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Resumo do projeto final apresentado ao Instituto de Quimica como parte dos
requisitos necessarios para conclusdo do curso de Quimica com Atribuicbes

Tecnoldgicas.

IMPACTO DA GLICAGAO NAFORMAGAO DE AGREGADOS DA COBRE/ZINCO
SUPEROXIDO DISMUTASE 1 E SUARELAGAO COM A ESCLEROSE LATERAL
AMIOTROFICA

Gabriel Freitas de Souza
Orientadora: Prof. Elis Cristina Araujo Eleutherio
Co-orientador: Prof. Cristian Follmer

A esclerose lateral amiotréfica (ELA) é uma doenga agressiva, progressiva e fatal
que afeta os neurbnios motores. A proteopatia da enzima Cu/Zn superdxido
dismutase 1 (SOD1) é comum a todos os tipos de ELA (familial ou esporadica,
ligadas ou ndo a mutagdes, respectivamente), sendo encontrada mal enovelada em
regides que apresentam degeneragdo nos pacientes. Além de ser uma enzima
antioxidante, SOD1 regula outros processos que sao importantes para o
funcionamento do sistema nervoso central, como a resposta ao estresse oxidativo,
a produgao de espécies reativas de oxigénio pela cadeia respiratoria, a expressao
de genes de defesa antioxidante, o processamento de RNA e a glicdlise aerodbica.
Portanto, danos irreversiveis a SOD1, como oxidagdo e glicagdo, afetariam a
estabilidade estrutural da SOD1, levando ao acumulo de SOD1 mal enovelada e a
consequente perda de fungcédo. Tendo em vista que o agente glicante metilglioxal
(MGO), subproduto téxico do metabolismo de carboidratos, é capaz de induzir a
formacdo de agregados de proteinas ligadas as doengas neurodegenerativas,
neste trabalho buscou-se avaliar o efeito do MGO na agregacédo da SOD1 humana
WT e A4V, uma mutacao agressiva para casos de ELA familial, e verificar se o
acgucar trealose apresenta capacidade de inibir a agregacao e proteger a proteina
contra danos. Foi possivel verificar que a trealose se mostrou eficaz na diminuigcéao
dos niveis de oligdmeros de SOD1WT, realizando prote¢ao contra danos mediados
pelo MGO. Os resultados obtidos para a SOD1A4V mostraram a formagao de
espécies de alta massa molecular, maiores que os oligbmeros de SOD1WT,
formados durante a cinética de agregacao, podendo ser a presenca da mutagao



um fator essencial para a desestabilizacdo da proteina e o desenvolvimento de
espécies distintas das formadas para a SOD1WT. Além disso, o tratamento da
SOD1A4V com trealose se mostrou eficaz para a diminuicdo da formacao de

espécies de alta massa molecular, mostrando a capacidade protetora deste agucar

contra a agregacao.
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1. Introducgao
1.1. Esclerose lateral amiotréfica (ELA)

A ELA é uma doenga neurodegenerativa progressiva e rara, capaz de afetar
os neurbnios motores superiores, localizados no cértex cerebral, € os neurdnios
motores inferiores, localizados na medula espinhal. Apresenta o desenvolvimento
de sintomas como fraqueza muscular, atrofia e, eventualmente, paralisia, que
frequentemente causa morte devido a insuficiéncia respiratoria neuromuscular
(FIRSTENFELD et al., 2023). Devido a rapida progressao dos sintomas, €&
caracterizada como uma doenga agressiva, apresentando uma expectativa de vida
média dos pacientes em torno de 3 a 5 anos apéds o inicio dos sintomas, tendo um
alto grau de variabilidade na idade de inicio dos sintomas, na regido e na
progressao da doenca (MASRORI; VAN DAMME, 2020).

A ELA pode ser dividida entre casos do tipo esporadico (ELAe), onde os
pacientes ndo apresentam quadros da doenca na familia, compondo 90-95% dos
casos, e familial (ELAf), onde os pacientes apresentam quadro da doenga na
familia, compondo 5-10% dos casos. A incidéncia da doenga atinge cerca de 5 por
100.000 pessoas mundialmente por ano na faixa etaria com maior risco de
desenvolver ELA (45-75 anos), com a idade média no inicio dos sintomas variavel:
58-63 anos para ELAe e 40-60 anos para ELAf (TALBOTT et al., 2016; AL-KHAYRI
et al, 2024).

E possivel verificar uma conexdo entre o desenvolvimento da doenca e a
idade avancada dos pacientes, correlacionando a ELA com o processo de
envelhecimento celular e o aumento do estresse oxidativo presente nas células. O
envelhecimento é o principal fator de muitas doencas, incluindo cancer, doengas
metabdlicas, cardiacas e neurodegenerativas, estando ligado a uma perda de
homeostase, envolvendo degradacdo de componentes estruturais, manutengao
celular reduzida e uma diminuigcao na fungao fisiolégica e metabolismo geral (SIES,
2015). Atualmente, as duas principais teorias existentes para explicar o estresse
oxidativo: i) a teoria dos radicais livres de Harman, 1956, que relaciona alteragdes
na funcdo metabdlica e mitocondrial normais induzidas pela producao de radicais
livres, que causam danos e desenvolvem o envelhecimento (HARMAN, 1956); ii) a
teoria mitocondrial do envelhecimento de Miquel e colaboradores, 1980, que
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postula que o desequilibrio entre a producéo de radicais livres e os mecanismos de

protegao é o principal responsavel pelo envelhecimento (MIQUEL et al., 1980).

Em geral, as doengas neurodegenerativas podem apresentar como marca
neuropatolégica a presenca de agregados e inclusdes como, por exemplo, a
agregacgao de alfa-sinucleina e beta-amiloide/tau em doenca de Parkinson e
Alzheimer, respectivamente (DUGGER; DICKSON, 2017). A agregagédo pode
ocorrer como resultado da associacao entre conformacdes proteicas ndo nativas,
através de contatos intermoleculares, promovendo a formagédo de oligbmeros,
agregados amorfos ou agregados fibrilares altamente ordenados, chamados
agregados amiloides. A ELA também é caracterizada pela agregag¢ao e acumulo de
proteinas mal-enoveladas em neurdnios motores que podem levar a toxicidade e
degeneragao (HARDIMAN, 2017).

Uma proteina que apresenta destaque na patologia de agregacao envolvida
na ELA, presente nos casos esporadico e familial, € a Cu/Zn superéxido dismutase
1 (SOD1). Na ELAf, essa proteina foi relacionada com a doenca através da
presenca de mutag¢des, onde esta presente em 20% dos casos relacionados com
ELAf e, para a ELAe, foi relacionada a partir da presenga da proteina mal
enovelamento (SRINIVASAN e RAJASEKARAN, 2020).

1.2. CulZn superéxido dismutase 1
1.2.1. Estrutura

A SOD1 é uma metaloenzima homodimérica de 32kDa, composta por uma
subunidade monomérica de 153 aminoacidos. Apresentando uma estrutura sub-
dividida em 3 segmentos principais: N-terminal (residuos 1-37), que contém os 3
primeiros dominios de fita B; residuos 38—-90, que compreende o loop de zinco e
dois dominios de fita 3; C-terminal (residuos 91-153), onde se encontram os outros
3 dominios da fita B e um Joop eletrostatico, que tem importancia catalitica e
estrutural (figura 1A-B) (ELEUTHERIO et al., 2021).

Cada subunidade contém cofatores metalicos de Cu?* e Zn?* que
apresentam funcgdes catalitica e estrutural, respectivamente. A regiao de ligagao
com o ion Cu?* é caracterizada como regido de loop eletrostatico, apresentando
aminoacidos carregados positivamente e polares como Lys136, Thr137 e Arg143,
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que desempenham um papel essencial na dismutacdo do radical superéxido
atuando no enderegamento para o sitio catalitico da enzima, convertendo o radical
em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular, sendo esta a principal fungéo
descrita para a proteina. A formagado de uma ligacdo dissulfeto intra-subunidade
entre Cys57 e Cys146 restringem o movimento do /oop de zinco criando a interface
homodimérica da SOD1 e formagdo de quatro ligagdes de hidrogénio entre
residuos de aminoacidos presentes na interface do dimero, estabilizando-o
(HORNBERG et al., 2007; BIAN et al, 2022).

Na estrutura da SOD1, o Zn?* é coordenado por residuos de His63, His71,
His80 e Asp83 que formam o loop de zinco, tendo a His63, coordenando
simultaneamente o Zn?* e o Cu?* através de uma cadeia lateral de imidazol em
conjunto com trés outros residuos de histidina. Todos os residuos que se ligam ao
Zn?* estdao numa regido do loop conformacionalmente flexivel, mas trés dos quatro
ligados do Cu?* estdo estruturados na folha B, com ou sem a presenga do metal.
Por outro lado, o Cu?* se coordena com os residuos His46, His48, His63 e His120,
formando a interface do loop eletrostatico (figura 1C-D) (CHATTOPADHYAY e
VALENTINE, 2009; ELEUTHERIO et al., 2021).
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Figura 1. Representagdes estruturais da SOD1. (A) Sequéncia primaria de aminoacidos da SOD1
com as regides das fitas-f em destaque. Alguns residuos foram destacados: em verde, residuos
localizados na interface dimérica; em azul e vermelho, residuos importantes para a ligagdo com
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metais; e em amarelo, residuos de cisteina ligados pela ligagéo dissulfidica. (B) Estrutura terciaria
da SOD1 mostrando as oito fitas-B formando a conformagédo de chave grega barril-B. (C-D)
Representagao das ligagdes e interagdes entre os residuos de histidina e o ion Cu?* (esfera laranja)
no loop eletrostatico. Os bastdes vermelhos representam moléculas de agua. Retirado de Eleutherio
et. al., Arch. Biochem. Biophys., 2021 (ELEUTHERIO et al., 2021).

