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RESUMO

PROJETO DE CURSO

TITULO: Interagdo entre o peptideo B-amiléide (25-35) e a proteina o-sinucleina:
Implicag¢des na neuropatogénese da Doenga de Parkinson

ALUNO: Eduardo Coelho Cerqueira

ORIENTADORES: Mbénica S. Freitas e Cristian Follmer

Muitas doengas neurodegenerativas estdo diretamente relacionadas a formagdo de
agregados proteicos toxicos, como ¢ o caso das doengas de Parkinson (PD) e Alzheimer
(AD), associadas, respectivamente, a agregacdo da a-sinucleina e do peptideo B-amiloide.
Em pacientes com Deméncia com Corpos de Lewy (DLB), doenca que combina sintomas de
AD e PD, observa-se a presenga de a-sinucleina em placas senis constituidas pelo peptideo 3-
amiloide, o que pode sugerir uma interagdo entre B-amildide e a-sinucleina. Estudos prévios
mostram que o fragmento de P-amildéide 25-35 (AP25-35), altamente fibrilogénico e
neurotoxico, ¢ capaz de inibir a agregacdo de o-sinucleina, além de aumentar a
neurotoxicidade dos agregados formados. A proposta deste trabalho foi investigar os efeitos
do peptideo AP25-35 na cinética de formagdao de fibras de a-sinucleina na auséncia ou
presencga de agitacdo, bem como os mecanismos envolvidos na inibi¢do da fibrilagdo. Além
disso, os principais sitios de interacdo entre a o-sinucleina e o AB25-35 foram investigados
utilizando-se a técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN), através da correlagao
heteronuclear de quantum-simples. Em adi¢do, os resultados obtidos com medidas de ligacao
a Tioflavina-T sugerem que o peptideo B-amildide interfere com a etapa de nucleagdo da
cinética de formagdo de fibra, estendendo a fase “lag” da cinética de agregacdo, nao
modificando a etapa de alongamento da fibra. Bem como, os dados de microscopia de for¢ca
atOmica mostraram a preseng¢a de estrutura fibrilar além de agregados amorfos em presenca
do AP25-35, o que pode explicar a menor ligacdo a Tioflavina-T observada no final da
agregacdo. Além disso, dados de "H""N-HSQC sugerem que o peptideo B-amiloide interage
com nao s6 com a a-sinucleina monomeérica e desenovelada, mas também com a proteina
em meio contendo SDS, onde esta adquire estruturas em a-hélice. No conjunto, nossos
dados fornecem novos indicios moleculares da interagdo entre -amildide e a a-sinucleina,
podendo assim contribuir para uma maior compreensao acerca da patogénese da DLB.

Palavras-chave: neurodegeneragdo, Deméncia com corpos de Lewy, HSQC, a-sinucleina, 3-
amiloide, fibrilacao.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

PD — Doenga de Parkinson.

AD — Doenga de Alzheimer

DLB — Deméncia com Corpos de Lewy

AP — peptideo B-amildide

RMN- Ressonancia Magnética Nuclear

HSQC — Heteronuclear Single-Quantum Correlation
AFM — Microscopia de For¢a Atomica

APP — proteina precursora de amildide

NAC — componente ndo-amiloide

SDS — Dodecil sulfato de sodio

IPTG - Isopropyl f-D-1-thiogalactopyranoside
PMSF — phenylmethanesulfonyl fluoride
EDTA — acido etilenodiaminotetracético

Tris - tris(hidroximetil)aminometano

TFA — acido trifluoroacético

Aminodcidos:
G ou Gly — Glicina A ou Ala — Alanina
L ou Leu — Leucina I ou Ile — Isoleucina
V ou Val — Valina P ou Pro — Prolina
F ou Phe — Fenilalanina S ou Ser — Serina
C ou Cys — Cisteina Y ou Tyr — Tirosina
Q ou GIn — Glutamina H ou His — Histidina
R ou Arg — Arginina K ou Lys — Lisina
W ou Trp — Triptofano M ou Met - Metionina
T ou Thr — Treonina N ou Asn — Asparagina

E ou Glu — Glutamato D ou Asp — Aspartato
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCAS NEURODEGENERATIVAS E AGREGACAO PROTEICA

O mau-enovelamento de proteinas, levando a formacao de agregados protéicos
potencialmente téxicos, parece ser um mecanismo comum em varias doencgas
neurodegenerativas (Lee, 2000) (Tabela 1). Sao alguns exemplos de doengas onde a
formagdo de agregados protéicos constitui-se num fator chave na origem e/ou progressao da
doenga: a doenca de Alzheimer familiar ou esporadica (agregagdo do peptideo B-amildide e
da proteina tau), formas esporadica e genética da Encefalopatia Espongiforme (agregacao da
proteina do prion), doengca de Parkinson e sinucleinopatias (depdsitos de o-sinucleina),
doenca de Huntington (agregacdo da proteina huntingtina), Ataxia Espinocerebelosa Tipo 3
ou doenca de Machado-Joseph (agregagdo da proteina ataxina-3).

Em doencgas amiloidogénicas, a causa e/ou a progressdo da patologia parecem estar
relacionadas a formacdo de inclusdes protéicas fibrosas, intracelular ou no espago
extracelular, denominadas agregados amildides (Trojanowski, 2000). Assim, estas doengas
sdo classificadas de forma genérica como doencas amiloidogénicas ou amiloidoses.
Interessantemente, as proteinas envolvidas nessas diferentes doengas ndo apresentam
nenhuma similaridade de estrutura primaria ou mesmo de estrutura terciaria, sob o ponto de
vista da unidade monomérica. A Figura 1, mostra diversas proteinas amiloidogénicas, as
quais se diferenciam enormemente quanto ao tamanho, estrutura secundaria, terciaria ou
quaternaria e, no entanto, sdo capazes de sofrer alteracdes conformacionais, sob certas
condi¢des, que resultam na formagdo de fibras bastante similares. Essa observagdo leva a
hipdtese de que possam haver alvos similares para o desenvolvimento de farmacos visando,
principalmente, a inibi¢do da formagdo de potenciais agregados protéicos neurotdxicos.
Assim, apesar das diferengas na composi¢ao molecular dessas estruturas fibrilares, bem como
das regides em que elas ocorrem, um grande nimero de evidéncias sustentam a hipdtese de
que mecanismos patoldgicos similares sdo a base de todas estas doengas (Trojanowski, 1998).

