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Palavras-chave

Resumo

Doenca de Alzheimer, beta-amiloide, desordem neurodegenerativa, deméncia,

proteina percursor amilolide, proteoma

A doenca de Alzheimer (DA), caracteriza-se como uma doenca
neurodegenerativa, do sistema nervoso central, associada com a perda de
memoaria progressiva e irreversivel, tendo por resultado a deméncia, e de
etiologia multifactorial mas ndo totalmente conhecida, com aspectos
neuropatoldégicos e neuroquimicos caracteristicos.

As principais alteracfes histopatolégicas observadas nos doentes séo a
presenca de emaranhados neurofibrilhares intracelulares e depdsitos
extracelulares de um peptideo de 4 KDa denominado Abeta, que é o principal
componente das placas de amildide no cortex cerebral. Apesar da sua
etiologia multifactorial, ha uma correlagao bem descrita entre esta patologia e o
Abeta (peptideo neurotoxico). O Abeta deriva fisioldgica e proteoliticamente de
uma glicoproteina transmembranar com caracteristicas de receptor: a Proteina
Percursora de Amildide de Alzheimer (PPA).

O estudo das interaccdes proteina-proteina € uma condicdo prévia
importante para explorar novas formas de manipular a producdo de A. Com
esta questdo em mente, procurou-se identificar proteinas que interagem com a
PPA, caracteriza-las e relaciona-las com a DA. O estudo do proteoma
expresso em células COS-7, imunoprecipitando com diferentes anticorpos
22C11 e C-terminal, proporcionou obter informacdes que contribuem para
melhorar a compreensédo da base molecular da DA.

As proteinas caracterizadas poderdo ser usadas como alvos no
tratamento da DA, podendo provocar um impacto no processamento da PPA e
na formagéo dos emaranhados neurofibrilares, sendo a a-Actina, B-Tubulina,
Vimentina, Nucleolina, Stress-70 mitocondrial e a proteina com dominio

“zinc-finger”.
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Alzheimer's disease (AD) is characterized as a neurodegenerative disease
of the central nervous system, associated with progressive memory loss. It is
irreversible, resulting in dementia, having a multifactorial etiology which is not
completely understood. Specific neuropathological and neurochemical
characteristics have been associated with AD.

The pathological hallmarks of AD are the presence of intracellular
neurofibrillary tangles and extracellular deposits of a 4kDa amyloid beta peptide
(Abeta) forming amyloid plaques in the cerebral cortex. This disease is
multifactorial in its etiology but central to its pathology is the neurotoxic Abeta
peptide. Abeta arises from the proteolytic cleavage of a larger ubiquitous
glycophosphoprotein, APP (Alzheimer Amyloid Precursor Protein), whose short
cytoplasmic domain contains several phosphorylatable amino acids.

The study of protein-protein interactions is an important prerequisite for
exploring new ways to manipulate the production of AB. Bearing these
questions in mind, we tried to identify proteins that interact with APP,
characterized them and related them with AD. By studying the COS-7 cells
proteome with different antibodies, 22C11 and C-terminal, this will provide
additional information to help improve our understanding of the molecular basis
AD.

Proteins thus characterized may be used as targets in the treatment of AD.
These are and may potentially impact on the processing of APP and the
formation of neurofibrillary tangles, these are the a-Actin, B-Tubulin, Vimentin,

Stress-70 mitochondrial, Nucleolin and protein domain with "zinc-finger".
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1. INTRODUCAO




Introducao

Este estudo tem como objectivos principais a identificacdo e caracterizacdo de proteinas
gque interagem com a proteina precursora amiléide da doenca de Alzheimer (PPA), para
posteriormente relaciona-las com a doencga de Alzheimer (DA), utilizando-se as técnicas
de co-imunoprecipitagdo para isolar e a espectrometria de massa para identificar as
proteinas que interagem com a PPA. Para a concretizacao destes objectivos utilizou-se o
plano experimental apresentado na figura 1.

O stress celular, induzido pela adicdo do peptideo AP, pode induzir alteracdes
moleculares, associadas a DA, que podem permitir identificar biomarcadores Uteis para o
diagnoéstico da DA. Estes biomarcadores representam alvos interessantes para futura
validacao e potencias candidatos para um diagndstico molecular na DA.

Considerando que a fosforilacdo proteica anormal e o stress oxidativo podem
contribuir para a DA, de futuro sera conveniente investigar o processamento de PPA
dependente da fosforilacdo durante o stress celular [1].

As modificacBes pds-traducionais afectam as func¢des das proteinas, sendo por isso,
igualmente de interesse neste estudo, a identificagdo de proteinas modificadas por
oxidacdo. Uma caracteristica comum das modificacdes pds-traducionais € a alteracéo do
peso molecular da proteina, tornando possivel detecta-las e caracterizd-las pela técnica
de espectrometria de massa. A caracterizagdo destas modificacbes desempenha um
papel fundamental na compreenséo de processos bioldgicos, na activagao/inactivagao da
actividade de enzimas, no regulamento da expressdo génica, na localizagdo celular
proteica e nas modelagfes de interac¢bes entre proteinas [2].

O campo da protedmica, que se concentra em identificar a natureza dinamica do
contetdo proteico expresso no interior de uma determinada célula, tecido ou organismo,
em determinadas condi¢des, tem proporcionado muitas informac¢des que contribuem para
melhorar a base molecular e podem conduzir ao desenvolvimento de potenciais alvos
terapéuticos de diversas doencas [3].

Tradicionalmente, métodos bioquimicos, tais como a co-imunoprecipitacdo sao
utilizados para estudar a interac¢cao das proteinas, no entanto, estas técnicas necessitam
de uma superexpressao das proteinas para se obter resultados consistentes [4]. Por esse
motivo, neste estudo realiza-se a transfeccdo com fosfato de calcio antes de se realizar a
co-imunoprecipitacdo com os diferentes anticorpos (C-terminal e 22C11), utilizando-se a
linha celular COS-7.
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|| Cultura de células COS-7 ||

Optimizacéo da técnica : — —
—P" Transfeccdo com fosfato de calcio ||

Quantificacéo e :
_ normalizagéo dos '—’" Determinacdo da proteina total (Método BCA) ||
lisados celulares e das

amostras para posterior i

identificacdo proteica :

A H SDS-PAGE || Co-imunoprecipitagao ||

(lisados celulares e

amostras para posterior

identificacao proteica)

|| Digestao com a Tripsina ||

Transferéncia das Separagéao por
proteinas (“Western cromatografia liquida
Blotting”)
l " MALDI-TOF-MS ||

Imunodetecc¢édo das
proteinas imobilizadas

Procura na base de
dados (MASCOT)

Deteccao pelo método de
quimioluminescéncia

Identificacéo de

proteinas que ligam a
PPA

Figura 1 — Esquema do procedimento experimental utilizado neste trabalho.

1.1 Doencga de Alzheimer

A dramatica ascensdo na esperanca de vida durante o século 20, conduziu a um
namero crescente de individuos que alcancam a idade em que as desordens
neurodegenerativas se tornam comuns [5-7].

Entre elas, a doenca de Alzheimer (DA), caracterizando-se como uma doenca
cerebral degenerativa, do sistema nervoso central, associada com a perda de memoria
progressiva e irreversivel, tendo por resultado a deméncia, e de etiologia multifactorial

mas nao totalmente conhecida, com aspectos neuropatolégicos e neuroquimicos
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caracteristicos [5-7]. Os sintomas da doenca inserem-se em trés categorias: emocional,
social e cognitivo [8].

Desde a descoberta da base histopatolégica da DA pelo neuropatologista aleméo
Alois Alzheimer em 1907, surgiram diversas duvidas sobre a rela¢do dessa doenga com o
envelhecimento normal, uma vez que as alteracdes microscopicas observadas nos
cérebros de pacientes com a DA, também eram observaveis em cérebros de pessoas
idosas saudaveis. A diferenca reside na quantidade e distribuicdo dessas alteragdes [6,
9]. Contudo, as placas visualizadas nos cérebros de pessoas normais ou de pessoas em
estagios iniciais de DA, sao depdsitos benignos difusos de B-amildide extracelulares nao
fibrilares e em estagios mais avangcados da doenca, as placas assumem uma
conformacgéo compacta e associam-se as neurites distroficas, sendo esta forma de placas
mais téxica [6].

A deméncia é uma sindrome crénica e progressiva, caracterizada pela presenca de
défice na fungdo cognitiva, com maior énfase na perda de meméria. No entanto, a perda
de memoria apesar de sempre ocorrer ha deméncia, ndo é suficiente para o diagnostico
desta, sendo necessario o declinio de pelo menos uma outra area da funcdo cognitiva
[10, 11].

Inovacbes tecnoldgicas usando métodos de neuroimagem estruturais e funcionais e
técnicas de biologia e genética molecular, tém demonstrado perspectivas para o
diagndstico precoce das deméncias, particularmente da DA [7, 12].

Varios factores podem aumentar a probabilidade de um individuo desenvolver a DA,
nomeadamente a idade (a incidéncia aumenta em pessoas com mais de 80 anos),
hereditariedade de determinados genes (a historia familiar da DA geralmente aumenta a
probabilidade) [13, 14]. Pelo menos quatro genes estdo envolvidos na fisiopatologia da
DA, tais como mutacdes no gene PPA que se localiza no cromossoma 21, no gene APOE
do cromossoma 19 e mutagdes nos genes Presenilina 1 (PS1) e Presenilina 2 (PS2),
genes que se localizam nos cromossomas 14 e 1, respectivamente [14, 15].

Cerca de um terco dos casos de DA comportam-se de acordo com um padrdo de

heranca monogénica autossémica dominante [16].

