uma taxa de 1ºC/min, sensibilidade de 100mdeg, 2nm de largura de banda 

e 1s de tempo de resposta. 

 

Ensaio de actividade enzimática: De forma a calcular a actividade enzimática das amostras 

seleccionadas após a cromatografia de troca iónica, foi utilizado o método baseado na xantina oxidase 

e citocromo c (McCord & Fridovich, 1969). Inicialmente, foram adicionados a uma cuvette de 1cm, 

com agitação, tampão fosfato de sódio (50mM, Sigma-Aldrich) com 100 μM EDTA (Sigma-Aldrich), 

Citocromo c isolado de coração de bovino (10μM, Sigma-Aldrich) e xantina (50μM, Sigma-Aldrich). 

Após total homogeneização, foi adicionada xantina oxidase (Sigma-Aldrich) e seguiu-se a formação 

de Citocromo c, na forma reduzida, a 550nm. É de referir que a quantidade de xantina oxidase (Sigma-

Aldrich) adicionada foi a necessária para obter uma taxa de formação de 0,0025ΔAbs/min. Após 

estabilização da taxa de formação de citocromo c reduzido, foi adicionado um determinado volume de 

amostra de SOD1 (variável consoante a amostra). 

 

2.4. Obtenção do estado Apo da SOD1 

 

Colocou-se a solução de proteína numa membrana de diálise com poro inferior a 10.000M 

WCO e, de seguida, colocou-se a membrana em tampão Acetato de Sódio (Sigma-Aldrich) 50mM pH 

3,8 com 10mM EDTA (Sigma-Aldrich), sob agitação e a 4ºC. Trocou-se a solução tampão a cada 24 

horas, num total de 72 horas. Passou-se a membrana de diálise para tampão Acetato de Sódio (Sigma-

Aldrich) 50mM pH 3,8, com 100mM Cloreto de Sódio. Trocou-se a solução tampão a cada 24 horas, 
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num total de 48 horas. Por fim, colocou-se a membrana de diálise em tampão Tris-HCl 10mM pH 7,5. 

Todos os tampões utilizados neste processo foram elaborados com água eluída numa coluna 

Chelex100 (BioRad), com, aproximadamente, 50mL de resina, de forma a remover os iões metálicos 

presentes em solução. 

 

2.5. Titulação da Apo-SOD1 com ião Ca
2+

 no equilíbrio 

 

2.5.1. Efeitos ao nível da estrutura secundária 

 

A estrutura secundária da proteína 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 os espectros 

foram realizados utilizando os seguintes parâmetros: 2nm de largura de banda, 200 nm/min de 

velocidade (em modo contínuo), 1s de tempo de resposta e uma média de 7 acumulações.  

A Apo-SOD1, a uma concentração final de 30μM, foi incubada durante a noite (37ºC, com 

agitação) com concentrações crescentes de CaCl2, de acordo com a tabela 2.1. Foram realizados 

espectros de CD de todas as amostras após 16h de incubação.  

 

Tabela 2.1 – Conteúdo das amostras utilizadas para estudar a influência do ião Ca
2+

 na estrutura secundária da 

Apo-SOD1, através de Espectroscopia de Dicroísmo Circular. 

Amostra 
Concentração de 

Proteína (μM) 

Concentração de 

Ca
2+

 (μM) 

Razão 

Ião/Proteína 

1 

30 

0 0 

2 6 0,2 

3 15 0,5 

4 24 0,8 

5 30 1 

6 36 1,2 

7 42 1,4 

8 48 1,6 

9 54 1,8 

10 60 2 

11 75 2,5 

12 90 3 
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2.5.2. Efeitos ao nível da estrutura terciária e centro hidrofóbico 

 

A estrutura terciária da proteína foi analisada através de espectroscopia de Fluorescência (Cary 

Eclipse Fluorescence Spectrophotometer, Varian®). Foi usada uma cuvette de quartzo de 1cm e os 

comprimentos de onda utilizados estão presentes na tabela 2.2. Todos os espectros foram realizados 

utilizando os seguintes parâmetros: abertura do feixe de excitação: 5nm, abertura do feixe de emissão: 

10nm, 600 nm/min de velocidade (em modo contínuo), 600V, 25ºC. 

 

Tabela 2.2 – Fluoróforos utilizados e respectivos comprimentos de onda de excitação e emissão. 

Fluoróforo λexcitação (nm) Gama de λemissão (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
2+

, durante a noite, a 37ºC, com agitação). Após a incubação, retiraram-se 40µL de 

cada amostra para diferentes eppendorfs e diluiu-se para 250µL (concentração final de proteína de, 

aproximadamente, 5µM). Com estas amostras, foram efectuados espectros baseados na fluorescência 

do triptofano e, de seguida, adicionou-se o fluoróforo ANS (numa proporção de 5x) (Figura 2.1) e 

realizaram-se os respectivos espectros. 

 

  

Figura 2.1 – Esquema representativo dos ensaios realizados utilizando espectroscopia de fluorescência. 

  

A estrutura terciária da proteína foi, também, analisada através da técnica de Differential 

Scanning Fluorimetry. A Apo-SOD1, a uma concentração de 6μM, foi incubada (37ºC, com agitação) 

com concentrações crescentes de CaCl2 (Tabela 2.3), durante a noite. A 18µL de cada amostra foram 

adicionados 2µL da sonda SYPRO® Orange (proporção final de 10x) e as soluções resultantes foram 

colocadas numa placa de PCR de 96 poços. Obtiveram-se valores de emissão de fluorescência da 

sonda a cada minuto, num total de uma hora, a uma temperatura constante de 37ºC. 
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Tabela 2.3 – Conteúdo das amostras utilizadas para estudar a influência do ião Ca
2+

 na estrutura terciária da 

Apo-SOD1, através de Differential Scanning Fluorimetry. 

Amostra 
Concentração de 

Proteína (μM) 

Concentração de 

Ca
2+

 (μM) 

Razão 

Ião/Proteína 

1 

6 

0 0 

2 1,8 0,3 

3 3 0,5 

4 4,8 0,8 

5 6 1 

6 7,8 1,3 

7 9 1,5 

8 10,8 1,8 

9 12 2 

10 24 4 

11 36 6 

12 48 8 

 

 

 

2.5.3. Efeitos ao nível da estrutura quaternária e agregação 

 

A Apo-SOD1, a uma concentração final de 30μM, foi incubada (37ºC, com agitação) com 

diferentes concentrações de CaCl2, segundo a tabela 2.4. Após 24h de incubação, as amostras foram 

diluídas 1:1 em tampão de amostra (ver anexo II) e aplicadas num gel nativo com 12% 

acrilamida:bisacrilamida (Bio-Rad) (ver anexo III). Foi utilizada uma voltagem constante de 100V. O 

gel foi corado com azul de Coomassie (USB Corporation) e descorado com uma solução aquosa de 

ácido acético (5%) e metanol (10%). 

No que diz respeito ao estudo da agregação da Apo-SOD1, foram utilizadas as amostras 

mencionadas no ponto 2.5.1 (Apo-SOD1 incubada com Ca
2+

, durante a noite, a 37ºC, com agitação). 

Após a incubação, retiraram-se 40µL de cada amostra para diferentes eppendorfs e diluiu-se para 

250µL (concentração final de proteína de, aproximadamente, 5µM). Com estas amostras, foram 

efectuados espectros baseados na fluorescência do triptofano e, de seguida, adicionou-se o fluoróforo 

ThT (numa proporção de 10x) (Figura 2.1) e realizaram-se os respectivos espectros.  
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Tabela 2.4 – Conteúdo das amostras utilizadas para estudar a influência do ião Ca
2+

 na estrutura quaternária da 

Apo-SOD1 através de um gel Native-PAGE. 

Amostra 
Concentração de 

Proteína (μM) 

Concentração de 

Ca
2+

 (μM) 

Razão 

Ca
2+

/Proteína 

1 

30 

0 0 

2 15 0,5 

3 30 1 

4 45 1,5 

5 60 2 

6 120 4 

7 180 6 

8 240 8 

 

Foi, também, utilizada a técnica de DLS para avaliar a influência do ião Ca
2+

 na formação de 

agregados da proteína Apo-SOD1. Foi usada uma cuvette de quartzo de baixo-volume, própria para 

medições de tamanho e massa molecular de proteínas (Malvern Instruments) e todas as medições 

(Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments) foram realizadas utilizando os seguintes parâmetros: 

substância dispersante: água; número de medições em cada ensaio: 8; número de aquisições em cada 

medição: 12; temperatura: 25ºC. 

Filtraram-se 500µL da amostra numa seringa estéril, através de um filtro de nylon de 0,45µm 

de diâmetro de poro. Após a homogeneização da solução, transferiu-se lentamente a amostra para a 

cuvette indicada. 

Inicialmente, foi feita a medição da amostra de Apo-SOD1, a uma concentração de 70µM. De 

seguida, foram adicionados volumes crescentes de CaCl2, até à razão de 4Ca:1Apo-SOD1, e 

efectuados os respectivos espectros. 

 

2.6. A influência do Ião Ca
2+

 na estabilidade térmica e química da Apo-SOD1 

 

Com as amostras 1, 5, 10 e 12 do ponto 2.5.1, foram efectuados estudos de estabilidade 

térmica e determinação das temperaturas de desnaturação, através de Espectroscopia de dicroísmo 

circular. As rampas de temperatura foram realizadas utilizando os seguintes parâmetros: comprimento 

de onda de 230nm, aumento de temperatura de 25 a 98ºC a uma taxa de 1ºC/min, sensibilidade de 

100mdeg, 2nm de largura de banda e 1s de tempo de resposta. 

Foram, também, efectuados estudos de estabilidade térmica e determinação das temperaturas 

de desnaturação, através do método de Differential Scanning Fluorimetry. As amostras utilizadas 

foram preparadas de acordo com a tabela 2.5. A 18µL de cada amostra foram adicionados 2µL da 
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sonda SYPRO® Orange (proporção final de 10x) e as soluções finais foram colocadas numa placa de 

PCR de 96 poços. 

 

Tabela 2.5 – Conteúdo das amostras utilizadas para estudar a influência do ião Ca
2+

 na estabilidade térmica da 

Apo-SOD1, através de Differential Scanning Fluorimetry. 