A SOD1 pode ser classificada como uma proteina intrinsecamente
desordenada, n&do possuindo uma estrutura secundaria/terciaria estavel em
condi¢des fisiologicas, apresentando elementos de estrutura conformacional
transiente. Por possuir essa caracteristica, apresenta grande capacidade de se ligar
a diferentes alvos moleculares, desempenhando diferentes funcbes como

regulacao, sinalizagao e controle (ELEUTHERIO et al., 2021).

1.2.2. Fungodes da SOD1

A SOD1 foi descrita inicialmente por sua funcio catalitica, realizando a
dismutacgao de radicais superdoxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular
(FRIDOVICH, 1995). Esse processo € dividido em duas etapas, sendo a primeira
uma oxidagao do radical superoxido a oxigénio molecular, realizando a redugao do
Cu?* para Cu* no sitio catalitico e, posteriormente, o metal é reoxidado a Cu?* a

partir da reducéo do radical a peréxido de hidrogénio (Figura 2).

(1) O, +Cu® —> 0,+Cu*

(2) O, +2H*+Cu* —— H,0, + Cu**

(3) 20,~+2H* —— 0,+H,0,

Figura 2. Reagéo enzimatica de dismutagédo do radical superoxido. (1) Reagdo de oxidagao do
superoxido em oxigénio molecular, reduzindo o ion de cobre. (2) Reacgao de reducgéo do radical em
peroxido de hidrogénio, restaurando o ion Cu?*. (3) Reag&o global de dismutagdo do radical
superoxido.

Além de sua funcdo catalitica, a SOD1 apresenta outras atribui¢cdes ja
identificadas. Em resposta ao estresse oxidativo e ao aumento de peroxido de
hidrogénio nas células, a SOD1 pode funcionar como um fator de transcricao
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nuclear, migrando para o nucleo e ativando promotores de defesa da célula como
genes envolvidos na resposta ao estresse, dano ao DNA e na defesa antioxidante
(TSANG et al.,, 2014). Em estudos com leveduras, os genes-alvo da SOD1
incluiram aspectos relacionados a resisténcia ao estresse oxidativo, reparo de
danos ao DNA e a manutengao da estabilidade do genoma (INOUE et al., 2010).
Esse mecanismo de protecdo da SOD1 esta intimamente associado a modificagéo
pos-traducional via fosforilagdo dos residuos de Ser59 e Ser98, que servem como

um sinal para direcionar a proteina ao nucleo (TSANG et al., 2014).

A SOD1 pode também interagir com o complexo | da cadeia respiratéria na
mitocdndria para regular a taxa respiratoria e a producéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), sendo esta funcdo modulada pela SIRTS, capaz de reverter a
succinilagdo da SOD1 na Lys122 permitindo a interagdo da proteina com o
complexo |, uma vez que isso ndo ocorreria com a enzima na forma succinilada
(LIN et al., 2013; BANKS et al., 2017).

No citoplasma, onde esta presente em maior quantidade, a SOD1 consegue
se ligar a gama-caseina quinase 1 (CK1y), estabilizando-a. Essa estabilizagédo
sinaliza um aumento na absorgéo de glicose pelas células e favorece a glicélise
aerobica (ELEUTHERIO et al., 2021). Esse processo ocorre devido a atividade
enzimatica da SOD1, que, ao se ligar a CK1y, promove a formacgao de H2O.. Este,
por sua vez, reage com a quinase, oxidando os residuos de Lys383, Lys386 e
Lys390, o que impede que a CK1y seja ubiquitinada e levada a degradagao
(REDDI; CULOTTA, 2013). Além disso, outra forma de regulagao desta via ocorre
pelo complexo mMTORC1, que controla a atividade da SOD1 por meio da fosforilagao
da proteina em Thr39 (TSANG et al, 2018).

Além da protecao antioxidante da célula, estas diversas fungdes da SOD1
evidenciam sua importancia, na manutencao de um ambiente celular saudavel e
equilibrado, sugerindo que sua disfuncdo pode prejudicar de forma severa a

viabilidade e a manutencgao celular.

1.2.3. Mutagoes na SOD1

Mais de 200 mutagdes ja foram identificadas na SOD1 estando relacionadas
com a ELA familial (KALIA et al, 2023). A maioria dessas mutagdes levam a
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substituicdo em um aminoacido especifico, mas outras podem levar a delec¢des,
insercdes, truncamentos ou alteracdo na sequéncia de leitura no momento de sua
traducao (VALENTINE et al., 2005; WANG et al, 2024).

Dependendo da localizagdo em que ocorre a substituicdo do aminoacido na
mutacgao, temos um efeito especifico na estabilidade, conformacgao e enovelamento
da proteina. A mutante Ala4Val causa repulsao eletrostatica em torno do local da
mutacdo, enquanto lle113Thr e lle149Thr interrompem as interagdes de Van der
Waals na interface do dimero e no interior da proteina, respectivamente (figura 3A).
Nas conformagdes de loop da proteina, mutagbes como Gly93Ala e Gly37Arg,
causam repulséo entre o loop lll e loop V e entre o loop Il e loop |ll, respectivamente
(figura 3B). Mutantes em residuos de barril-B como Leu38Val interrompem as
interagdes de Van der Waals no interior da SOD1 e His43Arg quebram uma rede
de ligagbes de hidrogénio estabilizadoras (figura 3C). Mutantes da regido de
ligacdo metalica como Gly85Arg causa repulsdo e desestabiliza a ligagdo com
zinco, enquanto His46Arg evita a ligacao do cobre e desestabiliza o circuito
eletrostatico (figura 3D). (WRIGHT et al., 2019).

A) Mutantes de interface dimérica
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Figura 3. Exemplos de mutagbes em diferentes regides ao longo da SOD1. (A) Residuos
modificados na regido de interface dimérica. (B) Residuos modificados na regido de loop da
proteina. (C) Residuos modificados na regido de barril beta. (D) Residuos modificados na regido de
formagéo de ligagdo com cobre e zinco. Adaptado de Wright et al., Quat. Rev. Bioph., 2019 (WRIGHT
et al., 2019).

20



A mutagdo A4V é a mais frequentemente associada a ELA nos Estados
Unidos, presente em cerca de 50% dos pacientes com ELA associados a SOD1
(GIANNAKOQU et al, 2024). Individuos com a mutagdo A4V podem desenvolver a
doenca em qualquer idade, com uma sobrevida média de apenas 1,4 anos apds 0s
primeiros sintomas, mostrando ser uma forma muito agressiva da doenca.
Fenotipicamente, a mutacdo A4V é marcada por um inicio repentino e acentuado
dos sintomas, com uma progressdao da doenga bastante rapida, geralmente
manifestando-se como fraqueza muscular nos membros ou nos musculos bulbares
(KAUR et al., 2016).

Foi demonstrado em um estudo realizado por Brasil e colaboradores,
utilizando modelos de Saccharomyces cerevisiae e célula animal H4, que a
mutacdo SOD1-A4V apresentou uma menor atividade enzimatica, prejudicando a
conversao de EROs, levando ao acumulo e causando danos as proteinas e lipidios,
uma maior formacgao de inclusdes citoplasmaticas e um aumento na toxicidade, em

comparagao com a SOD1 selvagem (BRASIL et al., 2019).

1.3. Modificagoes pds-traducionais

Modificagdes pds-traducionais (MPTs) sao ligagdes covalentes que podem
ocorrer nas proteinas de forma enzimatica ou ndo enzimatica, inserindo grupos
quimicos especificos nas cadeias laterais dos aminoacidos constituintes das
proteinas. As MPTs podem afetar aspectos das proteinas como, por exemplo,
localizagdo, funcdo e enovelamento, sendo fundamental para a estabilidade
proteolitica de uma proteina. Em geral, as MPTs mais estudadas nas proteinas séao
fosforilagdo, acetilacdo, metilagdo, glicosilacdo, palmitoilacdo, glicacdo e
nitrosilagcao (LEE et al., 2023).

A SOD1 pode sofrer diferentes MPTs reversiveis que sao fundamentais para
o papel que a proteina desenvolve na célula, modulando sua funcao e localizagao.
Como exemplo, fosforilagdes nos residuos de Ser59 e Ser98, promovem a
localizagdo nuclear da SOD1 na presenca de estresse oxidativo, ativando
promotores de defesa contra o estresse e dano ao DNA e na defesa antioxidante
(figura 4?) (TSANG et al., 2014); além de acetilagdes na Lys122, modulada pela

SIRTS5, que altera a capacidade de interagao entre a SOD1 e o complexo | da cadeia
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transportadora de elétrons, modulando a respiracao e a formagao de EROs (figura
4B) (BANKS et al., 2017).