1.2 Alteracdes neuropatoldgicas e bioquimicas dado  enca de Alzheimer
As alteracdes neuropatolégicas e bioquimicas da DA podem ser divididas em duas

areas gerais: mudancas estruturais e alteracbes nos sistemas neurotransmissores. As

mudancas estruturais incluem emaranhados neurofibrilares, placas neuriticas, perdas

4
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sinapticas e a morte neuronal, particularmente neurénios colinérgicos do prosencéfalo
basal. As alteracBes nos sistemas neurotransmissores estdo associadas as mudancas
estruturais (patologicas), que ocorrem de forma desordenada na doenca. Alguns
neurotransmissores podem ser significativamente afectados, indicando um padrdo de
degeneracéo do sistema [10, 17].

As alteracbes que a DA provoca, nomeadamente a perda de memoria e de
capacidade de comunicagcdo com o exterior, devem-se a degeneracdo e morte dos
neuronios do cortex, do sistema limbico, do hipocampo e de outras regides do cérebro
[18].

A formacdo de placas senis e emaranhados neurofibrilares sdo os dois principais
eventos histopatolégicos associados a neurodegeneracdo na DA. As placas senis sao
depdsitos extracelulares de filamentos do peptideo B-amiloide, um produto resultante da
clivagem da proteina precursora amildide (PPA) por ac¢cdo de uma enzima [-secretase,
no processo proteolitico [19, 20].

A designacdo peptideo B-amiloide engloba uma familia de peptideos altamente
relacionados, que variam em comprimento entre 28 e 43 aminoacidos e derivam da
degradacdo metabdlica da proteina PPA. Embora o peptideo de 40 aminoacidos seja a
forma predominantemente produzida apés clivagem da PPA, um peptideo ligeiramente
maior de 42 aminodacidos (Ap42) é considerado mais critico na formacéo das placas. O
AB42, espécie mais abundante nas placas neuriticas, € mais neurotoxico e agrega mais
que o AB40 [6]. A acumulacdo do péptido B-amiloide provoca diversos mecanismos,
incluindo a disfuncdo sinaptica, stress oxidativo, inflamacgéo e a activacdo de células da
glia, conduzindo a perda neuronal [7].

As estruturas extracelulares como as placas difusas, podem também ser observadas
em tecido cerebral de pacientes com a DA, no entanto, acredita-se que estas estruturas
possam ser versfes imaturas das placas neuriticas, sendo geralmente menores e
morfologicamente menos definidas e provocando pouco dano no tecido cerebral [6].

Os emaranhados neurofibrilares séo formados dentro da célula por uma alteracéo do
estado de fosforilagdo de proteinas associadas a microtdbulos, sendo uma delas a
proteina Tau e apOs a degeneracdo neuronal permanecem extracelularmente [6].

No sistema nervoso em desenvolvimento, a perda da estabilidade dos microtubulos,
pela hiperfosforilacdo, determina maior plasticidade celular e é essencial para o
crescimento e diferenciacdo morfolégica dos neurénios. No cérebro maduro, a
manutencdo da Tau em estado pouco fosforilado, confere aos neurdnios a estabilidade

necessaria para sua homeostase. Em neurénios afectados, a perda de microtibulos
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determina alteracdes estruturais e funcionais, levando a morte celular e a formacéo de

emaranhados neurofibrilares [21].

1.3 A proteina PPA

Mesmo que muitas proteinas possam conduzir ao estado da DA, o papel fundamental
da PPA é inquestionavel [22]. O gene que codifica PPA localiza-se no cromossoma 21
humano [13, 23] (21g21.2-3) [24, 25] e contém 19 exdes [25], com a sequéncia beta-
amiléide no exdo 16 e 17 [23]. A proteina PPA tendo um peso molecular de 101 a 124
KDa € uma proteina transmembranar, com um grande dominio extracelular no N-terminal
e um dominio mais curto citoplasmatico (AICD), distanciados por 49 aminoacidos [14, 20]
O peptideo B-amiloide é produzido a partir da degradacdo metabdlica da proteina PPA,
sendo uma familia de peptideos que variam em comprimento entre 28 e 42 aminoacidos
(figura 2).

E expressa em muitos tipos de células e dentro do SNC, parecendo desempenhar um
papel na sinaptogénese, plasticidade sindptica, transporte axonal, ades&o celular,
transcricdo génica, metabolismo do colesterol, formagdo de sinapses e migracdo
neuronal [6, 8].

A PPA tem caracteristicas tipicas de um factor de crescimento, e tem o potencial de
desempenhar fun¢des importantes na transdug¢do de sinais e na estrutura de neuroénios.
A PPA secretada exerce efeitos neurotréficos e neuroprotectivos, em diversos tipos de
células. Geralmente, estes efeitos sdo induzidos pelo dominio extracelular soltvel longo
(sPPAaq) aproximadamente 100 vezes mais do que pelo dominio extracelular soltvel curto
(sPPAR). A razdo porgue sPPAa exerce os seus efeitos é ainda desconhecida [5, 19].

A PPA pode ser localizada em diversas estruturas membranares da célula, como o
reticulo endoplasméatico (forma imatura), complexo de Golgi (forma matura) e a
membrana celular. A forma matura € N- e O-glicosilada, enquanto que, a forma imatura é
apenas N-glicosilada [1].

Mutacdes no gene PPA séo conhecidas como causas da manifestacdo da DA em idade
precoce. Por outro lado, a proteina APOE esta relacionada com uma maior propensao
para DA em pessoas mais idosas.

A PPA sofre splicing alternativo nos exdes 7,8 e 15 e gera diferentes mRNAs. As trés
isoformas predominantes do exao 7 sdo: PPAG95, PPA770 e PPA751. A PPAGB95 (carece
dos exbes 7 e 8) é altamente expressa nos neurénios e carece de um dominio
encontrado nas isoformas PPA770 e PPA751 [19, 20].
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Figura 2 - Representacdo esquematica das espécies do peptideo B-amiloide. (Ford Michael,
2008).

1.4. Metabolismo da PPA

No metabolismo da PPA, existem duas vias principais, uma amiloidogénica e uma
néo — amiloidogénica.

Na via ndo — amiloidogénica (figura 3), a PPA é processada pelas accgbes
sequenciais da a- e da y- secretases, ndo conduzindo a producdo de AB [7]. A o—
secretase cliva dentro da sequéncia AB, entre os residuos Lys16 e Leul? [5] e libera o
dominio extracelular soluvel longo da PPA (sPPAaq), deixando o fragmento do a-C-
terminal, [6, 25, 26] de 83 residuos, fixo na membrana [5]. Em seguida, o fragmento a-C-
terminal é clivado pela y- secretase e libera o dominio intracelular da PPA (AICD) e o
fragmento p3, de 3 KDa [5, 27].

Na via amiloidogénica (figura 4), PPA é processada pelas ac¢des sequenciais da - e
da y- secretases, conduzindo a producéo de AB. Pela clivagem da B- secretase é liberado
um dominio extracelular solavel curto, sPPAB e deixa o fragmento do B-stub, [6, 25, 26]
fragmento de 99 residuos, fixo na membrana [5]. Em seguida, o fragmento 3-C-terminal é
clivado pela y- secretase e libera o AICD e um peptideo B-amiloide (AB) de 4KDa, com 40
ou 42 aminoacidos [5, 27]

O peptideo B-amiloide de 4KDa oligomeriza para criar espécies toxicas que causam
comportamentos neurodegenerativos, estando associadas a uma presumivel perda
funcional dos metabolitos secretados da PPA, devido a formacédo das placas senis,
caracteristicas da DA [6, 25, 26].
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O peptideo fibrilar B-amildéide insolivel em células cerebrais é depositado
extracelularmente em forma de placas na amigdala, hipocampo e neocértex de individuos
afectados pela DA [5].

A formacdo de AB depende da temperatura, ATP e do PKC (proteina cinase C,
envolvida em reaccdes de fosforilagédo) [28].

Da PPA ap6s o processo proteolitico, obtém-se trés produtos, sendo um dentro da
célula, que pode contribuir para DA, activando genes pelo processo designado por
activagdo transcricional e dois fragmentos fora da célula, um destes fragmentos € o -
amiloide [5].

Fragmentos de PPA incluindo B-amildide (B-C-terminal), podem exercer uma
poderosa regulacdo em funcdes neuronais basicas, como excitabilidade celular e
transmissao sinaptica [29].

A y- secretase parece ser um complexo que compreende, pelo menos, quatro
proteinas: PS1 ou PS2 (o componente catalitico), NCT, PEN-2 e Aph-1. O B-stub e a-stub
sdo substratos da y-secretase. A proteolise por y-secretase é heterogénea, produzindo
em grande quantidade (3-amiloide de 40 residuos e em menor quantidade B-amildide de
42 residuos (altamente toxico). O dominio intramembranar da PPA activa a sinalizacao
nuclear [5, 25].

Processamento da proteina precursora amiloide (APP)

Via ndo-amiloidogénica
sAPPa (dominio extracelular sohivellongo)

o-secretase

(cliva entre os Fragmento p3 de 3JKDa
residuos Lys 16
eleulT) / . /

Membrana f—secretase

Citoplasma \ Dominio intracelular
/ / (AICD)

COOH
Fragmento do a-C-terminal, o
o-stub (fragmento de 83
reziduos, fixo na membrana)

Figura 3 - Via nao — amiloidogénica do metabolismo da PPA.
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Via amiloidogénica

sAPPP (dominio extracelilar sohivel curto)

NH: /
/ Peptideo f-amiloide de 4KDa,

com 40 ou 42 aminoacidos
f-secretase /

Membrana

y-sec retase
—

Citoplasma

R Dominio intracelular]
/ " (AICD)
COOH

Fragmento do f-C-terminal, o
p-stub (fragmento de 99
residuos, fixo na membrana)

Figura 4 - Via amiloidogénica do metabolismo da PPA.
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Objectivos

Optimizar o método de transfec¢cdo de cDNA PPA695 com fosfato de

calcio, na linha celular COS-7

Utilizar a técnica de co-imunoprecipitacdo para separar as proteinas

gue interagem com a PPA

Identificar proteinas que ligam a PPA utilizando espectrometria de

massa

Caracterizar as proteinas que interagem com a PPA e relaciona-las

com a DA
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3.1 Cultura de células

A linha celular utilizada foi a COS-7, tendo sido mantida em Meio de Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
3.7 g/l de bicarbonato de sédio (NaHCO3) e 1% de solugdo antibidtico-antimicotico. As
células COS-7 foram descongeladas com 7 passagens e mantidas em cultura a 37°C e
5% CO,. Para a realizagdo experimental as células foram plaqueadas a 60-65%
confluéncia aquando da transfec¢cdo e mantidas em DMEM com soro e sem antibiético

nem antimicotico.