Amostra 
Concentração de 

Proteína (μM) 

Concentração de 

ião Ca
2+

 (μM) 

Razão 

Ião/Proteína 

1 

6 

0 0 

2 12 2 

3 24 4 

4 48 8 

5 72 12 

6 96 16 

 

A intensidade de fluorescência foi gerada em função da temperatura, obtendo-se uma curva 

sigmoidal. A partir do ponto de inflexão da curva, foi possível estimar a temperatura à qual 50% das 

moléculas de proteína se encontram na forma desnaturada (Tm). 

 

A estabilidade química da Apo-SOD1 incubada com diferentes concentrações de Ca
2+

 foi 

analisada através de espectroscopia de fluorescência (Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer, 

Varian®). Foi usada uma cuvette de quartzo de 1cm e mediu-se a intensidade de fluorescência do 

resíduo de triptofano da SOD1 (Tabela 2.2). Todos os espectros foram realizados utilizando os 

seguintes parâmetros: abertura do feixe de excitação: 5nm, abertura do feixe de emissão: 10nm, 

600nm/min de velocidade (em modo contínuo), 600V, 25ºC.  

A Apo-SOD1, a uma concentração final de 30μM, foi incubada (37ºC, com agitação) com e 

sem CaCl2, de acordo com a tabela 2.6. Após 16h de incubação, adicionou-se Cloreto de Guanidinio, a 

diferentes concentrações, e incubou-se durante 2h à temperatura ambiente, sem agitação. De seguida, 

diluiu-se a amostra até se obter uma concentração de proteína de, aproximadamente, 5 µM e traçaram-

se os respectivos espectros. 
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Tabela 2.6 – Conteúdo das amostras utilizadas para estudar a influência do ião Ca
2+

 na estabilidade química da 

Apo-SOD1, através de Espectroscopia de Fluorescência. 

Amostra 
Concentração de 

Proteína (μM) 

Concentração de 

Ca
2+

 (μM) 

Concentração de 

Cloreto de 

Guanidinio (M) 

1 

30 

0 

0 

2 0,2 

3 0,4 

4 0,6 

5 0,8 

6 1 

7 1,2 

8 1,4 

9 1,6 

10 1,8 

11 2 

12 2,5 

13 3 

14 

60 

0 

15 0,2 

16 0,4 

17 0,6 

18 0,8 

19 1 

20 1,2 

21 1,4 

22 1,6 

23 1,8 

24 2 

25 2,5 

26 3 
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2.7. Avaliação da interferência do ião Ca
2+

 na afinidade entre a Apo-SOD1 e o ião 

Zn
2+

 

 

De forma análoga à indicada no ponto 2.5.1, a Apo-SOD1, a uma concentração final de 30μM, 

foi incubada durante a noite (37ºC, com agitação) com concentrações crescentes de ZnCl2, segundo a 

tabela 2.7. Foram realizados espectros de CD de todas as amostras após 16h de incubação.  

 

Tabela 2.7 – Conteúdo das amostras utilizadas para estudar a interferência do ião Ca
2+

 na afinidade entre a Apo-

SOD1 e ião Zn
2+

, através de Espectroscopia de Dicroísmo Circular. 

Amostra 
Concentração de 

Proteína (μM) 

Concentração de 

Zn
2+

 (μM) 

Razão 

Ião/Proteína 

1 

30 

0 0 

2 6 0,2 

3 15 0,5 

4 24 0,8 

5 30 1 

6 36 1,2 

7 42 1,4 

8 48 1,6 

9 54 1,8 

10 60 2 

11 75 2,5 

12 90 3 

 

A Apo-SOD1, à mesma concentração, foi, também, incubada durante a noite (37ºC, com 

agitação) com concentrações crescentes de CaCl2, segundo a tabela 2.7. Após a incubação, foram 

adicionados iguais volumes de ZnCl2 e incubou-se, novamente, durante 24 horas nas mesmas 

condições. Por fim, foram realizados espectros de CD de todas as amostras.  

Com a amostra 12, foi efectuado o estudo de estabilidade térmica e determinação da 

temperatura de desnaturação, através de Espectroscopia de dicroísmo circular. A rampa de temperatura 

foi realizada utilizando os seguintes parâmetros: comprimento de onda: 230nm, aumento de 

temperatura de 25 a 98ºC a uma taxa de 1ºC/min, sensibilidade de 100mdeg, 2nm de largura de banda 

e 1s de tempo de resposta. 

 

 

 



29 

 

2.8. O papel do TCEP na monomerização e consequente agregação da Apo-SOD1 

 

A influência do agente redutor TCEP na estrutura quaternária 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 resíduos de cisteína. 

Desta forma, é possível perceber se as ligações per-sulfureto estão intactas (S-S), impedindo a ligação 

do AMS, ou se estão quebradas (2 SH), permitindo a ligação do AMS e consequente aumento do 

tamanho da proteína. 

A Apo-SOD1, a uma concentração final de 45μM, foi incubada durante 24h (37ºC, com 

agitação) com concentrações crescentes de TCEP e 2,5% de SDS, de acordo com a tabela 2.8. Após a 

incubação, foi adicionado AMS a uma concentração final de 10mM e procedeu-se a nova incubação, 

durante 1h, nas mesmas condições. Foram preparadas amostras iguais às anteriores mas sem 24h de 

incubação. De seguida, as amostras foram diluídas 1:1 em tampão de amostra nativo (ver anexo II) e, 

sem serem fervidas, foram aplicadas num gel SDS-PAGE com 12% acrilamida:bisacrilamida (Bio-

Rad) (ver anexo III). Foi utilizada uma voltagem constante de 150V. O gel obtido foi corado com azul 

de Coomassie (USB Corporation) e descorado com uma solução aquosa de ácido acético (5%) e 

metanol (10%). 

 

Tabela 2.8 – Conteúdo das amostras utilizadas para estudar a influência do agente redutor TCEP na estrutura 

quaternária da Apo-SOD1.  

Amostra 
Concentração de 

Proteína (μM) 

Concentração de 

TCEP (mM) 

Concentração de 

SDS (%) 

1 

45 

0 

2,5 
2 2 

3 4 

4 10 

 

A influência do agente redutor TCEP na estrutura terciária da Apo-SOD1 foi estudada através 

espectroscopia de Fluorescência (Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer, Varian®). A Apo-

SOD1, a uma concentração final de 30μM, foi incubada durante 24 horas (37ºC, com agitação) com 

concentrações crescentes de TCEP, de acordo com a tabela 2.9. Após a incubação e a respectiva 

diluição da amostra (concentração final de proteína de, aproximadamente, 5µM), adicionou-se a ThT 

(2,5x) e realizaram-se os respectivos espectros de fluorescência.  

Todos os espectros foram realizados utilizando os seguintes parâmetros: abertura do feixe de 

excitação: 5nm, abertura do feixe de emissão: 10nm, 600 nm/min de velocidade (em modo contínuo), 

600V, 25ºC. 
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Tabela 2.9 – Conteúdo das amostras utilizadas para estudar a influência do agente redutor TCEP na estrutura 

terciária da Apo-SOD1.  

Amostra 
Concentração de 

Proteína (μM) 

Concentração de 

TCEP (mM) 

1 

30 

0 

2 1 

3 2 

4 3 

5 4 

6 5 

 

2.9. Ião Ca
2+

 como potenciador da agregação da Apo-SOD1 

 

De forma idêntica à indicada no ponto 2.5.2, a Apo-SOD1, a uma concentração de 30μM, foi 

incubada (37ºC, com agitação) com concentrações crescentes de CaCl2, na presença de 2mM de 

TCEP, segundo a tabela 2.11. Após 24 horas de incubação, retiraram-se 2 x 40µL de cada amostra 

para diferentes eppendorfs e diluiu-se para 250µL (concentração final de proteína de, 

aproximadamente, 5µM). De seguida, adicionaram-se os fluoróforos ANS (5x) e ThT (2,5x) e 

realizaram-se os respectivos espectros de fluorescência (figura 2.1).  

 

Tabela 2.10 – Conteúdo das amostras utilizadas para estudar a influência do ião Ca
2+

 na estrutura terciária da 

Apo-SOD1, através de Espectroscopia de Fluorescência. 

Amostra 
Concentração de 

Proteína (μM) 

Concentração de 

ião Ca
2+

 (μM) 

Concentração de 

TCEP (mM) 

Razão 

Ião/Proteína 

1 

30 

0 

2 

0 

2 6 0,2 

3 15 0,5 

4 24 0,8 

5 30 1 

6 36 1,2 

7 45 1,5 

8 54 1,8 

9 60 2 

10 75 2,5 

11 90 3 
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A formação de fibrilas amilóides pela Apo-SOD1 foi avaliada através do estudo da cinética de 

ligação da ThT. Foi usada uma cuvette de quartzo de 1cm, com agitação, e os comprimentos de onda 

utilizados foram 440nm para a excitação da ThT e 490nm para a emissão. Todos os espectros foram 

realizados utilizando os seguintes parâmetros: abertura do feixe de excitação: 5, abertura do feixe de 

emissão: 5, 2nm de largura de banda, 1s de tempo de resposta, 600V, 37ºC. 

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

SOD1, diferentes concentrações de CaCl2 (originando diferentes razões Cálcio:Proteína), 2mM TCEP 

e 50μM ThT (2,5x a concentração de proteína). Registaram-se os valores de intensidade de 

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

 

Tabela 2.11 – Conteúdo das amostras utilizadas para estudar a influência de do ião Ca
2+

 na estrutura terciária da 

Apo-SOD1, através de Espectroscopia de Fluorescência (Estudo da cinética de ligação da ThT). 

Amostra 
Concentração de 

Proteína (μM) 

Concentração de 

ião Ca
2+

 (μM) 

Concentração de 

TCEP (mM) 

Razão 

Ião/Proteína 

1 
20 

0 
2,5 

0 

2 40 2 
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3. Resultados e Discussão 

 

3.1. Expressão e Purificação da SOD1 

 

Actualmente, a comunidade científica parece estar de acordo em relação à ideia de que a ELA 

mediada por SOD1 é uma doença de misfolding de proteína, na qual esta adquire uma função tóxica 

(Furukawa & O'Halloran, 2006). Assim, a regulação intracelular da estabilidade da SOD1 será um 

factor importante no mecanismo molecular desta patologia. 

De forma a proceder à análise da estrutura e estabilidade da SOD1 e respectiva interacção com 

iões metálicos, nomeadamente Ca
2+

 e Zn
2+

, foi necessário expressar e purificar a mesma. 

