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RESUMO
(Barbosa, L.F.) Danos em DNA promovidos pela enzima Cu,Zn-Superéxido Dismutase.
Implicagdes para a apoptose em um modelo celular de Esclerose Lateral Amiotrdfica.
2008. 132p. Tese (Doutorado) - Programa de Pos-Graduagdo em Bioquimica. Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Mutagdes na enzima Cu,Zn-superdxido dismutase (SOD1) estdo associadas a casos
familiares de Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA), uma doenga neurodegenerativa motora
fatal. Entretanto, a toxicidade das SOD1s mutantes ndo esta totalmente compreendida. Sabe-
se que o desenvolvimento da doenca estd associado ao acumulo de lesdes oxidativas em
biomoléculas, mas o papel da SOD1 neste processo ndo esta claro. Estudos com sistemas
modelo sdo, ainda, necessarios para desvendar os mecanismos envolvidos. Para contribuir na
compreensdo dos mecanismos de danos em DNA promovidos pela SODI, foram realizados
estudos in vitro com SODI1/H,O,/HCO;, e estudos com neuroblastomas em cultura
transfectados com SOD1 mutante G93A, caracteristica de ELA. Através da quantificacdo de
quebras em DNA plasmidial ¢ dos niveis de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-
oxodGuo) e 1,N*-eteno-2’-desoxiguanosina (1,N*~edGuo) em DNA de timo de bezerro,
concluiu-se que o cobre liberado da SOD1 tem um papel central na formagao de lesdes no
DNA promovidas pela SOD1 na presen¢a de H,O,, e que o bicarbonato pode modular a
reatividade do cobre liberado. Niveis aumentados de quebras no DNA, 8-oxodGuo e 1,N2—
edGuo foram encontrados nos neuroblastomas transfectados com SOD1 G93A. Maior
atividade de p53 foi também observada nestas células, indicando que o acimulo de lesdes no
DNA pode desencadear o processo de apoptose neste modelo celular de ELA. Observou-se
que a SODI1 pode estar associada a cromatina, ¢ que a SOD1 G93A possui maior afinidade
pelo DNA e maior atividade peroxidasica no nucleo. Estes resultados indicam que as lesdes
no DNA observadas no modelo celular de ELA podem ser diretamente promovidas pela

SOD1 mutante. Palavras-chave: Esclerose Lateral Amiotrofica; SOD1; p53; danos no DNA.



ABSTRACT
(Barbosa, L.F.) DNA damage promoted by Cu,Zn-Superoxide Dismutase. Implications to
apoptosis in a cellular model of Amyotrophic Lateral Sclerosis. 2008. 132p. PhD Thesis —

Graduate. Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo.

Mutations in the gene encoding Cu,Zn-superoxide dismutase (SOD1) have been linked
to familial Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS), a fatal motor neuron disease. However, the
toxicity of mutant SOD1s was not completely understood. It is known that the development of
the disease is associated with oxidative damage to biomolecules, but the role of SOD1 in this
process is not clear. Model studies are still necessary to reveal the mechanisms involved. To
understand the mechanism of DNA damage promoted by SODI, in vitro studies with
SOD1/H,0,/HCOs5’, and studies with neuroblastoma cells transfected with the G93A ALS-
mutant SOD1, were performed. Through the quantification of strand breaks in plasmid DNA
and the quantification of 8-oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine (8-oxodGuo) and 1,N°-
etheno-2’-deoxyguanosine (1,N*~edGuo) levels in calf thymus DNA, it was concluded that
copper liberated from SODI1 has a central role in DNA damage promoted by SOD1 in the
presence of H,O,, and that bicarbonate can modulate the reactivity of released copper.
Increased levels of DNA strand breaks, 8-oxodGuo and 1,N*-edGuo were found in
neuroblastoma cells transfected with G93A SODI. Increased p53 activity was also observed
in these cells, indicating that accumulation of DNA damage can lead to apoptosis in this ALS
cellular model. Western blot analysis showed that G93A SODI is present in the nucleus,
being associated to the DNA. Nuclear G93A SODI has identical superoxide dismutase-
activity but displays increased peroxidase activity, when compared to wild-type. These results
indicate that DNA damage observed in this ALS cellular model may be directly promoted by

mutant SOD1. Keywords: Amyotrophic Lateral Sclerosis; SOD1; p53; DNA damage.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
'H NMR: ressonincia magnética nuclear de proton
3C NMR: ressonancia magnética nuclear de carbono 13
1,N*~edGuo: 1,N*-eteno-2 ’-desoxiguanosina
['*N;s]-1,N*-edGuo: 1,N*~edGuo com os 5 N de massa 15
8-oxodGuo: 8-0x0-7,8-dihidro-2"-desoxiguanosina
A4V: mutacao da alanina 4 por valina
ADP: adenosina di-fosfato
ANOVA: analise de variancia
Apaf-1: fator de ativagdo da protease apoptotica
APEI: endonuclease apurinica 1
ATM: ataxia telangiectasia mutada
AtMMH: homologo MutM da Arabidopsis thaliana
ATP: adenosina tri-fosfato
Bax: proteina X associada a Bel-2
Bcl-2: derivado de célula B de linfoma 2
Bak: homologo de Bcl-2 antagonista/killer
BHT: hidroxitolueno butilado
CTé: cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
DCF: 2°,7’-diclorofluoresceina diacetato
DDE: trans,trans-2,4-decadienal
DEMEM/HAM F12: meio Eagles modificado por Dulbeco com nutriente F12 de Ham
DHA: dihidroascorbato
DHR: dihidrorodamina

DMSO: dimetilsulféxido
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DNA: acido desoxirribonucléico

DNase: desoxirribonuclease

DNA-PK: DNA fosfoquinase

DTPA: acido dietilenotriaminopentaacético

EAAT-2: transportador de aminoacido excitatorio 2

EDTA: acido etilenodiaminotetraacético

EGTA: 4cido etilenobis(oxietilenonitrilo)tetraacético

ELA: Esclerose Lateral Amiotrofica

ERNs: espécies reativas de nitrogénio

EROs: espécies reativas de oxigénio

G—T: transversdo de guanina por timina

G85R: mutagado da glicina 85 por arginina

G93A: mutagdo da glicina 93 por alanina

G93A: neuroblastoma expressando constitutivamente SOD1 humana mutante G93A
GC-MS: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
Glu: glutamato

GLUT-1: transportador de glicose 1

GPx: glutationa peroxidase

GR: glutationa redutase

GSH: glutationa reduzida

GSSG: glutationa oxidada

HNE: 4-hidroxi-2-nonenal

HPLC: cromatografia liquida de alta performance
HPLC/ESI/MS-MS: HPLC acoplado a espectrometria de massa em tandem com ionizacao

por eletrospray



ImH: imidazol

L38V: mutacdo da leucina 38 por valina

L°: radical de lipidio

LOO?®: radical de peroxido de lipidio

LOOH: hidroperéxidos de lipidio

MDA: malondialdeido

Mdm-2: murine double minute 2

MEM: meio Eagle modificado

MOPS: é4cido 3-morfolinopropanosulfonico

MPO: mieloperoxidases

MRM: monitoramento de reagcao multipla

MTH1: homo6logo humano de MutT 1

MTT: 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazo6lio
NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
NBT: nitro blue tetrazolium

NF-«xB: fator nuclear kB

NOS: NO sintases

OC: forma circular aberta

OGG1: DNA glicosilase da 8-oxoguanina

PARP-1: poli(ADP-ribose) polimerase-1
PBS: tampao fosfato salino

pH: potencial de hidrogénio

Pipes: acido 1,4-piperazinadietanosulfonico

PMSF: fenilmetilsulfonil fluoreto
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POBN: a-(4-piridil 1-6xido)-N-tert-butilnitrona
Prx: peroxirredoxinas

RE: reticulo endoplasmatico

RNA: 4cido ribonucléico

RNase: ribonuclease

SC: forma circular super enovelada

SDS: dodessilsulfato de sddio

SDS-PAGE: eletroforese em gel de acrilamida na presenga de SDS
SFB: soro fetal bovino

SH: neuroblastoma SH-SYS5Y ndo transformado
SNC: sistema nervoso central

SOD: superdxido dismutase

SOD1: Cu,Zn-superoxido dismutase

SVCT2: transportador de vitamina C dependente de sodio 2
TBA: 4cido tiobarbittrico

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamida
TNFa: fator de necrose tumoral o
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Trx: tiorredoxina
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UV: ultra-violeta

WT: neuroblastoma expressando constitutivamente SOD1 humana nativa
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1. Introducgéo

Devido ao aumento da perspectiva de vida da populagdo, existe um crescente interesse
no estudo de doengas neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson, Huntington e Esclerose
Lateral Amiotrofica (ELA). Existem diferentes fatores genéticos de pré-disposi¢do e
vulnerabilidade regional a morte neuronal em cada uma dessas doengas: mutagdes na o-
sinucleina atingindo neur6nios dopaminérgicos da substantia nigra em Parkinson; proteina
precursora de 3-amildéide mutante prejudicando neurdnios colinérgicos do cortex e hipocampo
em Alzheimer; repeti¢des excessivas de glutamina na proteina huntingtina comprometendo
neurdnios estriatais em Huntington; e muta¢des na Cu,Zn-superéxido dismutase relacionadas a
neurénios motores e células da glia em ELA (Sayre, Perry et al., 2008). Apesar dessas
diferengas, acredita-se que o mecanismo de morte dos neurdnios ¢ muito similar em todas as
doengas neurodegenerativas, envolvendo disfungdes mitocondriais, ativagdo das células da glia
e modificacdo e agregagdo de proteinas especificas. Um ciclo vicioso € gerado e acaba por
desencadear a morte celular, sem ser possivel definir causas e consequéncias. O estresse
oxidativo representa um mecanismo unificador de todos esses processos, ja que espécies
oxidantes podem desencadea-los diretamente (Sayre, Perry et al., 2008).

O estresse oxidativo ¢ definido como a situacdo na qual a formagdo de espécies
oxidantes excede significativamente a capacidade de defesa antioxidante e de reparo do
organismo, tendo como conseqiiéncia o acimulo de danos a biomoléculas (DNA, lipidios,
proteinas). Estes danos, se ndo reparados, acabam comprometendo o funcionamento da célula
acarretando morte por apoptose ou necrose (Sies, 1991). Os neurdnios sdo altamente propensos
a situagdes de estresse oxidativo. Alguns trabalhos relataram niveis alterados da expressao de
enzimas antioxidantes nos tecidos de pacientes de Alzheimer, Parkinson ¢ ELA (Lovell, Xie,

Gabbita et al., 2000; Malaspina, Kaushik et al., 2001; Basso, Giraudo et al., 2004). Além
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disso, também foram detectados niveis aumentados de marcadores de lesdes oxidativas em
DNA, lipidios e proteinas (Sayre, Perry et al., 2008), evidenciando que espécies oxidantes

contribuem para a patologia de doengas neurodegenerativas.

1.1 Espécies oxidantes

Apesar do oxigénio molecular ser essencial para a obtengcdo de energia pelos
organismos aerobicos, a ele também estd associada a geragdo de espécies oxidantes
potencialmente toxicas para os organismos vivos. A reatividade dessas espécies varia muito,
mas algumas sdo reativas o suficiente para provocar lesdes em biomoléculas como o DNA,
lipidios e proteinas. Entre as espécies oxidantes, também conhecidas como espécies reativas
de oxigénio (ROS, em inglés) incluem-se, o fon radical superoxido (O,"), o perdxido de
hidrogénio (H,0,), o radical hidroxila (HO®), o radical carbonato (CO;""), os compostos
carbonilicos tripletes, o oxigénio eletronicamente excitado ao estado singlete (‘05), o 6xido
nitrico (NO®) e o peroxinitrito (ONOQO") (Halliwell e Gutteridge, 1999).

A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (CT¢) desempenha um papel central
na produgdo de energia em organismos aerdbicos, € consome mais de 90% do oxigénio obtido

pela respiracdo. Em condi¢des basais, cerca de 1% deste oxigénio ¢ convertido em radical

superoxido pela semi-ubiquinona, ¢ esse nivel de O,” pode aumentar em condig¢des

patoldgicas gerando estresse oxidativo (Finkel e Holbrook, 2000). O O," também pode ser
formado pela enzima NADPH oxidase, durante a atividade de células do sistema imune
(Pryor, 1986). A produgdo de O," leva a geragdo de H,O, (através da dismutagio espontinea
ou catalisada pela superoxido dismutase) (Mccord e Fridovich, 1969), e ONOO™ (através da
rea¢do do O,” com NO®) (Koppenol, Moreno et al., 1992). Niveis elevados de H,O, podem

liberar ions de ferro de heme proteinas, como hemoglobina e citocromos. Ferro (III) e cobre
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(1) podem ser reduzidos pelo O," a Fe(Il) e Cu(I), os quais reduzem H,O, a HO® (reagéo de
Fenton e reacdo de Haber-Weiss) (Halliwell e Gutteridge, 1999). As células inflamatoérias
também aumentam a toxicidade do H,O, através de mieloperoxidases (MPO) produzindo
HOCI (Harrison e Schultz, 1976). O HO® é um dos radicais mais reativos encontrados in vivo.
Ele ¢ capaz de oxidar carboidratos, lipidios, proteinas e DNA (Pryor, 1986). O 6xido nitrico
(NO®) é um radical pouco reativo, essencial para a vasoregulagdo e neurotransmissio,
formado pelas enzimas NO sintases (NOS). Em excesso, NO® pode inibir a citocromo
oxidase, levando ao aumento de vazamento de elétrons e formagdo de superdxido. A
formagdo do ONOO™ a partir dos radicais O," ¢ NO® ocorre no limite difusional (Koppenol,
Moreno et al., 1992). Em pHs fisiologicos, 0 ONOO™ pode reagir dirctamente com diversas
biomoléculas, ou através dos seus produtos de decomposi¢dao, produzidos por clivagem
homolitica da forma protonada ou pela reagdo com o CO,, presente em concentragdes de 1-2
mM em fluidos biologicos. Na presenca de CO,, 0 ONOO™ se decompdem formando 35% de
NO;" e CO3"". O CO, pode entdo competir com os alvos bioldgicos do ONOO', inibindo suas
oxidagdes por dois elétrons. Uma série de biomoléculas sdo entdo oxidadas pelo NO," e CO;*
pela transferéncia de um elétron, com constantes de segunda ordem na faixa de 10°-10°
M s™". A reacio de HO® com nitrito ou bicarbonato também pode gerar NO,* ¢ COs"™,
respectivamente (Augusto, Bonini et al., 2002) (figura 1.1).

A formacdo dessas espécies pode preencher funcdes bioldgicas importantes como no
caso do combate a microorganismos invasores e controle da pressdo sanguinea. E importante
ressaltar que algumas das interagdes entre essas espécies reativas estdo sendo reconhecidas
como parte de segmentos de cascatas de transdugdo de sinal. Por exemplo, o H,O, atua como
segundo mensageiro na ativagdo do fator de transcricdo NF-kB (Sen, Sies et al., 2000) em
algumas linhagens celulares, ¢ o NO® é quase um sinalizador ubiquo nos tecidos humanos

(Hobbs, Higgs et al., 1999). Por outro lado, devido a sua reatividade, tais espécies podem
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também acarretar danos em biomoléculas e estruturas celulares, fenomenos associados a
eventos patoldgicos que podem estar envolvidos nos mecanismos de diversas doencas

(Halliwell, 2001).
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Figura 1.1: Mecanismo de formagdo de espécies oxidantes.

1.2 Lesbes em biomoléculas

Existe um grande esforco na identificacdo dos mecanismos de reagdo de ROS com
biomoléculas e no entendimento das interagdes entre essas espécies em células, que podem
sinalizar eventos como apoptose e regulacdo génica. Os avanc¢os na compreensao dos
mecanismos de danos oxidativos em biomoléculas tém identificado diversos novos
biomarcadores, como nitracdo em proteinas, oxidacdo de acidos graxos e adutos de DNA.
Esses marcadores tém sido utilizados para associar processos patoldgicos com a ocorréncia de

estresse oxidativo.
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1.2.1 Lesdo em proteinas

ROS atacam a ligagdo peptidica, resultando na fragmentagdo da proteina e formacao
de carbonilas protéicas. Além disso, oxidam residuos de aminoacidos, podendo resultar em
modificagdes estruturais e funcionais da proteina. O radical hidroxila pode atacar residuos de
tirosina, triptofano, fenilalanina e histidina, gerando uma série de produtos oxidados
(Halliwell e Gutteridge, 1999). Atomos de H podem ser abstraidos do carbono o da cadeia
peptidica ou da cadeia lateral dos aminoécidos pelos radicais hidroxila e carbonato, formando
radicais que podem ser sequestrados pelo O, (Dean, Fu et al., 1997). Reagdes cruzadas entre
radicais de lipidios e radicais de proteina também podem acontecer, levando a formagdo de
agregados protéicos (Sayre, Smith et al., 2001). Atomos de enxofre em residuos de cisteina e
metionina sdo facilmente oxidados a ligacdes dissulfeto cruzadas ou até sulfonatos,
acarretando sérias conseqiiéncias funcionais (Stadtman, 2001). A reacdo do ONOO™ com
tirosina resulta na formagdo de 3-nitrotirosina, um marcador largamente utilizado para
caracterizar situagdes de estresse oxidativo. A nitracdo de fenilalanina e triptofano também
pode ocorrer (Augusto, Bonini et al., 2002). Produtos finais da peroxidacédo lipidica também
podem danificar proteinas (West e Marnett, 2006). Proteinas modificadas podem ser
reconhecidas como “estranhas” pelo sistema imune, disparando a formag¢do de anticorpos e

uma resposta inflamatoria, como na artrite reumatoide (Halliwell, 1995).

1.2.2 Lesdo em lipidios

A oxidacdo de acidos graxos presentes nas membranas ¢ uma reacdo em cadeia
iniciada pela abstracdo de um H bis-alilico de acidos graxos poliinsaturados (acido linoléico,
acido araquidénico e acido docosahexaenoico) promovida, por exemplo, por radicais HO®,
HO,*, NO,*, RO*, RO,* (Pryor e Lightsey, 1981; Aikens e Dix, 1991). Apds a abstragdo do

atomo de hidrogénio do acido graxo poliinsaturado (L), forma-se um radical lipidico centrado
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no carbono (L®), o qual ¢ estabilizado por um rearranjo molecular, adquirindo a estrutura de
dieno conjugado. A adicdo extremamente rapida de uma molécula de oxigénio ao radical
lipidico leva a formagdo do radical peroxila (LOO®). Este é capaz de reagir com outro acido
graxo poliinsaturado, iniciando uma nova cadeia de oxidagdo a partir da formagao de outro
radical lipidico (L*) (fase de propagacdo). O radical LOO® se combina com o atomo de
hidrogénio abstraido e forma um hidroperoxido lipidico (LOOH), os quais sofrem
modificagcdes quimicas originando aldeidos, cetonas, epdxidos altamente reativos, como
malondialdeido (MDA), 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) e trans,trans-2,4-decadienal (DDE)

(Figura 1.2).

Por serem mais estaveis do que os radicais livres que iniciaram O processo € 0s
radicais lipidicos formados durante a fase de propagacao, estes aldeidos podem atingir pontos
distantes do local em que se formaram (Vaca, Wilhelm et al., 1988) e reagir com as bases do
DNA (formando adutos exociclicos) e com residuos de cisteina (via adicdo de Michael) e
lisina (via fomagao de base de Schiff) presentes em proteinas. A detoxificagdo destes aldeidos
¢ realizada, principalmente, pela conjugacdo com glutationa e subseqiiente excre¢dao do aduto

(West e Marnett, 2006).

A formagdo de ligagdes cruzadas por reagdes de terminacdo radical-radical entre
lipidio-lipidio e lipidio-proteina, bem como o encurtamento das cadeias lipidicas por
processos degradativos levam a um aumento da rigidez das membranas celulares, o que

compromete as suas fungoes.
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Figura 1.2: Reagdes envolvidas na peroxidagao lipidica: abstragdo de um H alilico, formag¢ao do radical peroxila
que pode abstrair um H de uma cadeia vizinha (gerando um peroxido de lipidio) ou atacar a dupla ligagdo na

mesma cadeia (gerando um radical perdxido ciclico) que pode se decompor a aldeidos reativos, como o MDA.



24

1.2.3 Lesao em DNA

A exposi¢do de DNA a oxidantes e compostos eletrofilicos endégenos ou exdgenos
leva a formagdo de diversos tipos de lesdes (Martinez, Loureiro et al., 2003). Essas lesoes
podem resultar de ataque as bases nitrogenadas, aos residuos de ribose ou a ligagdo
fosfodiester (Cadet, Delatour et al., 1999). As conseqiiéncias de danos no DNA tém sido
analisadas in vitro utilizando-se experimentos de mutagenicidade em bactérias e células de
mamifero (Singer e Essigmann, 1991; Wang, Kreutzer et al., 1998). Existem varias fontes
endogenas de danos ao DNA: ROS, produtos da peroxidagdo lipidica, agentes alquilantes,
estrogenos, espécies reativas de nitrogénio, agentes clorinantes e certos intermediarios de
algumas vias metabdlicas (Burcham, 1999; 2008).

A oxidagdo da 2’-desoxiribose do DNA induz quebras na fita (Rokita e Romero-
Fredes, 1992). O radical hidroxila (Cadet, Delatour et al., 1999) e bleomicinas utilizadas
como drogas antitumorais (Dedon e Goldberg, 1992; Awada e Dedon, 2001) podem abstrair o
hidrogénio do C1, C4 e C5 da 2’-desoxiribose, levando a formagao de quebras. Radicais de
pirimidinas e purinas também podem abstrair o H dos residuos furanosidicos (Cadet, 1994;
Burrows e Muller, 1998). Quebras de fita também podem ser induzidas por H,O,, via
formagdo de radical HO® in situ catalisada por metais transi¢do ligados ao DNA (Mello Filho
e Meneghini, 1984). Aldeidos reativos sdo produzidos pela oxidacdo da ribose, como 3’-
fosfoglicoladeido e base propenals, os quais podem reagir com as bases do DNA, gerando
adutos exociclicos (Regulus, Duroux et al., 2007; Dedon, 2008). Quebras de fita simples ou
dupla no DNA sdo as lesdes mais toxicas para a célula. Elas impedem a sintese do DNA e
bloqueiam o ciclo celular, recrutando mecanismos de reparo ou desencadeando a apoptose

(Rich, Allen et al., 2000).
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Muitos dos danos enddgenos observados no DNA correspondem a oxidagdes de bases.
O produto de oxidagdo do DNA mais extensivamente estudado, devido a facilidade com que
pode ser detectado, é a 8-o0x0-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo) (Floyd, Watson et
al., 1986) (figura 1.3). A 8-oxodGuo ¢ formada pelo ataque da dGuo pelo radical hidroxila
(Floyd, Watson et al., 1986; Cadet, Delatour et al., 1999; Cadet, Douki et al., 2008) ou pelo
radical carbonato (Joffe, Geacintov et al., 2003). Suas propriedades bioldgicas foram
amplamente investigadas, tendo sido verificado que ¢ uma lesdo mutagénica em bactérias e
células de mamifero, levando principalmente a transversdes G—T (Shibutani, Takeshita et al.,
1991; Le Page, Margot et al., 1995). Transversdes G—T sdo muito encontradas em genes
supressores de tumor e protooncogenes mutados (Hussain e Harris, 1998), apontando que a
ocorréncia de bases oxidadas no DNA leva ao surgimento de mutagdes espontaneas ao longo
da vida de um individuo, podendo contribuir para o desenvolvimento de tumores. Duas DNA-
glicosilases eliminam a 8-oxodGuo do DNA de eucariontes (OGG1 e AtMMH), e a enzima
MTHI1 hidroliza a 8-oxodGuo trifosfato do reservatorio de nucleotideos livres da célula,
impedindo que ela seja incorporada ao DNA (Sekiguchi e Tsuzuki, 2002).