3.2 Transfecg¢do com fosfato de célcio

As células foram transfectadas com diferentes concentracdes de cDNA PPA695 com
0 objectivo de determinar a concentracdo 6ptima de transfeccédo para esta linha celular.
Apbs optimizar esta técnica para as caixas com didmetro de 42mm, extrapolou-se a
concentracao de transfeccao a utilizar para as caixas com didmetro de 100mm, com base
no aumento da area relativa de superficie e segundo o protocolo do método de
transfeccdo com fosfato de célcio (*). A concentracdo Gptima de transfeccdo para as
caixas de 42mm determinada foi de 4pug de DNA, assim sendo, para a transfec¢édo da
linha celular COS-7 com as caixas de 100mm, utilizou-se 25ug de DNA (1). Para a
realizacdo experimental preparou-se as solugbes de CaCl, e HBS 2x como descrito no
anexo 1, utilizando-se 2M e 500ul de cada solugéo, respectivamente, para cada caixa.

As células ndo transfectadas serdo o controlo das transfectadas e as transfectadas
serdo o controlo em relagdo ao tratamento com o peptideo AB.

Apoés incubacdo dos precipitados a temperatura ambiente durante 30 minutos, estes
foram adicionados as células, agitando-se bem para que nado haja acidificacdo local das
células (pH entre 7.2-7.4). Incubou-se as células com os complexos durante 24h a 37°C e
5% CO.,. Apos a transfeccado as células COS-7 foram incubadas na presenca ou auséncia
de 100ul do peptideo AB25-35 20uM, por um periodo adicional de 24h.

! http://www.flemingtonlab.com/Protocols/CalciumPhosphateTransf.pdf
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3.3 Determinacao da proteina total

ApoOs a realizacdo das experiéncias as células foram lisadas e realizou-se a
guantificacdo proteica utilizando-se o método BCA, para normalizar os lisados celulares e
as amostras que serdo posteriormente utilizadas para identificar proteinas que ligam a
PPA, através de espectrometria de massa. Os lisados celulares contidos em caixas de
42mm, utilizados para optimizacdo da concentracdo 6ptima de cDNA para transfeccao
das células COS-7, foram recolhidos no tampéo de SDS 1% a ferver, enquanto que, as
amostras para posterior identificagdo do interactoma da PPA, contidas em caixas de
100mm, foram recolhidas no tampéo lise da co-imunoprecipitacdo (como descrito na
seccdo 3.4).

O kit de Ensaio de Proteina BCA é um método simples, rapido e preciso para a
deteccdo e quantificacdo colorimétrica de proteinas totais. Este método baseia-se na
capacidade das proteinas reduzirem Cu** a Cu* em meio alcalino. A coloraco purpura
resultante da reac¢do € formada pela interaccdo do reagente acido bicinconico (BCA)
com o ido de cobre Cu®. Este complexo sollivel em agua exibe elevada absorvancia a
562nm com resultados aproximadamente lineares, permitindo a quantificagcdo de
proteinas.

A andlise quantitativa foi realizada utilizando-se 10l de amostra em duplicado. Para
a curva padrao preparou-se 6 diluicbes utilizando-se o padrdo de albumina de soro
bovino (BSA) (tabela 1). Os dois reagentes utilizados A e B foram misturados na
proporcdo de 50:1 de A:B e aplicados nas amostras de proteinas a serem estudadas.
Posteriormente, incubou-se a 37°C durante 30 minutos, medindo-se em seguida a
absorvancia das amostras a 562nm. Preparou-se a curva padrdo das amostras e utilizou-
se como referéncia para determinar a concentracdo proteica das amostras
desconhecidas. Apos a quantificacdo proteica e normalizacdo das amostras, seguiu-se

com as técnicas de SDS-PAGE e co-imunoprecipitacao.
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Tabela 1 - Tabela de preparacéo dos padrdes de proteina.

Padréo BSA (W)  SDS 10% o roteina A+B Lisado da
(H9) (mL) amostra (pl)
PO 0 5 45 0 1 10
P1 1 5 44 ) . 10
P2 2 5 43 4 ; i
P3 5 5 40 10 . 0
P4 10 5 35 = i o
P5 20 5 25 40 1 10

3.4 Co-imunoprecipitacéo

As amostras que serdo imunoprecipitadas e posteriormente analisadas por
espectrometria de massa, apos transfeccdo com fosfato de calcio e incubagcdo com ou
sem o peptideo AB, foram lavadas com 2xPBS e lisadas com 1ml de tampao lise (150l
de Tris-HCI 1M pH 8, 360ul de NaCl 1M, 0,12g de Chaps 4% e 2490 pl de &agua)
inibidores de proteases (66,37ul de PMSF 100X, 0,27yl de leupeptina, 8,92ul de
pepstatina, 67,525l de benzamidina e 16,21pl de aprotinina). Posteriormente, sonicou-se
3 vezes a 10 segundos cada amostra e em seguida colocou-se em gelo (para nao
degradar as proteinas pela accao das proteases).

Realizou-se duas imunoprecipitacdes sequenciais e para cada uma destas, efectuou-
se trés tipos de condi¢cdes experimentais, amostra ndo transfectada, amostra transfectada
com 25ug de DNA e amostra transfectada com 25ug de DNA e 100ul do peptideo AB25-
35 20uM. No primeiro conjunto experimental fez-se imunoprecipitacdo com o anticorpo
primario 22C11 (anti-mouse) que reconhece especificamente o N-terminal da proteina
PPA e no segundo com o anticorpo C-terminal (anti-rabbit) que reconhece
especificamente o C-terminal da proteina PPA, obtendo-se seis amostras.

Na primeira imunoprecipitacdo efectuou-se o pré-clearence durante 1 hora a 4°C.
Ap0s centrifugar a 10.000g durante 1mim rejeitou-se o “pellet”. Em seguida, adicionou-se
20ul de 22C11 e 50ul de Sepharose G. As trés experiéncias foram colocadas em rotacao
durante toda a noite (O.N.) a 4°C. No dia seguinte, os tubos foram centrifugados a

10.000g durante 3 minutos e retirou-se o sobrenadante ap6s O.N., usando-se pontas
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cortadas para ndo danificar os complexos. Os “pellets” foram lavados quatro vezes com
1ml de Tris 50 mM/NaCl 120 mM durante 15 minutos em rotagéo a 4°C e centrifugados 3
vezes a 10.000g durante 3 minutos. Apds estes procedimentos retirou-se 0s
sobrenadantes e obteve-se apenas os “pellets”. Estes “pellets” obtidos foram
armazenados a -20°C, e subsequentemente utilizados para estudos por espectrometria
de massa.

A segunda imunoprecipitacdo, iniciou-se com o sobrenadante retirado apds O.N. da
primeira imunoprecipitacdo, adicionando-o 3ul do C-terminal e 50ul de Sepharose A. Em
seguida, iniciou-se o pré-clearence durante 1 hora a 4°C. Os trés tubos foram
centrifugados a 10.000g durante 1mim e rejeitou-se o “pellet”. Os “pellets” foram lavados
quatro vezes com 1ml de Tris 50 mM/NaCl 120 mM durante 15 minutos em rotacao a 4°C
e centrifugados 3 vezes a 10.000g durante 3 minutos. Apds estes procedimentos retirou-
se 0s sobrenadantes e obteve-se apenas os “pellets”. Estes “pellets” obtidos foram
armazenados a -20°C, e subsequentemente utilizados para estudos por espectrometria
de massa. No fim da experiéncia de co-imunoprecipitacdo temos seis condicbes

experimentais diferentes.

3.5 Electroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Apo6s normalizagcdo das amostras, como descrito anteriormente carregou-se 50ug de
proteina para realizar a técnica de SDS-PAGE.

A electroforese € uma técnica que se baseia na separagdo de macromoléculas por
aplicacdo de um campo eléctrico. Quando um campo eléctrico € aplicado a uma solugéo
de proteinas, estas moléculas migram numa direc¢do e com uma velocidade que reflecte
a sua carga e massa molecular, respectivamente. A separac¢do de proteinas tornou-se
possivel com o desenvolvimento da electroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), em
que as amostras a separar € adicionado o detergente dodecil sulfato de sodio (SDS),
pelo que a que a técnica € designada por SDS-PAGE [30]. O detergente SDS € usado
para desnaturar e conferir carga negativa as proteinas. A percentagem do gel e a escolha
do tamanho dependem do peso molecular das proteinas a separar no gel.

Inicialmente, procedeu-se a montagem do sistema de electroforese com espacadores
de 0,75mm, para mini-geis. Preparou-se o gel de policrilamida a 6% SDS-PAGE
(separador) (anexo 1) e aplicou-se no sistema com uma pipeta Pasteur logo apds a
adicdo de TEMED. Cobriu-se a superficie exposta do gel com agua e deixou-se a

polimerizar 30-60min a temperatura ambiente. A 4gua sobreposta ao gel foi retirada e
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preparou-se o gel de policrilamida a 3,5% SDS-PAGE (empacotamento) (anexo 1)
aplicando-o logo apés a adigdo do TEMED até a parte superior do contentor. Colocou-se
o pente de 0,75mm de espessura e deixou-se polimerizar o gel 30-45min a temperatura
ambiente.

Antes de carregar as amostras no gel, estas foram fervidas no tampéao contendo SDS
por 3 minutos para garantir a desnaturacao das proteinas. As amostras preparadas, com
uma quantidade proteica final de 50ug, foram carregadas no gel e as proteinas
separadas a 90mA por 3-4 horas. Os padrdes comerciais dos pesos moleculares das
proteinas (Prestained SDS-PAGE Standards — Broad Range, Bio Rad) foram usados

como marcadores.