Assim, a agregacdo de proteinas formando lesdes potencialmente toxicas parece ser
um mecanismo comum num grupo diverso de doengas neurodegenerativas. Nestas patologias,
mutagdes nos genes que codificam a proteina em questdo podem causar uma variante familiar
da doenca, bem como dar origem a marcas caracteristicas das lesdes no cérebro. Apesar
destas mesmas lesdes poderem também ser formadas pela proteina ndo mutada nas formas

esporadicas da doenga (Lee, 2000)



Tabela 1. Agregagdo de proteinas e formagdo de estruturas filamentosas como um possivel mecanismo

basico para diversas doengas neurodegenerativas (adaptado de Lee, 2000)

Doenca

Componentes das lesdes

Localizacao

Doenga de Alzheimer

Esclerose Lateral Amiotrofica

Deméncia com Corpos de Lewy

Sindrome de Down

Neurodegeneracao com Actimulo
de Ferro - Tipo 1

Variante de AD com Corpos de
Lewy

Atrofia Multipla

Doenga de Inclusdo Intranuclear
Neuronal

Doenga de Parkinson
Doengas de Prion
Taupatias

Doengas dos Trinucleotideos
Repetidos

SPs/ AB
NFTs/PHFtau

Esferoides/ subunidades NF, SOD1

SPs/AB
LBs/a-sinucleina
SPs/AB
NFTs/PHFtau
LBs/a-sinucleina
LBs/a-sinucleina
GCls/a-sinucleina
SPs/AB
NFTs/PHFtau
LBs/a-sinucleina
GCls/a-sinucleina

Inclusdes/tratos de poliglutaminas
expandidas

LBs/a-sinucleina

Placas amil6ides/prions

Emaranhados “tangles” / tau anormal

Inclusdes/tratos de poliglutaminas
expandidas

Extracelular
Intracelular
Intracelular
Extracelular
Intracelular
Extracelular
Intracelular
Intracelular
Intracelular
Intracelular
Extracelular
Intracelular
Intracelular
Intracelular

Intranuclear

Intracelular
Extracelular
Intracelular

Intranuclear e
intradendritica

AB: peptideos B-amiloide

GCls: inclusdes citoplasmaticas gliais

LBs: Corpos de Lewy

NF: neurofilamentos

NFTs: emaranhados “tangles” neurofibrilares

PHFtau: filamentos de tau helicamente unidos

SOD1: superoxido dismutase 1

SPs: placas senis



Proteina do Prion %‘k '
PDB ID. 1QM2 ’3/ _

a-sinucleina
PDB ID. 2KKW

Ataxina-3
PDB ID. 2AGA

B-amiléide
PDB ID. 1BA4

Huntingtina
PDB ID. 3I0R /

Figura 1. Proteinas com estruturas totalmente distintas (proteina do Prion, ataxina-3 e huntingtina) e
relacionadas a diferentes doengas neurodegenerativas sdo capazes de sofrer alteragdes conformacionais, gerando

fibras similares entre si.
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1.2 DOENCA DE PARKINSON E a-SINUCLEINA

A doenca de Parkinson (PD) ¢ uma doenga do sistema motor que afeta
aproximadamente 1% da popula¢do com idade acima de 65 anos, sendo caracterizada por
bradi e hipocinesia, tremores de repouso, rigidez, marcha desordenada e prejuizo de
reflexo postural (Marsden, 1994). Os sintomas em PD resultam de uma neurodegeneragao
progressiva que afeta predominantemente os neurdnios dopaminérgicos do sistema
nigroestriatal (Marsden, 1994). Histologicamente, observa-se uma perda dos neuronios da
substancia nigra e o desenvolvimento de inclusdes intracelulares, chamadas de Corpos de
Lewy, compostas por um material filamentoso denso e granular. A neuropatogénese da PD
¢ desconhecida. Em cérebros normais, apesar do nimero de células nigrais sofrerem uma
reducdo de 4.7 - 6.0% a cada década de vida no periodo de 50 a 90 anos de idade (Gibb,
1991), esta perda ndo ¢ suficiente para produzir as caracteristicas da patologia (McGeer,
1977). Além disso, o padrdo de perda das células dopaminérgicas estriatais (Kish, 1992) e
das células nigrais (Fearnley, 1991) com o envelhecimento, ¢ significativamente diferente
daquele observado em PD, onde em torno de 70% de células nigras sdo perdidas. Estas
observag¢des, juntamente com diversos trabalhos, t€ém indicado que, embora o aumento da
idade seja um fator de risco inequivoco para PD, esta patologia parece nio ser

desencadeada somente pelo processo de envelhecimento (Scherman, 1989).

A maioria dos casos da PD ¢ idiopatica, sem um histérico familiar. Entretanto, uma
pequena percentagem dos casos ¢ familiar e herdado de um modo autossdémico-dominante.
Assim, duas mutacdes distintas foram identificadas no gene da proteina a-sinucleina, em
pacientes com PD familiar (Polymeropoulos, 1997): a primeira mutacdo ¢ a troca de um
residuo de alanina na posi¢ao 53 por um residuo de treonina (A53T), sendo a segunda, a

troca de um residuo de alanina na posicao 30 por um residuo de prolina (A30P).

Além de PD, a-sinucleina é o componente majoritario das lesdes associadas a
varias outras doengas neuroldgicas como a atrofia multipla, a doenga de Hallervorden-
Spatz, variante da doenca de Alzheimer com corpos de Lewy e deméncia com corpos de
Lewy (Spillantini, 1998). Estas doencas sdo caracterizadas por inclusdes celulares de
agregados de a-sinucleina, que formam corpos de lewy na doenga de Parkinson, placas
amildides na doenca de Alzheimer, inclusdes glial-citoplasmaticas e agregados nos

terminais pré-sinapticos em atrofia multipla e esclerose lateral amiotrofica.
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As sinucleinas sdo proteinas abundantes no cérebro, porém pouco ¢ conhecido
sobre suas fungdes fisioldgicas. Em humanos, trés diferentes membros (a-, B-, v-
sinucleinas) desta familia sdo expressos por trés genes distintos (Goedert, 1998), sendo
estas isoformas constituidas de 127 a 140 aminoacidos, com uma identidade de seqiiéncia
de 56-62%. Estas proteinas apresentam um conjunto de seqiiéncias imperfeitas repetidas:
a-sinucleina apresenta de cinco a sete seqiiéncias repetidas, enquanto que -, y-sinucleinas
apresentam cinco seqii€ncias repetidas. Utilizando-se experimentos de imunohistoquimica,
constatou-se que a-sinucleina e B-sinucleina estdo concentradas nos terminais nervosos,
com baixa quantidade nos corpos das células nervosas ¢ dendritos. Ja a y-sinucleina esta

presente por toda a célula nervosa (Goedert, 2001).

A estrutura primaria da a-sinucleina pode ser dividida em trés regides funcionais:
uma regido amino-terminal (residuos de 1-60) na qual cinco das sete seqiiéncias repetidas
KTKEGV estdo localizadas (Figura 2); uma regido hidrofobica (residuos 61-95), que
apresenta uma forte tendéncia a formar folha B-pregueada, com base em predi¢des de
estrutura secundaria (Iwai, 1995); e uma regido carboxi-terminal enriquecida com residuos
acidos e prolina. Esta regido acidica apresenta maior variabilidade nas varias isoformas de
a-sinucleina isolada de diversas origens como aves, bovinos ¢ humanos (George, 1995).
Nenhum homologo de sinucleinas foi identificado em Saccharomyces cerevisiae,
Caenorhabditis elegans ou Drosophila melanogaster, indicando que a presenga de

sinucleinas talvez esteja limitada a vertebrados (Goedert, 2001).