Além disso, MPTs irreversiveis podem ocorrer na SOD1 de forma a
prejudicar a sua estabilidade e enovelamento, propiciando processos de agregagao
da proteina (BANKS et al., 2017). Devido ao seu papel na dismutagéo do radical
superoéxido, a SOD1 tem uma grande propensao a sofrer danos oxidativos, como
a introducdo de grupos carbonila nos residuos de histidina, lisina, arginina,
treonina, prolina e cisteina (ELEUTHERIO et al., 2021). Além disso, o processo de
envelhecimento celular e o aumento do estresse oxidativo levam a uma maior

propensao de ocorréncia destas alteragcdes nas células (BAEK et al, 2022).
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Figura 4. (A) Representagao do transporte da SOD1 para o nucleo quando fosforilada em Ser59 e
Ser98, ativando genes de resposta contra o estresse oxidativo. (B) Representacdo da modulagao
da acetilagdo em Lys122 e a capacidade de interagdo entre SOD1 e complexo | da cadeia
transportadora de elétrons. Adaptado de Eleutherio et. al., Arch. Biochem. Biophys., 2021
(ELEUTHERIO et al., 2021).

Guareschi e colaboradores demonstraram que a SOD1 do tipo selvagem
apresenta hiperagregacdo quando oxidada, tendo uma forte correlagdo entre os
danos oxidativos e o processo de desenvolvimento da patologia ligada a SOD1 em
casos de ELAe (GUARESCHI et al., 2012). Além disso, pacientes com ELA que
apresentam SOD1 com deficiéncia de Zn?* mostram um aumento significativo de
oxidagoes nos residuos de His48 e His63 na SOD1 localizada na medula espinhal
ventral (TRIST et al., 2022b). Oxidacdes nos residuos de Trp32 levam a formacéao
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de ligagdes covalentes de ditriptofano entre os triptofanos dos monémeros,
resultando no mal enovelamento da SOD1, oligomerizagdo e agregagdo nao
amiloide da proteina (COELHO et al., 2014; FIGUEROA et al, 2020). Em adigéao,
mutantes de SOD1, caracteristicos de ELAf, como as mutacdes G93A, A4V e L38Y,
apresentam niveis mais altos de carbonilagdo do que SOD1WT, em neuroglioma
(BRASIL et al., 2018).

Mesmo com a grande énfase nos estudos de oxidagdo da SOD1, sua relagao
com o processo de envelhecimento e desenvolvimento da patologia de ELA, outra
modificagao irreversivel que pode ser abordada e relacionada com doencas
neurodegenerativas € a glicagdo, muito correlacionada com doengas de Parkinson
e Alzheimer (LI et al., 2013; VICENTE MIRANDA et al., 2017; FARZADFARD et al.,
2022).

1.3.1. Glicagao

A glicacdo € uma MPTs irreversivel ndo enzimatica que pode ocorrer em
residuos de lisina e arginina a partir de agucares redutores (D-Ribose e D-Glicose)
ou derivados do metabolismo de glicidios (Glioxal e Metilglioxal) (SIRANGELO et
al., 2016). A modificacdo de glicagao leva a produgcado de agentes de glicagao
avancada (AGEs — Advancend Glycation End-products) que séo criados por meio
de condensacéao entre grupos carbonila e grupos amina livres de acidos nucleicos,
proteinas ou lipidios, seguida por rearranjos adicionais produzindo produtos finais
estaveis e irreversiveis (TWARDA-CLAPA et al., 2022). Os AGEs sao capazes de
interagir com a proteina receptora de agentes de glicagdo avangada (RAGE)
promovendo o estresse oxidativo e levando a produgdo de citocinas proé-
inflamatorias e reagdes inflamatérias (SHEN et al., 2020). Além disso, foi
demonstrando que o acumulo de agregados de proteinas nas células pode ser
favorecido pelo de glicagdo (HAQUE et al., 2019).

O metilglioxal (MGO) pode ser formado nas células majoritariamente como
um subproduto da via glicolitica, a partir dos intermediarios gliceraldeido-3-fosfato
e dihidroxiacetona-fosfato, por acdo da metilglioxal sintase (KALAPOS, 1999).
Alternativamente, o MGO pode ser produzido de forma espontanea a partir da
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) via perda do grupamento fosfato. (POLYKRETIS
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et al, 2020). Por se tratar de uma molécula dicarbonil reativa, o MGO pode ser um
agente que leva a formacdo de AGEs, contribuindo para disfuncao celular e
tecidual. As células apresentam como via principal de degradag¢ao do MGO a via
das glioxalases, onde a glioxalase 1 (GLO1) e a glioxalase 2 (GLO2), junto com o
GSH reduzido, transformam o MGO em D-lactato, protegendo a célula desse
composto (figura 5) (ALHUJAILY, 2024).

Estudos demonstraram que ha uma forte correlacdo entre a queda da
sintese da GLO1 e o processo de envelhecimento, apresentando uma diminui¢ao
progressiva dessa enzima nos neur6nios e comprometendo a protecao contra o
agente glicante (KUHLA et al., 2006; YANG et al, 2022). Juntamente com essa
queda, hd um aumento de formagdo de AGEs durante o envelhecimento,
mostrando uma maior suscetibilidade de danos de glicagao de proteinas e outras
biomoléculas (LUTH et al., 2005; YANG et al, 2022).
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Figura 5. Formacao de metilglioxal a partir de intermediarios da via glicolitica e via de degradagéo
do metilglioxal pela via das glioxalases em célula neural (GAFFNEY et al, 2020).

Os danos mediados por MGO em SOD1 podem ocorrer em residuos de

lisina, arginina e cisteinas, que podem levar a alteragdo das cadeias laterais destes
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aminoacidos e instabilidade e perda de conformagdo da SOD1 (POLYKRETIS et
al., 2020). Essas modificacdes nas cadeias laterais podem ser observadas na
figura 6, mostrando mudanca de carga, polaridade e formagdao de adutos que

podem ajudar no processo de agregacao de proteinas.
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Figura 6. Danos em cadeias laterais de residuos de proteinas ocasionados pelo MGO. (A) Reagao
do MGO com residuo de arginina formando o intermediario metilglioxal hidroimidazolona, que se
desenvolve para os trés isbmeros MG-H1, MG-H2 e MG-H3, sendo o MG-H3 sofrendo hidrdlise e
formando o N7 -carboxietil arginina (CEA). (B) Reagdo do MGO com residuo de lisina formando o
N-g-(carboxietil)lisina. (C) Reagdo do MGO com residuo de cisteina levando a formacgado do
hemimercaptal, que pode formar adutos inter e intramoleculares ao reagir com grupo amino de
outras moléculas (D). Adaptado de Polykretis et al., Redox Biol., 2020 (POLYKRETIS et al., 2020)

Sirangelo e colaboradores foram capazes de demonstrar que a SOD1 sofre
glicacdo mediada por MGO in vitro, induzindo o desenovelamento e perda da
estrutura secundaria da proteina, podendo levar ao processo de agregacao da
proteina (SIRANGELO et al., 2016). Além disso, estudo realizado por Trist e
colaboradores, utilizando tecido post-mortem de pacientes com ELAf demonstrou
niveis de AGEs aumentados nos residuos de Lys122 e Lys128 do /oop eletrostatico
da SOD1 mutante isolada da medula espinhal ventral, onde a alteracdo de carga
liquida desses residuos afetados por MTPs pode prejudicar o enderegamento do

radical superdxido no sitio ativo da SOD1 e alterar as ligacoes estabilizadoras entre
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o loop eletrostatico e ligacdo dissulfeto, promovendo desenovelamento e
agregacao da proteina (TRIST et al., 2022b).

Um estudo recente realizado por Monteiro Neto e colaboradores demonstrou
um aumento de aglomerados de SOD1 humana selvagem em Saccharomyces
cerevisiae, contendo delegdo no gene que expressa a GLO1 e submetida a um
processo de envelhecimento, correlacionando assim a perturbacdo na via das
glioxalases e o desenvolvimento da patologia de ELAe (MONTEIRO NETO et al.,
2023).

1.4. Tratamentos para ELA

A ELA é uma doenca ainda sem cura, sendo necessaria a busca de
tratamentos que aumentem a expectativa e qualidade de vida dos pacientes.
Atualmente, ndo ha tratamento eficaz disponivel para pacientes com ELA, apenas
medicamentos paliativos que aumentam a sobrevida dos pacientes, retardando o
desenvolvimento dos sintomas (SHOESMITH, 2023). Dentre os medicamentos ja
aprovados pela FDA (food and drug administration), o Riluzol, o Edaravone e o
Tofersen sdo os mais conhecidos para o tratamento da ELA (JAISWAL, 2019;
EVERETT; BUCELLI, 2024).

O Riluzol atua inibindo a liberagao do glutamato cuja liberagao excessiva em
neurdnios ou em ceélulas gliais causa danos e morte celular. Esse medicamento
atua prolongando a sobrevivéncia do paciente com ELA em cerca de trés meses,
mas nao apresentando uma melhora na sua qualidade de vida (ELMANSY et al,
2023). O Edaravone atua como um eliminador de radicais livres reduzindo o
estresse oxidativo nos neurbnios motores, protegendo de danos adicionais,
apresentando um efeito retardante da progressao da doenca em estagios iniciais
(YOSHINO, 2019). O Tofersen atua reduzindo a producédo de SOD1 a partir de um
oligonucleotideo antisense, impedindo a traducdo da proteina, sendo um
medicamento indicado para casos de ELAf, ligados a mutagdes na SOD1
(EVERETT; BUCELLI, 2024; MILLER et al., 2022).