3.6 Transferéncia das proteinas (“Western Blotting” )

Para possibilitar a imunodetecgdo com anticorpos especificos as proteinas foram
transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose. A membrana é colocada face-a-
face com o gel e uma corrente eléctrica é aplicada entre as placas de cada lado. As
proteinas carregadas movem-se do gel para a membrana, mantendo a mesma
disposicdo que tinham no gel. Como resultado desse processo designhado por “blotting”,
as proteinas sdo expostas a uma fina camada para deteccdo. As membranas sdo
escolhidas porque ligam-se a proteinas ndo especificamente.

Resumidamente, cortou-se uma membrana de nitrocelulose e 4 folhas de papel
Whatman 3MM com o tamanho exacto do gel. Posteriormente, procedeu-se a montagem
da sanduiche, pela seguinte ordem: sobre o &nodo do aparelho de transferéncia colocou-
se a esponja, 2 folhas de papel Whatman, a membrana de nitrocelulose, o gel, 2 folhas
de papel Whatman e for fim, uma outra esponja. A sanduiche foi imersa no tanque de
electroforese, equipada com eléctrodos de platina e contendo o tampé&o de transferéncia.
O sistema montado foi cuidadosamente pressionado de modo a retirar-se bolhas de ar
gue eventualmente diminuissem o contacto entre o gel de poliacrilamida e a membrana.

A transferéncia das proteinas iniciou-se quando aplicada uma corrente constante ao
sistema montado. Foi aplicada uma corrente de 100mA durante 4 horas e durante esse
tempo as proteinas (carregadas negativamente devido ao SDS) migraram do gel para o
anodo, tornando-se fixas ao filtro de nitrocelulose. Ap6s ocorrer a transferéncia das
proteinas, removeu-se a membrana da sanduiche e deixou-se seca-la a temperatura

ambiente.
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3.7 Imunodeteccao das proteinas imobilizadas

Apos a transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose é realizado
o0 bloqueio da membrana e incubagdo com o anticorpo primario, seguindo-se a incubacao
com o anticorpo secundério acoplado ao substrato quimioluminescente de revelacao.

A ligacdo das proteinas a membrana € baseada em interaccfes hidrofébicas e de
cargas entre a membrana e as proteinas. O bloqueio da ligacdo ndo especifica &
alcancado colocando-se a membrana em uma solucao diluida de leite em p6 magro, com
uma pequena quantidade de detergente como o Tween 20. Para efectuar-se o bloqueio,
as membranas foram mergulhadas em TBS-T (TBS com 0,1% Tween 20) com 5% de
leite magro em po, durante 3hrs em agitacdo a temperatura ambiente.

Incubou-se uma membrana com o anticorpo primario 22C11 e uma outra com o
anticorpo primario C-terminal, durante toda a noite (O.N.) em agitacdo a 4°C. No dia
seguinte, retirou-se os anticorpos primarios e efectuou-se 3 lavagens com TBS-T de 10
em 10 minutos, com agitacdo a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 0s
anticorpos secundarios as membranas e incubou-se durante 2hrs com agitagdo a
temperatura ambiente. Retirou-se os anticorpos secundarios e efectuou-se 3 lavagens

com TBS-T de 10 em 10 minutos, com agitagéo a temperatura ambiente.

3.7.1 Deteccao proteica pelo método de quimioluminescéncia

Durante o processo de detecg¢édo testa-se a membrana com anticorpos da proteina de
interesse, ligando-se eles a uma enzima reveladora, a qual leva a uma mudanca de cor.

O kit “ECL Plus Western Blotting Detection System" (Kit Amersham Pharmacia) é um
método nao reactivo utilizado para a deteccdo de antigenos especificos imobilizados. O
ECL Plus produz uma emissdo mais sensivel a luz e de maior duracédo do que o ECL. O
ECL Plus é um reagente de deteccdo quimioluminescente.

A membrana é incubada por 1 minuto a temperatura ambiente com a solucdo de
deteccdo ECL PLUS do kit “ECL Plus Western Blotting Detection System", sendo esta
solucdo preparada de fresco misturando na proporcdo de 1:1 os dois reagentes de
revelacdo. O excesso da solucdo conteldo o substrato quimioluminescente € removido e
num quarto escuro, um filme de auto-radiografia (XAR-5 film, Kodak, Sigma Aldich) é
colocado no topo da membrana, dentro de uma cassete de filme. A cassete é fechada e

aguarda-se um periodo de tempo adequado. Em seguida, o filme é removido e colocado
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pela seguinte ordem, numa solucdo de revelagdo (Kodak, Sigma Aldrich), em &gua e

numa solucéo de fixacdo (Kodak, Sigma Aldrich).

3.8 Digestdo com a Tripsina

Apbs a co-imunoprecipitacdo obteve-se seis “pellets” com diferentes condi¢des
experimentais. A estes seis “pellets” adicionou-se 250pl de uma solucdo de 50 mM de
hidrogenocarbonato de aménio (NH;HCO3), em cada amostra. Para a digestdo com a
Tripsina utilizou-se 60ul de cada amostra e 20ul de Trispina e incubou-se na estufa
durante a noite. Em seguida, estas amostras foram filtradas para posteriormente
proceder-se a separacdo por cromatografia liquida e analise por espectrometria de

massa.

3.9 Separacao por Cromatografia Liquida

Os reagentes quimicos utilizados foram o acetonitrilo de qualidade-HPLC (Riedel,
Seelze, Alemanha), acido trifluoroacético (TFA; Fluka, Buchs, Suica), guanidina (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espanha) e 4gua desionizada (Mili-Q).

As andlises da cromatografia liquida (LC) foram executadas usando-se um Ultimate
3000 (LcPackings). Vinte microlitros de cada amostra (3ug do extrato de peptideo) foram
injectados na nano coluna de LC, C18 (Zorbax 300SB-C18, tamanho da particula 5 um, 5
x 0.3 mm, Agilent Technologies) usando-se o modo automatico. A amostra foi lavada
sobre a nano coluna de LC por 3 minutos com o tampéo A de 95% (4gua, 0.1% TFA) e 0
tampédo B de 5% (acetonitrilo, 0.1% TFA) em uma taxa de fluxo de 30 pl/min. Inverteu-se
o fluxo sobre a nano coluna de LC e elui-se a amostra em uma coluna analitica capilar
C18 para 150 mm x 75 um de Zorbax 300SB com o tamanho da particula a 3.5 ym
(Agilent Technologies), em uma taxa de fluxo de 0.3 ul/min. Executou-se o gradiente
linear do tampéo B de 5% para o tampdo B de 55% ao longo de um periodo de 35
minutos.

A nano coluna LC foi lavada com um gradiente durante 3 minutos de 55 % para 90%
de tampao B e em seguida com 5 min do tampao B de 90 %. A coluna foi re-equilibrada
em tampao B de 5% antes das futuras analises. Os peptideos que eluem fora da coluna
capilar monolitica foram depositados directamente em 384 placas de MALDI nos

intervalos de 20s para cada ponto, usando-se um micro-colector de frac¢cbes (Probot
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LcPackings) que adiciona 170 nL da solugédo da matriz do a-CHCA (preparada diluindo o
a-CHCA saturado com o 70 % acetonitrilo/0.1 % TFA e com a adi¢cdo de 10fmol de Glu-

Fib, como padréo interno).

3.10 Anélise por espectrometria de massa

Os espectros de peptideos foram obtidos em um espectrometro de massa MALDI-
TOF/TOF (4800 Proteomics Analyzer, Applied Biosystems, Europe) em modo de
reflectrdo ido positivo e na escala de massas entre 700 e 4500 Da com 1500 tiros de
laser ca. Para cada ponto da amostra, criou-se um método dependente de aquisi¢cao para
seleccionar os seis picos mais intensos, com exclusdo dos picos da matriz, da autélise da
tripsina, ou dos picos da acrilamida, para aquisi¢do de dados por MS/MS. Os picos da
autdlise da tripsina foram usados para a calibracdo interna dos espectros de massa,

permitindo uma melhor exactid&o rotineira de massas 20 ppm.

3.11 Procura na base de dados

Os espectros foram processados e analisados pela estacdo de trabalho global do
usuério da proteina (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que usa o software
interno  Mascot (Matrix Science Ltd, U.K.) procurando-se as impressdes digitais
(fingerprints) das massas dos peptideos (PMF) e dados de MS/MS. O PMF foi utilizado
para identificar proteinas provenientes dos fragmentos dos peptideos digeridos pela
Tripsina.

As buscas foram executadas de encontro a base de dados de proteinas da SwissProt
(2006.09.28) para primatas. A tolerancia do MS para i6es precursores foi de 40 ppm e de
0.3Da para ides fragmento. A identificacdo das proteinas foi considerada para um nivel

de confianca igual ou superior a 97%.
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4.1 Optimizacdo da concentracdo de DNA para transfe ctar em células
COS-7

As células COS-7 foram transfectadas com diferentes concentragfes de cDNA
PPA695, com o objectivo de determinar a concentracéo Optima de transfecgéo para esta
linha celular, usando-se o método de transfeccdo com fosfato de célcio. Para tal, utilizou-
se seis amostras com concentracdes crescentes de cDNA PPA695 de 0 a 5ug (lisados
celulares). Apés determinagcdo e normalizacdo do conteudo proteico das amostras pelo
método BCA (4.1.1), separacdo por SDS-PAGE e imunodeteccdo (4.1.2) foi possivel
determinar a concentracdo 6ptima de transfeccdo nas caixas de 42mm. A concentracdo
Optima de transfec¢cdo nas caixas de 42mm foi 4ug de DNA e por extrapolacdo, com base
no aumento da area relativa de superficie e segundo o protocolo do método de
transfeccdo com fosfato de calcio (www.flemingtonlab.com), a concentracdo de

transfeccéo a utilizar para as caixas de 100mm seria 25ug de DNA.