Por apresentar um potencial de oxidagcdo menor que qualquer outro nucleosideo
natural, a 8-oxodGuo se torna alvo preferencial de outros oxidantes cujo mecanismo envolva
oxidacdo por 1 ou 2 elétrons (Burrows ¢ Muller, 1998). Essa propriedade é particularmente
relevante considerando que desde sua descoberta essa lesdo tem sido utilizada como um
marcador de estresse oxidativo. A detec¢do dos produtos de oxidacao da 8-oxodGuo, como o
acido cianurico, oxazolona, imidazolona e espiroiminodihidantoina, pode ser, portanto,
importante (Martinez, Medeiros et al., 2002).

Estudos apontam os adutos exociclicos de DNA como novas ferramentas no estudo de
estresse redox relacionado com diversas patologias como, por exemplo, inflamagdo, doencas

de acimulo de metais, e cancer (Nair, Bartsch et al., 2007). Essas lesdes podem resultar da
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reacdo do DNA com produtos da lipoperoxidagao tais com, malonaldeido (MDA), 4-hidroxi-
2-nonenal (HNE), 2,4-decadienal (DDE), hexenal, acroleina e crotonaldeido (Bartsch, 2000;
West e Marnett, 2006; Blair, 2008). A reac¢ao de aldeidos a,B-insaturados com o DNA pode
formar adutos do tipo eteno ou etano (Marnett, 2000), ou propano-adutos, tais como o 1,N2—
propano-2’-deoxiguanosina (Winter, Segall et al., 1986).

Dentre os adutos exociclicos de DNA, os etenoadutos tém sido bastante estudados ao
longo dos tultimos 25 anos (Bartsch, Barbin et al., 1994; Nair, Gansauge et al., 2006; Nair, De
Flora et al., 2007; Pang, Zhou et al., 2007). Um grande interesse no estudo dessas lesdes teve
inicio com a verificagdo de que elas sdo induzidas em DNA por conhecidos carcindgenos
ocupacionais e ambientais, tais como cloreto de vinila e carbamato de etila (Bartsch, Barbin et
al., 1994; Bartsch e Nair, 2000), e levam a incorporagao errada de bases apds a replicagdo ou
a transcrigdo (Cheng, Preston et al., 1991; Mroczkowska e Kusmierek, 1991; Basu, Wood et
al., 1993).

Com os avangos tecnologicos que permitiram o desenvolvimento de métodos
analiticos ultra-sensiveis para detec¢do de adutos em DNA, tais como GC-MS, LC-ESI/MS,
HPLC/radioimunoensaio, imunoafinidade/*’P-postlabeling, niveis basais de vérios adutos
exociclicos, passaram a ser observados em DNA de roedores e humanos ndo expostos a
carcinogenos (Bartsch, Barbin et al., 1994; Nair, 1999; Loureiro, Marques et al., 2002; Nair,
De Flora et al., 2007; Nair, Bartsch et al., 2007). Niveis basais dos eteno-adutos 1,N6—eten0—
2’-deoxiadenosina  (edAdo),  3,N*-eteno-2’-deoxicitidina (edCyd), N 3-eteno-2’-
deoxiguanosina (N?3-edGuo) e 1,N*eteno-2’-deoxiguanosina (1,N’-edGuo), ja foram
detectados em tecidos de roedores e humanos. Niveis aumentados de edAdo and edCyd
também foram encontrados em situag¢des clinicas associadas ao estresse redox, como doencas
de acimulo de metais, infecgdes cronicas e inflamagdes (Nair, Bartsch et al., 2007). Niveis ca

de duas a vinte vezes maiores de adutos derivados de acroleina e crotonaldeido foram
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encontrados em DNA de figado de ratos com niveis baixos de glutationa (Nath, Ocando et al.,
1997), indicando que sdo adutos persistentes e formados endogenamente.

Uma técnica ultra-sensivel foi desenvolvida pelo nosso grupo, baseada em HPLC
acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS), que permite a deteccdo de
eteno adutos in vivo. Com essa metodologia foi possivel quantificar niveis basais do aduto
1,N%-edGuo (figura 1.3) em DNA de timo de bezerro comercial (1,70 + 0,09 adutos/10’
dGuo), em células de mamifero em cultura (CV1-P) (4,5 + 0,4 adutos/10’ dGuo), e em DNA
de figado de ratas (5,22 + 1,37 adutos/10” dGuo) (Loureiro, Marques et al., 2002).

A verificagdo de que os etenoadutos sdo reconhecidos por enzimas de reparo mostra a
existéncia de mecanismos de defesa celular contra essas lesdes genotoxicas. Os eteno-adutos
sdo eliminados através de reparo por excisdo de bases, com atuacdo de enzimas DNA-

glicosilases (Saparbaev, Langouet et al., 2002; Gros, Ishchenko et al., 2003).
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Figura 1.3: Estrutura quimica das lesdes em DNA 8-oxodGuo e 1,N%-edGuo.

1.3 Defesas antioxidantes

A célula encontra-se protegida de ROS por uma linha de defesa antioxidante, onde
enzimas como superdxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, catalase,
peroxirredoxinas e sistemas enzimaticos de conjugacao e reparo, junto com compostos como

carotenoides, vitaminas E e C, e tiois, desempenham um importante papel. O equilibrio entre
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0s processos pro-oxidantes e anti-oxidantes constitui a condi¢ao normal da vida aerébica. O
desequilibrio favoravel ao estado pro-oxidante desencadeia o estresse oxidativo (Sies, 1991).
Os mamiferos apresentam trés tipos de superoxido dismutases (SOD): Cu,Zn-SOD,
muito abundante no citosol, ¢ também encontrada no nicleo ¢ no espaco intermembranas da
mitocOndria; Mn-SOD, encontrada na matriz mitocondrial; Cu,Zn-SOD extracelular,
encontrada no [umen de vasos sanguineos. As SODs fazem parte da primeira linha de defesa
antioxidante dos organismos, dismutando o superéxido a H,O ¢ H,O,. As SODs atuam em
conjunto com as enzimas catalase, glutationa peroxidase e peroxirredoxinas, as quais
eliminam o H,O,. A catalase dismuta H,O; a dgua e oxigénio. A glutationa peroxidase (GPx)
remove H,O, e peréxidos organicos pela oxidacdo de glutationa (GSH) ao dimero GSSG.
Este processo ¢ acompanhado pela enzima glutationa redutase (GR), a qual recicla GSSG a
GSH. Ja as peroxirredoxinas (Prx) utilizam a proteina tiorredoxina (Trx) (a qual contém dois
grupos tidis) como substrato. A tiorredoxina redutase (TrxR), converte a tiorredoxina oxidada

de volta a sua forma reduzida (figura 1.4) (Halliwell e Gutteridge, 1999).
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Figura 1.4: Reagdes catalisadas pelas enzimas do sistema de defesa antioxidante (em azul) das células de
mamifero. As rea¢des que levam a formagdo de radical hidroxila e peroxinitrito sdo inibidas (X vermelho) na

presenca das enzimas antioxidantes.

Ascorbato (vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E) sdo dois anti-oxidantes nao
protéicos obtidos da dieta (figura 1.5). O ascorbato reage com espécies ferril e radicais de
aminoacidos, inibindo lesdes oxidativas induzidas por heme proteinas e H,O,. Ele também
seqiiestra O,", HO®, LOO® e espécies derivadas de peroxinitrito. O grupo —OH fenolico do a-
tocoferol rapidamente seqiestra radicais LOO®, resultando na formagéo de radicais tocoferila,
0s quais tém uma capacidade muito menor de propagar a peroxidacao lipidica. O radical
tocoferila ¢ reduzido in vivo pela rea¢do direta com ascorbato ou ubiquinol, ou por

mecanismos enzimaticos (Burton, Wronska et al., 1990).

ascorbato a-tocoferol

OH

Figura 1.5: Estrutura quimica do ascorbato e do a-tocoferol.

Muitos mecanismos evoluiram para seqiiestrar ions de ferro e cobre, prevenindo sua
participagdo em reagdes redox indesejaveis. No plasma, todos os ions de ferro estdo
complexados a transferrinas, e os ions de cobre, a ceruloplasmina. Dentro das células, o
excesso de ions de ferro estd estocado em ferritina e o excesso de ions de cobre em
metalotioneinas. Um estoque intracelular de ions de ferro e cobre livre existe no interior de
vacuolos isolados dentro da célula (Harris, 1995; Harrison e Arosio, 1996).

Como a extensa gama de defesas antioxidantes do corpo humano ndo ¢é capaz de

prevenir completamente as lesdes a biomoléculas, existem sistemas de reparo de lesdes em
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DNA, proteinas e lipidios. Fosfolipases degradam lipidios oxidados, € o sistema ubiquitina-
proteassomo marca e degrada proteinas oxidadas e desenoveladas (Halliwell e Gutteridge,
1999). Danos oxidativos no DNA sdo reparados por excisdo de base, excisdo de nucleotideo e
por mismatch repair. As enzimas DNA-glicosilases hidrolisam a ligagdo N-glicosidica entre a
base modificada e a desoxirribose, deixando um sitio abasico no DNA. Este sitio é
reconhecido por endonucleases (por exemplo, a enzima APE1) que clivam o DNA e retiram
alguns nucleotideos, preparando-o para a atividade da DNA polimerase. A remog¢ao da base
pareada erroneamente a base modificada é realizada pelo mecanismo de mismatch repair
(Boiteux, Gellon et al., 2002).

Mesmo com defesas antioxidantes e sistemas de reparo de lesdes em biomoléculas,
tecidos e fluidos de individuos saudaveis apresentam niveis basais de produtos finais de
peroxidagdo lipidica e oxidacdo de proteinas (como nitrotirosina e carbonilas protéicas). O
DNA isolado de individuos saudaveis também contém niveis basais de bases modificadas

(Halliwell, 2001).

1.4 Morte celular induzida por estresse oxidativo

O estresse oxidativo pode levar a célula a morte por necrose ou apoptose (West e
Marnett, 2006). A necrose ¢ uma morte celular desordenada, caracterizada pelo rompimento
das membranas plasmatica, nuclear, mitocondrial e do reticulo endoplasmatico, devido a um
inchamento resultante da alteragdo da homeostase ionica. Ocorre um rapido declinio na
capacidade de sintese de ATP, e um vazamento de proteases para o meio extracelular, as quais
ativam uma resposta inflamatoria no tecido (Proskuryakov, Konoplyannikov et al., 2003). A
enzima poli(ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) pode estar envolvida em alguns casos de

necrose, apesar do mecanismo ainda nao ser totalmente esclarecido. A PARP-1 promove um
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rapido consumo de ATP e NADH, e pode recrutar enzimas para o nucleo para degradacao do
DNA genomico (Ha e Snyder, 1999).

A apoptose ¢ uma forma organizada de morte celular que elimina células supérfulas
durante o desenvolvimento normal, ou células mutadas, danificadas ou infectadas, e é
mediada por mecanismos ativos intrinsicos (Martin, Chen et al., 2005). A apoptose ¢
organizada para eliminar rapidamente células defeituosas de um tecido, marcando-as para
fagocitose e reciclando seus constituintes, impedindo que o dano se espalhe e que a célula
defeituosa consuma a energia do tecido (Rich, Allen et al., 2000). A apoptose depende da
ativacdo de caspases, uma familia de cisteina endopeptidases intracelulares que clivam
proteinas em residuos de aspartato especificos. A via apoptotica pode ser iniciada
extrinsicamente por proteinas sinalizadoras extracelulares (TNFa e FasL) que ativam as
caspase-8 e 10, e intrinsicamente, pela liberagdo de componentes mitocondriais, que ativam a
caspase-9 via formagdo do apoptossomo (Strasser, O'connor et al., 2000). O apoptossomo ¢
um complexo formado pelo fator Apaf-1, pelo citocromo C liberado da mitocondria e pela
procaspase-9. As duas vias convergem, ativando as caspases-3, 6 e 7, as quais sdo
responsdveis pela degradacdo do citoesqueleto e de outras proteinas citosdlicas e
mitocondriais, e pela ativagdo de DNases responsaveis pela fragmentacdo do DNA (Krantic,
Mechawar et al., 2005). Outros fatores liberados da mitocondria (Smac/DIABLO e
Omi/HtrA2) promovem a ativagdo das caspases prevenindo a sua inibig¢do (Ferri e Kroemer,
2001).

ROS podem ativar a apoptose por diversos mecanismos. Sabe-se que ROS oxidam
componentes celulares induzindo alteracdes estruturais e funcionais (Krantic, Mechawar et
al., 2005). E o caso da oxidagdo de proteinas e lipidios mitocondriais, culminando na
liberagdo do citocromo C, e do acimulo de lesdes no DNA, culminando na ativagdo da

proteina pré-apoptdtica p53. A proteina p53 leva a morte células que possuem alto nivel de
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lesdes no DNA causadas por ROS ou outros agentes genotoxicos (Levine, 1997). A estratégia
eucariotica para lidar com danos ao DNA pode ser dividida em trés componentes: o
reconhecimento da lesdo no DNA, o recrutamento de proteinas para pausar o ciclo celular e a
implementagdo da resposta apropriada — reparo do DNA ou morte celular por apoptose. A
proteina ATM (de ataxia telangiectasia mutada) e a proteina DNA-PK sdo quinases que se
ligam diretamente a extremidades livres de DNA, catalisando a fosforilagdo de proteinas para
transmitir o sinal do dano mais letal em DNA — a quebra de dupla fita. Uma das proteinas
diretamente fosforilada é a p53 (Rich, Allen et al., 2000). A proteina p53 ¢ inibibida pela
proteina Mdm-2. Com o excesso de lesdes no DNA, p53 ¢ liberada de Mdm-2 e estabilizada
por fosforilagdo e acetilagdo para formar um tetramero estavel capaz de se ligar a regides
promotoras no DNA, resultando na transcri¢do de proteinas responsaveis pelo controle do
ciclo celular, como p21 (Stewart ¢ Pietenpol, 2001). A proteina p53 ativa diretamente a
transcricdo do gene pro-apoptdtico bax e a repressdo do gene anti-apoptotico bcl-2 (Rich,
Allen et al., 2000). Bax participa da formac¢do do poro mitocondrial para liberagdo do
citocromo C, juntamente com Bak. Bcl-2 interage com Bax impedindo sua oligomerizagao
(Danial e Korsmeyer, 2004) (figura 1.6). Além de seu efeito na regula¢do da transcrigdo de
alguns genes, p53 se acumula no citosol e mitocondria e pode interagir diretamente com
fatores apoptoticos, induzindo a apoptose através do mecanismo intrinsico (Marchenko, Zaika

et al., 2000).
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Figura 1.6: Esquema simplificado da ativagdo da apoptose desencadeada por lesdes no DNA.

1.5 O risco de lesdes oxidativas no sistema nervoso central

O sistema nervoso central (SNC) ¢ formado por neuronios e células da glia (microglia,
astrocitos e oligodendrécitos). Os oligodendrdcitos sintetizam e mantém a bainha de mielina
que isola os axdnios. Os astrocitos fornecem aos neurdnios suporte estrutural para auxiliar no
metabolismo e prote¢do. A microglia ¢ composta por macréfagos residentes que atuam na
defesa imune do SNC. Os neur6nios sdo constituidos por um corpo celular, dendritos
(pequenas ramificacdes do corpo celular), um axdnio alongado e terminais nervosos - os quais
formam parte de uma sinapse (figura 1.7). A sinapse é a comunicagdo entre neuronios,
mediada por neurotransmissores (dopamina, noradrenalina, acetilcolina, serotonina, glicina e
glutamato). Durante o processo fisiolégico normal da transmissdo sinaptica, o neurénio que
recebeu o estimulo inicial ¢ despolarizado e libera neurotransmissores pelas terminagdes
nervosas, os quais cruzam a fenda sinaptica e se ligam a receptores no neurénio pos-sinaptico,
desencadeando a sua despolarizagdo e propagando o estimulo. A despolarizacdo € transiente,
sendo terminada rapidamente pela remog¢ao do neurotransmissor pelos sistemas de captagdo

das células da glia e terminag¢des nervosas (Reichert, 1992).
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Figura 1.7: Estrutura do neur6nio e, em destaque, representacdo de uma sinapse.

O glutamato € o principal neurotransmissor no cérebro de mamiferos, responsavel por
um ter¢o de todas as sinapses no SNC. Sob certas condigdes, como insuficiéncia na
recaptacdo de glutamato, introducao de glutamato por outra via, ou despolarizacao prolongada
da terminagdo nervosa, o glutamato pode se acumular na fenda sinaptica e desencadear um
processo excitotoxico. Concentracdes excitotoxicas de glutamato causam a despolarizacao
excessiva do neurdnio pds-sinaptico e conseqiientemente, disturbios da homeostasia idnica e
energética, ativacio de enzimas liticas mediada por Ca™, geracdo de espécies oxidantes, lesdo
mitocondrial e edema osmotico, podendo levar a lise celular e morte (Coyle e Puttfarcken,
1993).

Todos os tecidos humanos sofrem lesdes oxidativas, porém, por diversas razdes, o
sistema nervoso central ¢ especialmente sensivel. Primeiramente, o SNC tem capacidade
reduzida de regeneracao celular em comparagdo com outros orgaos. Isto porque os neurénios
de um individuo adulto sdo células pos-mitoticas, ou seja, ndo se replicam mais (Andersen,
2004). Como a reposicdo de um neurdénio ¢ um processo muito mais lento do que a

regeneragdao de outros tipos celulares, a morte de neurdnios induzida por toxinas ou pelo
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processo normal de envelhecimento pode causar sérios comprometimentos ao sistema
nervoso. Segundo, caracteristicas intrinsecas do SNC e de seu metabolismo - abordadas nos
proximos paragrafos - o tornam mais propenso ao ataque por espécies oxidantes.

O consumo O, pelos neurdnios € muito elevado: em humanos, o cérebro € responsavel
por cerca de 20% do consumo total de O,. A grande demanda de O, ¢ devido ao alto consumo
de ATP dos neurdnios para manter o potencial de membrana e fluxo de neurotransmissores (4
x 10" ATP/min). Isto significa que os neurdnios dependem muito da eficiéncia das
mitocondrias. Todavia, elétrons podem vazar da cadeia de transporte de elétrons e gerar
espécies reativas de oxigénio (ROS), que por sua vez podem danificar a mitocondria. Em
contrapartida, a mitocondria com lesdes apresenta maior vazamento de elétrons e
consequentemente produz mais ROS, gerando um ciclo vicioso (Halliwell, 2006).

Os neurdnios utilizam extensamente o glutamato como neurotransmissor. Morte
celular e disfungdes metabdlicas podem causar aumento de glutamato extracelular, elevando a
concentracio de Ca™ intracelular a niveis patologicos. Isto resulta na superativacio da
fosfolipase A, e da 6xido nitrico sintase (NOS) neuronal, levando a liberacao de acidos graxos
e produgdo elevada de NO® (Coyle e Puttfarcken, 1993).

Muitos neurotransmissores sdo oxidaveis. Dopamina, seu precursor levedopa e
noradrenalina reagem com O, gerando O,", H,O, e quinonas e semiquinonas reativas que
podem depletar as reservas de GSH e se ligar em grupos —SH de proteinas. O nivel de
dopamina em neuronios estriatais ¢ estimado em 50 mM, e o nivel de noradrenalina em
neurdnios noradrenérgicos, em 0,6 mM. A oxidacdo dos neurotransmissores dopamina,
serotonina e noradrenalina por monoamina oxidases (flavoproteinas localizadas na membrana
mitocondrial externa) ¢ um dos principais mecanismos de geracdo de H,O, no cérebro

(Stokes, Hastings et al., 1999).
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Muitas areas do SNC possuem grande quantidade de ions de ferro. A maior parte dele
esta estocada em ferritina e uma menor parte no sitio ativo de enzimas. No fluido cérebro
espinhal, os ions de ferro estdo complexados a transferrina, a qual se encontra totalmente
saturada. Lesdes no SNC prontamente resultam na liberagao de ions ferro capazes de catalisar
a formagdo de HO®, a peroxidacgdo lipidica e a oxida¢do de neurotransmissores (Zecca,
Youdin et al., 2004).

Os lipidios das membranas neuronais contém 4acidos graxos altamente insaturados,
especialmente 4acido docosahexaendico (Caa6). Estes acidos graxos poliinsaturados sao
extremamente susceptiveis a peroxidacdo lipidica, a qual resulta no acimulo de
hidroperoxidos de lipidio (LOOH) (Halliwell, 2001). Estes podem ser degradados na presenca
de ions de ferro ou cobre gerando radicais alcoxila (LO®) e peroxila (LOO®). Os radicais LO*
e LOO® podem danificar proteinas de membrana e também atacar outras moléculas de
lipidios, propagando a peroxidagdo lipidica. Como ja mencionado no item 1.2.2, os produtos
finais da decomposicdo de LOOH sdo inimeros e incluem aldeidos altamente citotoxicos,
como MDA, HNE.

Muitas evidéncias sugerem que a geracdo de oxidantes ndo resulta, simplesmente, de
acidentes do metabolismo aerdbico, mas também do processo ativo de defesa imune do SNC.
Enquanto essenciais para a sobrevivéncia, estes processos podem ser ativados impropriamente
causando lesdes aos neurdnios e promovendo a neurodegeneragdo. Algumas das células da
glia encontradas no cérebro sdo macréfagos residentes chamados microglia. Quando ativada,
a microglia produz O,", H,O, e NO* (Ischiropoulos € Beckman, 2003).