Estudos experimentais t€m mostrado que a-sinucleina pode ligar-se a membranas
lipidicas através da regido com seqii€éncias repetidas na parte amino-terminal, sugerindo
que a a-sinucleina possa ser uma proteina ligadora de lipideos (Jensen, 1998). A mutagao
A30P reduz esta ligacao a lipideos, enquanto que a mutagao A53T ndo apresenta nenhum
efeito. Um fato importante acerca da possivel funcdo das sinucleinas esta na observacao de
que tanto oa-sinucleina como B-sinucleina sdo capazes de inibir fosfolipase D2 (Jenco,
1998). Esta isoforma de fosfolipase D se localiza na membrana plasmatica, onde
desempenha uma fun¢do regulatéria sinal-induzida do citoesqueleto ¢ de endocitose.
Portanto, ¢ possivel que a-sinucleina e B-sinucleina regulem o processo de transporte por
vesiculas. Experimentos de inibi¢do do gene da a-sinucleina via recombina¢ao homologa

sugerem que esta proteina seja um regulador negativo de neurotransmissores (Abeliovich,

2000).
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Sob o ponto de vista estrutural, a-sinucleina ¢ um tetrdmetro com estrutura em
alfa-hélice que, sob condi¢des ainda ndo conhecidas, ¢ convertida a uma espécie
amiloidogénica, rica em estrutura do tipo folhas-beta . Algumas evidéncias apontam para a
formag¢do de uma espécie monomérica desenovelada ou parcialmente enovelada como
uma etapa chave na formagao de fibras da a-sinucleina. Tanto a proteina inteira, como a
regido carboxi-terminal truncada, associam-se formando filamentos, de modo semelhante
aos encontrados no cérebro de pacientes com PD (Conway, 2000a). Estudos indicam que a
mutagdo AS3T aumenta a velocidade de associacdo da a-sinucleina em filamentos, porém
o efeito da mutagdo A30P ainda nao estd claro. A agregagdao da proteina monomérica ¢
acompanhada por uma transi¢do de um estado randéomico a um estado mais ordenado, com
conformagdo folha B-pregueada (Conway, 2000a). Estudos de difracdo de raio-X e de
elétrons mostram que os filamentos de a-sinucleina exibem uma conformacao B-cruzada
que ¢ caracteristica de amildides (Serpell, 2000). Nas mesmas condigdes em que o-
sinucleina se associa, 3-sinucleina e y-sinucleina ndo formaram filamentos ¢ mantiveram
suas conformacodes randomicas (Serpell, 2000), coincidindo com a auséncia observada

destas sinucleinas nas lesdes filamentosas (Spillantini, 1998).

(@) {({HEGV
1 A30P  AS53T 140

(b)

veGAVVTERT A
vaoilvElEn G s o,

Figura 2. Diagrama esquematico da a-sinucleina humana. Sete repeti¢cdes da sequéncia consenso KTKEGV
sdo mostradas pelas barras pretas, juntamente com as duas mutagdes A30P e AS53T. b) Repeticdes de
sequéncias observadas na a-sinucleina humana. Os residuos 7-87 dos 140 aminoacidos sdo indicados, sendo

os residuos idénticos, nas sete repeticdes, destacados em preto (Goedert, 2001).
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Camundongos transgénicos expressando a-sinucleina humana selvagem ou
mutante nas células nervosas, apresentaram inclusdes da proteina distintas dos filamentos
encontrados em humanos (Masliah, 2000). A presenca destas inclusdes foi acompanhada
de degeneracdo dos terminais dopaminérgicos, porém sem perda de células nervosas.
Utilizando-se o modelo de ratos, observou-se uma reprodutibilidade maior das
caracteristicas histoloégicas da Doenca de Parkinson (Betarbet, 2000). A administragdo
cronica de rotenona, um inseticida que inibe o complexo mitocondrial I, leva a morte de
células nervosas na substancia nigra em ratos, que ¢ associada com hipocinesia e rigidez
(Betarbet, 2000). Observa-se também que nos neurdnios nigrais acumulam-se inclusdes de
o-sinucleina fibrilar antes da degeneragao, concordando com estudos epidemiologicos que
mostram uma associacao entre PD e exposicao a pesticidas. Este fato abre a discussao se a
associacdo da o-sinucleina ¢ um resultado da inibicdo do complexo I, ou ¢ devido a um

efeito adicional da rotenona (Goedert, 2001).

A expressao de a-sinucleina humana selvagem ou mutante nas células nervosas de
D. melanogaster leva a formacao de inclusdes filamentosas semelhantes as encontradas
nos Corpos de Lewy (Feany, 2000). As células nervosas dopaminérgicas com estas
inclusdes sofrem degeneracdo e as moscas desenvolvem distarbios locomotores. E
importante ressaltar que o sequenciamento do genoma da D. melanogaster ndo apresentou
nenhuma evidéncia de um homédlogo de a-sinucleina neste organismo. Comparado com
camundongos transgénicos, em D. melanogaster os filamentos da o-sinucleina humana
formaram-se com relativa facilidade e velocidade, sugerindo que talvez vertebrados
tenham algum mecanismo que previna a agregacdo da a-sinucleina. No conjunto, estes
dados reforcam a ideia de que a a-sinucleina desempenha um papel central na

degeneracgao observada em diversas doengas neuroldgicas.
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1.3 A DOENCA DE ALZHEIMER E O PEPTIDEO B-AMILOIDE

A doenca de Alzheimer (AD) ¢ uma desordem de deméncia associada ao
envelhecimento, que causa um prejuizo severo e permanente em multiplas funcdes
cognitivas (McKhann, 1984). O primeiro sintoma ¢ tipicamente um declinio na memoria
recente. Passados varios anos, o paciente de AD ja nao ¢ capaz de reconhecer fatos do seu
passado e historia recente, prejudicando também sua habilidade na orientacdo visual-
espacial, além de alteracdes de humor e depressdo. Nos Estados Unidos, aproximadamente
4 milhdes de pessoas sofrem de AD, sendo atribuidas ~100.000 mortes/anos a esta
patologia.

Histologicamente, observa-se a presenca de depdsitos protéicos extracelulares em
cérebros de pacientes com AD, conhecidos como placas senis, cujo constituinte principal é
o peptideo P-amildide (AP). Estes depdsitos sdo encontrados nos ldbulos frontal e
temporal, incluindo o hipocampo, que ¢ uma regido do cérebro envolvida em memoria e
orientacdo visual/espacial. Assim, a doenga ¢ caracterizada pela neurodegeneragdo e perda
da fungdo sinaptica, particularmente em regides contendo abundantes placas senis. A
funcdo das placas e dos depdsitos neurofibrilares na neuropatologia ndo ¢ conhecida,
porém juntos estes sdo os mais importantes marcadores bioquimicos da AD. Assim, o
entendimento de sua formagao pode fornecer importantes informagdes sobre a patogénese
da doenga.

A primeira mutacao identificada relacionada a AD familiar foi a substitui¢do de um
residuo de valina por um de isoleucina na posi¢do 717 da proteina precursora de [-
amiléide (APP) (Lendon,1997). APP ¢ uma proteina de superficie de célula, amplamente
expressa, que ¢ proteoliticamente clivada nas proximidades do lado extracelular da
membrana por uma enzima chamada a-secretase, liberando um dominio extracelular para
o meio. A fracdo de APP que ndo ¢ clivada pela a-secretase, ¢ entdo clivada por duas
enzimas [-secretase e y-secretase para gerar, assim, os peptideos B-amildide. A Figura 3
mostra representacdes esquematicas do processamento da APP e producdo dos peptideos

de B-amildide.
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Figura 3. Representag¢do esquematica do processamento da proteina precursora de B-amildide (APP), que
corresponde ao retangulo verde. A por¢do que codifica o peptideo de B-amildide ¢ representada em
vermelho. Os sitios de mutagdes em APP s@o representados por setas azuis e os sitios de clivagem por

secretases, por setas pretas (Ray, 1998).