Assim, procedeu-se à transformação das células BL21 (DE3) E. coli com o plasmídeo pACA. 

Este plasmídeo foi construído de forma a conter quer o gene que codifica para a SOD1, quer o gene 

que codifica para o chaperão de levedura para o cobre (yCCS). Assim, é possível obter um nível de 

expressão de SOD1 mais elevado, bem como uma incorporação de ião Cu
2+

 com melhor rendimento 

(Stanssens et al, 1989). Após o subsequente crescimento em meio de cultura optimizado, as células 

foram lisadas com recurso a uma French Press.  

Uma das características da SOD1 é a sua elevada estabilidade térmica. Tirando partido dessa 

característica, incubou-se o extracto solúvel a 65ºC durante 30 minutos. Desta forma foi possível 

remover grande parte das proteínas contaminantes de E.coli, bem como enzimas proteolíticas e parte 

do yCCS. Efectuou-se, ainda, uma precipitação selectiva de proteínas com várias concentrações de 

sulfato de amónio. A amostra obtida após o processo anterior foi eluída numa coluna Sephacryl S-200 

HR (cromatografia de exclusão molecular) tendo sido obtido o cromatograma apresentado na figura 

3.1. Analisando o gel SDS-PAGE correspondente às fracções eluídas, é possível comprovar a 

sobreexpressão da SOD1 e do yCCS, uma vez que, no poço correspondente à amostra inicial, injectada 

na coluna, as bandas correspondentes a estas proteínas têm uma intensidade bastante superior à das 

restantes. Além disso, é possível detectar a presença de dois picos principais: no primeiro (fracções 19 

e 20) elui, principalmente, o CSS, entre outros contaminantes; no segundo pico (fracções 23 a 27) elui 

a SOD1, juntamente com outras proteínas. Uma vez que a coluna utilizada tem um intervalo de 

fraccionamento de 5 a 250 kDa, e que a SOD1, sob a forma de dímero, tem cerca de 32 kDa, o facto 

de o CCS eluir, ligeiramente, antes da SOD1 estará relacionado com a possível complexação entre as 

duas moléculas (Lamb et al, 2000), dando origem a um oligómero de dimensões superiores às da 

SOD1. Desta forma, foi possível eliminar o principal contaminante da amostra. 

É importante realçar que as fracções finais do segundo pico (25 a 27) possuem uma maior 

quantidade de SOD1 e uma menor quantidade de contaminantes, sendo por isso agrupadas numa só. 

A solução obtida no passo anterior foi, de seguida, eluída numa coluna Q-Sepharose Fast-

Flow (cromatografia de troca iónica), tendo sido obtido o cromatograma e respectivo gel SDS-PAGE 
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presentes na figura 3.2. É possível verificar que não existe qualquer pico de absorvância durante a 

passagem dos 40mL de tampão A (Tris-HCl 10mM pH 7,5). Após o início do gradiente de NaCl, 

detecta-se a presença de um pico principal, correspondente a uma concentração de 140mM de NaCl 

(14%). Neste pico, as fracções 30 a 33 continham SOD1 pura e, por isso, foram agrupadas numa só, ao 

passo que as fracções 34 a 36 foram descartadas, por apresentarem alguns contaminantes. 

 

 

Figura 3.1 – Cromatograma referente à cromatografia de Filtração em gel (Coluna Sephacryl S-200 HR) e 

respectivo gel SDS-PAGE. As fracções 19 e 20 (indicadas com linhas azuis) correspondem ao primeiro pico 

obtido, enquanto as fracções 23 a 27 (indicadas com linhas azuis) correspondem ao segundo. O rectângulo 

vermelho realça a presença do yCCS (27kDa) e o rectângulo azul realça a presença da SOD1 na forma de 

monómero (16kDa). 

 

A SOD1 pura eluiu a 140mM de NaCl, o que está de acordo com a informação da literatura, 

que indica valores na ordem dos 125mM (Ahl et al, 2004) 

 

Figura 3.2 – Cromatograma referente à cromatografia de troca iónica (Coluna Q-Sepharose Fast-Flow) e 

respectivo gel SDS-PAGE. As fracções 30 a 36 (indicadas com linhas azuis) correspondem ao pico obtido 

durante o gradiente de NaCl.  



35 

 

Após a purificação 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 possível 

constatar que o número de bandas em cada poço vai diminuindo à medida que se avança no processo, 

o que significa que vão sendo eliminados os contaminantes da amostra. Tal como foi dito 

anteriormente, o principal contaminante da amostra (yCCS) é eliminado durante a cromatografia de 

exclusão molecular. Após a cromatografia de troca iónica (poço 7) surge apenas uma banda, o que 

indica que foi obtida SOD1 pura. 

 

 

 

Figura 3.3 – Gel SDS-PAGE referente ao processo de purificação da SOD1. 1- Sobrenadante após French 

Press; 2- Sobrenadante após aquecimento a 65ºC; 3- Sobrenadante após 50% de sulfato de amónio; 4- 

Sobrenadante após 60% de sulfato de amónio; 5- Antes da cromatografia de filtração em gel; 6- Antes da 

cromatografia de troca iónica; 7- Final da purificação. 

 

 Com o intuito de avaliar a pureza e integridade da SOD1 purificada, foram utilizadas as 

seguintes técnicas: espectroscopia UV-Visível, espectroscopia de Dicroísmo Circular e ensaio de 

actividade enzimática. 

Na figura 3.4 é apresentado o espectro UV-Visível da proteína purificada. Devido à elevada 

concentração da amostra, o sinal a 280nm encontra-se saturado, impedindo o cálculo da concentração 

de proteína. Para ultrapassar esta questão, foi efectuada uma diluição da amostra e, de seguida, o 

respectivo espectro, que permitiu calcular o valor de concentração da solução de proteína. A zona 

ampliada (500 a 800nm) permite observar um pequeno aumento de absorvância a 680nm, que é o 

comprimento de onda de absorção característico do centro metálico da SOD1 ligado ao ião Cu
2+ 

(Ahl 

et al, 2004). Assim, é possível afirmar que a proteína purificada estava, pelo menos, parcialmente 

metalada, uma vez que se detectou a presença do ião Cu
2+ 

(Phillips et al, 1984). No que toca ao ião 

Zn
2+

, esta técnica não permite detectar a sua presença. 

        1             2             3                4             5          6           7 
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Figura 3.4 – Espectro UV-Visível da SOD1 obtida após purificação. Devido à elevada concentração da amostra, 

o sinal a 280nm encontra-se saturado. A zona ampliada permite observar um pequeno aumento de absorvância a 

680nm, devido à presença do ião Cu
2+

. 

 

 Efectuou-se o espectro de dicroísmo circular de UV-longínquo, presente na figura 3.5. Tal 

como seria de esperar, obteve-se um espectro em forma de “v”, com um único mínimo, situado 

próximo dos 214nm, que é característico de proteínas com estrutura secundária em folha-β (Ranjbar & 

Gill, 2009). Além disso, é possível detectar, na zona dos 230nm, a presença de um “ombro”, que é 

característico da forma Holo da SOD1, isto é, da forma com metais incorporados (Potter et al, 2007). 

Esta informação vem juntar-se à informação obtida com a técnica anterior, uma vez que indica a 

presença do ião metálico Zn
2+

. 

Uma das características da Holo-SOD1 no seu estado nativo é apresentar uma elevada 

estabilidade térmica, descrita na literatura com uma Tm de, aproximadamente, 90ºC (Furukawa & 

O'Halloran, 2006). Assim, efectuou-se uma rampa de temperatura, na qual se mediu o sinal de 

dicroísmo circular a 230nm à medida que se aumentava a temperatura, a uma taxa de 1ºC/min. O 

resultado obtido foi, de seguida, convertido num gráfico de “fracção de proteína desnaturada” em 

função da temperatura, para facilitar a análise do mesmo (Figura 3.6). Aplicando um ajuste sigmoidal 

aos dados obtidos, obteve-se um valor de Tm de 88,5ºC. Este valor está bastante próximo do valor 

descrito na literatura, mencionado anteriormente. 
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Figura 3.5 – Espectro de Dicroísmo Circular da SOD1 obtida após purificação. É possível observar, na zona dos 

230nm, a presença de um “ombro”, que é característico da forma Holo da SOD1. 
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Figura 3.6 – Rampa de temperatura referente à SOD1obtida após purificação. Mediu-se o sinal de Dicroísmo 

Circular a 230nm à medida que se aumentava a temperatura, a uma taxa de 1ºC/min. A linha vermelha 

corresponde ao ajuste sigmoidal efectuado para calcular a temperatura de desnaturação (Tm = 88,5ºC). 

 

 Para concluir a análise à pureza e à integridade dos centros metálicos necessários à actividade 

enzimática da SOD1 purificada, efectuou-se um ensaio de actividade enzimática baseado no citocromo 

c e na xantina oxidase (McCord & Fridovich, 1969) (Figura 3.7). Sabendo que, neste caso, uma 

unidade enzimática (1U) é a quantidade de SOD1 necessária para diminuir, em 50%, a formação de 

citocromo c reduzido, foi obtido um valor de actividade específica de 5851,6 U/mg. Este valor é 

bastante aceitável, uma vez que a SOD1 comercial purificada a partir de eritrócitos humanos apresenta 

valores de actividade específica entre os 2500 e os 6000 U/mg (Sigma-Aldrich). 
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Figura 3.7 – Esquema representativo do ensaio de actividade enzimática realizado com a SOD1 após 

purificação. Inicialmente, a xantina é transformada em ácido úrico e radical superóxido, por acção da xantina 

oxidase. De seguida, o radical formado reage com o citocromo c, reduzindo-o. Desta forma, é possível seguir a 

formação de citocromo c reduzido a 550nm. Na presença de SOD1 (vermelho), ocorre a remoção do radical 

superóxido e, consequentemente, há uma diminuição da formação de citocromo c reduzido (seta vermelha). Uma 

unidade enzimática (1U) é a quantidade de SOD1 necessária para diminuir, em 50%, a formação de citocromo c 

reduzido.  

 

 Reunindo todos os resultados obtidos a partir das técnicas utilizadas, é possível afirmar que a 

purificação da SOD1 decorreu de forma bastante satisfatória, tendo sido obtida Holo-SOD1 pura e no 

seu estado nativo. 