O sistema enzimatico de defesa antioxidante do SNC ¢ similar ao dos outros 6rgdos
(Cu,Zn-SOD, Mn-SOD, glutationa peroxidase, glutationa redutase, tiorredoxinas e
tiorredoxina redutase), com exce¢do dos niveis de catalase que sdo mais baixos (11 u

atividade/mg proteina no cérebro contra 1300 u atividade/mg proteina nos eritrocitos e no
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figado (Brannan, Maker et al., 1981). Antioxidantes de baixo peso molecular também sio
encontrados: GSH, ascorbato e a-tocoferol. O a-tocoferol, por ser lipossoluvel, se aloja nas
membranas atuando como um poderoso inibidor da peroxidagao lipidica (Podda, Weber et al.,
1996). Neurdnios e glia possuem um sistema de transporte ativo que concentra o ascorbato
intracelular em concentracao milimolar. Existe um gradiente de concentracao de ascorbato do
sangue para os neuronios: 30-60 uM no sangue, 200-400 uM no fluido cerebroespinhal, ~1
mM no cérebro, at¢é 10 mM em neurdnios (Spector, Spector et al., 1977; Siushansian e
Wilson, 1995). O transportador ativo de ascorbato SVCT2 ¢ necessario para a sobrevivéncia
em camundongos recém-nascidos, sendo que sua dele¢do resulta em severa deple¢do de
ascorbato no cérebro e morte devido a hemorragia cerebral e deficiéncia respiratoria. O
dihidroascorbato (DHA) atravessa a barreira hemato-encefalica através dos transportadores
GLUT-1 (May, Li et al., 2006). Além de seu papel antioxidante, o ascorbato desempenha
outras func¢des nos neurdnios, como doador de elétrons para a sintese de norepinefrina e
neuromodulador do transporte de glutamato e dopamina (May, Li et al., 2006).

O SNC também contém enzimas de reparo de biomoléculas com lesdes, como
fosfolipases, o sistema ubiquitina-proteassomo para degradar proteinas anormais (incluindo
aquelas com lesdes oxidativas) (Akaishi, Shiomi et al., 1996) e enzimas de reparo do DNA
(Lovell, Xie e Markesbery, 2000). A barreira hemato-encefalica ¢ outro importante mecanismo
de defesa do cérebro. O endotélio dos pequenos vasos sanguineos cerebrais ¢ muito menos
permeavel a moléculas do que outros endotélios, € mais resistente a estresse oxidativo do que o
resto do cérebro (rico em GSH, glutationa peroxidase, glutationa redutase e catalase)

(Tayarani, Chaudiere et al., 1987; Agarwal e Shukla, 1999).

1.6 Esclerose Lateral Amiotrofica
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Em 1869, Charcot descreveu pela primeira vez a degeneracdo motora chamada
Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA). Trata-se de uma doenga caracterizada pela degeneracao
progressiva dos neurdnios motores acarretando atrofia, paralisia e morte. A doenga se inicia
pela paralisia de um membro de um lado especifico e a morte acaba ocorrendo por
insuficiéncia respiratéria, quando os neurdnios responsaveis pelo movimento do diafragma
sdo atingidos (Charcot e Joffroy, 1869). O inicio da doeng¢a ou o primeiro diagndstico ¢ feito,
geralmente, entre 50 ¢ 60 anos, e por ja se tratar de um estagio avangado, o paciente tem de 4
a 10 anos de vida apds o diagnostico. Nao ha ainda um tratamento efetivo para ELA. Hoje,
existe somente um medicamento aprovado (Riluzol - Rilutek® Sanofi Aventis), o qual
aumenta a sobrevida do paciente, e diversos tratamentos paliativos (Carri, Ferri et al., 2003).
A utilizagdo de células tronco para regenera¢ao dos neurénios motores também tem sido
estudada (Silani, Cova et al., 2004). A doenga atinge mais homens do que mulheres, em uma
proporg¢ao de 3:2. Cinco mil novos casos de ELA s3o diagnosticados por ano nos EUA, e o
total mundial atinge 2 casos/100.000 habitantes por ano (Kurtzke, 1991; Cozzolino, Ferri et
al., 2008). No Brasil, a incidéncia ¢ de 1,5 casos/100.000 habitantes, ou seja, 2.500 pacientes
por ano. A primeira descri¢do de ELA no Brasil foi publicada nos Archivos Brasileiros de
Psychiatria, Neurologia e Medicina Legal em 1910 pelo Dr. Cypriano de Freitas. Até o
presente momento, a Associacdo Brasileira de Esclerose Lateral Amiotrofica (AbrELA) ja
catalogou 540 pacientes com ELA (www.tudosobreela.com.br).

A ELA ¢ uma doenga multifatorial e multisistémica, e 90% dos casos sdo esporadicos
(sem antecedéncia familiar, sem causa genética). Diversos trabalhos tém demonstrado que a
degeneragdo dos neurdnios motores ¢ resultado de mecanismos complexos envolvendo
estresse oxidativo, excitotoxicidade por glutamato (Glu), disfungdo e agregacao de proteinas,

problemas no transporte axonal e processos neuro-inflamatérios (Cozzolino, Ferri et al.,
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2008). Ainda ¢ dificil definir o que € causa, consequéncia ou associagdo. Forma-se um ciclo
vicioso, onde um fator agrava o outro.

Pacientes de ELA apresentam acimulo de Glu no fluido cerebro-espinhal devido a
insuficiéncia na sua recaptagdo (Rothstein, Tsai et al., 1990). Isto acarreta despolarizagdo
prolongada do neurdnio pds-sinaptico, e por consequéncia, aumento da concentragio de Ca™
no citosol, promovendo estresse oxidativo e ativando enzimas liticas que levam a morte
celular (Lipton e Rosenberg, 1994). A insuficiéncia na recaptacdo do Glu ocorre devido a
defeitos nas proteinas receptoras de Glu EAAT-2 (Rothstein, Martin et al., 1992). Estes
defeitos podem ter sua origem em fatores genéticos ou serem causados por lesdes nas
proteinas.

A participagdo de estresse oxidativo na patologia de ELA ¢ evidenciada pela presenca
de danos oxidativos em DNA, proteinas e lipidios nos tecidos de pacientes (Shaw,
Fitzmaurice et al., 1995; Beal, Ferrante et al., 1997; Ferrante, Browne et al., 1997; Lee, Hyun
et al., 2001) e animais modelo da doenca (Andrus, Fleck et al., 1998; Hall, Andrus et al.,
1998; Liu, Wen et al., 1999; Cha, Chung et al., 2000). Danos oxidativos em proteinas podem
ser a causa e consequéncia do efeito excitotoxico do Glu, podem promover a formagao de
agregados protéicos e podem causar lesdes na mitocondria levando a morte celular por
apoptose ou necrose. Acredita-se também que, ao invés de causar a morte direta dos
neurdnios motores, as espécies oxidantes podem induzir uma reagdo neuro-inflamatéria que
acaba desencadeando o processo de apoptose dos neuronios (Barber, Mead et al., 2006).

A administra¢do de antioxidantes a animais modelo de ELA retardou o aparecimento
dos sintomas ¢ aumentou o tempo de vida (Ferrante, Klein et al., 2001; Wu, Kiaei et al.,
2003; Crow, Calingasan et al., 2005). Até o momento, a administragdo de antioxidantes a
pacientes ndo teve efeitos relevantes (Louwerse, Weverling et al., 1995; Lange, Murphy et al.,

1998; Ferrante, Shefner et al., 2005; Galbussera, Tremolizzo et al., 2006). Muitos fatores
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podem ser levados em consideragdo para explicar este resultado negativo: a situacdo do

paciente no inicio do tratamento, o tempo de tratamento, a acessibilidade da droga ao SNC.

1.6.1 Cu,Zn-SOD e ELA

A Cu,Zn-SOD, também conhecida por SODI1, ¢ uma importante enzima do sistema
antioxidante celular. Ela catalisa a dismuta¢ao do superéxido, protegendo as células contra
possiveis efeitos deletérios desta espécie. A enzima possui massa molecular de 32.000 Da,
sendo formada por duas subunidades idénticas, cada uma com um canal, progressivamente
mais estreito com residuos carregados, que dirige o O," para o sitio ativo (Tainer, Getzoff et
al., 1982). Cada sitio ativo contém um Cu™® e um Zn"* unidos por um ligante comum, o anel
imidazolico da His 61. O Cu™ est4 ligado a outras trés His e o Zn'?, a outras duas His e um
Asp. fons pequenos como o CN” e N3~ podem atravessar esse canal e inibir a enzima ligando-
se diretamente ao cobre (Rigo, Viglino et al., 1975). O Zn"? ¢ responsavel pela geometria do
sitio ativo e pelo posicionamento correto do Cu™, o qual atua diretamente na dismutagio,
alternando entre Cu™*/Cu” (Mccord e Fridovich, 1969) em dois passos termodinamicamente

favoraveis (figura 1.8):

SOD-Cu*? + 0,* + H* — SODH*-Cu* + O,

SODH*-Cu* + O,* + H* — SOD-Cu*2 + H,0,

20, +2H* > H,0,+0,

Figura 1.8: Estrutura da molécula de SOD1 e mecanismo da reagdo superoxido dismutésica.

Detalhe: estrutura do sitio ativo da enzima.
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Os casos familiares de ELA representam 10% dos casos totais da doenca, e foram
associados a mutacdes nos genes da enzima SODI1 (SOD1), da proteina alsina (ALS2), da
proteina senataxina (SETX), da proteina B associada a VAMP (VAPB), da proteina dinactina
(Dinactina), entre outros (Pasinelli ¢ Brown, 2006). Mutagdes pontuais no gene da SODI
representam cerca de 20% dos casos de ELA familiar (Rosen, Siddique et al., 1993) e tém
recebido maior atengdo. Ainda ndo sabemos por que a forma mutante desta proteina
abundante e expressa em todos os tecidos € particularmente tdxica para os neurdnios motores,
causando ELA. Mais de uma década de estudos extensivos forneceram fortes evidéncias de
que um “ganho de fun¢do toxica” ao invés da perda da fun¢do enzimatica normal da enzima ¢
a causa da doenca. Primeiramente, trata-se de um fenotipo dominante em humanos, e a
maioria das formas mutantes apresenta atividade superdxido dismutasica normal (revisado por
Valentine e colaboradores (Valentine, Doucette et al., 2005)). O primeiro modelo animal para
ELA - um camundongo contendo copias do gene da SODI1 humana mutante (Gurney, Pu et
al., 1994) - também sugeriu que as mutagdes conferiam um ganho de fungdo toxica a SODI,
j& que os camundongos carregando o gene da SODI1 mutante desenvolveram a degeneragdo
dos neurdnios motores e ficaram paralisados, mesmo contendo a SOD1 normal do proprio
animal intacta (animais expressando SOD1 humana nativa ndo desenvolveram a doenga do
neurdnio motor). Outra evidéncia que refor¢a a hipotese de ganho de funcao toxica € o fato do
animal nocaute para SOD1 ndo desenvolver ELA (Reaume, Elliott et al., 1996).

J& foram reportadas mais de 100 mutagdes diferentes no gene da SOD1 relacionadas a
ELA familiar. As muta¢des ocorrem em toda a exteng¢do da proteina: no sitio ativo, nas folhas
B e na interface entre os mondmeros. As enzimas mutantes apresentam propriedades
biofisicas muito diferentes entre si, mas causam exatamente a mesma doenca. As mutagdes
alteram o enovelamento da SODI, a geometria do sitio ativo e a interagdo entre os

mondmeros (Valentine, Doucette et al., 2005). O cobre pode ficar mais acessivel a outros
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substratos, como H,O, (Yim, Kang et al., 1996; Yim, Kang et al., 1997; Yim, Yim et al.,
1999), resultando em aumento de atividade peroxidasica, cujos mecanismos ainda nao estao
totalmente esclarecidos. Trabalhos também indicam que a enzima pode se tornar menos
estavel e apresentar menor afinidade pelo cobre e pelo zinco, perdendo os metais para o
citosol - revisado por Valentine e colaboradores (Valentine, Doucette et al., 2005). Estes fatos
podem levar a formacao de agregados toxicos de SOD1. A toxicidade destes agregados ainda
¢ tema de muitos estudos, mas sabe-se que eles interferem no transporte de moléculas
essenciais no axonio, podendo até sequestra-las, e podem diminuir a atividade de chaperonas
e do sistema ubiquitina-proteassomo, levando a neurodegeneragdo (Julien, 2001). Sabe-se que
modificagdes covalentes na SODI, como oxidagdes e nitragcdes, também promovem a
agregacao, podendo estar associadas aos casos esporadicos (Ross e Poirier, 2004).

A mutacdo G93A ¢é a mais estudada mundialmente devido aos camundongos
transgénicos criados em 1994. Os animais transfectados com SOD1 G93A humana
desenvolvem o quadro clinico de ELA, constituindo um excelente modelo para o estudo dos
mecanismos da doenca. Animais transfectados com SOD1 A4V ndo apresentaram os sintomas
de ELA em idades comparaveis (Gurney, Pu et al., 1994). Diferengas na idade do inicio da
doenca dependem predominantemente no nimero de copias do transgene, enquanto que a
severidade da doenca depende do tipo de mutagdo. Por exemplo, a progressdo da doenca ¢
muito mais rapida em camundongos com a mutagdo G85R (7-14 dias) do que com a mutacao
G93A (60-110 dias). Camundongos transgénicos com aproximadamente 20 cépias de SOD1
G93A sao os mais estudados (Bendotti e Carri, 2004).

Entender por que os neur6nios motores sao particularmente vulneraveis em ELA ¢
importante para decifrar os mecanismos patogénicos e encontrar tratamentos. Algumas
caracteristicas dos neuroénios motores podem ser apontadas, como seu enorme tamanho, sua

alta atividade metabolica, sua sensibilidade a disfun¢des mitocondriais, seu elevado contetido
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de neurofilamentos e sua capacidade reduzida de controlar a concentracdo de calcio
intracelular (Goodall e Morrison, 2006). Porém, é preciso ressaltar que os animais que
expressam SOD1 G93A em todas as cé€lulas sofrem severa neurodegeneragdo, enquanto que a
expressdo exclusiva em neurdnios ou astrdocitos ndo causa a doenga. Isto indica que o efeito
neurotdxico da SOD1 G93A nao ¢ uma simples consequéncia de sua expressao nos neuronios,
mas requer alteracdo da funcdo de células ndo-neuronais, como astrocitos e microglia
(Boillee, Vande Velde et al., 2006).

Os camundongos ¢ os ratos G93A tém sido largamente estudados, cobrindo todas as
hipdteses relacionadas a patologia de ELA - estresse oxidativo, excitotoxicidade por
glutamato, formacdo de agregados protéicos, processos neuro-inflamatorios, disfungdes
mitocondriais, defeitos no transporte axonal, ativagdo da apoptose, entre outros. Criticas sdo
feitas a estes animais porque ¢ necessario um aumento de 10-30 vezes no nivel da proteina
mutante para induzir o fen6tipo patolégico, enquanto que a SOD1 mutante exerce seu efeito
toxico em nivel de expressdo normal nos pacientes heterozigotos. Isto se deve a diferengas
entre camundongo ¢ homem, as quais ndo devem ser desprezadas na analise dos resultados
(Bendotti e Carri, 2004). Como a ELA esporadica e familiar sdo patologicamente
indistinguiveis, acredita-se que as fung¢des celulares alteradas como consequéncia da
expressdo da SOD1 desencadeiam vias que podem ser ativadas por outros fatores nos casos
esporadicos. Os animais com SOD1 humana mutante sao hoje o tinico modelo disponivel para

a realizacdo de teses pré-clinicos de novas terapias para ELA.

1.6.2 Atividade peroxidasica da SOD1 e ELA
A SODI pode interagir diretamente com o H,0,, gerando um forte oxidante. Essa
reacdo tem sido extensivamente estudada e a natureza do oxidante formado tem sido muito

discutida. Hodgson e Fridovich (Hodgson e Fridovich, 1975a; b) inicialmente propuseram a
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formacdo de um radical HO® ligado ao Cu™. Hoje, a natureza deste oxidante ¢ debatida:
Cu(I)O / Cu(I)-HO® / Cu(III) (Liochev e Fridovich, 2003). Este oxidante atacaria o imidazol
de um residuo de histidina do sitio ativo (ImH), desencadeando o processo de inativacao da
enzima. Doadores de elétrons exdgenos como azida, formato e bicarbonato, os quais sdo
pequenos o bastante para ter acesso ao sitio ativo, poderiam reagir com o radical HO®

impedindo a inativagao.

SOD1-Cu™? + H,0, — SOD1-Cu" + O, + 2 H'
SOD1-Cu" + H,0, — SOD1-Cu-HO"* + OH"

(ImH)SOD1-Cu**- HO® — (Im*)SOD1-Cu*? + H,0

Jewett e colaboradores (Jewett, Rocklin et al., 1999) demonstraram através da
formagdo do complexo caracteristico Cu'-batocuproina dissulfonato que a oxidagdo da
histidina causava a liberagdo do cobre na forma de Cu(I). A rea¢do de Fenton entre H,O, e
Cu'" também poderia estar envolvida na atividade pro-oxidante. Outros grupos mostraram
fortes evidéncias de que o sistema SOD1/H,0, oxida HCO;™ formando COs" (Goss, Singh et
al., 1999; Sankarapandi e Zweier, 1999; Zhang, Joseph et al., 2002; Liochev e Fridovich,
2004) e NO, formando NO,* (Augusto, Bonini et al., 2002), oxidantes que podem se difundir
e oxidar diversos substratos em solu¢do. No mecanismo proposto, bicarbonato e nitrito, por
serem anions pequenos, alcangariam o radical "OH ligado ao sitio ativo, a enzima seria
reciclada e os produtos da reacdo se difundiriam. Medinas e colaboradores e Elam e

colaboradores também propuseram a formag¢do de um intermedidrio peroxicarbonato no

sistema SOD1/H,0,/HCO3™ (Medinas, Cerchiaro et al., 2007; Elam, Malek et al., 2003).

SOD1-Cu™- HO® + HCO;/NO,” — SOD1-Cu™ + H,0 + CO;"/NO,*
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Essas propostas mecanisticas t€ém importancia direta na compreensdo dos mecanismos
de ganho de “atividade toxica” mediados pelas SOD1 mutantes relacionadas a ELA. Alguns
trabalhos indicam que as SOD1 mutantes apresentam maior atividade peroxidasica do que a
SOD1 normal in vitro (Wiedau-Pazos, Goto et al., 1996; Yim, Kang et al., 1996; Yim, Yim et
al., 1999). Leveduras expressando SOD1 A4V, G93A e L38V também produzem quantidades

maiores de POBN oxidado (Roe, Wiedau-Pazos et al., 2002).

1.6.3 Apoptose de neurdnios motores via ativacdo de p53 na patologia ELA

Os neurdnios do sistema nervoso adulto sdo células pos-mitéticas, completamente
diferenciadas. Isto significa que os mecanismos controladores da divisdo celular estdo
suprimidos, enquanto que aqueles responsaveis por proteger a célula de apoptose estdo muito
ativos. Sob algumas condi¢des patologicas, como insultos cronicos de estresse oxidativo
caracteristicos de doengas neurodegenerativas, estas adaptacdes sdo perdidas, e os neurdnios
podem morrer por apoptose (Krantic, Mechawar et al., 2005).

As doencas neurodegenerativas, incluindo ELA, estdo associadas a uma série de
insultos que podem desencadear a apoptose de neurdnios: agregados protéicos, estresse
oxidativo, inibi¢do da mitocOndria, acumulo de calcio, excitotoxicidade, entre outros
(Bredesen, Rao et al., 2006). Marcadores bioquimicos de apoptose foram detectados em
pacientes e modelos animais de ELA, como nivel aumentado de liberag@o de citocromo C da
mitocondria, ativacdo das caspases-1, 3, 7 ¢ 9 e fragmentacdo de DNA (Sathasivam, Ince et

al., 2001).
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Danos em DNA (Ferrante, Browne et al., 1997), deficiéncia no reparo do DNA
(Kisby, Milne et al., 1997) e niveis elevados de p53 sdo encontrado no SNC de pacientes de
ELA (De La Monte, Sohn et al., 1998; Martin, 2000) ¢ modelos animais (Cho, Chung et al.,
1999; Gonzalez De Aguilar, Gordon et al., 2000), indicando que p53 deve participar do

mecanismo de morte do neurénio motor em ELA em resposta a danos ao DNA.
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2. Objetivos

Estudar os mecanismos da atividade peroxidasica da SODI1 in vitro utilizando o DNA
como biomolécula alvo e SOD1 bovina como modelo. Buscar evidéncias do envolvimento da
atividade peroxidasica da SOD1 em um modelo celular de ELA, através da quantificagdo de
lesdes no DNA de neuroblastomas transfectados com SOD1 mutante G93A. Avaliar a
importancia da formacdo de lesdes no DNA no processo de morte dos neuroblastomas

mutantes.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais e equipamentos

Acido formico, fosfato de potassio, cloreto de magnésio, hidroxido de sodio, sulfato de
magnésio, 2-cloroacetaldeido, 2’-desoxiguanosina, etanol, isopropanol, metanol e sacarose
foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). [°Ns]-1,N*-edGuo foi adquirido do
Cambridge Isotope Laboratories (Andover, EUA). Acetonitrila para cromatografia foi obtida
da EM Science (Gibbstown, EUA) e cloroférmio da Cinética Quimica (Sao Paulo, Brasil).
Mesilato de desferroxamina foi obtida da Ciba-Geigy S.A. (Basel, Suiga), glicina da Amresco
(Solon, EUA) e malonaldeido da Aldrich (Milwaukee, WI). Albumina foi adquirida da Bio
Rad Laboratories (Hercules, EUA), dodessilsulfato de sddio (SDS) da Bio Agency (Sao
Paulo, Brasil) e isobutanol da Fisher Scientific Company (Fair Lawn, EUA). Soro fetal
bovino e meio DMEM-HAM F12 foram adquiridos da Cultilab (Campinas, Brasil), H,O, da
Fluka Chemika (Buchs, Suica), geneticina da Gibco-Invitrogen (Califérnia, USA). Todos os
outros reagentes usados sdo da Sigma (St. Louis, EUA). A 4gua foi purificada em um
aparelho Milli-Q da Millipore (Bedford, EUA).

Para as centrifugagdes foram utilizadas as centrifugas refrigeradas, modelos
Centrifuge 5403 da Eppendorf (Hamburg, Alemanha) e Himac CR21E da Hitachi, além da
centrifuga para frascos Eppendosfs, ndo refrigerada, Centrifuge 5415C, também da
Eppendorf. Os espectros de absorbancia foram adquiridos em um espectrofotometro Hitachi
U3000 (Toquio, Japao) e os estudos cinéticos foram realizados em um espectrofotometro UV-
1650PC Shimadzu (Kyoto, Japdo). As observacdes microscopicas foram feitas em
microscopio Galen III da Cambridge Instruments (Cambridge, Inglaterra). As medidas de pH
foram feitas em um potencidmetro da Corning modelo 320 (Nova York, EUA). Para as

pesagens, utilizou-se balanga analitica da A&D Company (Toquio, Japan). As incubacdes em
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banho-maria foram feitas em banho modelo 144 da Fanen (Sao Paulo, Brasil). As solugdes
foram autoclavadas em autoclave vertical modelo 415 da Fanem (S3o Paulo, Brasil). As
células foram incubadas em uma estufa de CO, Napco® modelo 5100 da Precision Scientific

(Chicago, EUA) e manipuladas em fluxo laminar com modulo para esterilizagdo de ar
equipado com luz UV da EACI/ENVIRCO Environmental Air Control (Albuquerque, EUA).