Peptideos B-amildides compreendem um conjunto heterogéneo de peptideos com
39-43 aminoacidos, derivados por hidrélise proteolitica da APP (Selkoe, 1994; Lendon,
1997). Assim, peptideos B-amildide sdo produtos normais, embora minoritarios, do
metabolismo de APP, sendo predominantemente peptideos com 40 residuos de
aminoacidos (AB40). Ja peptideos maiores, com 42-43 residuos (AP42/43), representam
apenas ~10% do total de peptideos B-amiloide gerados. A localizagdo do codon 717 sugere
que uma mutacao nesta posi¢do pode alterar a atividade da y-secretase. Quando examinada
bioquimicamente, esta mutagdo leva a um aumento de 1.5 vezes na producdo de AB42/43
in vitro e observa-se um aumento dos niveis plasmatico e do fluido cerebroespinhal de
AB42/43 em pacientes portadores da mutacdo (Lendon, 1997). Apesar de peptideos
AP42/43 serem apenas uma fracdo dos peptideos de AP presente no fluido
cerebroespinhal, peptideos de AP42/43 sdo os maiores constituintes dos depdsitos de
placas senis, indicando que um aumento da producdo desta espécie pode ser suficiente
para causar a doenga de Alzheimer. Cinco outras mutagdes no gene para APP relacionadas

com AD familiar ja foram identificados: uma dupla mutagdo nas posi¢des 670/671, trés na
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posicao 717 e uma na posi¢ao 716, todas conduzindo a um aumento nos niveis de

AB42/43 (Ray, 1998).

De todos os derivados de AP, o peptideo 25-35 (AP25-35), de sequéncia
GSNKGAIIGLM, ¢ o menor fragmento capaz de formar fibras em solugao (Hughes, 2000)
com toxicidades semelhantes as fibras geradas a partir dos peptideos AB42/43. Com isso,
foi proposto que a regido compreendendo os residuos 25-35 do peptideo AB desempenha
um papel importante tanto na fibrilogénese como na formagdo de espécies agregadas
toxicas. Sob o ponto de vista experimental, a rapida agregacdo do AP25-35 o torna um

modelo interessante para o teste in vitro de moléculas anti-amiloidogénicas (Hughes,

2000).

Placas podem ser descritas como difusas ou “cléssicas” (Dickson, 1997). Placas
difusas sdo formadas por agregados amorfos de B-amildide e tipicamente ndo estdo
associadas com distrofia neuronal e neurites anormais. Ja as chamadas placas classicas,
contém agregados fibrilares de AP sdo frequentemente associadas com degeneragdo e
perda de células neuronais. Peptideos B-amildide soluveis se agregam espontaneamente
formando fibras que sdo indistinguiveis daqueles formados in vivo, sugerindo que a
presenga de placas pode ser resultado de uma elevagao nos niveis de AB (Lendon, 1997).
Em concordancia com esta hipdtese, observa-se que camundongos transgénicos que
superexpressam a proteina APP mutante, apresentam elevados niveis de B-amiloéide e uma
extensiva deposicdo de placas nas mesmas regides afetadas pela AD em humanos
(Lendon, 1997). Além disso, observa-se, neste modelo animal, que a formacao das placas
ndo ¢ um resultado direto do aumento da concentracdo de B-amildide, sendo dependente

de outros fatores ainda desconhecidos.

1.4 PEPTIDEO B-AMILOIDE E o-SINUCLEINA

Deméncia com Corpos de Lewy (DLB) - uma doenga neurodegenerativa que
sobrepde sintomas da AD e da PD — ¢é caracterizada pela presenga de um fragmento
hidrofébico, conhecido como componente nao-amildide (NAC), da a-sinucleina em placas
senis constituidas de AP no meio extracelular de neurdénios (Liu, 2005). Isto pode indicar

uma intera¢ao forte entre estas proteinas em condi¢des anormais, de forma a possibilitar
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uma clivagem proteolitica do fragmento NAC da a-sinucleina e sua migracdo do meio

intracelular para o meio extracelular, onde se encontram os depositos de Ap.

Utilizando a correlacdo heteronuclear de quantum-simples (HSQC), foi mostrada a
presenca de interagdes entre AB40 e AB42 e a a-sinucleina em meio contendo micelas de
SDS (dodecil sulfato de so6dio) (Yokota, 2002). As micelas de SDS, neste caso, tiveram a
funcdo de mimetizar o ambiente da membrana lipidica. Assim, o estudo indicou a
interacao entre a-sinucleina, com estrutura o-hélice, e os peptideos -amiloide 40 e 42, na
presenca de micelas de SDS. Porém a interagdo entre o AB25-35 e a a-sinucleina

desenovelada ainda nao foi descrita pela técnica de RMN.

Yankner e colaboradores (1990) indicaram que a-sinucleina e AB38 formam um
complexo com propriedades neurotoxicas e resistente a desnaturacdo por SDS. Este
complexo ¢ estabilizado por interacdes hidrofébicas especificas entre os 15 ultimos
residuos da por¢do NAC da a-sinucleina e os residuos 25-35 do B-amiloide (Yankner,
1990). Kim e colaboradores (2001) mostraram que o AB25-35 ¢ capaz de inibir a
agregacdo da o-sinucleina em torno de 50% numa propor¢cdo molar de 1:5 entre a-
sinucleina e APB. Além disso, este estudo mostrou que os agregados formados na presenga
do B-amildide tém quase o dobro da toxicidade em neurdnios que o formado na auséncia

do mesmo, além de apresentar morfologia distinta (Kim, 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigacao das bases moleculares da interacao do peptideo -amildide 25-35 com

a a-sinucleina e seu efeito sobre a formagao de fibras desta proteina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar os efeitos do AP25-35 sobre a cinética de formacdo de fibras da a-
sinucleina, na presenca ou auséncia de fibras maduras pré-formadas de a-sinucleina;
. Avaliar os efeitos do AP25-35 sobre a cinética de formacdo de fibras da a-
sinucleina na presenca de SDS, bem como na auséncia de agita¢ao
. Investigar a macroestrutura dos agregados formados na presenca ou auséncia de
APB25-35 por microscopia de forga atomica (AFM);

» Elucidar os sitios de interagdo entre a proteina a-sinucleina e o AB25-35 por

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 — EXPRESSAO E PURIFICACAO DE a-SINUCLEINA