4.1.1 Quantificacdo proteica pelo método BCA

Apos transfeccao foi possivel determinar a quantidade proteica nos diferentes lisados
de seis concentragcdes crescentes de cDNA PPAG95 de 0 a 5ug (tabela 2), utilizando o
método BCA, para posterior andlise por SDS-PAGE e imunodeteccao.

Para o calculo dos valores das massas foram utilizados os valores da recta de
linearizacdo, obtidos no grafico da absorvancia em funcdo da quantidade de proteina na
amostra (figura 5). Enquanto que, os valores das concentracdes foram obtidos através da
fracgcdo entre o valor da massa proteica e o volume de amostra, utilizado para o método
BCA.
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Tabela 2 — Resultados obtidos da quantidade proteica nos lisados celulares, pelo método
BCA.

Volume (ul) Amostra [cDNA Massa Proteica Concentragdo Proteica
Abs (media)
amostra PPA695] (ug) (ug) (ug/ul)
10 0 0,311 19,12 1,91
10 1 0,298 18,33 1,83
10 2 0,271 16,73 1,67
10 3 0,333 20,42 2,04
10 4 0,257 15,89 1,59
10 5 0,312 19,12 1,91

Absorvancia em funcéo da quantidade

proteica
0,8
» y =0,0168x - 0,01
— 0,6 R?=0,9983
€
£
& 04
§ / 4 Absorvancia
>
§ 0,2 ——Linearizagdo
Q0
< O T T T T 1
10 20 30 40 50
-0,2

Proteina (ug)

Figura 5 - Grafico de quantificagcdo proteica nos lisados celulares.

4.1.2 SDS-PAGE e imunodeteccao da PPA

Neste procedimento foi utilizado em cada amostra uma quantidade proteica de
50ug. Apds a separacao das proteinas por SDS-PAGE e imunodeteccdo com o anticorpo
22C11, foi possivel determinar que a concentracdo 6ptima para a transfeccédo seria de
4ug de DNA (figura 6). Com a utilizacdo desta concentracdo de DNA obteve-se um
aumento dos niveis de transfeccdo de PPA695, dos niveis extracelulares das isoformas

matura e imatura, cujos pesos moleculares sdo superiores ao das enddgenas.
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Apesar de estar representado na figura 6 apenas a isoforma PPAG695, a
transfectada neste estudo, o anticorpo 22C11, reconhece igualmente as isoformas
PPA770 e PPA751 nas suas formas maduras e imaturas. Tendo as isoformas PPA770

/IPPAT751 peso molecular superior a isoforma PPAG95.
Marcador (~KDa)

150 || ‘ &
100 . ﬂ ﬂ ﬂ
0 1 2 3

4 5 (ug)

A/ PPARAK exdnenn matiirn
- | «— PPAG95 exdgeno imaturo

PPA695 end6aeno maturo
PPAG695 endbaeno imaturo

Figura 6 - Niveis de transfeccdo de PPA695 em células COS-7. As células foram
transfectadas com concentracfes crescentes de DNA de 0 a 5ug (da esquerda para a direita,

respectivamente), em lisados celulares separados por SDS-PAGE e imunoprecipitado por 22C11.

4.2 Amostras para posterior i dentificacdo das proteinas que ligama PPA

Apoés a optimizacdo da concentracdo Optima de transfeccdo em caixas de 42mm
extrapolou-se para caixas de 100mm, utilizando-se as amostras contidas nas caixas de
100mm para imunoprecipitagdo com o objectivo de isolar as proteinas que interagem com
a PPA, para posterior identificagdo proteica de cada amostra, por espectrometria de
massa.

Temos trés diferentes condigbes experimentais para cada imunoprecipitagdo
(anticorpos utilizados, 22C11 e GFP): amostra ndo transfectada (N TxF), amostra

transfectada (TxF) e amostra transfectada com adi¢cdo do peptideo AB (TxF+AR).

4.2.1 Quantificacdo proteica pelo método BCA

Apoés transfeccdo e incubacdo com ou sem o péptido AR foi determinada a
gquantidade proteica em cada amostra, que posteriormente, foram utilizadas para a
técnica de espectrometria de massa (tabela 3). Este procedimento permitiu a
normalizacdo da quantidade proteica em cada amostra, para posterior analise por SDS-
PAGE e imunodeteccao da PPA.

Pelos resultados apresentados na tabela 3, referentes a medicdo de absorvancia das

amostras, a concentracdo obtida na amostra de controlo nao transfectado foi de 2,85ug/ul
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e nas amostras transfectadas de 2,67ug/pl. Obtendo-se, respectivamente, 28,5ug e
26,7ug de proteina total em 1,0 ml de lisado celular, em placas de 100mm. Para o calculo
dos valores das massas foram utilizados os valores da recta de linearizagéo, obtidos no
grafico da absorvancia em fungcdo da quantidade de proteina na amostra (figura 7).
Enquanto que, os valores das concentracdes foram obtidos através da frac¢éo entre o
valor da massa proteica e o volume de amostra, utilizado para o método BCA.

Com a transfec¢gdo os niveis intracelulares de PPA695 na célula aumentaria
significativamente, cerca de 10x (estabelecido no laboratério), variando com a eficiéncia
da transfeccdo, no entanto, deve se ter em conta as lavagens que foram realizadas

durante a co-imunoprecipitacdo que provocam a perda de alguma proteina.

Tabela 3 — Resultados obtidos das amostras para posterior identificacdo do interactoma da
PPA, pelo método BCA

Amostra para _
Volume (ul) amostra Massa Proteica

(He)

interactoma da PPA

identificagdo do Abs (media) Concentracgdo Proteica (ug/ul)

10 N3o transfectada 0,479 28,53 2,85

10 Transfectada 0,448 26,71 2,67

Transfectada +
10 0,448 26,71 2,67
peptideo AB

Absorvancia em fungao da quantidade

proteica
0,8
/‘ y =0,0176x - 0,0064

'g 0,6 R?=0,9997
£
.g 0,4
£ / —— Absorvancia
2 02 . N
§ —Linearizacdo
-g 0 T T T T 1

0,2 10 20 30 40 50

Proteina (pg)

Figura 7 - Gréfico de quantificacdo proteica nas amostras para posterior identificacdo do

interactoma da PPA.
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4.2.2 SDS-PAGE e imunodeteccao da PPA

Apos transfecgdo e incubacdo com ou sem o peptideo AB as células COS-7 foram
lisadas e as amostras obtidas submetidas a SDS-PAGE e imunodeteccdo. Neste
procedimento foi utilizado em cada amostra uma quantidade proteica de 50ug.

As figuras 8 e 9 apresentam os resultados obtidos por imunodeteccao, utilizando os
anticorpos 22C11 e o GFP, respectivamente. O anticorpo 22C11, anti-mouse, pode
reconhecer os fragmentos sPPA, resultantes do processamento da PPA, o sPPAa e o
sPPARB (dominios extracelulares de PPA), e as isoformas matura e imatura da proteina
PPA. Na figura 8, observou-se que ap0s transfec¢do ocorre um aumento dos niveis das
isoformas matura e imatura de PPAG95 transfectadas, comparativamente com a amostra
néo transfectada (controlo, N&o TxF). Na amostra transfectada e com adigéo do peptideo
AB (TxF+AB) observou-se a diminuigdo dos niveis das isoformas matura e imatura de
PPAG95 transfectadas, comparativamente com a amostra transfectada (TxF). A
diminuicdo dos niveis das isoformas matura e imatura de PPA695 trasnfectadas, deve-se
ao facto do peptideo AP afectar os niveis de PPA, afectando o seu processamento [1].

Apesar de estar representado na figura 8 apenas a isoforma PPA695, a transfectada
neste estudo, o anticorpo 22C11, reconhece igualmente as isoformas PPA770 e PPA751
nas suas formas maduras e imaturas. Tendo as isoformas PPA770 /PPA751 peso
molecular que a isoforma PPAG95.

Nas amostras imunoprecipitadas com o anticorpo GFP (figura 9), foi possivel detectar
as formas exdgenas (transfectadas) porque apenas estas possuem a proteina PPA com
o GFP (“green fluorescent protein”).

Quer nas formas enddégenas, quer nas formas transfectadas (exdgenas), a forma
matura de PPA695 apresenta maior peso molecular que a forma imatura, pois € N- e

O-glicosilada, enquanto que, a forma imatura é apenas N-glicosilada.

Marcador (~KDa)

150 ‘:/PPA695 exdgeno maturo
100 a . PPA695 exdgeno imaturo
‘ t?PPA695 enddégeno maturo

PPA695 endbgeno imaturo

N TxF TxF TxF+AB

Figura 8 - SDS-PAGE de amostras imunoprecipitadas com o anticorpo 22C11.
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Marcador (~KDa)

PPA695 exdgeno (PPA695 maturo)

150
PPAB95 exdgeno (PPAG95 imaturo)

100

NTxF TxF  TxF+AB

Figura 9 - SDS-PAGE de amostras imunoprecipitadas com o anticorpo GFP.

4.3 ldentificacdo de proteinas por espectrometria de mas sa

Os dados de MALDI-TOF-MS foram usados para procurar as proteinas que ligam a
PPA de cada amostra na base de dados, para a identificacdo de cada proteina e sendo
posteriormente caracterizadas e relacionadas com a DA. No entanto, so foi possivel obter
resultados de trés amostras, sendo estas a amostra transfectada e a nédo transfectada e
imunoprecipitadas com o anticorpo C-terminal e amostra transfectada e imunoprecipitada
com o anticorpo 22C11. As amostras onde ndo foi possivel obter a identificagdo das
proteinas que ligam & PPA por espectrometria de massa, foram apenas utilizadas para
observar a diminuicdo dos niveis das isoformas matura e imatura de PPAG695
transfectada, pela técnica de SDS-PAGE, na amostra transfectada e com adicdo do
peptideo AB, comparativamente com a amostra apenas transfectada.