No entanto, junto com os efeitos benéficos para o prolongamento da
sobrevida dos pacientes, os tratamentos presentes no mercado até o momento

apresentam desvantagens que variam desde seus efeitos adversos relatados em
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ensaios clinicos até o alto custo para manter o tratamento durante todo o curso da
doenca, além da baixa eficiéncia no prolongamento da sobrevida (MILLER et al.,
2022; GENGE et al., 2023). Portanto, a busca por um tratamento robusto e com

maior eficacia para casos de ELA se mostra de suma importancia.

1.4.1. Trealose

A trealose é um dissacarideo natural ndo redutor contendo duas fragdes de
glicose ligadas por uma ligagdo a-1,1-glicosidica (figura 7), apresentando fortes
propriedades hidrofilicas e resisténcia a condigdes acidas, sendo amplamente
distribuida na natureza e encontrada em varias espécies de plantas, algas, fungos,
leveduras, bactérias e insetos (ZHANG; DEBOSCH, 2019). A capacidade de
interagdo com grupamentos polares das proteinas confere a trealose fortes
propriedades protetoras, apresentando a habilidade de estabilizar a estrutura de
proteinas e membranas celulares durante condigdes extremas, atuar na sintese da
parede celular de bactérias, funcionar como fonte de energia para o voo em insetos,
regular o metabolismo em fungos e plantas, bem como atuar como fonte de energia
em situacdes de estresse (PUPYSHEYV et al., 2022; RIBEIRO et al., 2024).

HO OH
3 OH
HO

Figura 7. Estrutura da trealose (PUPYSHEYV et al, 2022).

Em relacdo com doencas neurodegenerativas, foi demonstrado que a
trealose pode atuar estabilizando a proteina Huntingtina parcialmente mal
enovelada e inibir a agregacao do peptideo p-amiloide em modelos celulares da
doenca de Huntington e de Alzheimer, respectivamente (LEE et al., 2018; SEVRIEV
et al, 2024). Além disso, estudos in vitro e in vivo mostraram que a trealose é capaz
de proteger biomoléculas durante condi¢des adversas, como o estresse oxidativo

27



(RIBEIRO et al., 2024), tendo essa uma forte relagdo com o desenvolvimento de

patologia de ELA.

Estudo realizado por Magalhdes e colaboradores, utilizando modelo de
levedura Saccharomyces cerevisiae expressando SOD1 selvagem e mutante A4V
demonstrou que a trealose € capaz de proteger a célula contra a proteopatia da
SOD1, em condi¢des de estresse oxidativo, diminuindo inclusées e marcadores de
estresse, e aumentando a atividade de SOD1 e a viabilidade da levedura, revelando
um caminho positivo para utilizagdo da trealose como uma forma de tratamento
para casos de ELAe e ELAf ligados & SOD1 (MAGALHAES et al., 2024).
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2. Objetivo

Avaliar o efeito do metilglioxal na glicagdo, na formacéo de agregados e
danos a fungao antioxidante de SOD1 humana selvagem e mutante A4V, e verificar

a agao da trealose como possivel forma de protegao.
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3. Materiais e métodos
3.1. Transformacgao de bactéria

A cepa de Escherichia Coli BL21(DE3) foi transformada com os plasmideos
de interesse pET-15b expressando a hSOD1 WT ou hSOD1 A4V (figura 8).

hSOD1  6xHis

pET-15b
hSOD1 WT ou hSOD1 A4V
5708 pb

%

-
%
%
o
4
(o33

Figura 8. Esquema resumido do plasmideo pET-15b expressando hSOD1WT ou hSOD1A4YV,
apresentando um promotor T7 que conduz a transcri¢gdo da proteina recombinante em resposta a
inducado por IPTG, a sequéncia da proteina de interesse fusionada a uma sequéncia de seis
histidinas ligadas a SOD1, importante para a etapa de purificagdo por afinidade, e uma regido
contendo gene que confere resisténcia a ampicilina.

Atransformacao foi realizada pelo método de choque térmico. A partir de 100
ML de suspensao celular, de um estoque retirado do freezer -80°C, foram
adicionados 2 L do plasmideo e deixado 30 minutos em gelo. Posteriormente, as
células foram incubadas por 30 segundos a 42°C e colocadas durante 2 minutos
em gelo e, em seguida, foram adicionados 900 uL de meio SOC (10 mM NacCl, 2,5
mM KCI, 2% triptona, 0,5% extrato de levedo e 20 mM glicose). A suspenséo foi
incubada por 1 hora a 37°C/200 rpm e centrifugada em uma microcentrifuga por 1
minuto a 13000 rpm. O pellet foi ressuspendido em 100 uL de agua destilada e
plaqueado em meio solido Luria-Bertani-Broth (LB) contendo 100 ug/mL de

ampicilina para selegao das células transformadas.

ApOs a selecao das colbnias, foi realizado um teste de expressdo onde uma
col6nia foi inoculada em 5 mL de meio LB durante 5 horas e, em seguida, foi

realizada a indugdo da expressdo da proteina utilizando 1 mM isopropil-B-D-1-
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tiogalatopirandsido (IPTG) durante 4 horas. Para verificar a indugéo foi retirada uma
aliquota de 1 mL no tempo inicial (Oh) e final (4h), centrifugado a 15000 xg por 5
minutos e o pellet ressuspendido em 20 pL de agua destilada e 10 yL tampao de
lise (125 mM de tampao Tris-HClI 1 M pH: 6,8, 4% de SDS, 0,5% de azul de
bromofenol, 4 mM de EDTA, 20% de glicerol e 10% de [B-mercaptoetanol). Foi
realizado um fracionamento por SDS-PAGE (15% poliacrilamida) e comparados os
pontos de retirada do inicio (Oh) e o término da inducéo (4h) corando o gel com azul
de coomassie (0,1% m/v de azul de coomassie, 45% v/v de metanol, 5% v/v de
acido acético glacial) (MONTEIRO NETO et al., 2023).

3.2. Purificagdo de SOD1 recombinante

As células transformadas foram cultivadas overnight a 37 °C e 180 rpm em
10 mL de meio LB contendo 100 pg/mL de ampicilina. A cultura de 10 mL foi usada
para inocular 1L de meio LB com 100 ug/mL de ampicilina e as células foram
cultivadas a 37°C e 180 rpm até ODeoo = 0,6 — 0,7. A expresséo da proteina foi
induzida com 1 mM de IPTG e a cultura suplementada com 1500 yM CuSOs4 e 60
MM ZnSO4 por 4 h a 37 °C e 180 rpm. As células foram entdo coletadas por

centrifugagéo (5000 xg, 5 min) e o pellet armazenado para posterior purificagao.

O pellet foi ressuspendido em 25 mL de tampéao de lise (50 mM fosfato de
sédio monobasico, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0) contendo 1 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfanila (PMSF) e lisado por um equipamento de ultrassom
(UNIQUE) configurado para 1 min ON, 1 min OFF, a 60% de amplitude por 10 ciclos
em banho de gelo. O lisado celular foi limpo por centrifugagéo (13000 xg, 20 min)
e incubado 20 mL do sobrenadante com 2 mL de resina de niquel Ni-NTA agarose
(QUIAGEN - Alemanha) durante 1 hora a 4°C, em agitagdo. Em seguida, a
suspensao foi transferida para uma coluna e realizada duas lavagens com tampao
de limpeza (50 mM fosfato de sédio monobasico, 300 mM NaCl, 30 mM imidazol,
pH 8,0) e realizada a eluicao da proteina com tampao de eluicao (50 mM fosfato de
soédio monobasico, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH 8,0). As fragcbes coletadas
foram analisadas por SDS-PAGE (15% acrilamida), aplicando uma aliquota de 20
ML de cada eluigcao no gel, corando o gel com azul de coomassie, e as fragbes que
continham SOD1 foram unidas e dialisadas contra tampao PBS pH 7,4 durante 24
horas utilizando uma membrana de celulose de 25 mm (MERCK). A concentracao
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de proteina foi determinada a 280 nm usando 11000 M-" cm™ como o coeficiente
de extingao molar do dimero SOD1WT (MONTEIRO NETO et al., 2023).

3.3. Cinética de agregacao in vitro da SOD1

Dimeros de SOD1TWT e SOD1A4V a uma concentracdo de 60 uM foram
incubados em tampéo PBS pH 7,4 na presenca e auséncia de 5 mM e 10 mM de
MGO e trealose 10% (m/v), em microplacas de 96 pogos a 37°C e 400 rpm num
equipamento Thermomixer (Eppendorf). Adicionou-se a mistura reacional 5 uM de
Tioflavina-T (ThT), uma sonda fluorescente para deteccdo de fibras amiloides,
sendo esta monitorada em fungao do tempo via excitacdo a 446 nm e emissao 485
nm (MONTEIRO NETO et al., 2023).