 

3.2. Comparação estrutural entre as formas Holo e Apo-SOD1 

 

Recentemente, foi proposto, que a Apo-SOD1, quando incubada a 37ºC, a uma concentração e 

pH próximos dos fisiológicos (100µM e pH 7, respectivamente), dá origem a oligómeros solúveis. 

Estas entidades são formadas por ligações per-sulfureto intermoleculares e por interacções não-

covalentes entre as folhas-β, dando origem a estruturas semelhantes a amilóide, capazes de ligar ThT 

(Banci et al, 2007). Assim, a perda de metais, além de diminuir fortemente a estabilidade, poderá ser 

um factor essencial para a oligomerização da SOD1 associada à ELA (Banci et al, 2008). Com base na 

informação da literatura, optou-se por centrar atenções no estudo da Apo-SOD1 e na sua contribuição 

para a patologia. 

Após o processo de remoção dos iões metálicos da Holo-SOD1, com vista à obtenção do 

estado Apo, efectuou-se uma análise à estrutura e estabilidade da proteína, de forma a averiguar se o 

processo tinha corrido como esperado. Assim, efectuou-se o espectro de Dicroísmo Circular de UV-

longínquo, presente na figura 3.8. É possível observar que, na zona dos 230nm, o “ombro” é 
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praticamente inexistente, o que indica que os iões metálicos foram removidos da proteína (Potter et al, 

2007). Com a mesma amostra, efectuou-se uma rampa de temperatura, na qual se mediu o sinal de 

dicroísmo circular a 230nm à medida que se aumentava a temperatura, a uma taxa de 1ºC/min. O 

resultado obtido foi, de seguida, convertido num gráfico de “fracção de proteína desnaturada” em 

função da temperatura, para facilitar a análise do mesmo (figura 3.9). Aplicando um ajuste sigmoidal 

aos dados obtidos, obteve-se um valor de Tm de 55,5ºC. Este valor está próximo dos 52,8ºC, que têm 

sido reportados na literatura como Tm da Apo-SOD1 (Shaw & Valentine, 2007), o que indica que, de 

facto, a SOD1 se encontra na forma Apo. 
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Figura 3.8 – Espectros de Dicroísmo Circular da Holo-SOD1 obtida após purificação (linha preta contínua) e da 

respectiva Apo-SOD1 (linha preta tracejada), após o processo de remoção dos iões metálicos. No caso Holo-

SOD1, é possível observar, na zona dos 230nm, a presença de um “ombro”, que é característico desta forma da 

SOD1. 
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Figura 3.9 – Rampa de temperatura referente à Apo-SOD1obtida após remoção dos iões metálicos da Holo-

SOD1 purificada. Mediu-se o sinal de Dicroísmo Circular a 230nm à medida que se aumentava a temperatura, a 

uma taxa de 1ºC/min. A linha vermelha corresponde ao ajuste sigmoidal efectuado para calcular a temperatura 

de desnaturação (Tm = 55,5ºC). 
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3.3. Efeito do Ião Ca
2+

 na estrutura da Apo-SOD1 

 

Como já foi referido anteriormente, é, cada vez mais, consensual que a ELA mediada por 

SOD1 é uma doença de misfolding de proteína, associado a um ganho de função tóxica (Furukawa & 

O'Halloran, 2006). No entanto, uma questão bastante intrigante e que permanece por esclarecer é o 

facto de esta proteína ser expressa de forma ubíqua (Pramatarova et al, 2001) mas apenas formar 

agregados proteicos nos neurónios motores. Uma possível explicação para esse facto é o ambiente 

muito particular existente no espaço sináptico, onde existem elevados níveis de iões metálicos como 

Zn
2+

, Cu
2+

 e Ca
2+

 (Barnham & Bush, 2008). Recentemente, tem sido proposto que a perda da 

homeostase intracelular do ião Ca
2+

 é um processo bastante relevante para a ELA, podendo mesmo ter 

um papel crucial nos vários mecanismos de disfunção dos neurónios motores (Tradewell et al, 2011). 

Desta forma, optou-se por estudar a interacção entre a Apo-SOD1 e o ião Ca
2+

. 

 

3.3.1. Estrutura secundária 

 

Numa primeira abordagem, estudou-se a influência do ião Ca
2+

 na estrutura secundária da 

Apo-SOD1. Para tal, titulou-se a Apo-SOD1 no equilíbrio com concentrações crescentes de Ca
2+

 e 

efectuaram-se espectros de CD de UV-longínquo de cada uma das amostras. De seguida, efectuou-se 

um gráfico no qual se relaciona o valor obtido a 218nm (valor mínimo) em cada espectro com a razão 

Cálcio:Proteína (Figura 3.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.10 – Influência do ião Ca
2+

 na estrutura secundária da Apo-SOD1. A partir dos espectros de dicroísmo 

circular de UV-longínquo de cada uma das amostras obtiveram-se os valores de CD a 218nm, que estão 

representados em função da razão Cálcio:Proteína. A linha a tracejado serve, apenas, para indicar a tendência. 

No gráfico da direita é possível observar a diferença espectral entre uma amostra sem Ca
2+

 (linha mais fina) e 

uma amostra com Ca
2+

 (linha mais grossa). Os valores apresentados correspondem à média dos 3 ensaios 

realizados e as barras de erros correspondem ao desvio padrão dos mesmos. 
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 Analisando a figura 3.10 é possível constatar que à medida que aumenta a razão Ca
2+

:Proteína 

(i.e. aumenta a concentração de Cálcio) o valor de CD a 218nm vai sendo cada vez mais negativo. Isto 

é facilmente detectável na comparação entre o espectro da Apo-SOD1 sem incubação com Ca
2+

 e o 

espectro da mesma proteína mas incubada, durante a noite, com Ca
2+

. Esta diminuição do sinal de 

dicroísmo circular a 218nm indica que ocorre uma interacção entre a Apo-SOD1 e o ião Ca
2+

, 

promovendo a passagem de estrutura que se encontrava em enrolamento aleatório para estrutura 

secundária bem definida (Ranjbar & Gill, 2009). 

 

3.3.2. Estrutura terciária e centro hidrofóbico 

 

As amostras mencionadas no ponto 3.3.1 (Apo-SOD1 incubada com Ca
2+

, durante a noite, a 

37ºC, com agitação) foram utilizadas para estudar a estrutura terciária da Apo-SOD1 através de 

espectroscopia de fluorescência. Após o período de incubação e a respectiva diluição de cada amostra, 

efectuaram-se espectros de fluorescência, aproveitando o facto de a SOD1 ter um fluoróforo intrínseco 

(resíduo de triptofano, na posição 32). Foram, também, efectuados estudos baseados em fluoróforos 

extrínsecos, nomeadamente, o ANS e a SYPRO Orange. 
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Figura 3.11 – Resultados de espectroscopia de fluorescência do resíduo de triptofano referentes às amostras de 

Apo-SOD1incubada, durante a noite, com diferentes concentrações de Ca
2+

. Mediu-se a intensidade de 

fluorescência do triptofano para cada amostra e, de seguida, representou-se o valor de fluorescência a 347nm 

(valor máximo) de cada espectro em função da razão Cálcio:Proteína. Os valores apresentados correspondem à 

média dos 2 ensaios realizados e as barras de erros correspondem ao desvio padrão dos mesmos.  
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Figura 3.12 – Resultados de espectroscopia de fluorescência do ANS referentes às amostras de Apo-

SOD1incubada, durante a noite, com diferentes concentrações de Ca
2+

. Mediu-se a intensidade de fluorescência 

do ANS em função do comprimento de onda, para cada uma das amostras e, de seguida, representou-se o valor 

obtido a 480nm em função da razão Ca
2+

:Proteína. No gráfico da direita é possível observar a diferença espectral 

entre uma amostra sem Ca
2+

 (linha preta) e uma amostra com Ca
2+

 (linha vermelha). 

 

Os resultados obtidos para a fluorescência do triptofano e do ANS são apresentados nas 

figuras 3.11 e 3.12, respectivamente. É possível observar que o valor máximo de fluorescência do 

resíduo de triptofano se mantém, praticamente, constante à medida que aumenta a concentração de 

Ca
2+

, o que indica que este ião não afecta o ambiente que rodeia o resíduo de triptofano. Além disso, 

não foi detectado qualquer desvio no comprimento de onda de emissão máximo. Em relação ao ANS, 

apesar de se detectar um desvio do comprimento de onda de emissão máximo para o azul, em relação 

ao controlo (solução tampão e solução tampão com Ca
2+

), não se detectam alterações, provocadas pelo 

ião Ca
2+

, no valor de intensidade de fluorescência a 480nm. Isto pode ser facilmente observado na 

figura 3.12, onde não se detecta qualquer diferença significativa entre uma amostra sem adição de ião 

e uma amostra com uma razão Ca
2+

:Proteína de 2. Assim, com os dados obtidos, é possível constatar 

que o ião Ca
2+

 não afecta nem a estrutura terciária nem o centro hidrofóbico da Apo-SOD1. 

 Com o objectivo de complementar a informação obtida anteriormente, procedeu-se ao estudo 

da estrutura terciária da Apo-SOD1 através da técnica de DSF. Após a incubação a 37ºC, durante a 

noite, com diferentes concentrações de CaCl2, foi adicionada a sonda SYPRO® Orange e, de seguida, 

mediu-se a emissão de fluorescência, a cada minuto, num total de 60 minutos. 

 Dos dados obtidos, utilizou-se o valor inicial de intensidade fluorescência de cada amostra (t = 

0min), visto que o objectivo era avaliar as alterações provocados pelo ião Ca
2+

 no centro hidrofóbico 

da Apo-SOD1, durante o período de incubação. Assim, representou-se o valor inicial de intensidade de 

fluorescência de cada amostra em função da razão Cálcio:Proteína (Figura 3.13). 
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 Analisando os resultados obtidos, é possível constatar que, até à razão 1,5Ca
2+

 : 1 Apo-SOD1, 

ocorre uma diminuição da intensidade de fluorescência à medida que aumenta a concentração de Ca
2+

, 

enquanto que, a partir desse valor, ocorre uma estabilização da mesma. Esta diminuição indica que 

existe uma menor quantidade de sonda ligada, o que significa que diminuiu o número de zonas 

hidrofóbicas disponíveis para a ligação. Desta forma, é possível afirmar que o ião Ca
2+

 interage com a 

Apo-SOD1, levando a alterações na hidrofobicidade da sua superfície. Esta interacção parece ser um 

processo específico e bem definido, uma vez que foi obtido um comportamento de saturação, ou seja, 

ocorrem alterações na estrutura da proteína até uma determinada concentração de Ca
2+

 e depois há 

uma estabilização. É importante referir que após os 60 minutos de incubação o comportamento obtido 

foi bastante semelhante, o que comprova, mais uma vez, que se trata de uma interacção específica e 

bem definida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 3. 13 – Resultados de Differential Scanning Fluorimetry referentes às amostras de Apo-

SOD1incubada, durante a noite, com diferentes concentrações de Ca
2+

. Mediu-se a intensidade de fluorescência 

da SYPRO Orange® ao longo de 60min, para cada uma das amostras. Representou-se o valor da intensidade de 

fluorescência inicial (t=0min) em função da razão Cálcio:Proteína. A linha a tracejado serve, apenas, para indicar 

a tendência. Os valores apresentados correspondem à média dos 3 ensaios realizados e as barras de erros 

correspondem ao desvio padrão dos mesmos. 