Outros equipamentos utilizados serdo descritos em Métodos.

3.2 Métodos

3.2.1 Eliminacao de metais contaminantes da SOD1 bovina

Toda a SODI utilizada nos experimentos foi tratada com a resina Chelex para
eliminagdo de metais contaminantes. Uma aliquota de 1 mL de solu¢do de SOD1 bovina 6,6
g/L em tampao KH,PO4 50 mM (pH 7,4) foi incubada overnight com 0,01 g de resina Chelex
100 (Sigma) a 20°C e 1000 rpm. A concentragdo da proteina apds a incubagdo foi
determinada a 258 nm (¢ = 10,3 mM'cm™) (Rotilio, Calabrese et al., 1972) ¢ a atividade da

enzima foi determinada como descrito no item 3.2.3.

3.2.2 Liberacao do cobre do sitio ativo da SOD1

SODI1 (10 e 30 uM do dimero) foi incubada por 1 ¢ 24 h a 37°C e 1000 rpm com
batocuproina (I mM) e H,0O, (5, 1 e 0,5 mM), na presenga ou ndo de HCO;™ (25 mM), em
tampao KH,PO4 50 mM (pH 7,4) tratado com Chelex. A liberagdo do cobre do sitio ativo da
enzima foi acompanhada pelo aparecimento do espectro caracteristico do complexo Cu(I)-
batocuproina (entre 390 e 540 nm). A quantidade de cobre liberada foi determinada pela leitura

da absorbancia em 485 nm (¢ = 1,24 x 10* M'em™) (Jewett, Rocklin et al., 1999). A

concentracio de H,O, foi determinada pela absorbancia a 240 nm (¢ = 43,6 M'em™).
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3.2.3 Determinacdo da atividade da SOD1 bovina

Para os estudos de atividade da SOD1 foram feitas incubagdes da enzima (10 e 30 uM
do dimero) com H,O; (5, 1 € 0,5 mM), por 1 € 24 h a 37°C e 1000 rpm, em tampao KH,PO, 50
mM (pH 7,4) tratado com Chelex. A atividade da SOD1 foi determinada como descrito por
McCord e Fridovich (Mccord e Fridovich, 1969). Resumidamente, o superoxido gerado pelo
sistema xantina (50 uM) / xantina oxidase (0,1 U/mL) reduz o citocromo C (10 uM), o qual
absorve em 550 nm. A adi¢do de SOD1 ao sistema (0,1 M) inibe a formagao de superoxido e,
consequentemente, a reducdo do citocromo C. As incubagdes foram realizadas em tampao
KH,PO4 50 mM (pH 7,4) tratado com Chelex, Na,EDTA (0,1 mM) e catalase (20 pg/mL), a
25°C. Para dissolucdo da xantina na solu¢do estoque (500 puM), adicionou-se KOH. A
velocidade da redugdo do citocromo C foi determinada pela regressdo linear da curva de
absorbancia x tempo entre 60 ¢ 120 min de rea¢do. Uma unidade de SODI1 corresponde a
diminui¢ao de 50% na reducao do citocromo C em relacdo ao ensaio somente com xantina
oxidase. A atividade da SOD1 em U/ug de proteina foi calculada dividindo-se as unidades de
SODI1 por 3,12 pg (massa total de SOD1 em cada ensaio). A porcentagem de atividade SODI1

foi calculada em relagdo ao ensaio sem H;O,.

3.2.4 Purificagdo do plasmidio pBlueScript de E. coli DH10B

Uma aliquota da suspensdo de E. coli DHI0B foi plaqueada em meio LB-Agar
contendo ampicilina (0,1lmg/mL) e a placa foi deixada em estufa a 37°C overnight. Uma
coldnia da placa foi transferida para um tubo contendo 3 mL de meio LB com ampicilina, o
qual foi incubado a 37°C e 300 rpm overnight. O pré-inoculo foi diluido para 100 mL em
meio LB com ampicilina e incubado overnight a 37°C e 300 rpm. Ao fim da incubagdo, as
bactérias foram recuperadas por centrifugacdo a 6000g por 15 min a 4°C. O pellet foi

ressuspendido em 4 mL de tampao P1, gentilmente misturado por inversdo a 4 mL de tampao
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P2 e incubado a temperatura ambiente por 5 min. Apds adigao de 4 mL de tampao P3 gelado e
leve inversdo, incubou-se em gelo por 15 min. Centrifugou-se por duas vezes a 20000g por 30
e 15 min a 4°C, recolhendo-se o sobrenadante contendo os plasmidios. O sobrenadante foi
aplicado em coluna Qiagen QIAGEN-tip (Dusseldorf, Alemanha) previamente equilibrada
com tampao QBT. Os contaminantes foram eluidos com duas lavagens de 10 mL de tampao
QC, e o plasmidio foi eluido com 5 mL de tampao QF. Para precipitagdo do DNA, 3,5 mL de
isopropanol foram adicionados a fra¢do eluida com tampao QF, a qual foi em seguida
centrifugada a 15000g por 30 min a 4°C. O pellet foi lavado com 2 mL de etanol 70% e, ap6s
centrifugacdo a 15000g por 10 min, o sobrenadante foi descartado com cuidado. O DNA, seco

ao ar por 5 min, foi ressuspendido em 200 pL. de H,O. A concentragdo do DNA foi

determinada por espectrofotometria a 260 nm (uma solug¢do 50 pg/mL apresenta Ajso = 1).

Tampdao P1 (ressuspenséo): Tris 50 mM (pH 8); Na,EDTA 10 mM; RNase A 100 ug/mL
Tampéo P2 (lise): NaOH 200 mM; 1% SDS (p/v).

Tampéo P3 (neutralizac¢do): acetato de potassio 3 M (pH 5).

Tampédo QBT (equilibrio): NaCl 750 mM; MOPS acido 50 mM (pH 7); 15% isopropanol
(v/v); 0,15% Triton X-100 (v/v).

Tampéo QC (lavagem): NaCl 1 M; Tris 50 mM (pH 8,5); 15% isopropanol (v/v).

Tampéo QF (eluicdo): NaCl 1,25 M; MOPS acido50 mM (pH 7); 15% isopropanol (v/v).

3.2.5 Incubacgéo de pBlueScript com SOD1 / H,0,

O plasmidio pBlueScript ¢ um DNA dupla fita na forma circular com 2961 pares de
base. Oxidantes podem atacar a ribose do DNA e romper a liga¢do entre as bases, resultando
na quebra de uma ou das duas fitas do DNA. Quando apenas uma das fitas ¢ rompida (quebra

de fita simples do DNA), o DNA plasmidial adquire uma forma circular aberta (OC), mais
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relaxada do que sua forma circular original super enovelada (SC). Estas duas formas podem
ser distinguidas por eletroforese em gel de agarose, uma vez que a forma OC, migra mais
lentamente no gel do que a forma SC quando submetida a um campo elétrico. O brometo de
etidio se intercala entre as bases do DNA e permite a visualizagdo das bandas no gel quando
exposto a luz UV.

O plasmidio pBlueScript (500 ng) foi incubado com SOD1 (10 uM do dimero) ¢ H,O,
(5000, 1000, 500 e 200 uM) por 1 h a 37°C e 500 rpm em tampao KH,PO4 50 mM (pH 7,4)
tratado com Chelex, na presenca ou auséncia de batocuproina (1 mM). Cada incubagdo foi
realizada em triplicata. Ao fim da incubagdo, 5 pL de corante foram adicionados a 30 uL de
amostra para aplicagdo em gel de agarose 0,8% preparado em tampao TAE com 30 uL de
brometo de etidio (1 mg/mL). A separagdo das formas circular aberta (OC) e super enovelada
(SC) do plasmidio foi realizada por eletroforese a 100 V por 2 h em tampao TAE. As bandas
foram visualizadas pela irradiacdo do gel com luz UV no aparelho Epi Chemi II Darkroom da
UVP Biolmaging Systems (Cambridge, Inglaterra). A quantificagdo das bandas foi realizada
com o software Labwork IV da UVP Biolmaging Systems (Cambridge, Inglaterra). A
quantidade de quebra de fita simples no DNA foi expressa pela porcentagem de plasmidio na
forma OC em relagdo a forma SC. Um fator de correcao de 1,4 foi aplicado ao valor da forma

SC para corrigir sua menor fluorescéncia em comparagao com a forma OC.

Tampéo TAE pH 7,65 (50 vezes concentrado): 242 g Tris; 57,1 mL acido acético; 100 mL
Na,EDTA 0,5 M (pH 8).
Corante da amostra: 20% Ficoll 400; Na,EDTA 0,1 M (pH 8); 1% SDS; 0,25% azul de

bromofenol; 0,25% xileno cianol.
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3.2.6 Incubacdes de DNA com SOD1 / H,0, / HCOg3 / batocuproina

Incubagoes de DNA de timo de bezerro (1 mg) com H,O; (1 e 5 mM) e SOD1 (10 e 30
uM do dimero) foram realizadas por 1 € 24 h a 37°C e 1000 rpm em tampao KH,PO, 50 mM
(pH 7,4) tratado com Chelex (v¢f= 500 pL), na presenca ou ndo de batocuproina (I mM) e
HCOj3 (25 mM). Todos os controles foram incubados da mesma maneira. Cada tratamento foi

realizado em triplicata.

3.2.7 Precipitacdo do DNA

Apbs as incubagdes, o DNA foi removido do meio reacional por precipitagdo. Para a
precipitagdo de 1 mg de DNA, adicionou-se 5 puL de acetato de sédio 3 M e 500 uL de
isopropanol 100%. A solugdo foi agitada e centrifugada por 5 min a 10.000 rpm. Por duas
vezes, descartou-se o sobrenadante, adicionou-se 500 pL de 4alcool e fez-se outra
centrifugacdo. Na primeira, o alcool utilizado foi isopropanol 60%, e na segunda, etanol 70%.
Descartou-se o sobrenadante e 500 uL. de solugdo 0,1 mM de mesilato de desferroxamina
foram acrescentados para ressuspender o DNA. A concentragdo do DNA foi determinada por

espectrofotometria a 260 nm (uma solugdo 50 pg/mL apresenta Az = 1).

3.2.8 Hidrdlise do DNA

Para a hidrolise de 100 pg de DNA, foram adicionados 2 pL de tampao acetato de
sodio 1 M (pH 5,0) e 1 U de nuclease P; a amostra, para incubagdo a 37°C por 30 min. Em
seguida, foram adicionados 10 pL de tampao tris-HCl 1 M (pH 7,4) com acetato de magnésio
(100 mM) e 3 U de fosfatase alcalina, para outra incubagdo a 37°C por 1 h. O mesmo
protocolo foi aplicado as amostras para a analise de 8-oxodGuo e 1,N*-edGuo, com excegdo
de que, para a analise de 1,N*-edGuo, 1 pmol de padrio interno ["°Ns]-1,N*-edGuo foi

adicionado a amostra de DNA antes do primeiro periodo de incubagdo. As enzimas foram
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eliminadas ao fim da hidrolise pela adi¢gdo de um volume de cloroférmio. Para a analise de 8-

oxodGuo foram usados 100 pg de DNA, e para a anélise de 1,N*-edGuo, 300 pg de DNA.

3.2.9 Determinagéo de 8-oxodGuo

Amostras contendo 100 pg de DNA hidrolisado foram analisadas através de um
sistema de HPLC/detecgdo eletroquimica, constituido por uma bomba LC10AD com injetor
Shimadzu Rheodyne modelo 91251 (Kyoto, Japao), conectada a uma coluna Phenomenex
Luna C;g 5 um de 250 mm x 4,6 mm (Utrecht, Holanda) resfriada a 16°C pelo forno de coluna
CTO-10AS VP e ligada ao detector SPD-10 A UV-VIS da Shimadzu. A separagdo foi obtida
através de um eluente isocratico contendo tampao KH,PO4 25 mM (pH 5.,5) e 8% de metanol,
com fluxo de 1 mL/min. A detec¢do eletroquimica foi feita através de um detector
coulométrico ESA Coulochem II (Chelmsford, EUA), com cela analitica modelo 5010,
acoplado a um sistema de aquisi¢do de espectros Shimadzu Class LC10. O potencial do
eletrodo foi fixado em +280 mV. A elui¢ao dos nucleosideos nao modificados foi monitorada
simultaneamente por detec¢do espectrofotométrica a 254 nm. A fracdo molar de 8-oxodGuo /
dGuo de cada amostra de DNA foi determinada baseada na detec¢ao coulométrica a 280 mV
para a 8-oxodGuo e absorbancia a 254 nm para dGuo. Curvas de calibragdo, feitas no
intervalo da quantidade de dGuo e 8-oxodGuo esperadas nas amostras, foram utilizada para a
quantifica¢do. Todos os solventes utilizados foram previamente filtrados com filtros de 0,22

um e degaseificados com gas He.

3.2.10 Sintese dos padrdes 1,N°>~sdGuo e [*°Ns]1,N*~dGuo
Os padrdes de 1,N*~edGuo e ["*Ns]1,N*~edGuo foram obtidos pela reacdo de dGuo e

1 . ’ , ~ ~
['°N5]dGuo, respectivamente, com cloroacetaldeido. Apds a reagdo, os padrdes foram
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purificados por HPLC e caracterizados por espectros de 'H NMR, *C NMR e ESI/MS, como

descrito por Loureiro e colaboradores (Loureiro, Di Mascio et al., 2000).

3.2.11 Determinacéo de 1,N*edGuo

Andlises por HPLC acoplada a deteccdo por espectrometria de massa em tandem
operando com ionizagdo por eletrospray no modo positivo (HPLC/ESI/MS-MS) foram feitas
num espectrometro de massa com fonte do tipo Z-spray (figura 3.1) e detector triplo
quadrupolo Quattro II da Micromass (Manchester, EUA), como descrito em Loureiro e
colaboradores (Loureiro, Marques et al., 2002). A fonte tipo Z-spray possui dois cones
perpendiculares um ao outro que selecionam ions, dirigindo-os em um caminho em forma de
“Z”. Grande parte das impurezas ndo ionizadas ¢ descartada neste caminho, resultando em
grande aumento da sensibilidade. Na fonte, a fase movel proveniente do HPLC acoplado ao
espectrometro de massa ¢ convertida a um spray aerossol eletrostaticamente carregado. O
solvente ¢ evaporado do spray por aquecimento e pela acdo do gis de dessolvatagao (N,). Os
ions de analito e solvente sdo dirigidos por diferenga de pressdo e atragdo eletrostatica a

abertura do cone de amostra e depois para o cone extrator, pelo mesmo mecanismo.
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Figura 3.1: Diagrama do Z-spray (extraido de Z-spray API Source User's Guide).
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Um sistema de HPLC da Shimadzu constituido por um auto-injetor (SIL-10AD/VP),
uma valvula automatica para direcionar o fluxo (FCV-12AH), duas bombas (Class LC 10
AD), uma coluna analitica Luna C18(2) (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 um) da Phenomenex, um
detector espectrofotométrico SPD-10AV/VP controlado por um modulo de comunicagdo
(SCL-10A/VP-CBM 10 A) e um software Class-VP foi utilizado para as analises. O aduto foi
eluido da primeira coluna com um gradiente de acido formico (0,1% em agua) e acetonitrila,

descrito na tabela 3.1.

Tabela 3.1: Gradiente de fase movel para separagio de 1,N*-edGuo.

Intervalo de tempo (min) | % de acetonitrila Fluxo (mL/min)
0-18 8 0,4
18-19 8 —50 0,4-0,2

19 - 19.5 50 0,2-0,1
19,5-32 50 0,1
32-32,5 50 0,1 —-0,05
32.5-35 50 0,05
35-36 50 0,05-0,8
36 — 38 50 0,8
38-39 50-8 0,8
39 -40 8 0,8—-0,4

Uma terceira bomba Shimadzu LC-10AD foi usada para alimentar simultaneamente
uma segunda coluna Phenomenex C18(2) Phenosphere-Next 3 um 150mm x 2 mm, com um
fluxo isocratico (0,05 mL/min) de uma solucdo (50:50) de solugdo aquosa 0,1% de acido
formico : acetonitrila, mantendo um fluxo constante da fase movel para o espectrometro de
massa durante a andlise. A valvula de troca de posicdo foi mudada duas vezes: a 24 min,
permitindo que o eluente da primeira coluna entrasse na segunda coluna (posi¢do 0, figura
3.2), e a 35 min, permitindo a lavagem da primeira coluna enquanto o aduto era eluido da
segunda coluna para o espectrometro de massa (posi¢do 1, figura 3.2). O tempo total de
analise foi de 50 min. As colunas foram mantidas a 22°C por um forno Shimadzu CTO-10AS

VP.
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Bombas A, B Bombas A, B
Coluna 1+ UV > [Descanc] Coluna 1+ 0V |\ [ Descare |
Coluna 2 + Coluna 2 +
Espectrometro Espectrometro
de massa de massa

[romnrc] ) o] oo

Valvula na posi¢do 0 Valvula na posido 1

Figura 3.2: Posi¢des da valvula automatica durante a analise em sistema HPLC/ESI/MS-MS.

DNA hidrolisado (300 pg) contendo 1 pmol de ['*Ns]-1,N*-edGuo como padrio
interno foram injetados no sistema descrito acima. A deteccdo do aduto 1,N*-edGuo nas
amostras de DNA foi feita por um monitoramento de reacdo multipla (MRM). As transi¢des
m/z escolhidas para os ions 1,N*-edGuo e ["°Ns]-1,N*-edGuo [M+H]" foram 292 para 176 e
297 para 181, respectivamente, com um tempo de residéncia de 1 segundo. O potencial do
eletrodo capilar foi fixado em 3 kV e do eletrodo RF em 0 kV; a voltagem do cone de amostra
e do cone extrator em 15 V e 4 V, respectivamente; a energia de colisdo foi mantida em 10
eV; a pressdo do gas de colisdo (argdnio) na célula de gas foi ajustada em 3,9 x 10~ mbar; a
temperatura da fonte foi fixada em 100°C e a temperatura de dessolvatagao em 250°C; a taxa
de fluxo do géas secante e nebulizador (nitrogénio) foi mantida a 350 e 10 L/h,
respectivamente. Todos os outros parametros do espectrometro de massa foram ajustados para
aquisicdo da melhor transicio [M+H]™ / [M+H] -2-D-eritro-pentose. Os dados foram

processados usando o software MassLynx da Micromass.

3.2.12 Cultura de neuroblastomas humanos
Neuroblastomas humanos da linhagem SH-SYS5Y ndo transformados (SH) e

expressando constitutivamente SOD1 humana nativa (WT) ou SOD1 humana mutante G93A
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(G93A), foram gentilmente fornecidos pela Profa. Dra. Maria Teresa Carri da Universidade
Tor Vergata de Roma, Itdlia. A transformacdo das células SH-SY5Y com SODI1 humana
nativa ou mutante G93A foi realizada como descrito em Carri e colaboradores (Carri, Ferri et
al., 1997). As células foram cultivadas em meio DEMEM/HAM F12 (pH 7.,4), com 15% (v/v)
de soro fetal bovino (SFB), penicilina (0,04 g/L), sulfato de estreptomicina (0,1 g/L) e
NaHCO; (3,7 g/L). Para manter a selecdo, adicionou-se geneticina (0,2 g/L) ao meio utilizado
nas células transformadas (o plasmidio pRc/CMV utilizado para inserir o gene da SODI1
confere resisténcia a geneticina). O meio foi esterilizado por filtragdao (0,2 um). As células
foram incubadas em atmosfera de 5% de CO, / ar a 37°C. No inicio da cultura celular, a
suspensdo de células (1 mL) foi descongelada e centrifugada a 1000 rpm por 2 min. No fluxo
laminar estéril, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL do meio
adequado. Apos outra centrifugagdo, o sobrenadante foi novamente descartado e o pellet
ressuspendido em 1 mL de meio. A suspensdo de células foi transferida para uma garrafa
pequena de cultura e mais 9 mL de meio foram adicionados. Para o repique das células, o
meio foi aspirado e as células lavadas duas vezes com PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,68 mM,
KH,PO4 1,47 mM, Na,HPO4 8 mM) autoclavado. Em seguida, as células foram destacadas
com | mL de tripsina 0,05% (p/v) preparada em PBS com Na;EDTA 1 mM. Apds 2 min, 25
mL de meio foram adicionados e a suspensdo transferida para uma garrafa maior. Para o
congelamento das células, 1 mL de dimetilsulfoxido foi adicionado a 10 mL de meio nesta
etapa e a suspensdo de células foi dividida em 10 frascos crio-génicos. Os frascos ficaram 30

min no freezer a -20°C, 24 h no freezer a -80°C e foram estocados em nitrogénio liquido.

3.2.13 Contagem de células em hemocitémetro
As células foram destacadas com tripsina e ressuspendidas em meio de cultura novo.

Uma gota da suspensao de células foi colocada sobre o hemocitometro e coberta com
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laminula. A contagem foi realizada em cada um dos quatro quadrantes do hemocitometro,
observando através de microscopio Optico. Cada quadrante do hemocitometro coberto com
laminula possui um volume de 10 cm® (mL). A concentragio de células por mL foi calculada

multiplicando a média de células contadas em cada quadrante por 10”.

3.2.14 Determinacao da viabilidade celular apos tratamento com H,0,

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de atividade mitocondrial utilizando
brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT). O MTT ¢ oxidado nas
mitocondrias das células vidveis ao composto insoluvel azul de formazan (Hansen, Nielsen et
al., 1989). Aproximadamente 5 x 10° células (SH, WT e G93A, separadamente) foram
colocadas em pocos de 1,6 cm de raio com 1 mL de meio de cultura com SFB e incubadas por
16 h em atmosfera de 5% de CO, / ar a 37°C. Em seguida, as células foram submetidas a
tratamento com H,O; (0,5 mM) por 2 h em meio DEMEM/HAM F12 com SFB e em meio
DMEM incolor sem SFB. O meio foi entdo aspirado e as células foram incubadas por mais 2
h em 1,5 mL de meio sem SFB + 300 uL de MTT (5 mg/mL) em PBS. O sobrenadante foi
removido e as células lisadas com 1 mL de solu¢ao 10% SDS em dimetilformamida : H,O 1:1
(v/v), para dissolu¢do do azul de formazan. A viabilidade foi determinada pela absorbancia a

595 nm da solucao de formazan obtida das células tratadas e das células controle.

3.2.15 Tratamento dos neuroblastomas com H,O, para extracido de DNA

Trinta e duas placas de petri (20 cm de diametro) de cada tipo celular (SH, WT e
G93A) foram utilizadas para extragio do DNA. Quando as placas atingiram 80% de
confluéncia, o meio de cultura foi removido e, apos lavagem com PBS, adicionou-se meio
DEMEM/HAM F12 novo com SFB e sem geneticina (20 mL de suspensdo em cada).