ApOs a agregacao, foi realizada uma dialise contra tampéo PBS pH 7,4 para

a retirada do MGO e da trealose adicionados durante o processo.

3.4. Nivel de agregados de SOD1

Amostras de proteina apds a cinética de agregacgao foram fracionadas por
SDS/PAGE, usando géis de poliacrilamida a 15%. O gel foi preparado em duas
partes, a regido de corrida, contendo 2,85 mL de agua destilada, 6,25 mL de
acrilamida 30%, 3,15 mL de tampao Tris-HCI 2 M pH: 8,85, 125 pL de Dodecil
Sulfato de Sédio (SDS) 10%, 12,5 yL de TEMED e 125 pL de PSA 10%, e de
empilhamento, contendo 1,7 mL de agua destilada, 415 pL de acrilamida 30%, 315
ML de tampao Tris-HCI 1 M pH: 6,8; 25 uL de SDS, 2,5 uL de TEMED e 25 uL de
PSA 10%.

No gel foram aplicados volumes equivalentes a 10 uM de proteina com 10
ML de tamp&o de amostra desnaturante (125 mM de tampéo Tris-HCI 1 M pH: 6,8,
4% de SDS, 0,5% de azul de bromofenol, 4 mM de EDTA, 20% de glicerol e 10%
de p-mercaptoetanol). As amostras foram fervidas durante 10 minutos e aplicadas

no gel que operou em uma voltagem fixa de 135V durante duas horas.

A proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Amersham Protran Premium 0,45 ym — GE healthcare) durante duas horas em

uma corrente fixa 0,352, em gelo. As membranas foram incubadas durante a noite
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em solucdo de bloqueio (BSA 3% em PBS-TWEEN) a temperatura ambiente,
depois incubadas com anticorpo primario anti-SOD1 em coelho 1:2000 (SIGMA)
por 1 h. As membranas foram lavadas trés vezes com PBS-TWEEN para remover
o anticorpo primario e depois incubadas por 1h, com anticorpos secundarios
anticoelho 1:10000 conjugados com peroxidase de raiz-forte a 1:6000 (SIGMA).
Para detecgéo das bandas, a membrana foi tratada com reagente luminol e kit de
solugdo de peroxido (western blotting ECL-Promega) e entdo escaneada no
sistema de imagem Fusion Solo 6S (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallee, Franga). A

intensidade dos pixels da banda foi quantificada usando o software Fiji ImageJ.

A membrana foi lavada com uma solugdo de limpeza (200 mM de glicina,
TWEEN 20%, SDS 0,1%, pH: 2,2) para retirada do anticorpo utilizado
anteriormente. Em seguida, foi realizado novamente o bloqueio com solugéo de
bloqueio a temperatura ambiente, depois incubado com anticorpo primario anti-
MGO em rato 1:1000 (SIGMA) por 1h. As membranas foram lavadas trés vezes
para remover o anticorpo primario e depois incubadas por 1h, com anticorpos
secundarios anti-rato 1:10000 conjugados com peroxidase de raiz-forte a 1:6000

(SIGMA). Para detecgao da banda foi realizado o0 mesmo processo anterior.

3.5. Nivel de SOD1 por dot blot

A marcagao por dot blot é realizada sem a necessidade do fracionamento
das proteinas em gel de poliacrilamida. Basicamente, 100 uL de amostra contendo
10 uM de proteina em agua foram aplicados em um sistema de sucg¢ao contendo
uma membrana de nitrocelulose (Amersham Protran Premium 0,45 ym — GE
healthcare) que realiza a retencéo das proteinas. Apds o processo, as membranas
foram incubadas durante a noite em solugdo de bloqueio (BSA 3% em PBS-
TWEEN) a temperatura ambiente, depois incubado com anticorpo primario anti-
SOD1 de coelho 1:2000 (SIGMA) por 1h. As membranas foram lavadas trés vezes
para remover o anticorpo primario e depois incubadas por 1h, com anticorpos
secundarios anticoelho 1:10000 conjugados com peroxidase de raiz-forte a 1:6000
(SIGMA). Para detecgao das bandas, a membrana foi tratada com reagente luminol
e kit de solugao de perdxido (western blotting ECL-Promega) e entdo escaneados
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no sistema de imagem Fusion Solo 6S (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallee, Franga). A

intensidade da banda foi quantificada usando o software Fiji ImageJ.

3.6. Cromatografia de exclusao por tamanho

A cromatografia de exclusao por tamanho foi operada em uma AKTA purifier
(GE — Healthcare) utilizando uma coluna superdex 200 increase 10/300 GL (30 cm
x 10 mm, 8.6 ym, tamanho de particula — Cytiva). Foram aplicados 150 uL de
proteina, apds a cinética de agregagao, e o processo operou de modo isocratico,
em um fluxo de 0.5 mL/min utilizando como fase moével um tampéo Tris-HCI 20 mM,
NaCl 100 mM com pH 8,5, sendo a eluicdo monitorada por uma lampada de UV

com comprimento de onda de 280 nm.

3.7. Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A analise foi performada utilizando um equipamento DynaPro NanoStar
(Wyatt Tecnology) com um laser em A = 658 nm e intensidade de 100 mW. Foram
realizadas 10 aquisi¢cdes de leitura a uma temperatura de 25°C. Foram utilizadas

amostras pos ensaio de cinética de agregacao dialisadas em tampao PBS pH 7,5.

3.8. Atividade de SOD1 in situ (zimograma)

Amostras de proteina apds a cinética de agregacado foram fracionadas
usando géis nativos de poliacrilamida a 15%, nao desnaturantes. O gel foi
preparado em duas partes, a regido de corrida, contendo 6,6 mL de agua destilada,
3 mL de acrilamida 30%, 2,25 mL de tampao Tris-HCI 2 M pH 8,9, 12 uL
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e 40 pL de Persulfato de Aménia (PSA) 10%, e
empilhamento, contendo 2,92 mL de agua destilada, 543 pL de acrilamida 30%,
500 pL de tampéao Tris-HCI 1 M pH 6,8, 4 uL de TEMED e 40 uL de PSA 10%.

No gel foram aplicados volumes equivalentes a 10 uM de proteina com 10
ML de tampao de amostra (125 mM Tris-HCI 1 M pH 6,8, 80% glicerol, 0,002% azul
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de bromofenol). O gel que operou em uma voltagem fixa de 135 V durante duas

horas.

Ao término da corrida, foi realizado o tratamento para revelagao da atividade.
O gel foi tratado com uma solugdo de NBT (60 mg de NBT em 30 mL de agua
destilada) por 20 minutos, seguido de tratamento com solugdo aquosa de
riboflavina e 200 uL de TEMED por 15 minutos. O gel submerso na solugao foi
exposto a luz até o surgimento das bandas e escaneado no sistema de imagem
Fusion Solo 6S (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallee, Franga) com as bandas sendo

quantificadas no software Imaged (BRASIL et al., 2019).

3.9. Analises estatisticas

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 8 e
expressos como Meédia = desvio padrdo. As diferencas estatisticas foram
calculadas usando o one-way ANOVA utilizando a correcdo de Sidak para
comparagdes multiplas. Os niveis de significancia foram expressos como: *P <
0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 e **** P < 0,0001.
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4. Resultados
4.1. Transformacao da E.coli e avaliagao da expressao de SOD1

Realizou-se um teste para avaliar o melhor tempo de inducédo por IPTG que
leva a expressao significativa da proteina de interesse. Quando comparados os
tempos de Oh e 4h de indugéo (figura 9), foi observado um aumento satisfatério na
banda na regido entre 15 e 20kDa, onde se espera que a SOD1 se encontre
(~16kDa). Assim, optou-se por 4h de indugao para a expressdo da SOD1 de forma

satisfatoria.

hSOD1 WT hSOD1 A4V
Oh 4h Oh 4h Oh 4h Oh 4h

25kDa —»

15kDa —»

LY W ¥ LY

Figura 9. Avaliagao de indugao temporal da SOD1: Realizado em duplicata biolégica, utilizando
1 mM de IPTG durante Oh ou 4h, onde as amostras de lisado foram analisadas em 15% SDS-PAGE.
O retangulo vermelho marca a regido da altura da SOD1. Primeira linha referente ao marcador de
peso molecular.

4.2. Purificacao de SOD1 recombinante

A SOD1 recombinante contendo uma cauda de seis histidinas foi purificada
por cromatografia de afinidade utilizando a resina de niquel Ni-NTA agarose. O anel
imidazol, presente na cadeia lateral da histidina, confere uma alta afinidade da
proteina por ion Ni?*. Apds a lavagem da coluna com uma concentragéo de imidazol
a 30 mM, retirando contaminantes, a SOD1 foi eluida com 500 mM de imidazol,

sendo encontrada majoritariamente nas trés primeiras fragdes de 2 mL durante a
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eluicdo (figura 10). Essas fragdes foram dialisadas contra tampao PBS pH 7,4 para

retirada do imidazol.
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Figura 10. Perfil de purificagao por afinidade: Foto representativa do perfil de purificagéo para a
SOD1. Primeira linha referente ao marcador de peso molecular. Alinha “nao retido” representa todas
proteinas que ndo apresentaram ligacdo com a resina de niquel e as linhas “lavagem 1” e “lavagem
2” representam proteinas com fraca ligagao a resina quando passado o tamp&o de limpeza contendo
30 mM de imidazol. As eluigbes realizadas com tampao contendo 500 mM de imidazol, coletadas
de 2 em 2 mL, apresentaram maior concentragao de proteina nas trés primeiras fragées. O retangulo
vermelho marca as fragdes unidas e dialisadas.