 

 Seria de esperar que os resultados obtidos por esta técnica fossem semelhantes aos obtidos 

com o fluoróforo ANS, uma vez que ambas as sondas reconhecem zonas hidrofóbicas expostas em 

proteínas. No entanto, deve ser tido em conta o facto de o método de DSF ter como objectivo o cálculo 

de temperaturas de desnaturação de proteínas, ou seja, a sonda adicionada liga, preferencialmente, 

zona hidrofóbicas expostas durante a desnaturação térmica da proteína. Neste caso em particular, foi 

utilizada a mesma técnica, no entanto fez-se uma adaptação, na qual a temperatura usada foi constante 

(37ºC), o que poderá alterar a forma como a SYPRO® Orange se liga às zonas referidas. Além disso, a 
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forma como são adquiridos os dados de intensidade de fluorescência é bastante diferente, uma vez que 

no caso do fluoróforo ANS é usada uma cuvette de quartzo e são traçados espectros num 

espectrofluorimetro com feixe de incidência horizontal, enquanto que a técnica de DSF pressupõe a 

utilização de placas de 96 poços e um aparelho de PCR, no qual a leitura das amostras é feita na 

vertical. Por fim, outro factor que poderá levar aos resultados díspares obtidos é a estrutura das duas 

sondas, uma vez que diferenças ao nível da carga e da estrutura global destas podem traduzir-se em 

diferentes resultados obtidos. No entanto, uma vez que a estrutura da SYPRO® Orange não é pública, 

torna-se impossível efectuar esta comparação. 

 

3.3.3. Estrutura quaternária e agregação 

 

Ao contrário do que acontece nos géis desnaturantes SDS-PAGE, onde a migração depende 

apenas da massa da proteína (a carga global negativa é conferida pelo detergente utilizado), nos géis 

Native-PAGE a proteína está no seu estado nativo e, por isso, a migração depende não só da massa 

mas também da conformação da proteína e da presença de cofactores (iões metálicos, por exemplo).  

Desta forma, foi possível estudar a interacção entre o ião Ca
2+

 e a Apo-SOD1, bastando para 

tal incubar a proteína com o Ca
2+

, seguindo-se a sua aplicação num gel Native-PAGE. 

 

Figura 3.14 – Gel Native-PAGE referente ao estudo da influência do ião Ca
2+

 na estrutura quaternária da Apo-

SOD1. No primeiro poço (esquerda) está presente a Apo-SOD1 sem incubação, enquanto nos restantes está 

presente a proteína incubada com concentrações crescentes de Ca
2+

. A linha a tracejado serve de referência para 

a posição das bandas. 

 

 Analisando o gel obtido (Figura 3.14) é possível observar, em primeiro lugar, que não ocorreu 

dissociação do dímero nem formação significativa de oligómeros, uma vez que todas as bandas estão 

ao nível da Apo-SOD1 sem incubação (primeiro poço). É possível verificar, também, que à medida 

que aumenta a concentração de cálcio as bandas tornam-se menos intensas e mais dispersas. Por fim, é 
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detectável uma ligeira diminuição da distância percorrida pelas amostras que contêm maior 

concentração de Ca
2+

. 

 Embora esta técnica não permita tirar conclusões quantitativas, os resultados obtidos indicam 

que o ião Ca
2+

 interage com a Apo-SOD1, afectando a sua estrutura e/ou carga, o que se reflecte numa 

alteração do padrão de migração no gel Native-PAGE. No entanto, não ocorre qualquer alteração 

significativa na estrutura quaternária da proteína, ou seja, esta mantém-se, essencialmente, na forma de 

dímero. 

No que respeita ao processo de agregação e formação de fibrilas amilóides pela Apo-SOD1 

incubada com Ca
2+

, é possível constatar que a intensidade de fluorescência da ThT nas amostras que 

têm proteína é inferior à verificada no controlo, e que esta não depende da adição de ião Ca
2+

 (Figura 

3.15), o que sugere que este ião não potencia a ocorrência de fenómenos de agregação nem de 

formação de fibrilas amilóides da Apo-SOD1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3.15 – Resultados de espectroscopia de fluorescência da ThT referentes às amostras de Apo-

SOD1incubada, durante a noite, com diferentes concentrações de Ca
2+

. Mediu-se a intensidade de fluorescência 

da ThT em função do comprimento de onda, para cada uma das amostras e, de seguida, representou-se o valor 

obtido a 480nm em função da razão Ca
2+

:Proteína. No gráfico da direita é possível observar a diferença espectral 

entre uma amostra sem Ca
2+

 (linha mais fina) e uma amostra com Ca
2+

 (linha mais grossa). 

 

Apesar de os métodos utilizados anteriormente revelarem que não se verifica qualquer 

fenómeno de agregação da Apo-SOD1 quando esta é incubada com Ca
2+

, optou-se por utilizar a 

técnica de DLS, visto que é bastante mais sensível, permitindo detectar agregados que não são 

detectáveis nos géis Native-PAGE, nem através de métodos espectroscópicos de fluorescência. Esta 

técnica permite calcular não só o tamanho, como a distribuição de tamanhos de partículas em solução, 

incluindo proteínas (Nobbmann et al, 2007). 
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Desta forma, mediu-se, inicialmente, o diâmetro das moléculas presentes numa solução de 

Apo-SOD1 (linha preta da Figura 3.16), tendo-se obtido um valor médio de 4,8nm. Este resultado está 

de acordo com o esperado, uma vez que o dímero da Apo-SOD1 tem entre 5 e 6nm de diâmetro 

(Wilkins et al, 1999). De seguida, foi adicionado Ca
2+

, numa concentração idêntica à de proteína (linha 

vermelha da Figura 3.16). O diâmetro médio das moléculas em solução aumentou para 5,72nm, valor 

bastante próximo do valor inicial, o que indica que esta proporção de Ca
2+

 não leva à formação de 

agregados de Apo-SOD1. Após a adição de Ca
2+

 numa concentração quatro vezes superior à de 

proteína (linha azul na Figura 3.16), observou-se um aumento bastante acentuado do diâmetro médio 

das moléculas em solução, 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 solução. 
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Figura 3.16 – Monitorização da formação de agregados de Apo-SOD1, através da técnica de DLS. À amostra 

inicial de Apo-SOD1 (linha preta) foram adicionados volumes crescentes de Ca
2+ 

(linhas vermelha e azul), 

resultando num aumento do diâmetro médio das moléculas em solução. 

 

O resultado obtido através desta técnica não está de acordo com os resultados obtidos 

anteriormente, uma vez que indica a formação de agregados de grandes dimensões da Apo-SOD1, 

quando incubada com Ca
2+

. No entanto, é necessário ter em conta que, tal como foi referido, esta 

técnica é bastante mais sensível que as anteriores e, além disso, detecta agregados proteicos que 

podem não ligar ThT. Assim, é possível sugerir que o ião Ca
2+

 interage com a Apo-SOD1, 

potenciando a formação de agregados desta proteína. Estes resultados vêm de encontro às informações 

recentes, que indicam que o ião Ca
2+

 poderá ter uma grande influência na ELA (Tradewell et al, 2011). 
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3.4. A influência do ião Ca
2+

 na estabilidade da Apo-SOD1 

 

O passo seguinte foi, então, averiguar se a interacção entre o ião Ca
2+

 e a Apo-SOD1 leva a 

alterações na estabilidade térmica e química da proteína. Para tal, utilizaram-se várias técnicas, 

nomeadamente, a espectroscopia de Dicroísmo Circular e o Differential Scanning Fluorimetry, para 

estudar a estabilidade térmica, e a espectroscopia de Fluorescência, para estudar a estabilidade 

química. 

 

3.4.1. Estabilidade térmica 

 

Incubou-se a Apo-SOD1, durante a noite, com diferentes concentrações de Ca
2+

 e, de seguida, 

efectuaram-se rampas de temperatura, nas quais se mediu o sinal de dicroísmo circular a 230nm à 

medida que se aumentava a temperatura, a uma taxa de 1ºC/min. Os resultados obtidos foram, de 

seguida, convertidos num gráfico de “fracção de proteína desnaturada” em função da temperatura, para 

facilitar a análise do mesmo (Figura 3.17). Apesar do processo de desnaturação térmica da Apo-SOD1 

não ser um processo reversível, aplicou-se um ajuste sigmoidal aos dados obtidos, no sentido de obter 

valores comparativos de temperatura de desnaturação. Assim, obtiveram-se os seguintes valores de Tm 

aparente: 0 Ca
2+

: 55ºC; 1 Ca
2+

: 55,4ºC; 2 Ca
2+

: 55,7ºC; 4 Ca
2+

: 55,5ºC. 
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Figura 3.17 – Rampas de temperatura referentes às amostras de Apo-SOD1incubada durante a noite com 

diferentes concentrações de Ca
2+

. Mediu-se o sinal de Dicroísmo Circular a 230nm à medida que se aumentava a 

temperatura, a uma taxa de 1ºC/min. As Tm obtidas foram as seguintes: 0 Ca
2+

: 55ºC; 1 Ca
2+

: 55,4ºC; 2 Ca
2+

: 

55,7ºC; 3 Ca
2+

: 55,5ºC. 