Adicionou-se H,O; 0,5 mM a dezesseis placas. Apos 2 h, o meio de cultura foi aspirado, as
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células foram destacadas por raspagem e a suspensao de quatro placas foi transferida para um
tubo corning (50 mL), resultando em quatro amostras tratadas e quatro controles. Este

experimento completo foi repetido por quatro vezes independentes (n = 16).

3.2.16 Extracdo de DNA dos neuroblastomas pelo método caotropico

Apds o tratamento, a suspensdo de células foi centrifugada por 5 min a 3200 rpm. Por
duas vezes seguidas, descartou-se o sobrenadante e foram adicionados 5 mL de tampao A,
centrifugando novamente por 10 min a 3200 rpm. Descartou-se o sobrenadante ¢ 4 mL de
tampao B e 200 uL de SDS 10% foram acrescentados, agitando bastante. Em seguida,
adicionou-se 30 uL de solu¢do de RNAse A (10 mg/mL em tampao acetato de s6dio 10 mM
pH 5,2 - previamente fervida por 15 min) e 8 puL de solugdo de RNAse T; (20 U/uL em tampao
C). Incubou-se a 37°C por 1 h. Foram acrescentados 150 pL de solugdo de proteinase K (20
mg/mL) e prossegui-se com outra incubacao a 37°C por 1 h. O contetdo foi transferido para
um tubo corex (30 mL) e centrifugado por 15 min a 5000g. Coletou-se o sobrenadante ¢ foram
adicionados 2 mL de solucdo de Nal e 4 mL de isopropanol 100%, agitando bastante. Os tubos
foram deixados no freezer por 24 h. Centrifugou-se por 15 min a 7000g. Por duas vezes,
descartou-se o sobrenadante, adicionou-se 1 mL de alcool e fez-se outra centrifugacdo. Na
primeira o alcool utilizado foi isopropanol 60% e na segunda, etanol 70%. Descartou-se o
sobrenadante e 400 pL de solugdo de mesilato de desferroxamina (0,1 mM) foram
acrescentados. O tubo foi reservado em geladeira até completa dissolugdo do DNA. A
concentragdo do DNA foi determinada por espectrofotometria a 260 nm e a sua pureza foi
avaliada pela razdo entre as absorbancias a 260 e 280 nm: Axeo / Azgo maior do que 1,75. Os
niveis de 8-oxodGuo e 1,N2—8dGu0 no DNA extraido das cé¢lulas foi determinado como

descrito nos itens 3.2.9 e 3.2.11, respectivamente.



61

Tampéo A: sacarose 320 mM; MgCl, 5 mM; Tris 10 mM (pH 7,5); mesilato de
desferroxamina 0,1 mM; Triton X-100 1%.

Tampdao B: Tris 10 mM (pH 8,0); Na,EDTA 5 mM; mesilato de desferroxamina 0,15 mM.
Tampéo C: Tris 10 mM (pH 7,4); Na,EDTA 1mM; mesilato de desferroxamina 2,5mM.
Solugdo de Nal: Nal 7,6 M; Tris 40 mM (pH 8,0); Na,EDTA 20 mM; mesilato de

desferroxamina 0,3 mM.

3.2.17 Tratamento dos neuroblastomas para determinacéo da peroxidacao lipidica

Seis placas de petri (10 cm de diametro) de cada tipo celular (SH, WT e G93A) foram
utilizadas para o estudo da peroxidagdo lipidica. Quando as placas atingiram 80% de
confluéncia, o meio de cultura foi removido e, apos lavagem com PBS, adicionou-se 7 mL de
DMEM incolor sem SFB a cada placa. Trés placas foram incubadas por 2 h a 37°C e 5% de
CO; com H;0, 0,5 mM, e as outras ficaram como controle. Ao fim do tratamento, as células
de cada placa foram raspadas e transferidas juntamente com o meio de cultura para um tubo.
Uma aliquota da amostra foi reservada para dosagem de proteina (item 3.2.23). Este

experimento completo foi repetido por trés vezes independentes (n = 9).

3.2.18 Determinacao do nivel de peroxidacao lipidica dos neuroblastomas

O nivel de peroxidagdo lipidica dos neuroblastomas foi determinado pela
quantificagdo do aduto de malonaldeido (MDA), um aldeido resultante do processo de
peroxidagdo de lipidios, com acido tiobarbitirico (TBA), de acordo com o método descrito
por Tatum e colaboradores (Tatum, Changchit et al., 1990).

Apbs o tratamento, adicionou-se a suspensdo de células 7 mL de solugao 0,4% (m/v)
de TBA em HC1 0,2 N : H,O (2:1) (preparada imediatamente antes do uso) e 1 mL de solucao

0,2% de hidroxitolueno butilado (BHT) em etanol 95%. A mistura foi incubada por 45 min
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em banho a 90°C. Apds esse periodo, os tubos foram resfriados em gelo e o aduto TBA-MDA
foi extraido com 6 mL de isobutanol. Apds centrifugacdo a 1000g por 5 min, a fase

isobutandlica foi coletada para posterior quantificagdo do aduto TBA-MDA por HPLC.

3.2.19 Deteccao e quantificacdo do aduto MDA-TBA

O aduto MDA-TBA foi separado em uma coluna Lichrosorb 10 RP-18 (250 mm x 4,6
mm, 10pum) (Phenomenex), utilizando-se fase movel metanol : KH,PO4 25 mM (pH 7,0) 1:1,
com fluxo de 1 mL/min. A deteccdo do aduto foi feita por detector de fluorescéncia RF-
10AXL, com comprimento de onda (1) de excitagdo de 515 nm e A de emissdo de 550 nm. O
tempo total da anélise foi de 6 min. Para a quantificacdo do aduto MDA-TBA, foi feita uma
curva de calibracdo, preparada conforme descrito por Esterbauer e colaboradores (Esterbauer,
Lang et al., 1984), a partir de uma solugao estoque de MDA preparada em H,SO4 1% (v/v). A
concentragdo de MDA nesta solugdo foi determinada pela absorbancia em 245 nm (¢ = 13700
M cm'l) e solucdes de MDA 60, 40, 20, 10, 1 e 0,5 uM foram preparadas. Adicionou-se 1
mL de solucdo de TBA 0,4% em HC1 0,2 N : H,O (2:1) a 1 mL de cada uma das solucdes de
MDA, e prosseguiu-se com incubacdo a 90°C por 45 min. Em seguida o aduto foi extraido
com igual volume de isobutanol. O nivel de MDA em cada amostra de célula foi expresso por

mg de proteina na amostra.

3.2.20 Estudo da fragmentacao do DNA dos neuroblastomas (Ensaio Cometa)

Seis placas de petri (6 cm de didmetro) de cada tipo celular (SH, WT e G93A) foram
utilizadas para o ensaio cometa, seguindo o protocolo de Malyapa e colaboradores (Malyapa,
Bi et al., 1998). Quando as placas atingiram 80% de confluéncia, o meio de cultura foi
removido e, apos lavagem com PBS, adicionou-se meio novo com SFB sem geneticina.

Adicionou-se H>O, (0,5 mM) a trés placas. Apos 2 h, o meio de cultura foi aspirado, as
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células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e centrifugadas a 1000 rpm e 4°C por 8 min. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 500 pL. de PBS. Uma aliquota de
20 pL desta suspensdo (aproximadamente 10.000 células) foi misturada a 100 pL. de agarose
LMP (aquecida a 37°C). Depositou-se a mistura sobre uma lamina contendo uma fina camada
de agarose NMP (previamente preparada), e cobriu-se a lamina com uma laminula (24 x 60
mm). Apos 5 min na geladeira, a laminula foi retirada e a lamina mergulhada em solucdo de
lise para outra incubacdo na geladeira por 90 min. As laminas foram retiradas da solugdo de
lise (no escuro) e transferidas para a cuba de eletroforese (dentro de um banho de gelo), onde
ficaram descansando por 20 min mergulhadas no tampao gelado para eletroforese. Em
seguida, a cuba foi submetida a 25 V / 300 mA por 20 min. Ao fim da corrida, as laminas
foram lavadas por trés vezes em tampao de neutralizagdo, mergulhadas em etanol 100%, e
coradas com 50 uL de solugdo de brometo de etidio (20 pg/mL), imediatamente antes da
leitura em microscopio Optico de epifluorescéncia Diaphot 300 da Nikon (Téquio, Japdo) com
filtro de 510-560 nm e barreira de 590 nm. Este experimento completo foi repetido por trés
vezes independentes (n = 9). O indice de dano ao DNA foi determinado pela contagem e
classificagdo dos “cometas” (células com cauda de DNA fragmentado) observados em uma
lamina. Os “cometas” foram classificados em uma escala de 1 a 4 (como mostrado na figura

3.3), e o indice do dano foi calculado de acordo com a equagdo abaixo.

Indice de dano ao DNA = [(n° de cometas classe 1 x 0) + (n° de cometas classe 2 x 1) +

(n° de cometas classe 3 x 2) + (n° de cometas classe 4 x 3)].

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

Figura 3.3: Imagens ¢ pontuagdes de cada classe de cometas observados.




64

Solucéo de lise (estoque): 800 mL de agua destilada; 146,1 g de NaCl; 37,2 g de Na,EDTA;
1,2 g de Tris (pH 10).

Solucgéo de lise: 89 mL de solugao estoque de lise; 10 mL de DMSO; 1 mL de Triton X-100.
Solugdo A: NaOH 10 M.

Solugéo B: Na,EDTA 200 mM (pH 10).

Tampdao para eletroforese pH 13: 30 mL de solugdo A, 5 mL de solugdo B, H,O q.s.p. 1 L.
Tampdao neutralizador: Tris 0,4 M (pH 7.,5).

Agarose NMP 1,5%: 300 mg de agarose ponto de fusdo normal em 20 mL de PBS (PF=60°C).

Agarose LMP 0,5%: 100 mg de agarose baixo ponto de fusdo em 20 mL de PBS (PF=37°C).

3.2.21 Transfeccdo transitoria dos neuroblastomas para analise da atividade de p53 através
de ensaios de atividade dos genes reporter luciferase e renilla luciferase

Este experimento foi realizado em colaboracdo com o Dr. Antero F.A. Macedo,
orientado pela profa. Mari Cleide Sogayar, do Departamento de Bioquimica do Instituto de
Quimica da USP. As trés linhagens celulares (SH, WT e G93A) foram plaqueadas em placas
de 24 pocos (2 cm’ de 4rea), na densidade de 10° células por pogo, um dia antes da
transfec¢do. Um total de 0,2 ng de DNA foi usado por poco a ser transfectado, sendo 0,16 pg
do vetor p53-luc e 0,04 pg do vetor pRL-TK. O vetor p53-Luc contém o gene da luciferase
com um promotor responsivo a p53, ou seja, se p53 ¢é ativado, a transcricdo da luciferase ¢
promovida. O vetor pRL-TK foi usado para o controle da eficiéncia da transfec¢do. Ele
contém o gene da renilla luciferase com um promotor da timidina quinase, ou seja, a
transcri¢do da renilla luciferase ¢ promovida em condi¢des basais na célula. O reagente
FuGene 6 da Roche (Basel, Sui¢a) foi usado como agente carreador para as transfecgdes. Para
cada pogo, 0,6 uL de FuGene 6 foi diluido em 20 uL de meio DEMEM / HamF12, na

auséncia de SFB. Apo6s 5 min, os vetores foram adicionados ao FuGene 6 diluido e incubados
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por 15 min, antes de serem adicionados as células. Apos 24 h, o meio de cultura foi renovado
e H,0; (0,5 mM) foi adicionado as células por 2 h. As células foram lisadas com o tampao de
lise PLB da Promega (Madison, EUA) e a atividade dos genes repoérter luciferase e renilla
luciferase foi quantificada em um luminometro, utilizando o sistema Promega Dual-
Luciferase Reporter Assay System, que utiliza dois substratos diferentes, um para cada
enzima. A atividade de p53 foi definida como a razdo entre a atividade da luciferase pela
atividade da renilla luciferase em cada amostra. Este experimento completo foi repetido por

trés vezes independentes (n = 9).

3.2.22 Isolamento de proteinas dos nucleos das células SH-SY5Y

O isolamento e fracionamento dos nticleos foram realizados baseando-se no método de
Fey e Penman (Fey e Penman, 1984). Os trés tipos celulares foram cultivados até a 12°
passagem para a extracao dos nucleos. As quantidades de reagentes descritas a seguir sdo
referentes a uma placa de petri (15 cm de didmetro). O meio de cultura foi removido e as
células foram lavadas e raspadas em PBS. Apds centrifugacdo a 1500 rpm por 5 min a 4°C, o
sobrenadante foi coletado e o pellet ressuspendido em tampao CSK sem Triton. Outra
centrifugacdo foi realizada, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 100 uL de
tampao CSK. Apos incubacdo a 4°C por 10 min, a suspensao foi centrifugada a 3.300 g por 15
min a 4°C. O sobrenadante foi coletado para a andlise das proteinas citoplasmaticas soliveis.
O pellet de nucleos foi ressuspendido em 100 pL de tampao RSB-Majic e incubado a 4°C por
15 min. Uma centrifugagdo a 20.000 g por 5 min a 4°C foi realizada para a separagdo das
proteinas nucleares soluveis (sobrenadante). O sedimento foi lavado com 50 puL de tampao de
digestdo sem DNase e RNase, centrifugado, ressuspendido em 50 uL de tampao de digestdo e
incubado a 20°C por 1 h. Adicionou-se sulfato de amoénio 2,5 M (5 pL) para dissociar as

proteinas da cromatina. Apos incubacdo a temperatura ambiente por 5 min, a suspensdo foi
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centrifugada a 20.000 g por 10 min a 20°C. O sobrenadante foi coletado para analise das
proteinas associadas a cromatina. A quantidade de proteina em cada fracdo foi determinada

pelo método de Bradford, descrito no item 3.2.23.

Tampédo CSK: NaCl 100 mM; sacarose 300 mM; MgCl, 3 mM; EGTA 1 mM; NaF 10 mM;
Pipes 10 mM (pH 6,8); 0,5% Triton X-100 (v/v); PMSF* 1,2 mM; aprotinina* 1 pg/mL;
leupeptina®* 5 pg/mL; pepstatina* 1 pg/mL.

Tampédo RSB-Majic: NaCl 10 mM; NaF 10 mM; Tris 10 mM (pH 7.4); 1% Tween 20 (v/v);
0,5% deoxicolato de sodio (m/v); PMSF* 1,2 mM; aprotinina* 1 pg/mL; leupeptina* 5
ng/mL; pepstatina®* 1 pg/mL.

Tampdao de digestdo: NaCl 50 mM; sacarose 300 mM; MgCl, 3 mM; EGTA 1 mM; NaF 10
mM; Pipes 10 mM (pH 6,8); 0,5% Triton X-100 (v/v); PMSF* 1,2 mM; aprotinina* 1 pg/mL;

leupeptina® 5 pg/mL; pepstatina* 1 pg/mL; DNase I* 30 U/50uL; RNase A* 50 pg/mL.

* Os inibidores de proteases e as enzimas foram adicionados aos tampdes somente na hora do
uso. Segue abaixo a lista de solugdes estoque dos inibidores e das nucleases:

DNase I: 10 U/uL em tampao proprio indicado pelo fabricante (estocar a -20°C)

RNase A: 0,5 g/L em tampao proprio indicado pelo fabricante (estocar a 4°C)

PMSF: 0,24 M em isopropanol (estocar a -20°C)

Aprotinina: 1 g/L em Hepes 0,01 M pH 8 (estocar a -20°C, ndo recongelar)

Pepstatina: 1 g/L em etanol (estocar a -20°C)

Leupeptina: 1g/L em H,O (estocar a -20°C)
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3.2.23 Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada segundo Bradford (Bradford, 1976). Uma
aliquota de 10 pL de amostra foi diluida com 90 pL de NaCl 0,15 M e 5 ml de regente de
Braford para leitura no espectrofotometro (595 nm, em cubeta de 3 ml). Para a quantificacao
da proteina foi preparada uma curva de calibragdo com albumina bovina a partir de uma
solucdo estoque 1 mg/mL, diluida em NaCl 0,15 M (v = 100 pL) e 5 ml de regente de

Bradford.

Reagente de Bradford: 100 mg de azul brilhante de coomassie G-250 dissolvidos em 50 mL

de etanol 95%; 100 mL de 4cido fosférico 85% (p/v); H,O q.s.p. 1 L.

3.2.24 Eletroforese em gel de acrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE)

A mistura para o gel de resolucdo foi preparada e despejada entre dois vidros
espacados por 1 mm, utilizados como suporte para o gel. Adicionou-se lentamente um filme
de isobutanol sobre o gel de resolu¢do. Apds polimerizagdo, o alcool foi retirado e a mistura
para o gel de empacotamento foi despejada sobre o gel de resolugdo, colocando o pente para
aplicagdo da amostra. Apds polimerizagdo, o pente foi retirado e o gel imerso na cuba de
eletroforese contendo tampao de corrida. A cada amostra (20 uL), adicionou-se 5 puL de
tampao de amostra, e a mistura foi submetida a 100°C por 5 min para desnaturacdo das
proteinas. Em seguida, a mistura foi aplicada no gel submerso em tampao de corrida e
prosseguiu-se com a eletroforese a 100 V por 2 h. Utilizou-se marcador de peso molecular

Amersham Full Range Rainbow (Little Chalfont, Inglaterra).
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Tampéo de corrida: Tris 25 mM (pH 8,3); glicina 250 mM; 0,1% SDS.

Tampéo de amostra (4 vezes concentrado): Tris 200 mM (pH 6,8); 8% SDS; 0,4% azul de
bromofenol; 40% glicerol. Na hora do uso adicionar 20% [B-mercaptoetanol.
Acrilamida/bis-acrilamida: 29 g acrilamida; 1 g bis-acrilamida; H,O q.s.p. 100 mL; pH 7
Tampéo de resolugdo: Tris 1,5 M (pH 8,8).

Tampéo de empacotamento: Tris 1 M (pH 6,8).

Gel de resolugdo 15%: 2,3 mL H,O; 5 mL acrilamida/bis-acrilamida; 2,5 mL de tampdo de
resolugdo; 100 uL SDS 10%; 100 uL perssulfato de amonio 10%; 4 uL. TEMED.

Gel de empacotamento 5%: 1,4 mL H,O; 330 uL acrilamida/bis-acrilamida; 250 pL de

tampao de empacotamento; 20 uL SDS 10%; 20 pL perssulfato de amodnio 10%; 2 pL

TEMED.

3.2.25 Western Blot das proteinas do nucleo das células SH-SY5Y

Uma aliquota contendo 40 pg de proteina de cada uma das fragdes obtidas no item
3.2.22 para os trés tipos celulares (SH, WT e G93A) foi separada por eletroforese em gel de
poliacrilamida 15%. As proteinas foram transferidas do gel para membrana de nitrocelulose
Amersham Hybond-C Extra com o auxilio de tampao de transferéncia ¢ do equipamento Bio-
rad semi-dry (Hercules, EUA). A membrana e cinco pedagos de papel de cromatografia foram
embebidos em tampado de transferéncia. Sobre dois papéis de cromatografia, colocou-se a
membrana, o gel ¢ mais trés papéis de cromatografia. Ligou-se o equipamento semi-dry a 10
V por 1 h. A membrana foi lavada com tampao TBS por 3 vezes de 10 min e bloqueada com
TBST contendo 5% de leite desnatado (incubagdo em temperatura ambiente por 2 h). O
excesso da solugdo bloqueadora foi removido por 3 lavagens de 10 min com TBST. A
membrana foi incubada overnight com anticorpo primario anti-SOD1 humana da Calbiochem

(Darmstadt, Alemanha) (dilui¢do 1:1500 ou C¢ = 10 pg/mL, preparada em TBST contendo
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0,1% de leite em pd desnatado) e novamente lavada com TBST. A incubag¢do com anticorpo
secundario anti-IgG (ovelha) conjugado com peroxidase da Calbiochem (diluigao 1:10.000 ou
Cr= 10 ng/mL), também preparado em TBST contendo 0,1% de leite desnatado, foi feita por
1 h, seguida por lavagens com TBST. A presenga da SOD1 foi revelada em filme de raio-X
apos tratamento da membrana por 5 min com solu¢des de peroxido e luminol do kit de
detecgdo SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate da Pierce Biotechnology
(Rockford, EUA). A mesma membrana foi lavada e o procedimento acima foi repetido
utilizando os anticorpos primarios anti-cFos da Santa Cruz (Santa Cruz, EUA) (diluig¢do 1:250
ou C¢= 2,5 pg/mL) e anti-histona H1 da Upstate (Danvers, EUA) (diluigao 1:1000 ou C¢= 1
ug/mL) e os respectivos anticorpos secundarios anti-IgG (coelho e camundongo) conjugados

com peroxidase da Calbiochem (dilui¢ao 1:10.000 ou C¢= 10 ng/mL).

Tampéo TBS: NaCl 150 mM; Tris 50 mM (pH 7.,5).
Tampao TBST: tampao TBS acrescido de 0,05% (v/v) de Tween-20.

Tampdo de transferéncia: Tris 48 mM (pH 8,3); glicina 39 mM; SDS 0,037%; metanol 20%.

3.2.26 Determinacédo da atividade SOD1 dos extratos celulares em gel de acrilamida

A determinacdo da atividade da SOD1 em gel foi realizada como descrito por
Beauchamp (Beauchamp e Fridovich, 1971). Uma aliquota contendo 60 pg de proteina de
cada uma das fragdes obtidas no item 3.2.22 para os trés tipos celulares (SH, WT e G93A) foi
separada por eletroforese em gel de poliacrilamida 12% na3o denaturante (o gel nao
denaturante ¢ feito na auséncia de SDS; o tampao de amostra ndo tem SDS e [3-
mercaptoetanol, e a amostra ndo ¢ fervida). Um padrdo de SODI humana purificada foi
aplicado como controle (400 ng). Ao fim da eletroforese (130 V por 2 h), o gel foi retirado e

incubado por 20 min em solugdo A, coberto por papel aluminio, com leve agitacdo. O papel
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aluminio foi retirado e 25 mL de solu¢do B foram adicionados. Apds alguns minutos, o gel
tornou-se azul escuro e bandas claras apareceram onde havia atividade superoxido

dismutasica.

Solugéo A: 25 mg nitro blue tetrazolium (NBT), 10 mg riboflavina, 100 mL de H,O. Preparar
imediatamente antes do uso. Manter a solucao sob abrigo da luz.

Solugéo B: 1% TEMED em H,O. Preparar imediatamente antes do uso.