4.3. Cinética de agregacgao

Quando acompanhada a cinética de agregacdo da formacédo de fibras
amildides da SOD1, foi possivel observar que a fluorescéncia da sonda de ThT,
uma sonda especifica para a formacao dessas estruturas, nao apresentou
variagdes de intensidade durante a incubagdo da proteina, indicando que nao
houve a formacao de agregado fibrilar da SOD1. Todas as amostras, com e sem
MGO e trealose, SOD1 WT e SOD1 A4V, nado apresentaram aumento na
fluorescéncia, indicando que o agente glicante ndo causou a formacao de fibras
amiloides (figura 11). Assim, avaliou-se a formagao de outros tipos de agregados

da SOD1, como oligbmeros soluveis ou agregados amorfos.
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Figura 11. Acompanhamento da formacao de fibras amiloides: Grafico dos niveis de
fluorescéncia da sonda ThT durante o ensaio de agregacao, ndao sendo verificada para nenhuma
condicao de incubagédo o aumento da fluorescéncia, indicando que ndo houve a formacgao de fibras
amiloides. Figura (A) representando ensaio para a hSOD1WT e figura (B) representando ensaio
para a hSOD1A4V.

4.4. Formacgao de agregados soluveis de SOD1

Analisou-se a formagéo de agregados da SOD1 em gel 15% SDS-PAGE. Os
resultados indicam que a incubagao da SOD1 durante 168h foi capaz de induzir a
formacao de agregados estaveis em condigbes desnaturantes, identificados por
Western-blot utilizando anticorpo anti-SOD1 (figura 12A). Essas espécies
apresentaram massa molecular proxima de 55kDa, podendo ser associados a
formacao de trimeros de SOD1, ja descritos na literatura como espécies téxicas do
processo de agregacgao da proteina (HNATH; DOKHOLYAN, 2022).

38



(A) hSOD1WT hSOD1A4V hSODTWT  hSOD1A4V

215kDa —

55kDa —>
15kDa —
z;
Qs/
6‘
(]
3
o
(B) — -
2%104 ,
w 3
S &1.5%104-
[ 1]
ES
F T
@
35
=
<3

Figura 12. Avaliagdo da formacéao de trimeros de SOD1: (A) Aplicagao de 10 uM de proteina em
cada pogo. Imagem representativa do perfil de fracionamento das amostras apds a agregacgao,
realizando marcagcédo com anti-SOD1, evidenciando a formacao de trimeros de SOD1 estaveis em
condigbes desnaturantes. Foram realizados trés fracionamentos independentes. (B) Nivel de
trimeros de SOD1 formados apods a cinética de agregagéo, observados por SDS-PAGE. Os niveis
foram obtidos pelas quantificagbes das bandas no software ImagedJ. Os valores foram expressos
como Média + desvio padréo. As diferengas estatisticas foram calculadas usando o one-way ANOVA
com corregao de Sidak para comparagdes multiplas, com significancia de ****P < 0,0001
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E possivel observar que ha a formacéo dos trimeros de SOD1WT na amostra
controle (sem aditivos), mostrando que a proteina selvagem ja apresenta a
propenséo a agregagao sem a presenga do MGO. Na presencga do tratamento com
trealose sem MGO, nao foi possivel observar diminuicdo dos niveis de trimeros

gquando comparado com o controle sem MGO e sem trealose.

Nas amostras tratadas com o agente glicante, € possivel observar que o
MGO intensificou significativamente a formagcao de trimeros, apresentando niveis
préximos nas condi¢gbes de 5 mM e 10 mM de MGO. Em comparagao com essas
condigdes, a utilizagcado da trealose se mostrou significativa para a diminuicdo da
formacao dos trimeros de SOD1WT, retornando para valores préximos da condicéo

controle (figura 12B).

A SOD1A4V apresentou uma baixa revelagao contra anticorpo anti-SOD1. A
principio, a SOD1A4V nao apresentou a formacédo de trimeros para a condi¢cao
controle e nem para o tratamento com trealose. Foi possivel verificar também a
formacéao de trimeros para a SOD1A4V nos tratamentos com MGO, mas com
revelagcao menos intensa no Western-blot. Além disso, verificou-se a formacao de
arraste desde a parte superior do gel para a amostra da A4V, indicando que o
processo de agregacado da A4V pode levar a formagcado de agregados com alta

massa molecular, superior a 215 kDa.

Portanto, os dados obtidos ndo foram conclusivos no caso da A4V, de modo
que as condigdes de tratamento ndo apresentaram diferencgas significativas para

inferir qualquer efeito da trealose durante a agregacao da mutante.

4.5. Nivel de dano de glicagao durante incubagao

Para entender melhor como o tratamento com trealose leva a uma
diminuicdo na concentragdo de trimeros de SOD1WT induzidos pelo MGO,
realizou-se um Western-blot com anticorpo anti-MGO, especifico para identificar

danos provenientes do agente glicante (figura 13A).
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Figura 13. Danos mediados por metilglioxal em trimeros de SOD1 (A) Aplicagcao de 10 uM de
proteina em cada pogo Imagem representativa do perfil de marcagao de danos mediados por MGO
nas amostras apos a agregagao. Foram realizados trés fracionamentos independentes. (B) Nivel de
dano de MGO em trimeros de SOD1 formados apds a cinética de agregacgéo, observados por SDS-
PAGE. Os niveis foram obtidos pelas quantificagdes das bandas no software ImagedJ. Os valores
foram expressos como Média + desvio padrdo. As diferencgas estatisticas foram calculadas usando
o one-way ANOVA com corregéo de Sidak para comparagdes multiplas, com significancia de ***P <
0,001 e ****P < 0,0001.
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Apos as quantificacbes, foi possivel observar que, a medida que
aumentamos a concentragao de MGO no tratamento das amostras, ha um aumento
de glicacdo na posi¢ao correspondente aos trimeros. Foi possivel verificar que a
trealose atuou diminuindo a formacdo das espécies induzidas por MGO, sendo
mais significativo o efeito no tratamento com 10 mM de MGO (figura 13B).
Portanto, a queda dos niveis de danos mediados pelo MGO, junto a queda dos
niveis de trimeros de SOD1WT formados, durante o tratamento com trealose,
evidenciam a capacidade da trealose de proteger a SOD1WT dos efeitos do MGO,

o qual causa um aumento na formagao de agregados da proteina.

E interessante observar na figura 13B que, na marcacdo com anti-MGO, as
amostras de SOD1A4V né&o apresentaram banda na regido de trimeros, apenas
uma forte marcagao na parte superior do gel, assim como discutido para os niveis
de SOD1A4V. Esse resultado possibilitou correlacionar a baixa intensidade de
marcagao das amostras da A4V, quando utilizado o anti-SOD1, com o tratamento
com o MGO, mostrando que o mesmo pode induzir na mutante a formacao de
agregados de maior massa molecular comparando com a proteina selvagem.
Portanto, se torna inviavel a realizagdo da quantificacdo de niveis de MGO nos
agregados da mutante visto as dificuldades encontradas durante a analise das

amostras no gel.

4.6. Nivel de SOD1 mutante por dot-blot

Devido a dificuldade de identificacdo das bancas no SDS-PAGE para a A4V,
foi realizada uma analise por dot-blot utilizando o anticorpo anti-SOD1. De forma
comparativa com os resultados obtidos para a A4V anteriormente, foi possivel
observar que a marcagao obtida a partir do dot-blot sdo superiores, mostrando um
indicativo da formacéao de espécies de alta massa molecular durante a agregacgao
da SOD1 e que nao foram capazes de permear o gel, dificultando a quantificacédo
(figura 14).
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Figura 14. Avaliagao dos niveis de SOD1A4V por dotblot: (A) Imagem representativa do dot
blot. (B) Comparacéao entre os niveis de SOD1 obtidos a partir das técnicas de dot blot para as
amostras da A4V apds a cinética de agregacao. Os niveis foram obtidos pelas quantificagdes das
bandas no software Imaged. As diferencas estatisticas foram calculadas usando o one-way
ANOVA com correcao de Sidak para comparagdes multiplas, com significancia de **P < 0,01.
Analise realizada trés vezes.

4.7. Cromatografia de exclusao por tamanho (SEC-HPLC)

Utilizou-se o método de cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC-
HPLC) na analise das espécies formadas durante a cinética de agregacao da
SOD1A4V, principalmente daquelas com alta massa molecular. Foi possivel
verificar no perfil do cromatograma a existéncia de trés picos de proteinas eluindo
em7,5mL, 15 mL e 18,5 mL (figura 15).

Estudo realizado em Saccharomyces cerevisiae, com indugao de condigcbes
de estresse oxidativo, foi capaz de mostrar a formacao de agregados de alta massa
molecular da SOD1 (com ~300 kDa), identificados por cromatografia de exclusao
por tamanho, onde essas espécies eluiram em torno de 5 mL da fase movel
(MARTINS; ENGLISH, 2014). A presenca de uma populacao eluindo em torno de
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7,5 mL pode ser correlacionada com possiveis espécies de alta massa molecular,

sendo interessante avaliar o efeito da trealose nessa regido para a A4V.