 

A estabilidade térmica da Apo-SOD1 incubada com diferentes concentrações de Ca
2+

 foi, 

também, avaliada através de Differential Scanning Fluorimetry (Figura 3.18). Nesta técnica, mede-se a 
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intensidade de fluorescência da sonda SYPRO® Orange à medida que a temperatura aumenta, sendo, 

por isso, possível calcular a temperatura de desnaturação da proteína. Utilizando um software 

apropriado (Folha de análise DSF, versão 2.5, ftp://ftp.sgc.ox.ac.uk/pub/biophysics/), obteve-se um 

valor de Tm de 54ºC para todas as amostras, o que está 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 ião Ca
2+

 não afecta a estabilidade térmica da Apo-SOD1, 

uma vez que a Tm obtida foi sempre semelhante, independentemente da concentração de ião presente.  
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Figura 3.18 – Rampas de temperatura referentes às amostras de Apo-SOD1incubada, durante a noite, com 

diferentes concentrações de Ca
2+

. Mediu-se a intensidade de fluorescência da SYPRO® Orange à 

medida que a temperatura aumentava. Foi obtido uma Tm de 54ºC para todas as amostras. 

  

3.4.2. Estabilidade química 

 

Utilizou-se um ensaio baseado no poder desnaturante do cloreto de guanidínio [C(NH2)3Cl] 

para estudar a estabilidade química da Apo-SOD1 incubada, ou não, com Ca
2+

. Após a incubação 

durante a noite, adicionou-se cloreto de guanidínio e incubou-se durante 2 horas. De seguida, 

efectuaram-se os espectros de fluorescência do resíduo de triptofano.  

A desnaturação de uma proteína traduz-se, normalmente, num aumento da intensidade de 

fluorescência dos resíduos de triptofano e num desvio do comprimento de onda de emissão máximo 

para o vermelho. A melhor forma de ter em conta as duas alterações mencionadas é calcular o 

comprimento de onda de emissão médio (do inglês, AEW), utilizando a seguinte fórmula: 

 

                                           
∑        

  
    

∑   
  
    

       (1) 
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onde Fi corresponde à intensidade de fluorescência obtida ao comprimento de onda i e λi 

corresponde ao comprimento de onda. Assim, é possível analisar o efeito do cloreto de guanidínio na 

fluorescência do resíduo de triptofano e, consequentemente, na desnaturação da proteína. 

Os resultados obtidos são apresentados na figura 3.19. Aplicando um ajuste sigmoidal aos 

dados obtidos, foi possível calcular o ponto médio aparente da transição (Cm) de cada amostra: 0 Ca
2+

: 

Cm = 0.55M e 2 Ca
2+

: Cm = 0.46M. Apesar de não ser possível observar uma fase de pré-transição bem 

definida, a curva de desnaturação é muito semelhante, o que sugere que o ião Ca
2+

 não afecta a 

estabilidade química da Apo-SOD1. 
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Figura 3.19 – Estudo da estabilidade química da Apo-SOD1 incubada, durante a noite, com e sem Ca
2+

. Mediu-

se a intensidade de fluorescência do resíduo de triptofano e, de seguida, calculou-se o comprimento de onda de 

emissão médio (do inglês, AEW). Aplicando um ajuste sigmoidal aos dados obtidos (linha continua para a 

amostra sem Ca
2+

 e linha tracejada para a amostra com Ca
2+

) foi possível calcular o ponto médio da transição 

(Cm) de cada amostra: 0 Ca
2+

: Cm = 0.55M e 2 Ca
2+

: Cm =0.46M. 

 

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

Ca
2+

 não afecta a estabilidade conformacional da mesma. 

 

3.5. Avaliação da interferência do ião Ca
2+

 na afinidade entre a Apo-SOD1 e o Zn
2+

 

 

Está descrito de forma bastante clara na literatura que a SOD1 tem, em cada monómero, um 

local de ligação para o ião Zn
2+

 e que a ligação do mesmo aumenta a estabilidade térmica da proteína 

(Potter et al, 2007). Assim, o objectivo principal deste estudo foi averiguar se o ião Ca
2+

 altera a 

afinidade entre a Apo-SOD1 e o Zn
2+

 e, caso altere, quais as consequências para a estrutura da 

proteína. Para além disso, este estudo também poderia permitir perceber se a possível ligação do ião 

Ca
2+

 ocorria no local de ligação do ião Zn
2+

. 
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Numa primeira abordagem, e apenas para confirmar a informação já 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 concentrações de Zn
2+

 (Figura 3.20). Utilizando o software apropriado (Folha 

de análise DSF, versão 2.5, ftp://ftp.sgc.ox.ac.uk/pub/biophysics/), calcularam-se os valores de Tm de 

cada uma das amostras, tendo-se obtido os seguintes resultados: 0 Zn
2+

: 54ºC; 2 Zn
2+

: 65ºC; 4 Zn
2+

: 

77ºC; 8 Zn
2+

: 81ºC; 12 Zn
2+

: 81ºC; 16 Zn
2+

: 81ºC. Tal com seria de esperar, a temperatura de 

desnaturação aumenta à medida que aumenta a concentração de Zn
2+

, até atingir o valor máximo de 

81ºC, estabilizando de seguida. Este valor está bastante próximo dos 80ºC, que têm sido reportados 

como Tm da SOD1 com ião Zn
2+

 ligado (Potter et al, 2007). 
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Figura 3.20 – Rampas de temperatura referentes às amostras de Apo-SOD1incubada durante a noite com 

diferentes concentrações de Zn
2+

. Mediu-se a intensidade de fluorescência da SYPRO® Orange à medida que a 

temperatura aumentava. Após a normalização dos valores obtidos, foi possível calcular as temperaturas de 

desnaturação. As Tm obtidas foram as seguintes: 0 Zn
2+

: 54ºC; 2 Zn
2+

: 65ºC; 4 Zn
2+

: 77ºC; 8 Zn
2+

: 81ºC; 12 Zn
2+

: 

81ºC; 16 Zn
2+

: 81ºC. 

 

 Seguidamente, incubou-se a Apo-SOD1 (37ºC, com agitação), durante a noite, com diferentes 

concentrações de ZnCl2. Após a incubação, realizaram-se os espectros de CD de todas as amostras.

 Por fim, procedeu-se à incubação da Apo-SOD1 (37ºC, com agitação), durante 24h, com 

diferentes concentrações de CaCl2. Após a incubação, adicionaram-se volumes idênticos, isto é, na 

mesma proporção, de ZnCl2 e incubou-se, novamente, durante 24h nas mesmas condições.  

Dos dados obtidos, utilizaram-se os valores de CD a 230nm, visto que este é um comprimento 

de onda que fornece bastante informação acerca da ligação de iões metálicos à proteína (Kayatekin et 

al, 2010), e o valor a 218nm, que permite avaliar a contribuição de folhas-β para a estrutura secundária 

da proteína (Ranjbar & Gill, 2009). Os valores obtidos aos comprimentos de onda referidos foram 

representados em função da razão Ião:Proteína (Figuras 3.21 e 3.22). 
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Tal como já foi referido anteriormente, o aumento do sinal de dicroísmo circular a 230nm, 

vulgarmente designado de “ombro”, no espectro da SOD1, é característico da forma com ião Zn
2+

 

ligado (Potter et al, 2007), e permite distingui-la da forma Apo (sem metais incorporados). Assim, tal 

como seria de esperar, o ião Zn
2+

 provoca um aumento do sinal de dicroísmo circular a 230nm (Figura 

3.21). Este processo parece ser bastante específico, uma vez que o sinal aumenta à medida que 

aumenta a concentração de Zn
2+

, mas após atingir o valor correspondente à razão Ião:Proteína de 1.3, 

estabiliza. Este valor está bastante próximo do valor mencionado na literatura, onde está descrito que a 

ligação de um ião Zn
2+

 por dímero é suficiente para induzir as principais alterações conformacionais 

na proteína (Potter et al, 2007). 

No caso em que a Apo-SOD1 foi incubada previamente com Ca
2+

 e, só depois, com Zn
2+

, o 

comportamento é muito semelhante ao da incubação só com Zn
2+

, o que indica que o ião Ca
2+

 não 

parece interferir com a ligação do ião Zn
2+

 ao seu local específico na SOD1. Finalmente, quando a 

Apo-SOD1 foi incubada apenas com o ião Ca
2+

 o comportamento obtido é mais oscilatório e aparenta 

ter um efeito contrário ao observado para a ligação do Zn
2+

, ou seja, ocorre uma diminuição do sinal 

de CD a 230nm.  
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Figura 3.21 – Influência do ião Ca
2+

 na afinidade entre a Apo-SOD1 e o ião Zn
2+

. A partir dos espectros de 

dicroísmo circular de UV-longínquo de cada uma das amostras obtiveram-se os valores de CD a 230nm, que, 

após serem normalizados, foram representados em função da razão ião:proteína. 

 

No que diz respeito à monitorização dos resultados a 218nm (Figura 3.22), é possível constatar 

que o ião Zn
2+

 leva a que o sinal de CD se torne mais negativo, quando comparado com o Ca
2+

. Isto 

indica que ambos os iões interagem com a Apo-SOD1, levando a modificações de estrutura que se 

encontrava em enrolamento aleatório para estrutura secundária bem definida. No entanto, quando a 

proteína é incubada inicialmente com Ca
2+

 e, de seguida, com Zn
2+

, o comportamento obtido não é tão 

significativo, ou seja, não ocorre uma diminuição tão acentuada do sinal de CD. Este resultado sugere 
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que a acção combinada destes dois iões provoca alterações estruturais na Apo-SOD1 diferentes das 

provocadas por cada um dos iões isoladamente. Esta informação pode ser bastante relevante para o 

melhor conhecimento da ELA, uma vez que ambos os iões referidos estão presentes em elevadas 

concentrações no espaço sináptico (Barnham & Bush, 2008) 
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Figura 3.22 – Influência do ião Ca
2+

 na afinidade entre a Apo-SOD1 e o ião Zn
2+

. A partir dos espectros de 

dicroísmo circular de UV-longínquo de cada uma das amostras obtiveram-se os valores de CD a 218nm, 

queforam representados em função da razão ião:proteína. Os valores apresentados para as amostras com Cálcio e 

com Zinco (isoladamente) correspondem à média dos 3 ensaios realizados e as barras de erros correspondem ao 

desvio padrão dos mesmos. 

 

Reunindo os resultados obtidos, é possível constatar que o ião Ca
2+

 interage com a Apo-SOD1, 

levando a alterações ao nível da estrutura secundária, no entanto, não interfere com a ligação do ião 

Zn
2+

 à Apo-SOD1. 