3.2.27 Determinacao da atividade SOD1 dos extratos celulares em espectrofotdmetro
Analises espectrofotométricas da atividade SODI1 nos extratos celulares foram
realizadas como descrito por Beauchamp (Beauchamp e Fridovich, 1971). As reagdes foram
realizadas a 37°C em tampao carbonato de so6dio 50 mM (pH 10,2) com 4cido
dietilenotriaminopentaacético (DTPA) 100 uM, xantina 100 uM, NBT 56 puM, catalase 1
U/mL e xantina oxidase 0,1 U/mL. A redugdo do NBT pelo superdxido gerado pelo sistema
xantina/xantina oxidase a 37°C foi acompanhada a 560 nm em um espectrofotometro UV-
1650PC (Shimadzu). A velocidade da redugdo do NBT foi determinada pela regressdo linear
da curva de absorbancia x tempo entre 60 e 120 min de reagdo. A atividade SODI1 foi
quantificada pela inibicdo da reducdo do NBT na presenca de proteinas do extrato total e
nuclear (60 pg) obtido a partir dos trés tipos celulares (SH, WT e G93A). Uma unidade de
SODI1 foi definida como a quantidade de extrato de proteina capaz de inibir a velocidade da
reducdo do NBT em 50%. Para obter os extratos totais, as células foram lisadas por
congelamento e descongelamento em PBS com DTPA (100 uM) e inibidores de proteases.
Para obter os extratos nucleares, os nicleos dos neuroblastomas foram isolados como descrito
no item 3.2.22 e também lisados por congelamento e descongelamento. O congelamento foi

realizado por imersdo de baldo volumétrico contendo a suspensdo de nucleos em acetona com
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gelo seco, com o cuidado de se formar uma camada fina na parede do baldo, garantindo
congelamento homogéneo. Ap6s 10 min descongelou-se em banho a 37° C. Este processo foi
repetido 5 vezes e posteriormente o sobrenadante foi centrifugado (13.000 rpm, 30 min) e
usado imediatamente. Este experimento completo foi repetido por trés vezes independentes (n

=9).

3.2.28 Quantificacdo da atividade peroxidasica da SOD1 dos extratos celulares em
espectrofotémetro

O método para determinagdo da atividade peroxidasica da SOD1 nos extratos celulares
foi adaptado de Zhang ¢ colaboradores (Zhang, Joseph et al., 2002). Para obter os extratos
totais, as células foram lisadas por congelamento ¢ descongelamento em PBS com DTPA
(100 uM) e inibidores de proteases, como descrito no item 3.2.27. Para obter os extratos
nucleares, os nucleos dos neuroblastomas foram isolados como descrito no item 3.2.22 e
também lisados por congelamento e descongelamento. Um aliquota contendo 100 pg de
proteinas totais ou proteinas nucleares foi incubada com dihidrorodamina (DHR) (80 uM),
H,0, (3 mM) e DTPA (100 uM) em tampao fosfato de sddio (pH 6,8) tratado com Chelex, na
presenga ou ndo de bicarbonato de sodio (25 mM). A oxidagdo do DHR a 37°C foi
acompanhada a 500 nm em um espectrofotometro Shimadzu UV-1650PC. A velocidade de
oxidacdo da DHR foi determinada pela regressdo linear da curva de absorbancia x tempo
entre 60 ¢ 120 min de reacdo. Uma unidade de atividade peroxidasica da SOD1 foi definida
como a quantidade de extrato de proteina capaz de promover a oxidagdo da DHR em uma
velocidade de 1 uM/min (gs500 = 78.000 M'l.cm'l). Para a determinagdo da atividade
peroxidasica da SOD1 nos extratos, a velocidade de oxidagdo da DHR na auséncia de
bicarbonato foi subtraida da velocidade da oxidacdo de DHR na presenca de bicarbonato. Este

experimento completo foi repetido por trés vezes independentes (n = 9).
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3.2.29 Determinacdo do consumo de ascorbato e da concentragdo intracelular de ascorbato
das células SH-SY5Y utilizando microeletrodo modificado com filme de Oxido de ruténio
hexacianoferrato

O consumo de ascorbato pelos trés tipos celulares (SH, WT e G93A) foi acompanhado
pelo decaimento da concentracdo de ascorbato no meio de cultura por 3 h, medido através da
corrente referente ao processo de oxidagdo do ascorbato no microeletrodo. Um dia antes das
medidas, 10° células foram plaqueadas em uma placa de 12 pogos, em meio DMEM-HAM
F12 com 15% de SFB. Imediatamente antes das medidas, as células foram lavadas com PBS e
foram adicionados 2 mL de meio MEM incolor sem SFB, com glutationa reduzida (GSH) (0,5
mM) e ascorbato (0,2 mM). Os experimentos foram realizados com sistema de trés eletrodos:
fio de platina como eletrodo auxiliar, eletrodo de Ag/AgCl saturado como eletrodo de
referéncia, e microeletrodo de carbono vitreo (r = 14 um) modificado com filme de 6xido de
ruténio hexacianoferrato (RuOHCF) como eletrodo de trabalho. O microeletrodo de RuOHCF
foi desenvolvido pelo Dr. Thiago R.L.C. Paixao, orientado pelo prof. Dr. Mauro Bertotti, do
Departamento de Quimica Analitica do Instituto de Quimica da USP. Os trés eletrodos foram
mergulhados no meio de cultura sobre as células e medidas de corrente foram tomadas de 1
em 1 min por 3 h, a temperatura ambiente, utilizando um potenciostato portatil da PalmSens a
0 V (Houten, Holanda), conectado a um microcomputador. O niimero de células em cada
pogo foi normalizado por contagem em hemocitdometro antes do experimento ¢ dosagem de
proteina depois do experimento. Um controle na auséncia de células foi realizado para avaliar
a oxidagdo do ascorbato pelo ar neste sistema. Este experimento completo foi repetido por trés
vezes independentes (n = 3).

Para a determinagdo da concentra¢do intracelular de ascorbato, as células foram
incubadas por 3 h em meio MEM contendo GSH (0,5 mM), na presenca ou nao de ascorbato

(0,2 mM). Apos a incubacao, o meio de cultura foi renovado. Um microeletrodo de RuOHCF
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tipo agulha foi construido inserindo os fios de carbono vitreo modificado dentro de uma
pipeta pasteur, com a ajuda de um Micropippet puller da Sutter Instrument (Novato, USA).
Este microeletrodo foi fixado em um micromanipulador acoplado a um microscopio dptico de
epifluorescéncia Diaphot 300 da Nikon (Toquio, Japao). Ascorbato (C¢= 1 mM) foi injetado
no meio de cultura e a corrente transiente registrada para estimativa da concentracio
intracelular de ascorbato. Em seguida, a ponta do mesmo eletrodo foi introduzida em uma
unica célula aderida sobre placa de petri, observando através do microscopio. Os eletrodos
auxiliar e de referéncia foram imersos no meio de cultura para que as medidas de corrente
fossem tomadas. Imagens foram adquiridas utilizando o software RSImage versdo 1.9.2 da

Roper Scientific (Pleasanton, USA).

3.2.30 Analises estatisticas
Analises estatisticas foram feitas pelo teste One-Way Analysis of Variance (ANOVA)
seguido do teste Tukey Multiple Comparison. Os valores foram considerados estatisticamente

significantes quando p < 0,05.
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4. Resultados

4.1 Estudos in vitro com SOD1 bovina

4.1.1 Eliminagdo de metais contaminantes da SOD1 bovina

A incubagdo do plasmidio pBlueScript somente com a SODI resultou na formagao de
quebras de fita simples no DNA. Este efeito foi completamente eliminado pelo tratamento da
enzima com a resina Chelex 100, indicando a presenca de metais contaminantes na
preparagdo de SODI1 (figura 4.1). A concentragdo de SOD1 em solucdo e sua atividade ndo
foram alteradas pelo tratamento com Chelex. A enzima purificada ndo promoveu mais

quebras no DNA e foi utilizada em todos os experimentos da sessdo 4.1.

<+«— OC

+«— sC

Cont Chelex

SOD1

Figura 4.1: Gel de agarose com plasmidio pBlueScript controle (Cont), incubado com SOD1 (10 uM) por 1 h a
37°C e 500 rpm, e incubado com SODI1 pré-tratada com Chelex 100 (Chelex). OC: pBlueScript na forma circular

aberta resultante de quebra de fita simples do DNA. SC: pBlueScript na forma intacta super enovelada.

4.1.2 Quebras no DNA plasmidial promovidas pelo sistema SOD1/H,0,

A exposi¢do do plasmidio ao sistema SOD1/H,0; levou a formagdo de quebras de fita
simples no DNA. Este efeito da SOD1 pdde ser observado de 0,2 a 5 mM de H,O, (Fig. 4.2).
A adig¢do de SOD1 causou um aumento da quantidade de plasmidio na forma circular aberta
(OC) de 1,5/2/3 /3,5 vezes em relagdo as incubagdes somente com H,O0, 0,2/0,5/1/5

mM, respectivamente. As quebras no DNA induzidas pelo sistema SODI1/H,O, foram



75

significativamente reduzidas pela adi¢io do quelante de Cu’/Cu®" batocuproina (figura 4.2).
Este resultado aponta o envolvimento de ions de cobre liberados do sitio ativo da SOD1 na
formacao das quebras de DNA. Os ions de cobre liberados da SOD1 podem se ligar
diretamente ao DNA (Sagripani, 1991) e catalisar a formagao in situ de radicais hidroxila, os
quais atacariam os residuos de ribose, resultando na quebra da fita de DNA. A batocuproina

compete com 0 DNA pelo cobre liberado, inibindo a reacao de Fenton.

Cont 02 05 1 5 02 05 1 5 02 05 1 5
H,0, (mM) SOD1 + H,0, (mM) SOD1 + BAT + H,0, (mM)
120 HH.0,
[ sOD1/H,0,

100 4 i [[] SOD1/H,0,/BAT

80
&)
O 60
°\° **

40 - "

04
0,2 0,5 1 5
H,0, (mM)

Figura 4.2: Gel de agarose com plasmidio pBlueScript controle (Cont) e incubado com H,0, nas concentragdes
indicadas, SOD1 (10 uM do dimero) e batocuproina 1 mM (BAT) por 1 h. OC: pBlueScript na forma circular
aberta resultante de quebra de fita simples do DNA. SC: pBlueScript na forma intacta super enovelada.
Porcentagem de plasmidio na forma OC. Cada valor representa a média + desvio padrdo de trés amostras
diferentes. O erro em alguns tratamentos ¢ muito pequeno para ser visualizado no grafico. **Significativamente
diferente da incubagdo sem SODI! e mesma concentracio de H,O, (One-way ANOVA, p < 0,001).

*Significativamente diferente da mesma incubagdo sem batocuproina (One-way ANOVA, p < 0,001).
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4.1.3 Formacao de 8-oxodGuo em DNA promovida pelo sistema SOD1/H,0,
A exposicao de DNA de timo de bezerro ao sistema SODI1/H,0O, por 1 h levou a

aumento significativo dos niveis de 8-oxodGuo. Os niveis de 8-oxodGuo foram 14 e 43 vezes
maiores do que os niveis em DNA incubado somente com H,O; 1 e 5 mM, respectivamente
(figura 4.3a). A adigdo de batocuproina preveniu a formagao de 8-oxodGuo, indicando que,
assim como as quebras de DNA, esta lesdo ¢ principalmente promovida por ions de cobre
liberados da SODI1, os quais podem se ligar diretamente ao DNA e catalisar a formagao de
radicais hidroxila in situ. Frelon e colaboradores mostraram que o sistema cobre / H,O, pode
oxidar o DNA por um elétron por uma via independente da formagao de radicais hidroxila,
ainda ndo esclarecida. Além disso, 'O, também pode ser gerado neste sistema, promovendo
oxidagdes por dois elétrons (Frelon, Douki et al., 2003). Estas hipdteses também podem se
aplicar ao sistema SOD1/H,0,.

Um pequeno, mas significante aumento nos niveis de 8-oxodGuo foi, ainda, observado
na presen¢a de batocuproina, apontando o envolvimento de um outro mecanismo, responsavel
por 4% e 1,4% da 8-oxodGuo promovida pela SODI na presenca de H,O, 1 ¢ 5 mM,
respectivamente (figura 4.3b). A interagdo direta da SOD1 com o DNA poderia estar
envolvida com este outro mecanismo, pois dificultaria a formagdo do complexo cobre-
batocuproina, uma vez que o cobre liberado da SODI1 se ligaria preferencialmente ao DNA e

nao a batocuproina.
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Figura 4.3: (a) Niveis de 8-oxodGuo em DNA controle (DNA) e incubado somente com H,O, (1 € 5 mM), ou
com H,0, ¢ SOD1 (10 uM do dimero) por 1 h, na presenga ou ndo de batocuproina 1 mM (BAT). (b) Destaque
dos niveis de 8-oxodGuo das incubag¢des na presenca de batocuproina. Cada valor representa a média + desvio
padriio de trés amostras diferentes. O erro em alguns tratamentos ¢ muito pequeno para ser visualizado no
grafico. *Significativamente diferente da incubacdo sem SOD1 e mesma concentracdo de H,O, (One-way
ANOVA, p < 0,001). **Significativamente diferente da mesma incubagdo sem batocuproina (One-way

ANOVA, p < 0,001).
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4.1.4 Formag&o de 1,N*dGuo em DNA promovida pelo sistema SOD1/H;0,

A formagcio de 1,N*-edGuo (13 adutos/10” dGuo) também foi observada apos 24 h de
incubagdo de DNA de timo de bezerro com SOD1 (30 uM do dimero) ¢ H,O, 5 mM (figura
4.4). Nestas condi¢des experimentais, o aduto 1,N*-edGuo néo foi detectado no DNA controle
ou incubado somente com H;O,. Nas condi¢des de reacao onde foi detectada a formacao de 8-
oxodGuo, o aduto 1,N*-edGuo nio foi formado. Esta observagdo ndo é surpreendente, ja que a
8-0x0dGuo ¢ o produto da adigdo direta do radical hidroxila a dGuo (Cadet, Delatour et al.,
1999), enquanto que o 1,N*edGuo é o produto de um mecanismo muito mais complexo que
envolve a reagdo de um aldeido com a dGuo (Bartsch, Barbin et al., 1994). In vivo, estes
aldeidos sdo gerados principalmente pela peroxidacdo de lipidios (Chung, Chen et al., 1996).
Mas, neste sistema in vitro, a unica fonte de aldeido ¢ o proprio DNA. Radicais hidroxila
gerados pelo sistema SOD1/H,0, podem oxidar a 2’-desoxiribose resultando na formagao de
aldeidos reativos. A formagao de adutos de dGuo com aldeidos provenientes da oxidagdo da
2’-desoxiribose ja foi demonstrada (Awada e Dedon, 2001; Regulus, Duroux et al., 2007).

A adicdo de batocuproina reduziu os niveis de 1,N*-edGuo em 50%, apontando a
participagdo de ions de cobre liberados da SODI na formagdo do aduto e também de um

segundo mecanismo, ndo afetado pela batocuproina, que poderia ocorrer se a SOD1 estivesse

associada ao DNA (figura 4.4).
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Figura 4.4: Niveis de 1,N*-edGuo em DNA incubado com H,0, (5 mM) e SODI1 (30 uM do dimero), na
presenca ou ndo de batocuproina 1 mM (BAT) por 24 h. 1,N*-edGuo ndo foi detectado no DNA controle ou no
DNA tratado com H,0,. Cada valor representa a média + desvio padrio de trés amostras diferentes.
*Significativamente diferente da incubagdo sem SOD1 e mesma concentragdo de HyO, (One-way ANOVA, p <

0,001). **Significativamente diferente da mesma incubagio sem batocuproina (One-way ANOVA, p < 0,001).

4.1.5 Efeito do bicarbonato nos danos em DNA promovidos pelo sistema SOD1/H,0,

Sabe-se que o sistema SOD1/H,0,/HCO; gera o radical carbonato (Sankarapandi e
Zweier, 1999; Zhang, Joseph et al., 2000; Liochev e Fridovich, 2004). A adigdo de
bicarbonato resultou em aumento significativo dos niveis de 8-oxodGuo e 1,N*-edGuo no
DNA. O nivel de 8-oxodGuo quase dobrou com a adi¢do de bicarbonato (figura 4.5a) ¢ o
nivel de 1,N*-edGuo aumentou 3,6 vezes (figura 4.5b) em relagio as incubagdes de DNA
com SOD1/H,0; (5 mM). A reacdo do radical carbonato com dGuo formando 8-oxodGuo ja
foi demonstrada anteriormente (Shafirovich, Dourandin et al., 2001; Joffe, Geacintov et al.,
2003; Crean, Geacintov et al., 2005). Mas, esta ¢ a primeira vez que se mostra a formagao de

1,N2-8dGuo promovida pelo sistema SOD1/H,0,/bicarbonato.



80

a
[l semHCO;
L] com HCO4
140000 - *k
9 120000 -
2
~ 100000 -
(=)
S 80000 - *
=
0]
3 60000 |
8
© 40000 - o
*
20000 - .7
0
DNA 1 5 1 5
H,0, (mM) SOD+H,0, (mM)
60 - . b
*k%
9 50
(O]
o
S 40-
S
% 30 4
|
Zz 20 - *
10 - * %%
, 1N
H,0, + HCO, +HCO,

SOD + H,0,

Figura 4.5: (a) Niveis de 8-oxodGuo em DNA controle (DNA) e incubado somente com H,0, (1 ¢ 5 mM), ou
com H,0, e SOD1 (10 uM do dimero) por 1 h. (b) Niveis de 1, N>-edGuo em DNA incubado com H,0, (5 mM),
ou com H,0, e SOD1 (30 pM do dimero) por 24 h. 1,N*edGuo néo foi detectado em DNA controle ou em DNA
tratado somente com H,0,. As incubagdes foram feitas na presenga ou nao de HCO; 25 mM. Cada valor
representa a média + desvio padrao de trés amostras. O erro em alguns tratamentos ¢ muito pequeno para ser
visualizado no grafico. *Significativamente diferente da incubag@o sem SODI1 na mesma concentragdo de H,O,
(One-way ANOVA, p < 0,001). Significativamente diferente da mesma incubacdo sem HCOj; (One-way
ANOVA, **p < 0,01 ou ***p < 0,001).
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A adi¢do de batocuproina as incubagcdes de DNA com SODI1/H,O,/HCO;5
praticamente eliminou o efeito do bicarbonato nos danos em DNA promovidos pela SODI.
Os niveis de 8-oxodGuo ¢ 1,N*-edGuo foram reduzidos as valores inferiores aqueles obtidos

na auséncia de bicarbonato (figuras 4.6a e 4.6b).
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Figura 4.6: (a) Niveis de 8-0xodGuo em DNA apds 1 h de incubagdo com SOD1 (10 uM do dimero), HCO;™ (25
mM) e H,0, (1 e 5 mM), na presenga ou nio de batocuproina 1 mM (BAT). (b) Niveis de 1, N*-edGuo em DNA
apos 24 h de incubac¢do com SOD1 (30 uM do dimero), HCO;™ (25 mM) e H,O, (5 mM), na presenga ou ndo de
batocuproina 1 mM (BAT). Cada valor representa a média + desvio padrio de trés amostras. O erro em alguns

tratamentos € muito pequeno para ser visualizado no grafico. *Significativamente diferente da mesma incubagio

sem batocuproina (One-way ANOVA, p < 0,001).
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Este resultado indica que o efeito do bicarbonato nos danos em DNA depende do
cobre liberado da SODI1. Ramirez ¢ colaboradores (Ramirez, Gomez Mejiba et al., 2005)
mostraram que o cobre liberado do sitio ativo da SOD1 poderia se ligar a outros residuos de
aminodcido na proteina, gerando multiplos sitios de formacdo de radical carbonato na
presenga de bicarbonato. No sistema aqui descrito, o cobre liberado do sitio ativo da SOD1
pode se ligar diretamente ao DNA e catalisar a formagdo de radical carbonato proximo aos
residuos de guanina. Outra possibilidade ¢ a formagao de radical carbonato no sitio ativo da
SOD1, o qual poderia se difundir para atacar o DNA em solug@o. Nao ¢ possivel distinguir
entre estes dois mecanismos nas incubagdes de DNA com SODI1/H,0,/HCO;". Entretanto,
quando a batocuproina esta presente, sitios ativos intactos da SOD1 s3o os unicos sitios
possiveis de formagdo do radical carbonato, ja que o quelante compete com o DNA e com a
proteina pelo cobre liberado. Portanto, em incubagcdes de DNA com SODI1/H,O,/HCO;5
/batocuproina, radicais carbonato gerados no sitio ativo da SOD1 se difundem para atacar o
DNA. E possivel observar um pequeno, porém significativo efeito deste radical carbonato na
formacdo de lesdes no DNA. Os niveis de 8-oxodGuo e 1,N*-edGuo aumentaram 2 e 1,5
vezes, respectivamente, em comparagdo com o DNA incubado com SOD1/H,0,/batocuproina
(figuras 4.7a e¢ 4.7b). O aumento dos niveis de 1,N*-edGuo nestas condi¢des foi
surpreendente, uma vez que nao existem relatos na literatura sobre a oxidagao da ribose pelo

radical carbonato.
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Figura 4.7: (a) Niveis de 8-oxodGuo em DNA apds 1 h de incubagdo com SODI1 (10 uM do dimero),

batocuproina 1 mM (BAT) e H,O, (1 ¢ 5 mM), na presenga ou ndo de HCO; 25 mM. (b) Niveis de 1, N*-edGuo

em DNA apo6s 24 h de incubagdo com SOD1 (30 uM do dimero), batocuproina 1 mM (BAT) e H,0O, (5§ mM), na

presenca ou ndo de HCO; 25 mM. Cada valor representa a média = desvio padrio de trés amostras.

Significativamente diferente da mesma incubag@o sem HCO3™ (One-way ANOVA, *p < 0,001 ou **p < 0,05).
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4.1.6 Liberacdo de cobre do sitio ativo da SOD1 e inativacdo da enzima: efeito da
concentracdo de H,O, e do tempo de incubagdo

A quantificagdo do cobre liberado do sitio ativo da SODI e a determinagdo da
atividade da SOD1 apds a incubacdo com H,O, foram realizadas para confirmar o papel
central do cobre liberado da enzima na formagao de lesdes no DNA promovidas pelo sistema
SOD1 / H;O;. A liberagdo do cobre foi acompanhada pelo espectro de absorg¢ao caracteristico
do complexo Cu(I)-batocuproina entre 390 ¢ 540 nm (figura 4.8), e a atividade superoxido
dismutésica foi determinada pela inibicdo da redu¢do do citocromo C, como descrito em
Me¢étodos. Os experimentos foram realizados nas mesmas condi¢des experimentais das

incubagoes de DNA.
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Figura 4.8: Espectro de absorgdo caracteristico do complexo Cu(I)-batocuproina formado pela incubagdo de

SOD1 com H,0; nos tempos indicados.
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Incubagdes de SOD1 (10 uM) com H,O, (0,5/1 /5 mM) por 1 h (condigdes utilizadas
para determinagdo de quebras em DNA plasmidial e forma¢do de 8-oxodGuo) resultaram na
liberagdo de 5 / 7,5 / 14 uM de cobre, respectivamente (figura 4.9a). Como esperado, a
liberagao de cobre do sitio ativo da SOD1 aumentou com a concentracdao de H,O,: 70% das
moléculas de SOD1 perderam o cobre apods 1 h de incubagdo com H,O, (5 mM). Apds 24 h de
incubacgdo, esta porcentagem foi alcancada mesmo com 0,5 ¢ 1 mM de H,0,. A atividade
superoxido dismutésica observada foi coerente com os niveis de cobre liberados da enzima.
Uma pequena perda de atividade foi observada apds 1 h de incubagdo com H,0; 0,5 mM
(10%) e uma perda significante com H,O, 1 mM (40%). Nenhuma atividade foi detectada
apos 1 h de incubagdo com H,O, 5 mM (figura 4.9b). Apos 24 h, a atividade SODI1 foi
drasticamente reduzida, mesmo nas incubag¢des com 0,5 ¢ 1 mM de H,O, (85% e 94% de
reducdo, respectivamente). As incubagdes de SOD1 (30 uM) com H,0, (5 mM) por 24 h
(condigdes utilizadas para determinagdo de 1,N*-dGuo em DNA) resultaram na liberagdo de

36 uM de cobre e reducao de 95% da atividade da enzima.
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Figura 4.9: (a) Cobre liberado da SOD1 (10 uM do dimero) e (b) atividade da SOD1 ap6s 1 e 24 h de incubagéo
em condigdes controle (SOD) e apds incubagdo com H,O, (0,5/1/5 mM). Cada valor representa a média + desvio
padrio de trés amostras. O erro em alguns tratamentos ¢ muito pequeno para ser visualizado no grafico.
*Significativamente diferente da incubagdo de SODI sem H,0, (One-way ANOVA, p < 0,001).