Os plasmideos de a-sinucleina cedidos pelo Dr. Peter Lansbury foram utilizados
para a transformagdo de E. coli BL21 (DE3). A a-sinucleina recombinante foi expressa e
purificada conforme descrito a seguir. E. coli BL21 (DE3) armazenada em N, liquido foi
inoculada em 50 ml de LB liquido contendo os antibidticos ampicilina (100pug/mL) e
cloranfenicol (34pug/mL), sendo incubado por 12 h a 37 °C. Este pré-inoculo foi
adicionado a 400 mL de LB liquido e incubado por aproximadamente 3 horas a 37°C até
absorvancia em 600nm atingir 0,5. Em seguida foi adicionado Isopropyl p-D-I-
thiogalactopyranoside (IPTG) na concentragdo final de 500 uM e incubado novamente por
5ha37°C. Apo6s a indugdo a cultura foi centrifugada a 4800rpm (4150 x g) por 20 min a
4°C e o precipitado ressuspendido em tampao A (Tris-HCI 20 mM pH 8,0,
phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF) 1 mM, EDTA 1 mM). A solu¢do foi sonicada em
gelo com 25 pulsos de 20 s, alternados por 10 s sem pulso, em poténcia de 30% (sonicador
modelo Vibracell-Sonics) e centrifugada a 13000 rpm (18000 x g) por 20 min a 4°C. No
sobrenadante foi realizada a precipitagdo acida das proteinas presentes pela adigdo de HCl
9% até pH 3,5, seguida de agitacdo durante 15 min a temperatura ambiente. Apds esse
periodo a amostra foi centrifugada a 13000 rpm (18000 x g) por 20 min a 4 °C ¢ o pH do
sobrenadante ajustado para 7,5 sendo dialisado por 12 h em tampao (Tris-HCI 20 mM, pH
8,0). Apos a primeira didlise, realizou-se a precipitacdo da a-sinucleina com sulfato de
amonio em banho de gelo (50 % de saturagdo a 0°C). A solucdo foi centrifugada a
13000rpm (18000 x g) por 20 min a 4°C e o precipitado obtido foi ressuspenso em tampao
(Tris-HCI 20 mM, pH 8,0) e dialisado pela segunda vez para eliminar o sulfato de amonio.
Assim, a a-sinucleina encontra-se preparada para liofilizagdo. A pureza da proteina obtida
¢ verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) e por gel
filtragdo em uma coluna Superdex 200 10/300GL (GE Biosciences) (Figura 4).
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3.2- EXPRESSAO E PURIFICACAO DE a-SINUCLEINA MARCADA
COM N

A marcagdo isotopica da a-sinucleina com "N foi realizada baseando-se no
procedimento descrito por Marley e colaboradores (2001). Foi seguido o mesmo protocolo
da proteina nao-marcada, porém antes da adicdo do IPTG, foi realizada uma troca de meio
de cultura de LB liquido para meio minimo marcado com "°N. Logo apés a absorvancia
atingir 0,5, o meio foi centrifugado a 4800 rpm (4150 x g) por 20 min a 30°C, descartando
o sobrenadante. Ao precipitado, foi adicionado meio minimo M9 ndo-marcado e a
centrifugacao foi repetida com intuito de lavagem, removendo todo meio LB liquido.
Apbs a lavagem, o precipitado foi ressuspendido em 250 ml de meio minimo M9 marcado
com 15NH4C1 e o IPTG foi adicionado em concentracdo de 500uM. Os procedimentos de

inducdo, purificagdo e caracterizagdo foram os mesmos do item 3.1.

3.3 CINETICA DE AGREGACAO DE a-SINUCLEINA

A cinética de agregacdo foi determinada pelo monitoramento da ligacdo a sonda
fluorescente Tioflavina-T, em intervalos de tempos pré-determinados. A ligacdo de
Tioflavina-T foi avaliada pelo aumento do valor da florescéncia, excitando-se a amostra a
446 nm e emitindo em 485 nm utilizando o fluorimetro Cary Eclipse (Varian Inc.). A a-
sinucleina recombinante (100 uM), purificada como descrito anteriormente, foi
ressuspendida no tampado de agrega¢dao (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 74) e
agitada a 350 rpm e 37 °C, na presen¢a de 5 uM de Tioflavina-T, na auséncia ou
presenga de AB25-35 em concentragdes equimolares. O peptideo AB25-35 (Sigma Co) foi
preparado ressuspendendo-se 1 mg do peptideo em 200 pL de acido trifluoroacético
(TFA) 100%, o qual foi mantido sob agitagdo por 3 horas a 4 °C. Apds este periodo a
mistura foi diluida 10X com agua MilliQ e aliquotas de 100 pL (contendo 50 pg cada)
foram liofilizadas e armazenadas a -20 °C. Uma outra preparagdo de AP25-35 foi feita
trocando-se TFA por agua Milli-Q. Alternativamente, avaliou-se o efeito do AP25-35
sobre a agregagdo da a-sinucleina (50 uM, em 20 mM NaPB, 150 mM NaCl, pH 7.4) na
auséncia de agitacdo, utilizando-se como indutor da agregagdo sementes de a-sinucleina
(5% m/m) ou SDS 0.5 mM. As sementes de a-sinucleina foram preparadas submetendo-se

fibras maduras a sonicagdo por 60 min. Os experimentos de agregacao foram realizados
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em placas brancas de 96 pocos utilizando-se um leitor de microplacas acoplado ao
fluorimetro Cary Eclipse. Cada experimento foi realizado em triplicata e o ajuste dos

pontos obtidos por regressao sigmoidal (Origin Professional 8.0).

3.4 ESTUDO DA MORFOLOGIA DOS AGREGADOS

A ultraestrutura de diferentes agregados de o-sinucleina foi observada por estudos
de microscopia de forga atomica (AFM). Neste sentido, uma solugcdo de a-sinucleina,
previamente, diluida foi aplicada sobre um suporte de mica e as imagens adquiridas em
um MFP-3D (Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA) no modo de contato
intermitente a 0.5 Hz. A analise das imagens foi realizada utilizando-se o programa Igor

Pro 5.0 (WaveMetrics Inc., Portland, OR —USA).

3.5 CORRELACAO HETERONUCLEAR DE QUANTUM-SIMPLES (HSQC)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) ¢é uma técnica
extremamente versatil no estudo de estrutura e dindmica em nivel atdmico de moléculas,

desde pequenos compostos organicos até proteinas e acidos nucléicos.

HSQC ¢ um experimento de RMN bidimensional aplicado principalmente a
proteinas, onde os sinais gerados no espectro bidimensional estdo relacionados ao
acoplamento escalar entre os nucleos de hidrogénio amidico e seu respectivo ntcleo de
N. Portanto, cada residuo de amino4cido da proteina apresentara um deslocamento
quimico caracteristico no espectro de HSQC, que estara relacionado com o ambiente
quimico em que o grupamento 'H-""N se encontra. Assim, o nimero de sinais presentes
num espectro de HSQC ¢ aproximadamente igual ao niimero de residuos da proteina,
acrescido dos sinais devido ao residuo N-terminal, além dos nitrogénios amidicos das
cadeias laterais da asparagina ¢ da glutamina e decrescido do aminoacido prolina, que
apresenta nitrogénio amidico terciario. Além disso, pode-se observar sobreposi¢do de
sinais em proteinas desenoveladas, como a a-sinucleina, que apresentam baixa dispersao

dos sinais devido ao fato do ambiente quimico dos residuos serem muito semelhantes.
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Portanto, o espectro de HSQC de uma proteina pode ser visto como impressao digital da

mesma (Pauleta, 2010).

A interagdo proteina-ligante pode ser investigada pela andlise das alteragdes no
espectro de HSQC quando a proteina ¢ incubada na presenca do ligante. Assim, ao serem
comparados os espectros de HSQC da proteina na presenca e na auséncia do ligante,
podem ser observados desvios no deslocamento quimico, bem como na intensidade dos
sinais de ressonancia dos residuos envolvidos na interagdo, ou mesmo daqueles que foram
afetados pela interagdo. Portanto, o HSQC pode auxiliar na elucidagdo dos mecanismos de

interagdo entre um fairmaco e uma proteina-alvo, ou até mesmo entre duas proteinas.