As proteinas foram divididas de acordo com a sua localizag&o subcelular, o nucleo e
o citoplasma. Nas tabelas 4,5 e 6, é possivel observar as proteinas identificadas com os
respectivos valores de percentagem de confianca da sequéncia para cada proteina
(Score C.I. %), pesos moleculares calculados e observados, com 0s respectivos desvios
associados (A ppm) e valores dos pontos isoeléctricos (P.l.). Nessas tabelas, é

igualmente observavel, a melhor sequéncia de peptideo encontrada para cada proteina.

4.3.1 Proteinas identificadas para a amostra nao-transfectada e

imunoprecipitada com o anticorpo C-terminal

Na amostra ndo-transfectada e imunoprecipitada com o anticorpo C-terminal foi
possivel identificar as seguintes proteinas (tabela 4): Histona H4, Nucleolina, Albumina
sérica, Tripsina, Queratinas tipo 2 e tipo 1. Nenhuma proteina identificada nesta amostra

apresentou um tipo de modificacdo pés-transducional.
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Tabela 4 - Tabela de proteinas identificadas por espectrometria de massa da amostra
nao - transfectada e imunoprecipitada com o anticorpo C-terminal.

Numero de

. Score Melhor Sequencia Massa Massa

Nome da Proteina ClL % mMw Pl acesso Peptidica Observada calculada
(514)
Queratina tipo Il 100 65977,98 7,62 K2C1_PANTR GGGGGGYGSGGSSYGSGGGSYGS 2383,98 2383,95
GGGGGGGR (544)

Queratina tipo | 100 59474,91 5,13 K1C10_HUMAN (323) SQYEQLAEQNRK (334) 1707,78 1707,77
Trispina 100 24393,81 7 TRYP_PIG ) ITGNN(chs\/SFLEGGKDSC 1843,92 1843,84
Histona H4 100 11360,38 | 11,36 H4_HUMAN (47) ISGLIYEETR (56) 1180,62 1180,62
Nucleolina 100 76812,43 4,6 NUCL_PONAB L) GLSED_I(-;SZ-;LKESFDGSVR 2199,91 2200,03

Albumina sérica 99,1 69248,54 5,82 ALBU_BOVIN (353) FLYEYSR (359) 977,48 977,47

4.3.2 Proteinas identificadas para a amostra transfectada e imunoprecipitada

com o anticorpo C-terminal

Na amostra transfectada e imunoprecipitada com o anticorpo C-terminal, € possivel a

deteccdo de proteinas que interagem especificamente com o C-terminal da PPA e

proteinas que poderdo nao ter relacdo com a DA, obtendo-se os seguintes resultados
(tabela 5): as proteinas Histonas H4, H2B, H2A, H1.1, H3.1, a Stress-70 mitocondrial e as

Queratinas tipo 2 e tipo 1. Nenhuma proteina identificada nesta amostra apresentou um

tipo de modificacéo.

Tabela 5 - Tabela de proteinas identificadas por espectrometria de massa da amostra
transfectada e imunoprecipitada com o anticorpo C-terminal.

'::;::i:: Score MW Pl Numero de Melhor Sequencia Massa Massa
Cl % acesso Peptidica Observada calculada
(519)
Queratina tipo Il 100 65977,98 8,16 K2C1_HUMAN Gf;?;g?gggéggéﬁ;\(gse 2384,02 2383,95
(549)
Queratina tipo | 100 59474,91 5,13 K1C10_HUMAN (323) SQ{;&;AEQNRK 1493,74 1493,73
Histona H4 100 11360,38 11,36 H4_HUMAN (25) DNIQGITKPAIR (36) 1325,74 1325,75
Histona H2B 100 13927,57 10,31 H2B1F_MOUSE (35) KESYSVYVYK (44) 1265,60 1265,64
Histona H2A 100 14096,94 11,05 H2A1C_RAT (83) HLQLAIR (89) 1672,78 1672,81
m?:;i;:;:’ial 99,79 | 7369571 | 5,97 GRP75_BOVIN (378) SD'((;;;/I')LVGGMTR 944,53 944,53
Histona H1.1 98,89 21828,87 10,99 H11_HUMAN 202) PKT(AZI;?;KAAPKKK 1446,76 1446,75
Histona H3.1 95,52 15394,48 11,13 H31_BOVIN (65) KLPFQR (70) 1107,57 1107,57
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4.3.3 Proteinas identificadas para a amostra transfectada e imunoprecipitada

com o anticorpo 22C11

Para a amostra transfectada e imunoprecipitada com o anticorpo 22C11, foram
identificadas proteinas que interagem especificamente com o N-terminal da PPA e
proteinas que poderdo néao ter relacdo com a DA obtendo-se 0s seguintes resultados
(tabela 6): a a-Actina, a p-Actina, a Vimentina, a a- Tubulina, a p-Tubulina, as proteinas
Ribossomais 60S de L6, L13, L4 (CAG-ISL 7), L4 (L1), L17, L10 e L15, as proteinas
Ribossomais 40S de S18, S4, S16 e S15, as proteinas Histonas H2B. 1 A, H4, H2A.0
(H2A/0) (H2A.2) (H2a-615), H2A.0 (H2A/o) (H2A.2) (H2a-615), H2A.z (H2A/z), H3/b e
H1.3 (Histone H1c), a Stress-70 mitocondrial, as Ribonucleoproteinas heterogéneas
A2/B1 (hnRNP A2 / hnRNP B1), a Albumina sérica, a Fibrilarina, o factor de elongacéo 1-
a, a proteina com dominio “zinc-finger” e as proteinas Queratinas tipo 2 e tipo 1.

Apenas a proteina Ribossomal 60SL6 apresentou uma modificagdo, sendo

especificamente uma oxidagao.

Tabela 6 - Tabela de proteinas identificadas por espectrometria de massa da amostra
transfectada e imunoprecipitada com o anticorpo 22C11.

Nome da Proteina Score MW Pl Numero de Melhor Sequencia Massa Massa
Cl % acesso Peptidica Observada | calculada
B- Actina 100 41709,73 5,29 ACTB_CERAE (X QE(Y:;EZS)GPSIVHR 1516,7 1516,71
Vimentina 100 | 53484,04 5,06 VIME_PANTR (50) SLYA(SGS;)GGVYATR 1428,71 1428,71
Tubulina K-a-1 100 50103,64 4,98 TBAK_PANTR 2E NLD(le;gF;TYTN LNR 1718,88 1718,89
Proteina (95) VGGDKNGGTRVVKL
Ribossomal 60S L6 100 | 32576,59 | 10,59 RL6_HUMAN RKMPRYYPTE (118) 2737,34 2737,46
Tubulina p-2 100 | 4963897 | 4,78 TBB2_MACMU (47) ISVYYNEATGGK (58) 1301,63 1301,64
o-Actina 100 42023,85 5,23 ACTS_HUMAN (72) YPIEH((;:;—)NWDDMEK 1960,89 1960,92
Histona H2B.1 A 100 | 13766,52 | 10,32 H2BA_HUMAN 3 MG”\:';\IZS)FVND'FER 1672,76 1672,78
Histona H4 100 11229,34 11,36 H4_HUMAN (24) DNIQGITKPAIR (35) 1325,75 1325,75
Stress-70 100 | 7363477 | 587 GRP75_HUMAN ERADNNA IS | ey o7 1592,78
mitocondrial (187)
) ) (326)
Ribonucleoproteinas |, | 35,0023 | 597 ROA2_HUMAN NMGGPYGGGNYGPGGSG 2189,9 2189,91
nucleares GSGGYGGR (350)
(100)
Histona H2A.2 100 13955,85 10,9 H2AO0_HUMAN VTIAQGGVLPNIQAVLLPK 1931,14 1931,17
(118)
Histona H2A.z 100 13413,51 10,58 H2AZ_HUMAN (23) AGLQFPVGR (31) 944,54 944,53
Albumina sérica 100 69321,49 5,92 ALBU_HUMAN (REEY KVP&\!/_’SZ'I;PTLVEVSR 1639,94 1639,94
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Nome da Proteina Score MW PI Numero de Melhor Sequencia Massa Massa
Cl % acesso Peptidica Observada | calculada
Queratina, tipo | 100 | 59482,87 | 5,13 K1CJ_HUMAN (236) LKYENEVALR (245) | 1234,68 1234,68
Histona H3/b 100 | 15201,43 | 11,26 H3B_HUMAN (41) YRPGTVALR (49) 1032,6 1032,59
Queratina, tipo Il 100 | 53510,08 | 5,52 K2C1_HUMAN (381) LALDIEIATYR (391) | 1277,72 1277,71
. 77)
Proteina
) 100 | 24000,04 | 11,62 RL15_HUMAN GATYGKPVHHGVNQLK 1705,9 1705,91
Ribossomal 60S L15
(92)
] (191)
_ Proteina 100 | 2944801 | 5,14 RS4X_HUMAN IGVITNRERHPGSFDVVHVK | 3493 89 3493,8
Ribossomal 40S 54 DANGNSFATRLS (222)
it 100 | 2411548 | 10,94 RL13_HUMAN (21) VATWENQPAR (30) 1189,62 1189,61
Ribossomal 60S L13 ! ! - ! !
Proteina 100 | 231439 | 1021 RL14_HUMAN (11) VAYVSFGPHAGK (22) | 1232,64 1232,64
Ribossomal 60S L14 ! ’ - ’ ’
st 100 16304 10,39 RS16_HUMAN (106) EIKDILIQYDR (116) | 1405,76 1405,77
Ribossomal 40S S16 ! - ! !
Proteina 100 | 1689813 | 10,18 RS15_HUMAN (65) EAPPMEKPEVVK (76) 1353,7 1353,71
Ribossomal 40S S15 ! ’ - ! !
(305)
Fibrilarina 98 | 3376342 | 11,07 FBRL_HUMAN GVDLDQLLDMSYEQL 1533,86 1533,85
MQLYSAR (318)
Proteina (238) LKLAPGGHVGRF
Riboseamal 605 La 98 | 47667,43 | 11,02 RL4_HUMAN (249) 1251,74 | 1251,736
Histona H1.3 97 | 2220528 | 9,1 H13_HUMAN (155) PKKVKKP (161) 824,58 824,57
Factor 1-a de 97 | 50109,11 | 9,1 EF1A1_HUMAN (85) YYVTIDAPGHR (96) | 1404,72 | 1404,73
elongacgao
Proteina (153) EQIVPKPEEEVAQK
Riboscomaloos 117 | 97 | 2125229 | 1018 RL17_HUMAN i 1623,84 1623,36
Proteina com
dominio 100 | 130550,7 | 6,8 ZSWM5_HUMAN (714) ILLLEGG (720) 714,31 714,44
“zinc-finger”

4.4 Caracterizacdo das proteinas identificadas e a

4.4.1 A proteina Actina

sua relagdo com a DA

O citoesqueleto presente em todos 0s eucariontes é constituindo por trés tipos de

elementos

responsaveis pela sustentacdo e movimento

intracelular,

filamentos

intermediarios, microfilamentos de Actina e microtibulos. Os microfilamentos de Actina

tém um papel estrutural e interagem com proteinas motoras, principalmente a Miosina,

tendo um papel na contraccao celular e muscular. Os microfilamentos com diametro entre

5 a 6 nm sao formados por duas cadeias helicoidais de F-Actina (Actina filamentosa) [31].