**Significativamente diferente da mesma incubacéo por 1 h (One-way ANOVA, p <0,01).
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A formacgao do complexo Cu(I)-batocuproina (Jewett, Rocklin et al., 1999) e a perda
da atividade da SOD1 apds incubagdo com peroxido ja havia sido demonstrada (Hodgson e
Fridovich, 1975b; Uchida e Kawakishi, 1994; Gunther, Peters et al., 2002) ¢ foi confirmada
nas condi¢des experimentais aqui apresentadas. Estes resultados sdo claras evidéncias de que
o cobre ¢ liberado do sitio ativo da SOD1 durante a reagdo com H,0,, e suportam um papel
central do cobre liberado da SOD1 no mecanismo proposto nos itens acima para a formagao

das lesdes em DNA, in vitro, com altas concentrac¢des de H,O,.

4.1.7 Liberacdo de cobre do sitio ativo da SOD1 e inativacdo da enzima: efeito do
bicarbonato

O efeito do bicarbonato na forma¢ao do complexo Cu(I)-batocuproina e na atividade
da SODI1 também foi avaliado. Ap6s 1 h, o bicarbonato preveniu a liberacdo de cobre em
50% e 35% nas incubagdes de SOD1 com H,0, 0,5 e 1 mM, respectivamente (figura 4.10a).
A atividade da SOD1 nas mesmas incubagdes também foi preservada na presenga de
bicarbonato (figura 4.10b). Nas incubagdes com H,O, 5 mM por 1 h, o bicarbonato nio teve
efeito protetor. Apds 24 h, o bicarbonato protegeu significativamente somente a SODI1
incubada com H,0, 0,5 mM. Neste caso, houve reduc¢do de 40% na liberagdo de cobre (figura
4.10c) e a atividade SODI1 foi 10% maior do que aquela observada na incubagdo sem
bicarbonato (figura 4.10d). Nas incubagdes de SOD1 (30 uM) com H,0, (5 mM) por 24 h, o

bicarbonato ndo exerceu nenhum efeito protetor.
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Figura 4.10: (a) Cobre liberado da SOD1 (10 uM do dimero) e (b) atividade da SOD1 ap6s 1 h de incubagdo em
condigdes controle (SOD) e apds incubacdo com H,0, (0,5/1/5 mM), na presenga ou ndo de HCOj5'. (c¢) Cobre
liberado da SOD1 e (d) atividade da SODI1 apds 24 h de incubagdo em condi¢des controle (SOD) e apods
incubagdo com H,0, (0,5/1/5 mM), na presenca ou ndo de HCO;". Cada valor representa a média + desvio
padrio de trés amostras. O erro em alguns tratamentos ¢ muito pequeno para ser visualizado no grafico.

Significativamente diferente da mesma incubag@o sem HCO; (One-way ANOVA, *p < 0,001 ou **p < 0,05).
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A literatura sobre os efeitos do bicarbonato na inativacao da SODI sdo controversos.
Um estudo mostrou um efeito protetor do bicarbonato (Jewett, Olmsted et al., 2000),
enquanto outros mostraram aumento da inativagdo da enzima (Elam, Malek et al., 2003;
Liochev e Fridovich, 2004). Os resultados aqui apresentados mostraram que o bicarbonato
preveniu a liberagdo do cobre nas condi¢des oxidantes mais brandas (H,O, 0,5 ¢ 1 mM por 1
h). Nas incubag¢des com H,O, 5 mM ou por 24 h, a liberagdo do cobre e a perda da atividade
da SOD1 ocorreram mesmo na presenga de bicarbonato. O bicarbonato causou um aumento
bastante significativo dos niveis de 8-oxodGuo e l,Nz-sdGuo no DNA incubado com H,O, 5
mM por 1 e 24 h. Nestas condi¢des, o bicarbonato ndo preveniu a liberagdo do cobre e a
inativacdo da SOD1, o que reforca a hipdtese apresentada no item 4.1.5 de que a maior parte

das lesdes em DNA promovidas pelo radical carbonato dependeram do cobre liberado do sitio

ativo da SOD1.

4.2 Estudos com modelo celular de Esclerose Lateral Amiotroéfica (ELA)

4.2.1 Viabilidade celular dos neuroblastomas SH-SY5Y

Em condigdes controle, ndo foi observada diferenca significativa entre a viabilidade dos
neuroblastomas parentais (SH) ou transfectados com SOD1 nativa (WT) ou mutante (G93A).
Os neuroblastomas G93A resistiram menos ao tratamento com H»O; (0,5 mM) por 2 h.
Entretanto, o tratamento com perdxido ndo comprometeu mais de 25% de células, em
nenhuma das linhagens (figura 4.11). Os resultados de viabilidade celular obtidos na presenca

ou auséncia de SFB foram semelhantes.
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Figura 4.11: Porcentagem de células viaveis SH-SY5Y parentais (SH), e transfectadas com SODI nativa (WT)
ou SOD1 mutante G93A (G93A), em condigdes controle e apds tratamento com H,O, 0,5 mM por 2 h, na

presenca e na auséncia de SFB. A viabilidade foi determinada pelo método do MTT, descrito em Métodos.

4.2.2 Lesdo em DNA e peroxidacdo lipidica nos neuroblastomas SH-SY5Y

O ensaio cometa mostrou que o nivel de quebras no DNA dos neuroblastomas
transfectados com SOD1 G93A (G93A) foi 10 vezes maior do que o nivel de quebras das
células parentais (SH) ou transfectadas com SODI1 nativa (WT). O tratamento com H,O;
aumentou as quebras de DNA nos trés tipos celulares, mas as células G93A alcancaram o

maior indice de dano ao DNA apds o tratamento (figura 4.12).
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Figura 4.12: Nivel de quebra em DNA gendmico das células SH-SY5Y parentais (SH), e transfectadas com
SOD1 nativa (WT) ou SOD1 mutante G93A (G93A), em condigdes controle e apds tratamento com H,0, 0,5
mM por 2 h. O indice do dano ao DNA foi definido como descrito em Métodos pela intensidade da “cauda dos
cometas”, isto ¢, pela quantidade de DNA fragmentado em cada célula. *Significativamente diferente de SH e
WT nas mesmas condicdes; #signiﬁcativamente diferente de G93A controle (p < 0,001). O desvio de alguns

grupos ¢ muito pequeno para ser visualizado no gréfico.

O nivel basal de 8-oxodGuo das células G93A foi 3 vezes maior (~60 8-oxodGuo / 10
dGuo) do que os niveis das células SH ¢ WT (~20 8-oxodGuo / 10’ dGuo). O tratamento com
H,0; ndo causou diferenca significativa nos niveis de 8-oxodGuo das células SH e WT, mas

dobrou o nivel das células G93A (figura 4.13).
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Figura 4.13: Nivel de 8-oxodGuo no DNA gendmico obtido de células SH-SY5Y parentais (SH), e transfectadas
com SODI nativa (WT) ou SOD1 mutante G93A (G93A), em condigdes controle e apds tratamento com H,0,
0,5 mM por 2 h. A razdo molar entre 8-oxodGuo ¢ dGuo em cada amostra de DNA foi determinada pela
detecgdo coulométrica a 280 mV da 8-oxodGuo e absorbancia a 254 nm da dGuo em cada inje¢do de HPLC,
como descrito em Métodos. *Significativamente diferente de SH ¢ WT na mesma condigio; “significativamente

diferente de G93A controle (p < 0,001).

Foi observada somente uma tendéncia de aumento, ndo significativa estatisticamente,
no nivel basal de 1,N*-edGuo das células G93A, em comparacio com as células SH ¢ WT.
Ap6s o tratamento com H,0,, o nivel de l,Nz—sdGuo das células G93A foi significativamente

maior (~3 vezes) do que o nivel das células WT (figura 4.14).
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Figura 4.14: Nivel de 1,N*edGuo no DNA gendémico obtido de células SH-SY5Y parentais (SH), e
transfectadas com SODI1 nativa (WT) ou SODI1 mutante G93A (G93A), em condigdes controle e apds
tratamento com H,O, 0,5 mM por 2 h. A razdo molar entre 1,N%-edGuo e dGuo em cada amostra de DNA foi
determinada pela detecgiio por espectrometria de massa de 1,N*-edGuo e absorbancia a 254 nm da dGuo em cada
injegdo de HPLC, como descrito em Métodos. “Significativamente diferente de WT na mesma condigio

(p<0,05).

A formagio de 1,N*-edGuo depende da reagdo de aldeidos ativados (a.,f insaturados)
com a dGuo. Em células, estes aldeidos sdo principalmente gerados pela oxidagdo de lipidios
(como DDE e HNE), mas também podem ser gerados pela oxida¢do de aminoacidos (como a
acroleina) ou agucares (como o glioxal) (West e Marnett, 2006). O MDA ¢ o produto de
oxidacao lipidica mais estudado na literatura, utilizado como marcador de lipoperoxidagao. O
nivel de MDA observado nas células G93A foi o dobro dos niveis das células SH e WT em
condi¢des controle. E apds o tratamento com H,O,, as células G93A sofreram o maior

aumento nos niveis de MDA (figura 4.15).
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Figura 4.15: Oxidagdo de lipidios determinada pelo nivel de MDA no extrato celular obtido de células SH-
SYSY parentais (SH), e transfectadas com SOD1 nativa (WT) ou SOD1 mutante G93A (G93A), em condigdes
controle e apods tratamento com H,O, 0,5 mM por 2 h. A concentracio de MDA em cada amostra foi
determinada pela fluorescéncia a 550 nm em cada inje¢do de HPLC, como descrito em Métodos.

"Significativamente diferente de SH e WT na mesma condigdo; “significativamente diferente de G93A controle

(p < 0,001).

4.2.3 Atividade de p53 nos neuroblastomas SH-SY5Y

Cerqueira e Ciriolo mostraram anteriormente que os neuroblastomas transfectados
com SOD1 G93A (G93A) apresentam niveis aumentados de marcadores moleculares de
apoptose (fragmentacdo do DNA, exposicao de fosfatidilserina, liberacdo de citocromo C,
super expressao de Bcl-2, actividade de caspase 3) em relagdo aos neuroblastomas parentais
(SH) ou transfectados com SODI1 nativa (WT) (Ciriolo, De Martino et al., 2000; Cerqueira,
2007). O actimulo de lesdes no DNA pode desencadear o processo de apoptose via ativacao
da proteina p53. Niveis aumentados da proteina p53 foram mostrados nas células G93A

(Ciriolo, De Martino et al., 2000). Com o intuito de mostrar que as lesdes no DNA das células
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GI93A mostradas no item 4.2.2 poderiam ser uma das causas da morte dessas células por
apoptose, a atividade de p53 (e ndo a quantidade da proteina) foi quantificada. Estes
experimentos foram realizados em colaboracdo com o Dr. Antero F. A. Macedo, orientado
pela profa. Mari Cleide Sogayar, no Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimca da
USP. Em condig¢des basais, as células G93A apresentaram atividade de p53 trés vezes maior
do que as células SH ¢ WT. O tratamento com peroxido ndo alterou a atividade de p53 em
nenhuma das células (figura 4.16). Os niveis de lesdo no DNA das células SH ¢ WT apods o
tratamento podem ndo ter atingido o nivel necessario para disparar a atividade de p53. Ao
contrario, a atividade de p53 nas células G93A poderia estar no nivel 6timo, uma vez que a

atividade basal de p53 e o nivel de lesdo em DNA ja eram altos nesta célula.
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Figura 4.16: Atividade de p53 nas células SH-SY5Y parentais (SH), e transfectadas com SOD1 nativa (WT) ou
SOD1 mutante G93A (G93A), em condigdes controle e apos tratamento com H,O, 0,5 mM por 2 h. A atividade
de p53 foi determinada pela atividade do gene repoérter luciferase no extrato celular, como descrito em Métodos.

*Significativamente diferente de SH ¢ WT na mesma condigdo (p < 0,001).
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4.2.4 SOD1 no nucleo dos neuroblastomas: proteina livre ou associada a cromatina

O western blot realizado com anti-corpo anti-SOD1 mostrou que os neuroblastomas
parentais (SH) e os neuroblastomas transfectados com SODI nativa (WT) ou SOD1 mutante
G93A (G93A) possuem SODI1 no nucleo, como uma proteina soluvel e também associada a
cromatina (figura 4.17). As células WT e G93A possuem mais SOD1 no nucleo do que a
célula SH, provavelmente devido a expressao duplicada de SOD1 nas células transformadas
(Carri, Ferri et al., 1997; Cerqueira, 2007). A presenga de SOD1 no nucleo de células de
mamifero ja foi descrita anteriormente (Slot, Geuze et al., 1986; Chang, Slot et al., 1988; Del
Maestro ¢ Mcdonald, 1989) e nossos resultados corroboram esta informagdo. Entretanto,
nossos resultados sdo contrastantes com aqueles de Sau e colaboradores (Sau, De Biasi et al.,
2007), que mostraram que a SOD1 G93A era excluida do nucleo de neurénios motores
imortalizados NSC34 em cultura. Diferencas metodologicas podem explicar esta discrepancia,
uma vez que eles usaram células de camundongo NSC34, e nds usamos neuroblastomas
humanos SH-SY5Y.

A SODI também foi isolada com as proteinas da cromatina. E improvavel que este
resultado seja contaminacdo da SODI1 da fragdo de proteinas nucleares soliiveis, uma vez que
a proteina nuclear soluvel c-Fos ndo foi detectada na fragdo da cromatina. J4 a histona H1,
proteina fortemente associada ao DNA, foi isolada somente na fragdo da cromatina. Portanto,
esta € a primeira vez que se observou que a SODI pode estar associada a cromatina,
sugerindo uma interagdo forte entre a proteina e o DNA. Além disso, o nivel de SOD1 G93A
associado a cromatina foi maior do que o da SODI1 nativa, indicando que a SOD1 mutante

possui maior afinidade pelo DNA (figura 4.17).
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Figura 4.17: Analise de western blot realizado com extrato de proteinas (40ug) nucleares soluveis (Nucleo
soluvel) e proteinas associadas ao DNA (Cromatina) obtidos de células SH-SY5Y parentais (SH), e transfectadas
com SODI1 nativa (WT) ou SOD1 mutante G93A (G93A). As proteinas c-Fos e histona H1 foram usadas como
marcadores de nucleo soluvel e cromatina, respectivamente, para normalizar a quantidade de proteina aplicada e

mostrar a pureza de cada fracao.

4.2.5 Atividade superoxido dismutasica e atividade peroxidasica da SOD1 no nucleo dos

neuroblastomas
Atividade superoxido dismutasica foi identificada no extrato de proteinas citosolicas e

no extrato de proteinas nucleares dos trés tipos celulares (figura 4.18).

Citoplasma Nucleo

Figura 4.18: Atividade superoxido dismutasica de extratos de proteinas citosélicas e nucleares (60 pg) obtidos
de células SH-SYSY parentais (SH), e transfectadas com SOD1 nativa (WT) ou SOD1 mutante G93A (G93A).
Um padrao de SOD1 humana pura (400 ng) foi aplicado como controle (SOD).
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A quantificacdo espectrofotométrica desta atividade mostrou que as células
transfectadas com SODI1 nativa (WT) ou SODI mutante G93A (G93A) possuem
aproximadamente duas vezes mais atividade SOD1 do que as células parentais (SH), tanto no
citosol (figura 4.19a), quanto no nucleo (figura 4.19b). Este resultado esta de acordo com a
quantidade duplicada de SOD1 na fragdo citosolica e na fragdo nuclear das células
transformadas (figura 4.17) e informa que a SODI G93A retém completa atividade
superoxido dismutasica no citosol e no nicleo das células SH-SYSY. A atividade SOD1 nos
extratos totais ja havia sido determinada por Carri e Cerqueira (Carri, Ferri et al., 1997;
Cerqueira, 2007). Os resultados aqui apresentados corroboram os dados apresentados

anteriormente ¢ quantificam pela primeira vez a atividade da SOD1 no nucleo das células SH,

WT e G93A.
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Figura 4.19: Atividade superdxido dismutasica de extratos de (a) proteinas totais (60 pg) e (b) proteinas
nucleares (60 pg) obtidos de células SH-SYSY parentais (SH), e transfectadas com SOD1 nativa (WT) ou SOD1
mutante G93A (G93A). Uma unidade de SOD1 foi definida como a quantidade de extrato que promoveu 50% de
inibi¢do na velocidade de redugdo do NBT, acompanhada pela absorbancia a 560 nm. *Significativamente

diferente de SH (p < 0,001).
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A atividade peroxidasica da SODI1 também foi quantificada no extrato total e extrato
nuclear dos trés tipos de células (SH, WT e G93A), através da analise da oxidagdo da DHR
pelos extratos celulares na presenga de peroxido. A DHR ndo foi oxidada pelos extratos
celulares ou pelo perdxido, separadamente. Um quelante de ferro e cobre (DTPA) foi
adicionado ao extrato para inibir a reagdo de Fenton apos a adicdo de H,0,, garantindo que
oxidagio da DHR fosse promovida pela atividade de peroxidases. E conhecido que a
atividade peroxidasica da SOD1 ¢ aumentada pela presenca de bicarbonato, enquanto que
outras peroxidases (citocromo C e peroxidase de raiz forte) ndo sofrem este efeito (Zhang,
Joseph et al., 2002; Kim, Lim et al., 2006). O aumento da oxida¢do de DHR causado pela
presenga de bicarbonato foi entdo atribuido a atividade peroxidéasica da SODI1 presente nos
extratos. A atividade peroxidéasica da SODI no extrato total obtido das células G93A foi
maior do que das células WT e SH (1,6 ¢ 3,2 vezes, respectivamente) (figura 4.20a). No
extrato nuclear das células G93A, a atividade peroxidasica da SOD1 também foi maior do que

das células WT e SH (2 e 3 vezes, respectivamente) (figura 4.20b).
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Figura 4.20: Atividade peroxidasica da SODI1 nos extratos de (a) proteinas totais (100 ug) e (b) proteinas
nucleares (100 pg) obtidos de células SH-SYSY parentais (SH), e transfectadas com SODI nativa (WT) ou
SOD1 mutante G93A (G93A). Uma unidade de SOD1 foi definida como a quantidade de extrato que promoveu
a oxidagdo da DHR na velocidade de 1 uM/min, acompanhada pela absorbancia a 500 nm devido a formacédo de
rodamina. Para determinacdo da atividade peroxidasica da SOD1, a velocidade de oxida¢do da DHR na auséncia
de bicarbonato foi subtraida da velocidade na presenca de bicarbonato. Significativamente diferente de *SH ou

"WT (p < 0,001).
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Utilizando o mesmo modelo celular aqui apresentado, Cerqueira ja havia descrito
maior atividade peroxidasica da SOD1 no extrato total de células G93A (Cerqueira, 2007).
Este resultado foi confirmado agora e, pela primeira vez, foi demonstrado que o extrato
nuclear das células G93A também apresenta maior atividade peroxidasica da SOD1 em
relacdo as células WT e SH. Cerqueira, Ciriolo ¢ Beretta também observaram maior geracao
intracelular de ROS nas células G93A, em relagdo as células WT e SH (Ciriolo, De Martino et
al., 2000; Beretta, Sala et al., 2003; Cerqueira, 2007). Zhang ¢ colaboradores mostraram
maior oxidacdo de 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCF) pelo extrato protéico obtido da
medula espinhal de camundongos expressando SOD1 G93A (Zhang, Joseph et al., 2002).
Além disso, ndo existem trabalhos com células de mamifero na literatura comparando a

atividade peroxidasica de SOD1s mutantes com a SOD1 nativa.

4.2.6 Determinacdo do consumo de ascorbato e da concentracéo intracelular de ascorbato
nas celulas SH-SY5Y utilizando microeletrodo modificado com filme de Oxido de ruténio
hexacianoferrato

Estes experimentos foram realizados em colabora¢do com o Dr. Thiago R.L.C. Paixao,
orientado pelo prof. Dr. Mauro Bertotti, no Departamento de Quimica Analitica do Instituto
de Quimica da USP. O microeletrodo de carbono vitreo modificado com filme de 6xido de
ruténio hexacianoferrato (RuOHCF) foi desenvolvido pelo Dr. Paixdo para detec¢do de
ascorbato intracelular. Devido a sua pequena dimensdo, o microeletrodo pode ser inserido em
uma unica célula em meio de cultura, sem danifica-la, e fazer uma medida seletiva da
quantidade de ascorbato intracelular in vivo, utilizando potencial de 0 V.

Inicialmente, foi avaliado se componentes do meio de cultura ou a glutationa reduzida
(GSH) interferiam na resposta do eletrodo, e se o eletrodo apresentava uma resposta linear a

concentragdes crescentes de ascorbato (figura 4.21).
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Figura 4.21: Sinal amperométrico registrado pela injecdo de 40 uL de GSH 100 mM a solug@o de trabalho (6
mL de MEM) (a). Aliquotas de acido ascorbico foram injetadas (b-g) para construgdo da curva de calibragdo de

correntes de estado estacionario pela concentragéo final de acido ascoérbico (AA) no meio (detalhe).

Os componentes do meio de cultura ndo apresentam resposta no microeletrodo, nem a
GSH (figura 4.21). Ja o ascorbato ¢ eficientemente oxidado, apresentando uma resposta linear
no microeletrodo que segue a equagdo (I / nA) = 0,00797 + 0,40107 (C / mM), com
coeficiente de correlagdo R? = 0,9986.