Para conhecer melhor quais sitios da a-sinucleina sdo capazes de interagir com o
peptideo AB25-35, foram feitos espectros de "N-HSQC utilizando equipamento Bruker
DRX 800 MHz, localizado no Centro Nacional de Ressondncia Magnética Nuclear
(CNRMN/UFRYJ). Para tanto, foram adquiridos espectros da o-sinucleina-">N (200uM),
em tampao fosfato de sédio 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM na auséncia ou presenca de
AP25-35 (relagdo molar 1:1 e 1:2). Todos os espectros foram adquiridos a 15°C. Para
avaliar-se o efeito do SDS sobre a interagao da a-sinucleina com o peptideo B-amilodide,
os experimentos acima foram realizados na presenca de SDS 100 mM, sendo os espectros
adquiridos neste caso a 30 °C. O assinalamento dos picos dos espectros da a-sinucleina na
auséncia de SDS foi feito de acordo com o trabalho publicado por Rao et al. (2009). No
caso dos espectros das amostras contendo SDS, a referéncia adotada para o assinalamento
foi o trabalho publicado por Chandra et al. (2003). O programa utilizado para os

assinalamentos foi CcpNmr Analysis 2.1.5.



4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA o-SINUCLEINA

A o-sinucleina humana foi produzida de forma recombinante e purificada
utilizando-se um método desenvolvido pelo nosso grupo (dado ndo publicado). Este
método permite a obtencdao da proteina com um alto grau de pureza e homogeneidade. A
Figura 4A mostra o perfil em gel de eletroforese (SDS-PAGE 15%) das varias etapas da
purificagdo da a-sinucleina. Apesar da a-sinucleina ser uma proteina de massa molecular
de 14 kDa, ja ¢ conhecido que ela comporta-se como uma proteina de 18 kDa em SDS-
PAGE, possivelmente devido a sua estrutura desenovelada. Pela analise em cromatografia
liquida (Figura 4B) pode-se observar um aumento da propor¢ao da a-sinucleina durante a
purificacdo, bem como a presenga de um pico de eluicdo condizente com o tamanho

esperado para o mondmero desenovelado.
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Figura 4. Caracterizagdo de amostras de cada etapa da purificacdo da o-sinucleina: (A) Gel de eletroforese
SDS-PAGE 15% revelado por prata. (I) Padrdes de peso; (II) Extrato bruto; (III) Sobrenadante pos-
precipitagdo com HCI; (IV) Sobrenadante pds-tratamento com sulfato de aménio; (V) Precipitado pos-
tratamento com sulfato de amonio. (B) Analise em cromatografia de exclusio molecular [Superdex 200

10/300GL (GE Biosciences)] das varias etapas da purificacdo da a-sinucleina.
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4.2 EFEITOS DO AB25-35 NA AGREGACAO DA a-SINUCLEINA

A Figura 5A mostra a cinética de agregacdo da o-sinucleina na presenga ou
auséncia do peptideo AP25-35. Pode-se observar uma reducao na ligagdo da Tioflavina-T
a amostra de a-sinucleina incubada na presenca de AP25-35. A Tioflavina-T ¢ uma sonda
fluorescente que liga, preferencialmente, a agregados fibrilares, o que nos sugere uma
redugdo dessas espécies na amostra de a—sinucleina incubada na presenca do Ap25-35. O
tratamento do AP25-35 com TFA tem por objetivo remover formas agregadas do -
amildide, aumentando a concentragdo de mondmeros do peptideo, o que ndo ocorre no
tratamento com agua. Desta forma, pode-se observar que AB25-35/TFA teve um maior
efeito inibitério sobre a formagdo de fibras da a-sinucleina em relagdo ao peptideo
ressuspendido em agua, sugerindo que o B-amildide monomérico seja, provavelmente, a
espécie responsavel pelo efeito observado. Além disso, pode-se notar que o efeito do
AP25-35 ¢é dependente da concentragdo deste (Figura 5B). Os controles contendo apenas
peptideo AP25-35 mantiveram baixa e constante a ligacdo a Tioflavina-T durante todo o
experimento de agregacdo (dado ndo mostrado).

Outro efeito interessante do P-amildide sobre a cinética de agregacdo foi o de
aumentar o tempo da fase de nucleagdo que ¢ uma etapa lenta relacionada a formacao de
oligobmeros precursores das fibras. Enquanto que, o controle (auséncia de AP25-35)
apresentou uma fase de nucleagdo em torno de 3 dias, na presenca do peptideo este tempo

foi de 7 dias.
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Figura 5: Efeitos do B-amildide na fibrilagdo da a-sinucleina. (A) Cinética de agregagdo da a-sinucleina a
37°C e 350 rpm, em tampdo Tris 20mM, NaCl 150mM, pH 7,4, em auséncia ou presenga de AP25-35,
preparado em diferentes condi¢des (TFA e H,0). (B) Contetido de fibras de a-sinucleina, medido pela
ligagdo a Tioflavina-T, na auséncia ou presenca de AP25-35/TFA, na etapa final da agregagéo.

A Figura 6 mostra as imagens obtidas por AFM dos agregados no tempo final de

fibrilagdo (13 dias). Sdo mostradas duas imagens de cada condi¢do de agregacdo, que

diferem entre si pelo campo visualizado. Em todas as situa¢des pode-se observar a

presenga de fibras, mesmo quando na presenca de AP25-35. Na presenca de AP25-

35/TFA, as fibras parecem mais fragmentadas que nas outras condigdes, € nota-se a

presenga de agregados amorfos na presenga de AP25-35, o que ndo € observado no

controle. Nossos dados sugerem que AP25-35, na concentragao utilizada, nao inibe

completamente a formacao de fibras de a-sinucleina apesar da baixa ligagao a tioflavina-T

observada. Alternativamente, a formagao de fibras de o-sinucleina com baixa afinidade

pela sonda fluorescente poderia estar ocorrendo na presenca de AB25-35, uma hipotese

ainda ndo investigada.
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Figura 6: Imagens de AFM das amostras no tempo final de agregagdo: (a) a-sinucleina, (b) a-
sinucleina + B-amildide (H,O) e (c) a-sinucleina + B-amildide (TFA). Cada condi¢do apresenta
duas imagens, que diferem entre si pelo campo visual escolhido. Nota-se principalmente a
presenca de fibras em todas as condi¢des e agregados amorfos (alguns estdo destacados por
circulos azuis) apenas em (b) e (c).
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O efeito do AP25-35 sobre a formacdao de fibras da a-sinucleina pode estar
ocorrendo via modificacdo das espécies presentes na fase de nucleacdo ou alteracdo do
crescimento da fibra que ocorre na fase exponencial da cinética de fibrilagdo. Com o
intuito de investigar em qual etapa da cinética de agregagdo da a-sinucleina o AB25-35
possa estar interferindo, foram realizados experimentos de agregacdo na auséncia de
agitacdo e presenga de sementes de o-sinucleina. Sementes de a-sinucleina sdo geradas
através da fragmentacdo de fibras maduras por ultrassom. Estas fibras fragmentadas
funcionam como moldes para o crescimento da fibra em presenca dos mondmeros da
proteina. A Figura 7 mostra que na presenca de sementes (5 % m/m) o efeito do APB25-35
¢ abolido, mesmo utilizando-se uma relagdo molar 1:2 entre a-sinucleina e AB25-35. Na
auséncia de sementes e agitagdo pode-se observar a inexisténcia de qualquer aumento na
ligacdo a Tioflavina-T, na presenca ou auséncia de AP25-35. Estes dados sugerem que o
efeito do AP25-35 esteja restrito a fase de formagao do ntcleo (etapa lenta) do processo de
agregacdo. Visto que os dados de AFM indicam que, mesmo em presenga de AP25-35,
ocorre a formagdo de fibras, pode-se especular que a interagdo da a-sinucleina com o
AP25-35 leva a formagdo de uma estrutura alterada na fase de nucleagdo, a qual evolui
para fibras com menor ligagdo da Tioflavina-T. No entanto, uma vez em presenca de

fragmentos de fibras (sementes), o peptideo AB25-35 ndo apresenta efeito sobre a extensdo

da fibra.
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Figura 7. Agregacao da a-sinucleina 50uM sem agitagdo,em tampao fosfato de sodio 20mM, NaCl 150mM,
pH 7,4, na presencga ou auséncia de sementes de a-sinucleina (5% m/m) e APB25-35 nas proporg¢des molares
de 1:1 ou 1:2 (a-sinucleina:AB25-35) . Nota-se que na auséncia de sementes, a fibrilagdo ndo ocorre,

enquanto que na presenga de sementes, ela ocorre e ndo ¢ afetada pelo AB25-35.