Para complementar a informação já obtida, efectuou-se um estudo de estabilidade térmica e 

determinação da temperatura de desnaturação, através de Espectroscopia de dicroísmo circular, da 

amostra de Apo-SOD1 incubada, previamente, com Ca
2+

 e, depois, com Zn
2+

, numa proporção de 3:1 

(Ião:Proteína). O resultado obtido foi, de seguida, convertido num gráfico de “fracção de proteína 

desnaturada” em função da temperatura, para facilitar a análise do mesmo (Figura 3.23). Aplicando 

um ajuste sigmoidal aos dados obtidos, obteve-se um valor de Tm de 80ºC. 

Este resultado corrobora a ideia de que o ião Ca
2+

 não interfere com a ligação do ião Zn
2+

 à 

Apo-SOD1, uma vez que a Tm obtida é igual à obtida quando se incuba a proteína apenas com ião Zn
2+ 

(Potter et al, 2007). 
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Figura 3.23 – Rampa de temperatura referente à amostra de Apo-SOD1incubada com Ca
2+

 e Zn
2+

 (razão 

Ião:Proteína = 3). Mediu-se o sinal de Dicroísmo Circular a 230nm à medida que se aumentava a temperatura, a 

uma taxa de 1ºC/min. A linha vermelha corresponde ao ajuste sigmoidal efectuado para calcular a temperatura 

de desnaturação (Tm = 80ºC). 

 

3.6. Ião Ca
2+

 como potenciador da agregação da Apo-SOD1 

 

Visto que, anteriormente, apenas a técnica de DLS indicou que o ião Ca
2+

 por si só induz a 

formação de agregados da Apo-SOD1 (secção 6.2.3), procurou-se na literatura informação acerca de 

possíveis condições potenciadoras de agregação, com o objectivo de perceber se, nessas condições, o 

ião Ca
2+

 influenciaria, ou não, 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 concentração entre 5 e 

10mM leva à dissociação do dímero da Apo-SOD1 (Doucette et al, 2004) e, por outro, permite 

mimetizar o ambiente redutor existente na célula, tornando as condições do ensaio mais próximas das 

fisiológicas. Juntamente com o ambiente redutor, utilizou-se uma temperatura de 37ºC, bem como um 

pH de 7,5 (condições fisiológicas). 

  

3.6.1. O papel do TCEP na monomerização e consequente agregação da Apo-

SOD1 

 

Tal como foi referido anteriormente, a ligação per-sulfureto existente na SOD1 permite 

aumentar a afinidade das duas subunidades no dímero, conferindo uma grande estabilidade (Potter et 

al, 2007). Assim, caso a proteína seja incubada num ambiente fortemente redutor, a ligação per-

sulfureto é quebrada, levando a uma diminuição da afinidade entre as subunidades no dímero e, 
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consequentemente, ao aumento da população de monómeros de SOD1. Na literatura está descrito que 

esta monomerização induz a agregação da Apo-SOD1 (Chattopadhyay et al, 2008). Desta forma, 

procedeu-se à incubação da Apo-SOD1 com diferentes concentrações de TCEP, a fim de avaliar o seu 

efeito na monomerização e agregação da proteína, bem como seleccionar a concentração mais 

adequada para o estudo subsequente. 

Após a incubação e a diluição, mediu-se a intensidade de fluorescência da ThT para cada 

amostra e, de seguida, representou-se o valor obtido a 480nm, em cada espectro, em função da 

concentração de TCEP (Figura 3.24). 
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Figura 3.24 – Resultados de espectroscopia de fluorescência, baseados na sonda ThT, referentes às amostras de 

Apo-SOD1incubada, durante 24h, com diferentes concentrações TCEP. Mediu-se a intensidade de fluorescência 

da ThT para cada amostra e, de seguida, representou-se o valor de fluorescência a 480nm de cada espectro em 

função da concentração de TCEP.   

 

Analisando o resultado obtido é possível constatar que à medida que aumenta a concentração 

de redutor, aumenta o valor de intensidade de fluorescência da ThT a 480nm. Este efeito sugere que a 

redução da ponte per-sulfureto nativa e o consequente aumento da população de monómero em 

solução potencia, fortemente, fenómenos de agregação e de formação de fibrilas amilóides. 

Com o objectivo de perceber qual o estado de monomerização da Apo-SOD1 para um 

determinado efeito de agregação 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 resíduos de cisteína. Assim, é possível perceber se as ligações per-sulfureto estão intactas 
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(S-S), impedindo a ligação do AMS, ou se estão quebradas (2 SH), permitindo a ligação do AMS e 

consequente aumento do tamanho da proteína. As alterações ao nível do tamanho da proteína são 

detectadas através de um gel SDS-PAGE parcialmente desnaturante, ou seja, é realizado o método 

habitual, mas utiliza-se tampão de amostra nativo e as amostras não são fervidas. É importante referir 

que a Apo-SOD1 tem na sua constituição 4 resíduos de cisteína, sendo que dois deles participam numa 

ligação per-sulfureto, enquanto os restantes se encontram livres. 

A primeira informação que é possível retirar do gel obtido (Figura 3.25), é que a Apo-SOD1, 

num gel SDS-PAGE parcialmente desnaturante, migra sempre sob a forma de monómero, uma vez 

que mesmo na amostra que não contem TCEP (primeiro poço a contar da esquerda) ela migra dessa 

forma. No entanto, uma vez que a incubação com AMS ocorre antes da corrida do gel, é possível 

extrapolar, a partir do padrão de ligação do AMS, se a proteína no início se encontrava sob a forma de 

dímero ou monómero. 

 

Figura 3.25 – Gel SDS-PAGE referente ao estudo da influência do TCEP na estrutura quaternária da Apo-

SOD1. No primeiro poço (esquerda) está presente a Apo-SOD1 sem TCEP nem AMS, enquanto no último poço 

(direita) a amostra contém TCEP. Nos restantes poços está a proteína incubada com diferentes concentrações de 

agente redutor. 

 

No que diz respeito às amostras preparadas na altura da elaboração do gel (0h incubação), é 

possível verificar que sem a adição de TCEP (segundo poço a contar da esquerda), ocorre a ligação de 

duas moléculas de AMS, uma vez que a amostra migra ligeiramente menos que a amostra à qual não 

foi adicionado AMS (primeiro poço). Este resultado indica que, na ausência de TCEP, a ligação 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 dímero. Quando é adicionado TCEP, a uma concentração de 2mM, já se 

detectam duas bandas principais: a banda de menor migração, correspondente à Apo-SOD1 com 4 

moléculas de AMS ligadas; e a de maior migração, correspondente à Apo-SOD1 com duas moléculas 

de AMS ligadas. Isto indica que parte das moléculas de proteína tem a ligação per-sulfureto intacta, 

enquanto as restantes já não a possuem. Quando se adicionam concentrações superiores de TCEP, 

nomeadamente 4 e 10mM, ocorre sempre a ligação de quatro moléculas de AMS, o que indica que os 

grupos tiol dos resíduos de cisteína se encontram no estado reduzido e, consequentemente, que não 

existe ligação per-sulfureto. Indirectamente, é possível concluir que, utilizando essas concentrações, a 

amostra inicial (antes de correr o gel) já era composta por monómeros de Apo-SOD1. 

No caso em que se procedeu a uma incubação de 24h, é possível observar que, 

independentemente da concentração, a presença de TCEP leva à ligação de quatro moléculas de AMS, 

o que indica que a ligação per-sulfureto é inexistente. Ao contrário do que aconteceu nas amostras que 

não foram incubadas, a uma concentração de 2mM de TCEP, é detectada apenas uma banda, o que 

significa que todas as moléculas de proteína têm os grupos tiol livres (-SH). 

Em suma, é possível afirmar que com uma concentração de 2mM de TCEP temos um estado 

destabilizado da Apo-SOD1 mas não totalmente reduzido, visto que algumas moléculas de proteína 

ainda mantêm a ligação per-sulfureto e, consequentemente, estão sob a forma de dímero. No entanto, 

isto apenas se verifica quando as amostras não são incubadas durante 24h, a 37ºC com agitação. 

 

3.6.2. Ião Ca
2+

 promove a formação de agregados amilóide da Apo-SOD1 

após 24h de incubação 

 

Depois de se perceber qual a concentração de TCEP que permite destabilizar o dímero e obter 

uma mistura de populações na qual existem moléculas de Apo-SOD1 com a ligação per-sulfureto 

intacta e outras sem esta ligação, passou-se ao objectivo principal deste estudo, ou seja, analisar a 

influência do ião Ca
2+

 nos fenómenos de agregação e de formação de fibrilas amilóides pela Apo-

SOD1, no estado destabilizado, promovido pela presença do redutor. 

Após o período de incubação e a respectiva diluição de cada amostra, efectuaram-se espectros 

de fluorescência baseados em fluoróforos extrínsecos, nomeadamente, o ANS e a ThT. 

Os resultados obtidos são apresentados nas figuras 3.26 e 3.27. É possível observar que, quer 

para o ANS quer para a ThT, ocorre inicialmente um aumento da intensidade de fluorescência à 

medida que aumenta a concentração de Ca
2+

, sendo que atinge o valor máximo quando a razão 

Ca
2+

:Proteína é, aproximadamente, igual a um, estabilizando de seguida. É importante referir que a 

Apo-SOD1 incubada sem Ca
2+

 (razão 0) também apresenta valores de intensidade de fluorescência de 

ThT superiores ao controlo (sem proteína), o que está de acordo com o esperado uma vez que tem sido 

descrito que a Apo-SOD1, quando incubada a 37ºC e a pH fisiológico, forma fibrilas amilóides 

capazes de ligar ThT (Chattopadhyay et al, 2008). 
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 O facto de ocorrer uma estabilização da intensidade de fluorescência e de essa estabilização 

ocorrer após a razão 1, poderá indicar que o processo em causa é bastante específico e inclui a 

interacção de um ião cálcio por molécula de Apo-SOD1. 
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Figura 3.26 – Resultados de espectroscopia de fluorescência do ANS referentes às amostras de Apo-

SOD1incubada, durante 24h, com diferentes concentrações de Ca
2+

. Mediu-se a intensidade de fluorescência do 

ANS para cada amostra e, de seguida, representou-se o valor de fluorescência a 480nm de cada espectro, após 

normalização, em função da razão Cálcio:Proteína. Os resultados apresentados correspondem à média de 3 

ensaios realizados. A linha a tracejado serve, apenas, para indicar a tendência. 
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Figura 3.27 – Resultados de espectroscopia de fluorescência da ThT referentes às amostras de Apo-

SOD1incubada, durante 24h, com diferentes concentrações de Ca
2+

. Mediu-se a intensidade de fluorescência da 

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

normalização, em função da razão Cálcio:Proteína. Os resultados apresentados correspondem à média de 3 

ensaios realizados. A linha a tracejado serve, apenas, para indicar a tendência. 
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Estes resultados indicam que, num ambiente destabilizado pelo redutor TCEP, o ião Ca
2+

 

promove alterações na estrutura da Apo-SOD1, nomeadamente, leva ao aumento das zonas 

hidrofóbicas expostas ao solvente (aumento da intensidade de fluorescência do ANS) e potencia 

fenómenos de agregação e formação de fibrilas amilóides (aumento da intensidade de fluorescência da 

ThT). 