O consumo de ascorbato pelos trés tipos celulares (SH, WT e G93A) foi estudado.
Adicionou-se ao meio de cultura 0,2 mM de ascorbato e 0,5 mM de GSH (para evitar a

oxidacdo do ascorbato pelo ar). Medidas de corrente no meio de cultura foram tomadas de 1
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em 1 min por 3 h. Os valores de corrente foram convertidos a concentracao de ascorbato no
meio de cultura utilizando a equagdo da reta dada no paragrafo anterior. O decaimento da
corrente com o tempo, proporcional ao decaimeno da concentracio de ascorbato no meio, foi

acompanhado (figura 4.22).
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Figura 4.22: Decaimento da concentragdo de ascorbato (AA) no meio de cultura devido a captacdo pelas células.
Eixo y esquerdo: corrente em nA. Eixo y direito: concentragdo de ascorbato em mM. As células foram incubadas

por 3 h em meio MEM contendo GSH (0,5 mM) e ascorbato (0,2 mM).

O controle feito na auséncia de células mostrou que o ascorbato ndo foi oxidado pelo
ar na presenca de GSH durante o periodo do experimento (3 h), sugerindo que o decaimento
da concentragdo de ascorbato no meio de cultura ocorreu devido a captagdo de ascorbato pelas
cé¢lulas SH, WT e G93A. Sabe-se que as células SH-SYS5Y expressam receptores funcionais

de ascorbato (May, Li et al., 2006). Utilizando HPLC acoplado a deteccdo eletroquimica,
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May mostrou que a incubacao das células SH com ascorbato resulta em um consumo linear
por até 1 h, mas que ¢ possivel observar consumo até 18 h de incubag@o. Também relatou que
a absorc¢do de ascorbato atinge um valor maximo (7 mM intracelular) nas incubagdes com 0,2
mM de ascorbato no meio de cultura. Por esse motivo, esta concentragdo de ascorbato foi
escolhida para os experimentos aqui apresentados.

Ap6s 3 h de incubacdo, as células SH e WT consumiram cerca de 30% do ascorbato
presente no meio, enquanto as células G93A consumiram cerca de 50%. Ou seja, ndo houve
diferenga no consumo de ascorbato entre as células SH ¢ WT, e as células G93A consumiram
aproximadamente o dobro de ascorbato. A quantidade de células em cada poco foi
normalizada por contagem em hemocitdmetro (10°) e dosagem de proteina apds os
experimentos.

Sabe-se que o ascorbato ¢ um importante antioxidante em neurdnios, chegando a
atingir concentragdes intracelulares de 10 mM (Rice e Russo-Menna, 1998). As células
transfectadas com SOD G93A produzem maior quantidade de espécies reativas de oxigénio
do que as células controle (Beretta, Sala et al., 2003; Cerqueira, 2007), e apresentam nivel de
lesio em DNA e lipoperoxidagdo aumentados (item 4.2.2). Estes dados indicam que as
células G93A encontram-se em uma situagdo de estresse oxidativo, o que poderia justificar o
seu maior consumo de ascorbato.

O microeletrodo de RuOHCEF tipo agulha foi utilizado para medidas intracelulares da
concentragdo de ascobato nas células SH-SYSY nativas (SH). Nao foi possivel inserir o
eletrodo nas células WT ¢ G93A devido ao seu tamanho reduzido em relagdo as células SH.
Um aumento de corrente (90 pA) foi detectado quando o eletrodo foi inserido em uma unica
célula SH pré-incubada com ascorbato (figura 4.23b). Nenhum sinal foi observado quando o
eletrodo foi inserido em uma célula SH sem prévia incubagdo com ascorbato (figura 4.23a).

A concentragdo intracelular de ascorbato foi estimada em 1,3 mM através do valor da corrente
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transiente obtida apds a injecdo de ascorbato (I mM) neste mesmo sistema. Este valor esta de
acordo com o nivel intracelular de ascorbato descrito na literatura para esta linhagem celular,

variando de 0,5 a 6 mM (May, Li et al., 2006).
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Figura 4.23: Medidas de corrente monitoradas a 0 V vs eletrodo de Ag/AgCl com um eletrodo tipo agulha de
RuOHCF em uma unica célula SH-SY5Y em condigdes controle (a) e ap6s 3 h de incubagdo com 0,2 mM
ascorbato (b). A linha pontilhada (c) corresponde ao momento de insercdo do eletrodo na célula. O detalhe (d)

mostra uma imagem do eletrodo inserido na célula, adquirida em microscopio Optico.
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5. Discussao

5.1 Estudos in vitro com SOD1 bovina

Confirmou-se neste trabalho que a SOD1 pode promover a formagdo de quebras em
DNA ¢ a formagdo de 8-oxodGuo na presenca de H,O, in vitro (Kang e Kim, 1997; Kim, Lee
et al., 1998; Yoon, Koh et al., 2000; Han, Shen et al., 2007), ¢ foi mostrado pela primeira vez
que o sistema SOD1/H,0, pode promover a formacio de 1,N*-edGuo em DNA de timo de
bezerro.

A inibi¢do da formagdo de lesdes no DNA causada pela adi¢do de batocuproina indica
que a formagdo de quebras no DNA, 8-oxodGuo e 1,N*&dGuo é, principalmente, promovida
por ions de cobre liberados do sitio ativo da SOD1. Os dados obtidos pela formacdo do
complexo Cu(I)-batocuproina e pela perda da atividade SODI1 estdo de acordo com esta
hipotese, uma vez que os niveis mais altos de lesdo no DNA foram obtidos nas incubagdes
onde houve maior liberagao de cobre da SOD1 (incubagdes de SOD1 com 5 mM H,O; por 24
h). fons de cobre podem se ligar a0 DNA com alta afinidade (Sagripanti, Goering et al., 1991)
e catalisar a geragdo de radicais hidroxila in situ. Outra possibilidade ¢ a ligagao do cobre
liberado em outros sitios da propria SOD1, o que pode dar origem a radicais de aminoacidos
na superficie da proteina (Ramirez, Gomez Mejiba et al., 2005) capazes de oxidar residuos de
guanina no DNA. Uma transferéncia de elétron de uma guanina para um radical triptofanil na
superficie da SOD1 ¢ possivel, ja que o potencial de redu¢do da guanina e do triptofano sao
semelhantes (1,29 ¢ 1 V, respectivamente) (Butler, Land et al., 1986; Steenken e Jovanovic,
1997) e os potenciais reais podem ser ainda mais proximos, dependendo da vizinhanga dos
residuos. Se a SOD1 estiver associada ao DNA, a ligacdo do cobre liberado do sitio ativo a
batocuproina se torna muito menos provavel do que a sua ligacdo a outros sitios na proteina

ou ao DNA. Esta associagdo SODI1-DNA, meramente especulativa neste contexto, seria um
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mecanismo plausivel para explicar os danos em DNA formados mesmo na presenca da
batocuproina.

A adicdo de bicarbonato resultou em aumento significativo nos niveis de 8-oxodGuo e
1,N2-sdGuo no DNA incubado com SODI e 5 mM H,O, por 1 e 24 h. Os resultados
mostraram que, na presenca deste excesso de H>O,, o bicarbonato ndo foi capaz de impedir a
liberag¢do do cobre e a inativagdo da SODI. Isto significa que o efeito do bicarbonato sobre os
danos em DNA dependeu do cobre liberado do sitio ativo da SOD1. Esta hipotese ¢ reforgada
pelo fato que a adicdo de batocuproina praticamente inibiu o efeito do bicarbonato. Portanto,
neste trabalho, a atividade peroxidasica da SOD1 caracterizada pelo turnover da enzima e
produgdo de radical carbonato difusivel - revisado por (Medinas, Cerchiaro et al., 2007) - teve
pouca importancia na formacgao dos danos em DNA. O aumento das lesdes em DNA causado
pelo bicarbonato pode ser explicado por um efeito modulador do CO, em oxidagdes
catalisadas por cobre, como proposto por Ramirez e colaboradores (Ramirez, Mejiba et al.,
2005). Ramirez mostrou que o CO, impediu a fragmentacdo sitio-especifica da SODI1
promovida por radicais hidroxila, mas aumentou a formacdo de radicais de proteina
promovida por radicais carbonato. Uma modula¢do semelhante pode ter ocorrido no sistema
aqui estudado, e poderia explicar porque o bicarbonato aumentou os niveis de 8-oxodGuo. O
radical hidroxila pode oxidar as quatro bases e a ribose do DNA (Cadet, Delatour et al.,
1999). O radical carbonato, entretanto, por ser um oxidante mais fraco, ¢ capaz de oxidar
somente a guanina, que possui o0 menor potencial de reducdo (Shafirovich, Dourandin et al.,
2001). O efeito do bicarbonato também pode estar relacionado a sua habilidade de formar
complexos com ions metdlicos, como ferro, manganés e cobre, e entdo modular a sua
reatividade (Stadtman, Berlett et al., 1990; Arai, Berlett et al., 2005). O cobre pode ser
complexado pelo bicarbonato assim que ¢ liberado do sitio ativo da SODI, e este complexo

pode interagir de maneira diferente com o DNA ou com outros sitios na proteina. Esta
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hipétese pode explicar porque o bicarbonato aumentou os niveis de 8-oxodGuo e 1,N*edGuo

em DNA incubado com SOD1/H,0,.

batocuproina

HCO; J

oxidantes difusiveis
gerados no sitio ativo
da SOD1

geracdo de oxidantes in situ
catalisada pelo Cu(l) liberado da SOD1

CO,~

LI 1
| R H,N

N N

I
guebras no DNA &’
1,N 2-¢dGuo 8-oxodGuo

Esquema 5.1: Mecanismos envolvidos na formagao de lesdes no DNA promovidas pela SODI1 na prsenca de

H,0, e bicarbonato.
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5.2 Estudos com modelo celular de Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA)

Os neuroblastomas transfectados com SOD1 G93A possuem niveis aumentados de
danos no DNA, como evidenciado pelo ensaio cometa e pela quantificagdo de 8-oxodGuo e
1,N*-edGuo. Niveis elevados de 8-oxodGuo ja foram observados anteriormente no DNA de
pacientes ¢ animais modelo de ELA (Fitzmaurice, Shaw et al., 1996; Ferrante, Browne et al.,
1997; Bogdanov, Brown et al., 2000; Thara, Nobukuni et al., 2005), mas a quantificagdo de
eteno adutos de DNA nunca foi reportada em pacientes ou modelos da doenca. Niveis
elevados de eteno adutos ja foram associados ao envelhecimento e a doencas crdnicas
envolvidas com estresse redox, como ateroesclerose, Doen¢a de Wilson, Doenca de Crohn e
cancer hepatico (Nair, Sone et al., 1996; Nair, Carmichael et al., 1998; Nair, Sinitsina et al.,
2005; Nair, Gansauge et al., 2006; Nair, De Flora et al., 2007). Os niveis de eteno aduto
apresentados neste trabalho estdo de acordo com os niveis basais reportados na literatura (0-
30 adutos/10® dGuo) (Nair, 1999; Nair, Bartsch et al., 2007). Apesar dos niveis basais de 8-
oxodGuo (0,1-5 adutos/10° dGuo) serem sempre mais elevados, a 8-oxodGuo ¢ muito menos
mutagénica do que os eteno-adutos (Levine, Yang et al., 2000).

Ciriolo e Cerqueira mostraram que neuroblastomas transfectados com SOD1 G93A
possuem niveis elevados de marcadores apoptoticos (Ciriolo, De Martino et al., 2000;
Cerqueira, 2007) e da proteina p53 (Ciriolo, De Martino et al., 2000). Entretanto, o acimulo
de lesdo no DNA e a ativacdo de p53 nunca foram investigados em um mesmo trabalho. No
presente estudo, foi mostrado que o acumulo de lesdes no DNA das células G93A ¢
responsavel pela ativacdo da proteina p53, a qual desencadeia o processo apoptdtico. O
aumento do nivel de 8-oxodGuo na urina, sangue e fluido cerebro-espinhal de pacientes com
ELA foi correlacionado a severidade e a progressdo da doenga (Bogdanov, Brown et al.,
2000). Além disso, foi observado que pacientes de ELA possuem atividade alterada de

enzimas de reparo do DNA (Kisby, Milne et al., 1997; Shaikh e Martin, 2002; Kim,
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Engelhardt et al., 2004). Estas observa¢des indicam que o acimulo de danos no DNA pode
ser um mecanismo inicial na degeneracdo dos neur6nios motores, assim como o acumulo de
agregados protéicos (Julien, 2001) e a disfungdo mitocondrial (Bacman, Bradley et al., 2006),
que acabam desencadeando a apoptose via estresse do reticulo endoplasmatico (RE) ou da
mitocondria (Liu, Lillo et al., 2004; Ferri, Cozzolino et al., 2006; Yamagishi, Koyama et al.,

2007; Nishitoh, Kadowaki et al., 2008).
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Esquema 5.2: Mecanismos envolvidos na ativagdo da apoptose de neurdnios motores na patologia de ELA.
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A participacdo da apoptose na patologia de ELA foi contestada em alguns trabalhos,
devido a auséncia de marcadores apoptéticos na analise de tecidos de pacientes (He e Strong,
2000; Embacher, Kaufmann et al., 2001; Yamazaki, Esumi et al., 2005) ¢ também em
modelos animais (Martin, Liu et al., 2007). A grande limitagdao dos trabalhos feitos com
tecidos de pacientes é que sdo analises post-mortem, ou seja, no estadgio final da doenca. A
ativacao da apoptose pode ser um evento inicial na doenga que, com o agravamento dos
sintomas, pode adquirir um quadro mais proximo a necrose. J4 em animais modelo, ndo ¢
surpreendente 0 mecanismo de morte estar mais proximo de necrose do que de apoptose, uma
vez que o nivel de expressdo da SOD1 mutante ¢ muito elevado (cerca de 20 vezes) e os
animais desenvolvem os sintomas em tempo muito curto, em comparagdo com os humanos
(Gurney, Pu et al., 1994; Howland, Liu et al., 2002). Entretanto, outros trabalhos com
pacientes e animais modelo mostraram que vias apoptoticas estdo envolvidas na patologia de
ELA (Martin, 1999; Schoser, Wehling et al., 2001; Sathasivam e Shaw, 2005), inclusive a via
ativada pela proteina p53 (De La Monte, Sohn et al., 1998; Martin, 2000; Eve, Dennis et al.,
2007). Isto indica que o estudo de modelos celulares, com nivel de expressdo da SOD1 mais
proxima ao normal, sdo ainda necessarios para compreender os mecanismos iniciais da
patologia de ELA.

No presente trabalho, se propde que os danos em DNA observados no modelo celular
de ELA podem ser resultado direto da atividade peroxidasica da SOD1. A presenga da SOD1
no ntcleo de células de mamifero ja havia sido descrita anteriormente (Slot, Geuze et al.,
1986; Chang, Slot et al., 1988; Del Maestro ¢ Mcdonald, 1989). Os resultados aqui
apresentados corroboram esta informac¢do e mostram pela primeira vez que a SODI1 pode se
associar ao DNA. Tal fato tornou possivel uma correlagdo direta entre a atividade
peroxidasica da SOD1 mutante e o aumento dos niveis de lesio em DNA observados nas

células G93A. Uma vez associada ao DNA, a SOD1 G93A pode diretamente promover danos
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no DNA, através da geracdo de oxidantes in situ. Foi observado que a SOD1 G93A nuclear se
associa mais ao DNA e possui atividade peroxidasica aumentada em relagao a SODI nativa.
O aumento dos danos em DNA apos tratamento com H,O, foi muito mais pronunciado nas
células G93A, comparado com as células SH e WT, o que também pode ser um indicio da
maior atividade peroxidasica da enzima mutante presente no ntcleo celular. Este resultado ¢
muito valioso, uma vez que in Vvitro, nao existe diferenca entre a atividade peroxidasica da
SOD1 mutante e a SOD1 nativa (comunicacdo pessoal com Ohara Augusto). Isto porque in
Vivo a conformagdo da enzima mutante, inclusive o seu contetido de zinco e cobre, pode ser
muito diferente do que em um sistema in vitro simplificado, onde a interagdo com outras
biomoléculas é muito restrita. Quantificar a atividade peroxidasica da SODI in vivo ou em
extratos celulares ndo é uma tarefa facil, devido a extensa gama de interferentes existentes na
célula. Além de nos, poucos grupos se propuseram a realizar este trabalho (Zhang, Joseph et
al., 2002; Cerqueira, 2007), extremamente necessario para comprovar que as mutagdes na
SODI1 caracteristicas de ELA conferem maior atividade peroxidasica a enzima.

Os resultados sobre o consumo de ascorbato pelos neuroblastomas acrescentaram
informagdes inéditas e complementares aos resultados obtidos sobre lesdoes no DNA. Foi
mostrado que as células G93A consomem quase o dobro de ascorbato que as células SH e
WT, o que pode ser resultado da situagdo de estresse redox na qual se encontram as células
com SODI mutante. Devido a elevada concentragao do ascorbato em neurdnios, diversos
trabalhos buscam uma rela¢do entre um disturbio na homeostase de ascorbato ¢ a morte dos
neurdnios motores em ELA. E conhecido que a concentragio de ascorbato no sangue e nas
células diminui com a idade, e que existe um acoplamento entre a liberagdo de ascorbato ¢ a
captagdo de glutamato (Moor, Shohami et al., 2006). Além disso, a administra¢do de doses
altas de ascorbato aumentou o tempo de vida de animais modelo de ELA (Nagano, Fujii et al.,

2003).
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6. Conclusoes

As causas da morte dos neurdénios motores em ELA sdo ainda muito debatidas.
Acumulo de lesdes em biomoléculas, excitotoxicidade por glutamato, disfungdo e agregacao
de proteinas, problemas no transporte axonal e processos neuro-inflamatorios estdo
envolvidos neste complexo cenario. Mutagdes na SOD1 foram associadas a alguns casos
familiares de ELA, mas apesar de todo o progresso feito nos ultimos anos, o mecanismo
responsavel pela toxicidade das SOD1s mutantes ainda nao foi totalmente compreendido. Por
apresentar menor afinidade pelo zinco e diferente conformagdo, acredita-se que as SODI1s
mutantes possuam maior atividade peroxidasica. Esta atividade peroxidasica poderia estar
diretamente envolvida com o acimulo de lesdes em biomoléculas observado nos pacientes de
ELA. Estudos com sistemas modelo sdo ainda necessarios € podem ajudar a elucidar o papel
da atividade peroxidasica da SOD1 na complexa patologia de ELA.

O estudo in vitro aqui apresentado ajudou a compreender o mecanismo envolvido na
formag¢do de danos em DNA promovida pelo sistema SODI1/H,0,/HCO;5’, mostrando a
participagdo do radical carbonato e o papel central de ions de cobre liberados do sitio ativo da
enzima. Concentracdes elevadas de cobre foram detectadas em pacientes de ELA e outras
doengas neurodegenerativas, como Alzheimer ¢ Parkinson (Sayre, Smith et al., 2001;
Doraiswamy e Finefrock, 2004; Thara, Nobukuni et al., 2005; Tabner, El-Agnaf et al., 2005).
Sabe-se que excesso de cobre pode desencadear apoptose neuronal (Levenson, 2005). A
SODI1 ¢ uma enzima muito abundante no sistema nervoso (aproximadamente 0,2% da
proteina total) e um dos principais estoques intracelulares de cobre (Rotilio, Calabrese et al.,
1972). Portanto, a liberagao do cobre da SOD1 pode ter um papel importante na formacao de
danos a biomoléculas nos neuronios.

Utilizando um modelo celular de ELA, foi observado pela primeira vez que a SODI

pode estar associada a cromatina, e que a SOD1 G93A possui maior afinidade pelo DNA.
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Além disso, os resultados obtidos apontaram para uma atividade pré-oxidante e pro-
apoptotica da SOD1 G93A no nucleo, e indicaram que lesdes no DNA podem ter um papel
importante no mecanismo de morte dos neur6nios motores na patologia de ELA, via ativagao
de p53. A toxicidade das SOD1s mutantes foi muito associada ao seu recrutamento para a
mitocondria e reticulo endoplasmatico (RE), desencadeando o processo de apoptose (Liu,
Lillo et al., 2004; Ferri, Cozzolino et al., 2006; Yamagishi, Koyama et al., 2007; Nishitoh,
Kadowaki et al., 2008). Neste trabalho, ¢ proposto que o recrutamento da SOD1 G93A para o
nucleo pode ser tdo toéxico quanto para a mitocondria e RE, uma vez que a enzima pode se
associar ao DNA e promover diretamente danos nesta biomolécula, desencadeando o processo
apoptotico via ativagdo da proteina p53.

A eficiéncia do microeletrodo modificado com filme de RuOHCF como um sensor de
ascorbato em meio de cultura e no meio intracelular foi comprovada. O microeletrodo se
mostrou muito sensivel e seletivo, sendo adequado para monitorar o consumo de ascorbato
em ambientes celulares. O microeletrodo ¢ uma ferramenta potente para estudos in situ,
permitindo determinar a concentracdo de ascorbato dentro de uma unica célula. Utilizando
este microeletrodo, observou-se que as células G93A consomem mais ascorbato do que as
células controle, indicando que uma alteracdo na homeostase do ascorbato pode estar

envolvida em ELA.
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7. Considerac0es finais e perspectivas

O projeto de doutorado que se finaliza com esta tese teve desde o inicio duas frentes
de interesse: estudar os mecanismos da atividade peroxidasica da SOD1 e buscar evidéncias
do envolvimento desta atividade na patologia de ELA. Para o estudo dos mecanismos da
atividade peroxidasica da SODI1, foram conduzidos experimentos in vitro com a SODI1
bovina. E para o estudo da atividade peroxidasica da SOD1 em um modelo celular de ELA,
foram utilizados os neuroblastomas transfectados com SOD1 mutante G93A. Em ambas as
frentes, o DNA ganhou o foco central dos experimentos, sendo utilizado como biomolécula
alvo nos estudos in vitro, ¢ como biomarcador nos estudos celulares. A quantificagdo de
lesdes no DNA trouxe informagdes muito valiosas sobre o comportamento da SOD1 na
presenga de H,O,, principalmente sobre a alteracdo da afinidade do sitio ativo da enzima pelo
cobre. A homeostase do cobre é um assunto de extrema relevancia bioldgica, mas nao trata
propriamente da atividade peroxidasica da SOD1, e sim de um papel pro-oxidante da enzima.
No modelo celular de ELA, a quantificacdo de lesdes no DNA permitiu confirmar o carater
pré-oxidante e pro-apoptotico da SOD1 mutante G93A. A atencdo ao nucleo das células
culminou na mais importante descoberta deste trabalho: a interagdao entre a SOD1 e o DNA.
Um assunto nunca antes abordado na literatura, talvez um novo papel para esta enzima tao
abundante nas células, e um novo elemento na complexa conexao entre SOD1 e ELA. Cada
uma das frentes trouxe contribuigdes independentes sobre SOD1 e ELA, a qual estd muito
longe de estar completa. Curiosamente, uma perspectiva unica resultou das duas abordagens:
estudar a natureza da interacdo entre SOD1 e DNA e descobrir se esta interacdo possui um

papel no metabolismo normal da célula e na patologia de ELA.
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