Fibras de a-sinucleina podem ser geradas na auséncia de agitagdo ou de sementes
utilizando-se concentragdes submicelares de SDS (Giehm, 2010). Fibras formadas na
presenca de SDS apresentam ligag¢do a tioflavina-T semelhante ao observado com fibras
geradas com agitagdo e na auséncia de SDS, porém com estrutura mais curvilinea (“worm-
like”) do que obervada com as fibras classicas que s3o mais retilineas (dados ndo
mostrados). O processo de formacdo de fibras de a-sinucleina induzida por SDS ocorre
apenas em relagdes estequiométricas na faixa de ~ 1:12 entre a-sinucleina e SDS.
Concentracdes superiores de SDS levam a uma inibi¢do da formacdo de fibras. Além
disso, em presenca de SDS a fibrilacdo ndo ¢ dependente da nucleagdo. Assim, fibras
formadas na presencga de SDS representam uma rota alternativa de fibrilacado em relagdo as
fibras formadas por agitagao.

O efeito do peptideo AP25-35 sobre a formagdo de fibras de a-sinucleina em
presenga de SDS e na auséncia de agitagdao foi investigada. A Figura 8 mostra que o-

sinucleina incubada a 37 °C, na auséncia de agitagdo, ¢ incapaz de formar fibras no tempo
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investigado, mesmo na presenga ou auséncia do peptideo AB25-35. No entanto, quando a
proteina ¢ incubada na presenga de SDS ocorre um rapido aumento na ligacdo a tioflavina-
T, ndo sendo observada a etapa de nucleacdo da cinética de agregacdo. Este aumento
rapido na formagdo de fibras ocorre mesmo em baixas concentragdes de proteina. Em
nossos experimentos, foram utilizadas concentragdes de 50 uM de a-sinucleina. A cinética
de agregacdo na auséncia de agitacdo apresenta um comportamento que independe da
concentragdo da proteina, sendo dependente apenas da relagdo entre a concentragdo de
SDS e a-sinucleina. Na presenga do peptideo AB25-35, pode-se observar um efeito
inibidor sobre a formacao de fibras, sendo que quantidades equimolares entre a-sinucleina
e o peptideo AP25-35 apresentaram um efeito inibitdrio maximo; um aumento da
concentragdo do peptideo foi incapaz de aumentar a inibi¢do. Este resultado contrasta com
o observado na agregacdo induzida por agitagdo e na auséncia de SDS, onde a inibigdo

aumenta com o aumento na concentracao do inibidor.
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Figura 8. Agregacdo da a-sinucleina 50uM sem agitagdo, em tampdo fosfato de sodio 20mM, NaCl
150mM, pH 7,4, na presenca e auséncia de SDS e AB25-35. Nota-se que na auséncia de SDS, a fibrilagdo
ndo ocorre, enquanto que na presencga de SDS, ela ocorre, sendo inibida pelo AB25-35. Esse efeito inibitorio

¢ bastante semelhante para proporgdes 1:1 e 1:2 de a-sinucleina para AB25-35.
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As bases moleculares da interagdo entre a oa-sinucleina e o peptideo AP25-35

foram investigadas por RMN 'H-""N-HSQC. A Figura 9 mostra os espectros de HSQC da

a-sinucleina obtida por nosso grupo (A) em comparagcdo com o espectro descrito na

literatura para o monomero desenovelado (B) (Eliezer, 2001). Pode-se observar que os

espectros sdo altamente concordantes, confirmando a natureza monomérica e nao

estruturada da a-sinucleina utilizada em nossos experimentos.
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Figura 9. Espectros de "H-""N-HSQC da (A) a-sinucleina marcada preparada em tampao fosfato de sédio
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(Eliezer, 2001)
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A Figura 10 mostra o espectro de 'H-""’N-HSQC da a-sinucleina em presenca do
peptideo AB25-35 numa relagdo molar 1:2 (a-sinucleina:AB25-35). Os espectros da a-
sinucleina na auséncia (em vermelho) e presenca do AP25-35 (azul) foram sobrepostos
para visualizagdo das diferencas entre os espectros (painel A) e a variagdo de
deslocamento quimico para cada aminoacido (Ad) foi determinada conforme Lenden e
colaboradores (2009) (painel B). Nota-se que para os residuos Val3, Phe4, Met5, Gly47 e
Gly51, os valores de Ad foram 4 a 10 vezes maiores que para os demais residuos,
sugerindo que estes residuos da a-sinucleina possam estar envolvidos na interagdo com o
peptideo AP25-35. No entanto, os valores absolutos de Ad obtidos foram muito pequenos,
o que pode indicar uma fraca interacdo entre os residuos da proteina e o AP25-35.
Experimentos em concentragdes mais elevadas de AB25-35 s@o necessarios para confirmar
esta hipotese. Por outro lado, o residuo His50 apresentou um Ao bastante elevado, o que

pode ser atribuido ao fato deste residuo ser muito sensivel a pequenas variacdes de pH.

a-Sinucleina em presenca de micelas de SDS, que resulta na formagao de estrutura
em a-hélice na proteina, foi investigada na presenga ou auséncia do P-amildide, por
HSQC. Este estudo ¢ relevante, pois se suspeita que a a-sinucleina esteja envolvida no
controle da fusdo de vesiculas pré-sindpticas, e, para tal, ela adota uma conformacdo em
a-hélices que possibilita a associacdo com vesiculas. Este ambiente pode ser mimetizado
in vitro através da adi¢do de SDS em propor¢do 1:100 (a-sinucleina:SDS). Além disso, a
o-sinucleina nesta conformacao ¢ mais propensa a agregar (Lee, 2002), apesar de ndo se
saber exatamente se ela estd envolvida com o inicio do processo de agregacdo.
Comparando-se a Figura 11 com a Figura 10 pode-se observar que o espectro de HSQC
da proteina na presenca de SDS apresenta sinais mais dispersos que na auséncia do
detergente, o que é concordante com o fato da a-sinucleina ter se estruturado. Na presenca
do peptideo AP25-35 foi observado o descolamento em alguns sinais no espectro de
HSQC em relagdo a proteina na auséncia do peptideo. Os aumentos mais significativos
nos valores de Ad foram observados para os residuos de Alal7, Alal9, Glu24, Gly47 e

Gly51. Os valores absolutos de Ad mais uma vez foram muito pequenos.
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Figura 10: (A) Sobreposi¢do dos espectros de HSQC assinalados da a-sinucleina isolada (vermelho) e na
presenca de de AB25-35 (azul) na propor¢do 1:2, em tampao fosfato de sd6dio 10mM, NaCl 150mM, pH 7.4,
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diferenga de deslocamento quimico (Ad) entre cada residuo de aminoacido assinalado de cada espectro.
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espectro.
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5 DISCUSSAO

Estudos anteriores indicaram que os residuos mais deslocados no espectro de
HSQC da a-sinucleina incubada com AB42 na presenca de SDS sdo Gly67, Ala69, Gly73,
Val74 e Thr81 (Mandal, 2006). Em nossos estudos, nenhum destes residuos parecem estar
envolvidos na interagdo da proteina com o AP25-35. Estudos da interagdo entre o-

sinucleina e AP25-35 na auséncia de SDS por 'H-""N-HSQC nio constam na literatura.