E possivel observar uma maior intensidade dos picos de eluicdo para os
tratamentos com 5 e 10 mM de MGO no volume de eluigdo de 7,5 mL no
cromatograma, podendo estar correlacionados a um aumento na formagao de
espécies com alta massa molecular. Além disso, a trealose mostrou-se eficaz para
a diminuicdo dos picos nessa mesma regiao de eluicdo de 7,5 mL em comparagao
com as condi¢gbes sem tratamento com trealose, indicando sua capacidade em

diminuir a formacao de espécies de alta massa molecular para a mutante.
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Figura 15. Cromatografia de exclusdo por tamanho realizada para hSOD1A4V: Perfil do
cromatograma da cromatografia de exclusao por tamanho realizada para as amostras de SOD1A4V.

Avariagao da intensidade das bandas é proporcional a variagao das formacdes de espécies de alta
massa molecular associadas ao volume de eluicdo préximo de 7,5 mL.

4.8. Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Para avaliar a distribuicdo de tamanhos (raios hidrodinamicos) das espécies
provenientes da cinética de agregacao, utilizou-se a técnica de espalhamento de

luz dindmico (DLS).

A tabela 1 mostra as diferentes populagdes encontradas para a SOD1WT

submetida a diferentes tratamentos. E possivel observar que a agregacdo da
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proteina sem trealose resulta na formagao de uma maior quantidade de espécies
com diferentes raios em solugcdo, mostrando uma maior polidispersao da amostra.
No entanto, na presenca da trealose ocorre uma mudanca no perfil de espécies
observadas, indicando que a trealose promove uma diminui¢cao da polidispersao
das diferentes espécies de SOD1. Além disso, também €& possivel identificar uma
diminui¢ao do raio hidrodinamico das espécies presentes em solu¢ado na presenca
da trealose.

Tabela 1. Dados do espalhamento de luz dindmico (DLS) das amostras apds a cinética de
agregacao. “%intensidade” indica a intensidade da luz € espalhada a partir da espécie encontrada

e “%Pd” é relacionado a distribuicdo normal para cada espécie, obtida a partir das 10 aquisicdes
totais realizadas durante o experimento.

Amostra Raio (nm) %Intensidade %Pd
WT

1.3 0.9 0.7

4.7 4.4 2.2

345 58.2 4.6

123.7 36.5 4.2

3300 4.2 2.7

WT+T
2.1 6.6 1.7
72.8 934 4.6
WT + 5 mM MGO

3 5.7 1.6

43 33.9 3.5

117.7 53 4.0

4155.5 7.5 4.5

WT+5mMMGO +T
84.2 100 3.3
WT + 10 mM MGO

2.7 4 4.3

74.1 85.9 4.1

1674.3 10.1 4.6

WT+10mMMGO + T

104.9 100 4.2

Analisando os resultados de DLS para a mutante A4V (tabela 2), é possivel
verificar que ocorre o mesmo perfil observado para a SOD1WT, isto €, uma maior
polidispersao sem o tratamento com trealose e uma tendéncia de formagao de
especies mais homogéneas na agregacao da proteina na presenca da trealose.
Juntamente, uma diminui¢gdo do raio hidrodinamico das espécies presentes em

solucdo na presenca da trealose.
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Tabela 2. Dados do espalhamento de luz dindmico (DLS) das amostras apds a cinética de
agregagao. “%intensidade” indica a intensidade da luz é espalhada a partir da espécie encontrada
e “%Pd” é relacionado a distribuicdo normal para cada espécie, obtida a partir das 10 aquisicdes
totais realizadas durante o experimento.

Amostra Raio (hm) Y%Intensidade %Pd
A4V

2.2 5.9 4.3

44.6 39.7 5.6

134.7 354 5.5

922.4 10.6 6.9

7522.8 8.5 13.7

A4V +T
5.4 2.4 4.3
56.3 97.6 4.1
A4V + 5 mM MGO

3.8 1.5 4.6

17.4 14 6.6

57.2 84.4 9.1

1594.8 0.2 0.0

A4V +5mMMGO + T

0.9 0.3 3.9

9.1 4.8 2.4

58.1 94.2 2.6

7029.8 0.7 2.6

A4V + 10 mM MGO

0.6 0.1 3.8

6.7 2.7 4.3

38.6 44.4 5.7

75.2 51.5 6.4

1454 .1 1.3 0.0

A4V +10 MM MGO + T

1.4 0.7 0.0

58.6 99.3 3.6

4.9. Atividade de SOD1

Tendo em vista os problemas verificados para a mutante durante o
fracionamento e a metodologia aplicada para quantificagdo da atividade de SOD1

in situ, as quantificacdes de atividade s6 foram realizadas para a hSOD1WT.

A atividade da SOD1 foi avaliada para identificar se o processo de agregagao
induzido pelo MGO afeta a fungao catalitica de dismutacao de radicais superdxido
e se a trealose é capaz de reverter o efeito do MGO. Os valores quantificados pela
atividade in situ foram normalizados pela atividade da condicdo de agregacéao
controle (figura 16).
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Figura 16. Quantificagao da atividade de hSOD1WT (A) Aplicacao de 10 uM de proteina em
cada poco. Imagem representativa do perfil do gel de corrida ndo desnaturante das amostras apdés
a agregacéo. (1) WT; (2) WT + trealose 10%; (3) WT + 5 mM MGO; (4) WT + 5 mM MGO +
trealose 10%; (5) WT + 10 mM MGO; (6) WT + 10 mM MGO + trealose 10%. (B) Quantificagédo da
atividade de SOD1 para as diferentes condigbes apds a cinética de agregacao. Os niveis foram
obtidos pelas quantificagdes das bandas de SOD1 em gel nativo utilizando o software ImagedJ. Os
valores foram expressos como Média * desvio padrao. As diferencas estatisticas foram calculadas
usando o one-way ANOVA com correcao de Sidak para comparagdes multiplas, com significancia
de *P < 0,05 e **P < 0,01.

Foi possivel observar que os tratamentos realizados, quando comparado
com a situagao controle (sem aditivos), levaram a uma diminuicdo da atividade,
sem diferencas significativas entre os tratamentos 5 mM MGO / 5 mM MGO +
trealose 10% e 10 mM MGO / 10 mM MGO + trealose 10%.
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5. Discussao

A ELA é uma doenca caracterizada pelo acumulo de proteinas mal
enoveladas nos neurdnios motores, o que leva a formagédo de agregados toxicos
(HARDIMAN, 2017). A agregacdo € um resultado da associacédo entre
conformacgdes proteicas ndo nativas, através de contatos intermoleculares, capaz
de promover a formacédo de diferentes estruturas de agregados, dentre eles
oligbmeros, agregados amorfos ou agregados amildides, sendo esses ultimos
muito encontrados em outros tipos de doengas neurodegenerativas como as
doencas de Alzheimer e de Parkinson (DUGGER; DICKSON, 2017). A proteopatia
da SOD1 é comum a todas as formas de ELA (esporadica e familial, ligada ou ndo
a mutagdes em SOD1), onde a presenga de agregados em tecidos de pacientes ja

foi amplamente identificada e caracterizada (TRIST et al., 2022a).

A glicagdo € uma MPT que as proteinas podem sofrer e que tem sido
associada a formagdo de agregados de proteinas envolvidas com doengas
neurodegenerativas (VICENTE MIRANDA et al., 2017; FARZADFARD et al., 2022).
Danos de glicagdo mediado pelo metilglioxal, um subproduto da via glicolitica, tem
sido correlacionado com doengas neurodegenerativas devido a problemas na via
de degradacao deste composto durante o processo de envelhecimento celular,
onde a enzima GLO1, etapa limitante do processo de degradacao, sofre uma
diminui¢ao da expressao nas células durante o processo de envelhecimento celular
(ALLAMAN et al., 2015). Considerando-se a ligacéo entre o desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas e o processo de envelhecimento, o metilglioxal
poderia estar envolvido na glicagdo de proteinas presentes nesses tipos de

doencas.

A ligacao da ELAe, a suscetibilidade genética e o ambiente, pode ser uma
forma de entender a relacdo entre o desenvolvimento da doenca de forma
esporadica (AJROUD-DRISS; SIDDIQUE, 2015). Além disso, uma hipétese seria a
alimentacgao rica em carboidratos podendo ser um fator de grande risco para SOD1,
devido o possivel desenvolvimento do intermediario da via glicolitica, metilglioxal,
que pode induzir um maior risco da formacgao de agentes de glicacdo avangado. Ja
foi identificado niveis do produto final de glicacdo avangada elevados nos residuos
do loop eletrostatica Lys122 e Lys128 na proteina SOD1 isolada da medula
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espinhal ventral a partir de amostras post-mortem obtidas de regides mostrando
neurodegeneracéo de pacientes com ELA de casos esporadicos e familial (TRIST
et al., 2022b).