A Actina é uma é uma fosfoproteina globular, de 41737 Da que participa em Varias

funcdes celulares importantes, incluindo a contracgdo muscular, movimento da vesicula,
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organizacdo membranar, migracdo neuronal, adesdo, divisdo, morfologia, citocinese e
sinalizacdo [32, 33]. Alteracdes na dinamica da proteina Actina tém consequéncias
importantes em todos os tipos de células, em especial nos neurénios, podendo conduzir a
perdas sinapticas e disfungbes neuronais, sendo estas alteragcbes estruturais
caracteristicas da DA [34-36] .

Nos animais vertebrados existem trés principais isoformas de Actina, a alfa, a beta e
a gama. As B-Actina e a-Actina presentes no musculo esqueletal, localizam-se a nivel
subcelular no citoesqueleto e citoplasma, respectivamente. As B-Actina e y-Actina
coexistem como componentes do citoesqueleto e como mediadores da mobilidade
interna da célula. A proteina a-Actina possivelmente interage com a proteina PPA,
participando ambas em varias fun¢cBes celulares, homadamente no transporte axonal,
formacédo de sinapses, migracdo neuronal e adeséo [34-36].

Com o auxilio de ferramentas bioinformaticas, utilizando-se o software “Information
hyperlinked over proteins” (IHOP) é possivel visualizar-se uma interac¢do entre a proteina

a-Actina e a proteina PPA (figura 10).
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Figura 10 - Diagrama da interac¢ao da proteina Actina (ACTA1) com a proteina PPA.

4.4.2 A proteina Tubulina

A Tubulina é uma proteina globular, sendo as a-Tubulina e B-Tubulina proteinas
constituintes dos microtabulos e os membros mais usuais da familia. Os microtubulos séo
formados apenas por dimeros de a- e B-Tubulina, que ligam-se ao GTP e agregam-se na
extremidade (+) dos microtubulos, enquanto ainda ligados ao GTP. Apés a incorporacao,
a molécula de GTP é hidrolisada em GDP. Os microtubulos séo estruturas que ajudam na
sustentacdo celular e no movimento intracelular, actuando como vias onde os organelos

se deslocam, com o auxilio das proteinas motoras, como a Cinesina e a Dineina. Os
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microtdbulos participam em diversas funcdes das células, incluindo a divisao, transporte
de organelos, caracteristicos dos cilios e flagelos [31]. Os microtubulos sao os filamentos
do citoesqueleto dos neurodnios, localizados especificamente nos axénios e tém um
didmetro entre 20 a 25 nm [12, 28, 35, 37, 38].

Em condigbes neurodegenerativas, a perda de microtubulos determina alteracdes
estruturais e funcionais, conduzindo a morte celular e a formagdo de emaranhados
neurofibrilares (formados por uma alteracdo do estado de fosforilacdo de proteinas
associadas a microtibulos, sendo uma delas a proteina Tau). A presenca de
emaranhados neurofibrilares é considerada fundamental para o desenvolvimento da DA,
e sua concentracdo e distribuicdo tém sido correlacionadas com a gravidade da
deméncia. A proteina Tau promove a polimerizacdo da proteina Tubulina in vitro e a
agregacdo de microtibulos in vivo. A B-Tubulina é uma proteina microtubular

hiperfosforilada na DA e possivelmente interage com a proteina PPA [12, 28, 35, 37, 38].

4.4.3 A proteina Vimentina

A Vimentina é uma fosfoproteina de 53653 Da, constituinte dos filamentos
intermediarios, que existe em fibroblastos, globulos brancos e em células musculares,
geralmente formando polimeros entre si ou associada a outras proteinas, como a
Desmina [39]. A Vimentina encontra-se em tecidos, incluindo a pele e pode sofrer
alteracdes por acetilacao .

Os filamentos intermediarios tém um didametro intermédio (7 a 11 nm) entre os
filamentos de actina e os microtubulos. Os filamentos intermediérios tém um aspecto de
cordas e mantém as células resistentes ao stress mecanico, pois sdo muito resistentes e
flexiveis, sendo particularmente importantes em células que ndo tenham exoesqueleto.
S&o estruturas relacionadas com a sustentacdo celular e ndo com o movimento celular.
Sao extremamente insoluveis e formam uma rede estrutural que conecta com as
membranas celulares, organelos citoplasméaticos e o nucleo [39]. Os filamentos
intermediarios nas células dos vertebrados séo distribuidos nos tecidos da seguinte
forma: Citoqueratinas (tecido epitelial), Vimentina (tecido mesenquimal), Desmina (tecido
muscular) e neurofilamentos (neurénios). Os filamentos intermediarios sdo constituidos
por varios tipos de proteinas, existindo cerca de 65 tipos diferentes de proteinas que
compdem os filamentos intermediarios. Os filamentos intermediarios sdo constituidos por

um dnico tipo destas proteinas ou por combinacdes entre varias. O tipo de proteina que
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constitui o filamento intermediario € muito especifico do tipo de célula e da funcado que
essa desempenha [39].

O alto grau de insolubilidade da Vimentina sugere a sua funcdo estrutural no
citoplasma. A Vimentina € localizada em células de origem mesodérmica e pode estar
associada a processos como a tumorigenese, invasdo celular e metastase. Algumas
evidéncias bioquimicas e morfolégicas indicam que os filamentos de Vimentina estao
associados a membrana nuclear e plasmatica, mantendo a posi¢do do nucleo e do fuso
mitético, durante a vida da célula. Durante a mitose, a Vimentina sofre fosforilacdo no seu
dominio N-terminal e dispersa-se em agregados, contendo formas filamentosas [39]. Uma
vez que os filamentos intermediarios sdo 0s principais componentes da matriz
intracelular, distlrbios na sua sintese, renovacdo ou organizacdo estrutural podem ser
observados, sendo comuns de doengas neurodegenerativas, nomeadamente na DA [39].

A localizacdo da proteina Vimentina e do péptido AB42 é comum no cértex cerebral,
cerebelo e no hipocampo. Adicionalmente, os neurdnios pertencentes as regides do
cérebro afectadas pela DA, expressam a proteina Vimentina, provocando o deposicao
intraneuronal e extracelular do péptido AB42, enquanto que as outras regides do cérebro
ndo afectadas, ndo expressam essa proteina. A quantidade da proteina Vimentina
aumenta proporcionalmente com a evolucdo da doenca. Quando ocorrem danos
neuronais, como perdas sindpticas e retraccdo dos dendritos, a Vimentina é expressa e

transportada para os dendritos com o objectivo de restabelecer as sinapses [40].

4.4.4 A proteina Histona

As Histonas s&o as principais proteinas que comp&em a cromatina, localizando-se no
nucleo das células eucariontes. Actuam como matriz, na qual o DNA se enrola e tém um
papel importante na regulagédo dos genes. Geralmente, 0s genes mais activos tém menos
Histonas ligadas, durante a interfase as Histonas estdo intimamente associadas a genes
inactivos. Ao compactarem o DNA, permitem que o0 genoma eucarionte de grande
dimensdo permaneca dentro do nucleo das células. As Histonas podem sofrer
modificacBes pos-translacionais essencialmente nos N-terminais e também nos dominios
globulares, incluindo metilagéo, acetilacéo e fosforilacédo [31].

As Histonas sdo ricas em aminoacidos como a lisina e arginina, sollveis em agua,
insollveis em amonia diluida e ndo sdo coagulaveis pelo calor. As Histonas, sendo
basicas, estabelecem ligacdes idnicas com substancias acidas, como a hemoglobina e

acidos nucleicos [31]. A estrutura das Histonas tem sido bem conservada em termos
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evolutivos e sdo conhecidas 5 classes de Histonas: H1, H2A, H2B, H3 e H4. As Histonas
H1.3 tém um peso molecular de 22350 Da, as Histonas H2A.2 14135 Da e as Histonas
H2B.1 A 13950 Da. As Histonas H2A e H2B s&o ricas em lisinas. As Histonas H3 de
15404 Da e H4 de 11367 Da sé&o ricas em arginina.

As Histonas sao fosfoproteinas, reguladoras da transcricdo e através da acetilacdo
activam ou desactivam a transcricdo dos genes. O nucleosoma € um octamero de
Histona que contem duas moléculas, cada uma, de H2A, H2B, H3 e de H4, formando um
heterotetramero H3-H4 e dois heterodimeros de H2A-H2B. O octamero envolve

aproximadamente 147 pares de bases (bp) do DNA [31].

4.4.5 A proteina Stress-70 mitocondrial

A proteina Stress-70 mitocondrial encontra-se em tecidos do musculo, figado e
cérebro, desempenhando fun¢des no controle da proliferacdo celular, no envelhecimento
celular e no processo anti-apoptose, podendo actuar semelhantemente como as
proteinas chaperonas [41].