Embora a-sinucleina fibrilar seja o maior componente nos corpos de Lewy
(Conway, 2000b), alguns dados sugerem que estas estruturas podem ser inertes ou até
mesmo protetoras na PD. Primeiro, no modelo dos camundongos transgénicos
expressando a a-sinucleina, observa-se que os sintomas caracteristicos de PD sao
acompanhados pela formacdo de inclusdes citoplasmaticas NAO fibrilares de o-
sinucleina. Segundo, demonstrou-se que estruturas intermediarias da agregacdo da a-
sinucleina (protofibras) sdo capazes de promover permeabilizacdo de vesiculas e esta
propriedade ¢ sensivel as mutagdes da proteina ligadas a PD familiar (Conway, 2000a).

Por outro lado, protofibras de a-sinucleina sdo intermedidrios transientes do
processo de agregacdo, que apresentam diversas morfologias e propriedades bioldgicas.
Dessa forma, ao incubar a a-sinucleina com um inibidor de sua agrega¢do, pode ocorrer
um aumento ou diminui¢do da toxicidade dos agregados formados, o que vai depender do
mecanismo de inibi¢do, que, por sua vez, determina quais espécies sdo estabilizadas pela
molécula moduladora. fons Cu**, por exemplo, inibem a agregagdo da a-sinucleina ao
mesmo tempo em que aumentam a citotoxicidade das espécies formadas no tempo final de
agregacao (Kim, 2001). Este mesmo trabalho mostrou que eosina também inibe a
agregacdo, porém tem efeito contrario ao cobre, reduzindo a toxicidade dos agregados de
a-sinucleina. Ja selegilina, um farmaco com atividade anti-parkinsoniana utilizado no
tratamento sintomatico de PD, ¢ capaz de retardar a fase de nucleagao da agregacao da a-
sinucleina e reduzir o conteudo de fibras formadas. Interessantemente, selegilina ndo altera
significativamente o espectro de HSQC da proteina (Braga, 2011) assim como observado

em nossos dados com o peptideo AB25-35 e na interagdo com dopamina (Moussa, 2008)

O aumento do tempo da “fase lag” também ¢ um dado importante relacionado a
agregacao da a-sinucleina na presenca do AB25-35. Ja foi reportado que outras proteinas,

como a o(sl)-caseina sdo capazes de produzir um efeito semelhante na agregacdo do
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AB40 (Carrotta, 2012), enquanto que o farmaco selegilina aumenta a duracao da fase lag

da agregacao da a—sinucleina (Braga, 2011).

Doencgas que envolvem agregacao concomitante de a-sinucleina e dos peptideos
AP sdo geralmente mais severas e mais raras que as patologias tipicas de PD ou AD, como
¢ o caso da Deméncia com Corpos de Lewy (DLB) e a Doenga de Parkinson com
Deméncia (PDD). Assim, a interacdo entre estas proteinas pode ser associada a formagao
de espécies mais toxicas a neuronios. Porém, seria necessaria a realizacdo de ensaios de
neurotoxicidade dos diferentes agregados de a-sinucleina, formados na auséncia ou
presenca de AP25-35, para confirmar esta hipdtese. Kim et al. (2011) mostrou que no
tempo final de agregacdo, os agregados de o-sinucleina gerados na presenca de AB25-35
possuem toxicidades semelhantes aos agregados de a-sinucleina ou AB25-35 (Kim, 2011).
Entretanto, ¢ possivel que a influéncia do AB25-35 sobre a toxicidade dos agregados de
o-sinucleina ocorra numa fase especifica da agregacdo como, por exemplo, na etapa de
formagdo de protofibras. Assim, a inibi¢do da fibrilagdo da a-sinucleina por AB25-35
poderia resultar em protofibras mais téxicas ou com um tempo de vida maior e, portanto,
resultar em uma sinergia entre estas proteinas no sentido de aumentar a toxicidade dos

agregados.

Em nosso trabalho, apenas a agregacdo da o-sinucleina foi observada nas
condi¢des de agregacdo utilizadas; AP25-35, na auséncia de a-sinucleina, ndo gerou
aumento na ligacdo a tioflavina-T, sugerindo auséncia de fibras. Porém, outras espécies,
como oligdbmeros soluveis ou agregados amorfos do peptideo, poderiam estar sendo
gerados e, assim, estarem envolvidos na atividade anti-fibrilogénica do AB25-35. Esta
hipotese poderia ser verificada pela obtencdao de imagens de microscopia dos agregados de
APB25-35 gerados durante a agregacdo. Estudos futuros visardo aprofundar o entendimento
dos mecanismos da interagdo da a-sinucleina com os diferentes estados do AB25-35 e,
assim, fornecer novas informagdes sobre a rela¢do entre a a-sinucleina, o peptideo AB25-

35 e as deméncias com corpos de Lewy.
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6 CONCLUSOES

. O peptideo AP25-35 foi capaz de retardar a formagdo de fibras de a-sinucleina,
como verificado pela reducdo na ligacao a sonda fluorescente da Tioflavina-T.

= As imagens de AFM revelaram que os agregados formados na presenca de AB25-
35 apresentam estrutura fibrilar, além de estruturas amorfas.

. Os espectros de "H-""N-HSQC revelaram uma pequena variagio de deslocamento
quimico (Ad) nos aminoacidos Val3, Phe4, Met5, Gly47 e Gly51 entre os espectros na
presenca e auséncia de AB25-35.

. Na presenca de SDS, onde a a-sinucleina adquire estrutura em a-hélice, os
maiores Ad foram observados para os residuos Alal7, Alal9, GIn24, Gly47 e GlyS5I.
Apesar das variagdes serem grandes se comparadas a outros residuos, seus valores
absolutos sdo muito pequenos, ndo sendo possivel afirmar definitivamente que estes sao
os sitios de interacao entre as proteinas.

. No conjunto, este trabalho traz novos indicios para a interagdo entre o peptideo
AB25-35 e a a-sinucleina. A interacdo entre proteina e peptideo e o fato destas fibras e
agregados de a-sinucleina formados na presenca de B-amiloide poderem ter estruturas
diferenciadas podem auxiliar na compreensao de doengas que envolvem a formagao de

corpos de Lewy concomitante com as placas senis, como a DLB.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como continuidade deste trabalho, propde-se estudos comparativos de RMN no
estado solido das fibras de a-sinucleina formadas na auséncia e presenca de AP25-35,
ensaios de neurotoxicidade dos agregados e obtencdo dos espectros de HSQC da a-

sinucleina na presenca de maiores concentragdoes de AB25-35.
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