 

3.6.3. Cinética de agregação monitorizada através da sonda ThT 

 

Após os resultados bastante prometedores obtidos depois da incubação da Apo-SOD1 com o 

ião Ca
2+

 durante 24h, em ambiente redutor, optou-se por estudar a cinética de agregação da proteína, 

ao longo do tempo, em modo contínuo, através da sonda ThT, tal como tem sido descrito na literatura 

(Banci et al, 2007). 

As condições utilizadas foram idênticas às anteriores, ou seja, incubou-se a Apo-SOD1 com 

2mM de TCEP e uma concentração de Ca
2+

 duas vezes superior à de proteína (razão 2). No entanto, 

desta vez, foi adicionada ThT juntamente com os restantes reagentes e a amostra esteve sempre sob 

agitação magnética. Como controlo, foi realizado o mesmo procedimento mas sem a adição de ião 

Ca
2+

. 

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

0

50

100

150

200

250

300

350

400
 

 

 0 Ca

 2 Ca

In
te

n
s
id

a
d

e
 d

e
 F

lu
o

re
s
c
e

n
c
ia

 @
 4

9
0

n
m

 (
u

.a
.)

Tempo (min)

 

Figura 3.28 – Cinética de ligação da ThT referente às amostras de Apo-SOD1incubada com (razão 2) e sem 

Ca
2+ 

e com uma concentração de 2mM de TCEP. Mediu-se a intensidade de fluorescência da ThT a 490nm a 

cada 10min, num total de 4000min. 

 

Analisando os resultados obtidos (Figura 3.28) é possível constatar que a fase latência sofre 

alterações, passando de, aproximadamente 1750 minutos, no caso da amostra sem Ca
2+ 

(linha preta), 

para cerca de 750 minutos, quando é adicionado Ca
2+

 à amostra (linha cinzenta). Isto significa que a 

adição do ião Ca
2+

 permite acelerar o processo, fazendo com que o aumento da intensidade de 
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fluorescência da ThT comece bastante mais cedo. Além disso, o declive da fase exponencial, que 

corresponde ao período de formação das fibrilas amilóides, é superior no caso em que é adicionado o 

ião em estudo. Assim, é possível afirmar que o ião Ca
2+

 potencia a formação de fibrilas amilóides pela 

Apo-SOD1. 

É importante realçar, também, que o valor máximo de intensidade de fluorescência atingido 

pela amostra com Ca
2+

 é superior ao da amostra sem adição deste ião, o que indica que há um maior 

número de moléculas de ThT ligadas e, consequentemente, uma maior formação de fibrilas amilóides. 

 Os resultados obtidos neste estudo, realizado de forma contínua ao longo do tempo, estão de 

acordo com os obtidos para uma incubação de 24h, ou seja, parece ser um facto que o ião Ca
2+

 

potencia, in vitro, a formação de fibrilas amilóides pela proteína Apo-SOD1. 
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4. Conclusões 

 

A Esclerose Lateral Amiotrófica é uma doença neurodegenerativa progressiva e fatal, na qual 

os pacientes acabam por falecer 3 a 5 anos após se iniciarem os sintomas. Apesar de as manifestações 

externas estarem bem estabelecidas, a etiologia da ELA está muito longe de ser conhecida, uma vez 

que se trata de uma doença bastante complexa, com componente genética, mas, também, “ambiental”, 

e na qual existem diferentes alterações celulares, nomeadamente, agregação proteica intracelular, 

excitotoxicidade induzida por glutamato, disfunção mitocondrial, entre outros.  

Este trabalho pretendeu dar um contributo válido para o aumento do conhecimento em relação 

a esta patologia, mais concretamente ao nível do estudo da contribuição dos agregados proteicos para 

o desenvolvimento da mesma. Assim, efectuou-se um estudo in vitro sobre a influência do ião Ca
2+

, 

um dos iões presentes em elevadas concentrações no espaço sináptico, na estrutura e estabilidade da 

Apo-SOD1 e, ainda, na formação de agregados amilóide pela mesma proteína. 

Observou-se que o ião Ca
2+

 afecta a estrutura secundária da Apo-SOD1, promovendo a 

transformação de estrutura com enrolamento aleatório em estrutura secundária bem definida. Contudo, 

estas alterações não interferem na afinidade entre a proteína e um dos iões que esta liga, isto é, o ião 

Zn
2+

. Além disso, o ião Ca
2+

 não afecta nem a estabilidade térmica nem a estabilidade química da 

Apo-SOD1. No que diz respeito às estruturas terciária e quaternária da proteína, o ião Ca
2+

, por si só, 

provoca alterações, nomeadamente ao nível da hidrofobicidade da sua superfície. No entanto, o seu 

efeito é, fortemente, potenciado se a proteína estiver destabilizada, mais concretamente, se esta for 

incubada com o redutor TCEP.  Desta forma, num ambiente destabilizado, o ião Ca
2+

 promove o 

aumento das zonas hidrofóbicas da proteína expostas ao solvente, bem como, fenómenos de agregação 

e formação de fibrilas amilóides pela Apo-SOD1. 

Os resultados obtidos vêm de encontro às informações recentes da literatura, que indicam que 

os pacientes com ELA têm problemas ao nível da regulação dos níveis de Ca
2+

 (Cozzolino et al, 2008) 

(Jaiswal & Keller, 2009) e que, consequentemente, este ião poderá ter uma grande influência na ELA 

(Tradewell et al, 2011). A grande maioria dos estudos efectuados, actualmente, foca-se na influência 

do ião Ca
2+

 na morfologia e função das mitocondrias e do reticulo endoplasmático (Jahn et al, 2006) 

(Coussee et al, 2011), uma vez que estes têm um papel fundamental no tamponamento deste ião. 

Contudo, e tal como é demonstrado aqui, o ião Ca
2+

 pode influenciar, directamente, o folding e 

misfolding da SOD1, o que leva a que esta abordagem deva ser explorada com maior ênfase. 

No que diz respeito a futuros estudos, seria interessante avaliar o efeito do ião Ca
2+

 na Apo-

SOD1 em ambiente celular, mais concretamente, avaliar a citotoxicidade das fibrilas amilóides 

formadas. Além disso, seria interessante estudar o efeito dos iões Cu
2+

 e Zn
2+

 na estrutura da Apo-

SOD1, uma vez que estes iões metálicos também se encontram presentes, em elevadas concentrações, 

no espaço sináptico. 
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Uma vez determinada a etiologia da ELA, as terapias que impeçam a progressão da doença 

irão, certamente, aparecer, mas até lá as terapias sintomáticas e paliativas continuam a ajudar a que os 

pacientes enfrentem os desafios da ELA com dignidade e com o conforto possível. 
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Anexo I 

 

Composição 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; 5g 

NaCl, Panreac; 15g Agar, Roth. 

 

Meio de cultura Terrific Broth (TB) - Para 1L: 12g triptona, Fluka; 24g extracto de levedura, Biokan; 

9,4g Mono-Hidrogenofosfato de Potássio, Merck; 2,2g Di-Hidrogenofosfato de Potássio, Merck; 4mL 

glicerol 87%, Merck. 

 

Anexo II 

 

Composição das soluções tampão utilizadas nos géis SDS-PAGE  

 

Tampão de amostra: 

0,125M Tris, Sigma-Aldrich ; 6% (m/v) SDS, Roth ; 20% (v/v) glicerol, Merck; 5% (v/v) β-

mercaptoetanol, Sigma-Aldrich; 0,02% (m/v) azul de bromofenol, Sigma-Aldrich, pH 6,8. 

 

Tampão de eluição (5x) 

Após diluição 1:5 : 0,025M Tris, Sigma-Aldrich; 0,192M glicina, Sigma-Aldrich; 4% SDS, Roth, pH 

8,3. 

 

 

Composição das soluções tampão utilizadas nos géis Native-PAGE  

 

Tampão de amostra: 

0,125M Tris, Sigma-Aldrich; 20% (v/v) glicerol, Merck; 5% (v/v) β-mercaptoetanol, Sigma-Aldrich; 

0,02% (m/v) azul de bromofenol, Sigma-Aldrich, pH 6,8. 

 

Tampão de eluição (5x) 

Após diluição 1:5 : 0,025M Tris, Sigma-Aldrich; 0,192M glicina, Sigma-Aldrich, pH 8,3. 
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Anexo III 

 

Composição dos géis SDS-PAGE realizados 

 

Gel resolvente 12%: 

 Volume (µL) 

Água 1750 

Tampão Tris-HCl 1,5M pH 8,8 com 0,3% SDS 1250 

30% Acrilamida 2000 

Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 5 

10% Persulfato de amónio (PSA) 25 

 

Gel concentrador 4%: 

 

 Volume (µL) 

Água 1153 

Tampão Tris-HCl 0,5M pH 6,8 com 0,4% SDS 625 

30% Acrilamida 325 

Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 2,5 

10% Persulfato de amónio (PSA) 12,5 

 

 

Composição dos géis Native-PAGE realizados 

 

Gel resolvente 12%: 

 

 Volume (µL) 

Água 1750 

Tampão Tris-HCl 1,5M pH 8,8 1250 

30% Acrilamida 2000 

Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 5 

10% Persulfato de amónio (PSA) 25 
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Gel concentrador 4%: 

 

 Volume (µL) 

Água 1153 

Tampão Tris-HCl 0,5M pH 6,8 625 

30% Acrilamida 325 

Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 2,5 

10% Persulfato de amónio (PSA) 12,5 

 