O estudo da trealose como um inibidor da formacéao de agregados proteicos
e sua associacao com doencas neurodegenerativas ja foi amplamente discutido na
literatura, onde tem sido demonstrado que a trealose pode atuar na estabilizagao
da proteina Huntingtina parcialmente mal enovelada e inibicdo da agregagéo do
peptideo B-amildide em modelos celulares das doengas de Huntington e Alzheimer,
respectivamente (LEE et al., 2018; SEVRIEV et al, 2024). No entanto, nada ainda
foi verificado sobre a atuagéo da trealose na inibicdo da formacédo de agregados
formados a partir de processos de glicagao das proteinas, podendo ser um caminho

de estudo promissor.

No presente trabalho, buscou-se a utilizagdo da SOD1 humana selvagem e
mutante para realizar uma alusdo a casos de ELAe e ELAf, respectivamente, e
entender como os tratamentos com MGO e trealose afetam o processo de
agregacao dessas proteinas. Um estudo proposto por Siragelo e colaboradores foi
capaz de mostrar que a incubagdao de 5 mM de MGO com SOD1 purificada,
contendo ou ndo os ions de cobre e zinco, em condigbes fisiolégicas e nao
redutoras, apresenta um significativo aumento na intensidade de fluorescéncia da
sonda de tioflavina-T (ThT), mostrando que nessa condicdo ha um aumento de
formacéao de fibras amildides de SOD1 (SIRAGELO et al, 2016). Monteiro Neto e
colaboradores também mostraram que o processo de incubagdo com 5 mM de
MGO leva a formagao de fibras positivas para ThT (MONTEIRO NETO et al., 2023).
Além disso, ambos os trabalhos mostraram que, além da formacgao de estruturas
do tipo amildide, ocorre a formagao de estruturas menores, similares a trimeros de
SOD1. Curiosamente, no presente trabalho, para todos os tratamentos realizados,
com/sem MGO e trealose, com incubagao durante 1 semana, as proteinas nao
apresentaram a formacao de fibras amiléides (figura 11), indicando um resultado
diferente daquele descrito na literatura, sendo necessario buscar entender em que
ponto as alteragdes no tempo de incubacéo ou as condi¢gdes propostas resultaram

nessa divergéncia.
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Devido ao fato de n&o ter sido observado fibras amiloides nos nossos
ensaios, foi necessario buscar outros tipos de investigagdes para verificar se os
tratamentos estavam produzindo diferentes tipos de agregados. Ao realizar a
investigacdo do perfil em SDS-PAGE, foi possivel observar a presenca de
estruturas oligoméricas da SOD1 estaveis em condi¢des desnaturantes,
provavelmente trimeros da proteina devido a sua proximidade do padrao de massa
molecular de 55 kDa (figura 12A). Estruturas triméricas ja foram descritas por
Hnath e Dokholyan como sendo espécies téxicas do processo de agregacgao,
estruturalmente diferentes dos agregados maiores, sendo encontrados em fragoes
soluveis (HNATH; DOKHOLYAN, 2022). Além disso, o aumento da citotoxicidade ja
foi atribuido a formacao dessas espécies, onde observou-se toxicidade em células

da medula espinhal de neuroblastoma (ZHU et al, 2018).

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar a formacao de trimeros
de SOD1 em todas condi¢des, com concentracgoes relativas diferentes dependendo
do tipo de tratamento realizado (figura 12B). A trealose se mostrou efetiva em
proteger contra o processo de agregagdo da SOD1WT induzida por MGO,
diminuindo os niveis de trimeros, com valores proximos da condigao controle. Ja é
amplamente discutido na literatura que a trealose é capaz realizar a protecédo da
conformagao de proteinas contra o mal enovelamento e pode atuar na inibi¢cao de
agregacgao (SEVRIEV et al, 2024), no entanto sem resultados que mostrem a
capacidade da trealose de proteger proteinas contra danos induzidos por MGO.
Logo, o resultado do presente trabalho mostrou que, além das atribuigbes ja
discutidas na literatura, a trealose apresenta também a capacidade de protecéao
contra danos provenientes de agentes externos, como € o caso dos danos de
glicacdao na SOD1WT mediados por MGO.

Os experimentos de DLS (tabela 1) indicam uma diminuicdo da
polidispersdao nas amostras de SOD1 na presenca de trealose, resultado da
formacdo de uma populacdo de particulas mais homogéneas. Além disso, a
diminuig¢ao do raio hidrodinamico das particulas na presenca da trealose indica uma

queda da formagao de oligbmeros em solugao.

50



Um estudo conduzido por Mercado-Uribe e colaboradores mostrou que, em
condicdes de incubag¢do com 0,01, 0,1 e 1 mM de MGO, ocorre a formacao de
espécies triméricas de SOD1 apenas para a concentragdo de 1 mM do agente
glicante (MERCADO-URIBE et al, 2020). O uso de 5 e 10 mM de MGO proposto
pelo presente trabalho mostrou que o aumento da concentragado de MGO intensifica
a formacao de trimeros, sendo ambas concentracdes suficientes para a formagao

de niveis similares dessas espécies.

Problemas na quantificagdo dos niveis de agregados e bandas de arraste no
perfil em SDS-PAGE para a SOD1A4V (figura 12A) sugerem que esta mutante
agrega de forma diferente quando comparada a SOD1WT, podendo ocorrer a
formacédo de agregados de alta massa molecular na amostra SOD1A4V que nao

sao capazes de permear o gel.

A correlagao entre os tratamentos com MGO e a formagédo dos agregados
observados foi realizada a partir da quantificagdo de dano de MGO presente nos
trimeros e se a trealose é capaz de proteger a proteina contra esses danos. A
literatura mostra que o tratamento com MGO é capaz de produzir um aumento dos
danos em proteinas concentragao-dependente (MERCADO-URIBE et al, 2020), de
modo que a protegdo contra esse composto pode apresentar beneficios para a
estabilidade da proteina. Foi possivel verificar no nosso trabalho que o aumento da
concentragéo de MGO causou proporcionalmente danos na SOD1WT, os quais sao
revertidos pelo tratamento com trealose, principalmente para 10 mM de MGO, onde

os efeitos protetores da trealose sdo mais evidentes.

Problemas nas quantificagdes em gel SDS-PAGE levaram a uma
investigacao se o método de fracionamento ndo estava sendo eficaz para o estudo
dos aglomerados da mutante (figura 14). A partir da marcacdo da SOD1 pelo
anticorpo anti-SOD1 visualizado no dot-blot, foi possivel verificar que a marcagao
de SOD1A4V se mostrou superior a marcaciao obtida durante o SDS-PAGE,
indicando que durante a agregacao houve a formagao de agregados de alta massa
molecular que nao permeiam no gel, o que resulta na dificuldade de quantifica-los.
Logo, a comparacdo do tratamento com a trealose na SOD1 mutante, nas
condi¢des de agregacao propostas, foi realizada por cromatografia de exclusao por
tamanho (figura 15).
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Estudo realizado por Martins e English, a partir de danos oxidativo em SOD1,
em Saccharomyces cerevisiae, mostrou a formagéo de estruturas de alta massa
molecular maiores que 300 kDa (MARTINS; ENGLISH, 2014). Comportamento
similar foi observado para a mutante SOD1A4V no presente estudo. Dessa forma,
foi possivel observar que a trealose foi efetiva para a diminuicdo da formacéao
destes oligdbmeros, visualizados no trabalho apenas para a proteina mutante. E
amplamente descrito na literatura a perda de estabilidade conformacional da SOD1
devido a mutagdo A4V (GIANNAKOU et al, 2024). Tendo em vista isso, a formagao
de agregados de alta massa molecular, ndo encontrados para a SOD1WT, pode ser
associada a perda de estabilidade da proteina. A diminuicdo da formacéo dessas
espécies na presenca de trealose ressalta sua capacidade de protegdao e

estabilizagao.

Complementando aos resultados obtidos por cromatografia, a partir do
experimento de espalhamento de luz dindmico (tabela 2) foi possivel verificar que
a trealose tem a capacidade de aumentar a homogeneidade das amostras de SOD1
com a queda da polidispersdao, mostrando que além de diminuir a formagao de
oligbmeros, a trealose leva a uma queda da populagédo de espécies de alta massa

molecular.

A alteragao na atividade da SOD1 se torna um fator importante no processo
de agregagao, tendo em vista seu importante papel na prote¢cdo contra espécies
reativas de oxigénio nas células. A queda de atividade da SOD1WT tratada com
MGO ja foi evidenciado, mostrando que com o aumento do tempo do tratamento,
ocorre a queda progressiva da atividade, que pode ser associada a uma perda da
conformacgao nativa da proteina (MONTEIRO NETO et al., 2023). Como observado
nos resultados do nosso trabalho, nas condi¢cdes de tratamento com a trealose,
tanto na presenca de 5 mM de MGO quanto 10 mM de MGO (figura 16), nao foi
possivel observar aumento na atividade, mostrando que a trealose, durante o
processo de incubacgéo in vitro nao teve atuacdo na manutencdo da atividade

enzimatica da proteina.
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6. Conclusoes

Foi possivel observar que o MGO apresentou um aumento nos danos de
glicagédo na SOD1WT junto com o aumento da formacéo de agregados enquanto
que a trealose se mostrou eficaz na protecao da proteina contra esses danos e a
formacgéo de agregados. Além disso, foi possivel observar que, para a SOD1A4V,
o MGO levou a formagao de espécies de alta massa molecular e que a trealose é

capaz de diminuir a formacao dessas espécies.
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