As proteinas Chaperonas estando sempre associadas a outras proteinas, hidrolisam
ATP para desenovelar proteinas, usando esta energia para auxiliar o enovelamento
proteico de forma correcta ou no local correcto ou encaminhando a proteina a destruicéao,
caso ndo seja possivel atingir a sua configuracdo correcta [42-44]. As Chaperonas
regulam interaccbes proteina-proteina, suprimem a apoptose, a neurotoxicidade,
interagem com proteinas chaves das vias que regulam o ciclo celular e a inflamacéo.
Devido as fungBes que exercem, em neurdnios do hipocampo reduzem a agregacédo e
alteracdes estruturais de proteinas e desempenham efeitos neuroprotectores no cérebro,
sendo por isso, consideradas potenciais proteinas no tratamento de doencgas
neurodegenerativas, como a DA [45-48].

Um sistema de fosforilagdo desequilibrado é reconhecido como a principal razdo da
DA, ocorrendo hiperfosforilacdo de proteinas do citoesqueleto. No entanto, pouco se
conhece sobre os mecanismos que causam esta hiperfosforilacdo proteica. Estudos
demonstram que niveis elevados de proteina Stress-70 mitocondrial, sdo observados em
cérebros com a DA. Sugerindo-se que a proteina Stress-70 mitocondrial participe no
processo de fosforilagdo anormal da Tau e formacédo dos emaranhados neurofibrilares,

sendo desconhecido 0 mecanismo [49].
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4.4.6 As Ribonucleoproteinas heterogéneas

As Ribonucleoproteinas sdo componentes dos ribonucleosomas e localizam-se a
nivel subcelular no nucleo. As Ribonucleoproteinas heterogéneas (hnRNPs) sé&o
complexos de RNA e proteinas presentes no nucleo celular durante a transcricdo e
modificacBes pos-transcricionais do recém RNA sintetizado (pré-mRNA). A presenca das
proteinas ligadas a uma molécula de pré-mRNA fornece a informacdo de que o pré-
MRNA néo esta totalmente processado e apto para ser exportado para o citoplasma. As
hnRNPs incluem a proteina K e a proteina PTB, reguladas por fosforilacdo e
responsaveis pela supressdo do splicing do RNA através do bloqueio ao acesso do
spliciossoma [50-52].

Estudos de imuno-histoquimica demonstram que no cérebro de pacientes com a DA,
as hnRNPs apresentam diferentes respostas e a regulacao pés-transcricional é afectada
[36, 53].

4.4.8 As proteinas Ribossomais

As proteinas Ribossomais sdo constituintes dos ribossomas. Os ribossomas séo
organelos que catalisam a traducdo do RNA mensageiro em proteinas. Cada ribossoma
consiste num complexo multienzimético formado por proteinas ribossomais e moléculas
de RNA que se estruturam em dominios funcionais. Na composi¢cao dos ribossomas em
células eucaridticas existem ribossomas de tamanho 80S formados por duas
subunidades 60S e 40S [54, 55].

As proteinas ribossomais sdo sintetizadas no citoplasma, sendo 0s seus genes
transcritos pela RNA polimerase Il. Estas proteinas séo transportadas do citoplasma para
0 nucleo onde séo unidas com os pré-rRNAs para formar particulas pré-ribossomais. As
particulas pré-ribossomais amadurecem, sendo transportadas para o citoplasma como
subunidades grandes (rRNAs 5S, 58S e 28S) e subunidades pequenas (rRNA 18S). As
subunidades pequenas amadurecem mais rapidamente. A exportacdo de particulas preé-
ribossomais a partir do nucleo, parece ser devida a sinais de exportacdo presentes nas
proteinas ribossomais [54, 55].

Foram identificadas as proteinas Ribossomais 40S de S18, S4, S16 e S15 e as
proteinas Ribossomais 60S de L6, L13, L4 (CAG-ISL 7), L4 (L1), L17, L10 e L15, que
diferenciam-se no nimero de aminoacidos e em algumas propriedades. Por exemplo, a

proteina Ribossomal 40S de S15 é constituida por 145 aminoacidos e pode sofrer
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acetilagdo, enquanto a proteina Ribossomal 40S de S16 tem 146 aminoécidos e nao

sofre acetilacéo [56, 57].

4.4.9 A proteina Fibrilarina

A proteina Fibrilarina localiza-se a nivel subcelular no nicleo e tem uma massa
relativa de 33784 Da. Esta proteina desempenha fungBes no processamento do preé-
rRNA, utilizando o dador metil S-adenosil-L-metionina para catalisar o local especifico de
metilagdo 2’-hidroxil da ribose no pré-RNA [58].

As proteinas Fibrilarinas sdo componentes das particulas nucleolares pequenas das
Ribonucleoproteinas (snoRNPs) e estam associadas com o U3, U8, Ul3 e pequenos
RNAs nucleares [58].

4.4.10 A proteina factor de elongacéo 1-a

A proteina factor de elongacdo 1-a tem um peso molecular de 50141 Da e localiza-se
no citoplasma, sendo especifica dos tecidos do cérebro, placenta, pulméo, figado, rim,
coracdo e musculo esqueletal. Esta proteina promove a ligacdo do GTP dependente do
aminoacil-tRNA para o sitio A dos ribossomas durante a biossintese proteica [59].

A traducdo ocorre em trés etapas (iniciacdo, alongamento e terminacdo), nas quais a
informacé&o presente no mRNA é organizada em coddes, e reconhecida pelos anticodbes
presentes nos tRNA’'s que transportam os residuos de aminodcidos. O factor de
elongagéo 1-a, como o nome induz, esta presente na fase de alongamento da tradug&o.
Quando o complexo 80S é formado pelo complexo de iniciagdo e a subunidade
ribossomal 60S ¢€ iniciada, a etapa de alongamento da cadeia peptidica e os factores de
inicio inactivam-se, estando o ribossoma disponivel para receber o segundo aminoacil-
tRNA e formar a primeira ligacao peptidica, catalisada por uma peptidil-transferase. As
duas subunidades do ribossoma contém 3 locais adjacentes para a associacdo as
moléculas de tRNA: locais aminoacilo (A), peptidilo (P) e de saida (E). No decorrer do
processo, as moléculas de tRNA ligam-se numa primeira fase ao local A, sendo depois
deslocadas para o local P e finalmente para o local E. A elongacgéo tem inicio quando o
anticoddo do segundo aminoacil-tRNA encontra o local A, complementar do coddo do
MRNA existente nesta posicdo. Este processo é dependente de GTP e de determinados

factores de elongacéo [31].
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4.4.11 A proteina Nucleolina

A proteina Nucleolina (HB-19) é uma fosfoproteina nuclear ndo ribossémica. A
Nucleolina estd envolvida na organizagdo da cromatina nuclear, transcricdo de DNA,
empacotamento de pré-RNA, montagem dos ribissomos, transporte nucleocitoplasmatico,
citocinese, nucleogénese e apoptose. A sua presenca na superficie de células
cancerosas, sugere que possa ser um importante marcador no diagndstico de cancro
[60]. Evidéncias sugerem que a Nucleolina é uma proteina altamente liberada em células
endoteliais, que sdo especializadas em gerar novos vasos sanguineos. Ao actuar de
modo simultdneo em células tumorais e células endoteliais, o tratamento com a HB-19
inibe o crescimento do tumor e a neoangiogénse (formacéo de novos vasos sanguineos)
[60].

A proteina Nucleolina esta sujeita a fosforilagdo e a metilacdo, sendo através do seu
dominio N-terminal que estabelece a ligacdo com o DNA e Histonas H1 e é fosforilada
pela accéo das proteinas caseina cinase Il (CKIl) e cinase Cdc2, in vitro e in vivo, durante
a mitose. Estes dados sugerem que as modificagbes pos-translacionais provavelmente
regulam a funcdo da Nucleolina. A proteina Nucleolina esta envolvida na biossintese
ribossomal e € um marcador da proliferacéo celular. Estudos revelam que a Nucleolina foi
localizada ndo somente no ndcleo mas também no citoplasma e na membrana
plasmatica de neurdnios através de métodos imunocitoquimicos. No entanto, a
guantidade de Nucleolina fora do ndcleo € insuficiente para a sua detecgdo em condi¢cbes
normais, sugerindo que a detec¢do desta proteina no citoplasma e na membrana seja
possivel apenas sob determinadas condi¢cdes. Em pacientes com a DA, a Nucleolina
fosforilada pela proteina Cdc2 esté presente nos emaranhados neurofibrilares, sendo um
marcador para o inicio da formacao dos emaranhados neurofibrilares. Estas informacfes
sugerem que a fosforilagdo da Nucleolina pela cinase Cdc2 seja um evento critico e 0
ponto de convergéncia entre duas vias distintas, como a mitose e a neurodegeneracao
[61, 62].

As funcbes da Nucleolina tém sido estudadas em cultura de células in vitro. No
entanto, a distribuicdo e a funcdo da Nucleolina em células cerebrais humanas
permanecem desconhecidas. A Nucleolina apresenta diferentes distribuicbes quando
comparada entre os cérebros humanos normais e cérebros humanos com a DA, sendo a
variabilidade dessa distribuicdo um indicativo de uma funcdo dindmica da Nucleolina em

neuronios [61, 62].
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4.4.12 A proteina com dominio “zinc-finger”

As proteinas com dominio “zinc-finger” séo capazes de interagir com o DNA através
de atomos de zinco que estabelecem ligacdes com aminoacidos da regido peptidica das
proteinas (cisteina, histidina). Formam duas principais classes, mas todas elas
apresentam uma hélice S para a ligacao directa & molécula de DNA.

As proteinas com dominio “zinc-finger” podem interagir com a proteina PPA, podendo
activar a actividade transcricional do gene PPA e o dominio de activacdo transcricional
localiza-se no N-terminal do dominio “zinc finger” da proteina [63].

Com o auxilio de ferramentas bioinformaticas, utilizando-se o software “Information
hyperlinked over proteins” (iIHOP) € possivel visualizar a interaccdo da proteina com

dominio “zinc-finger” com a proteina PPA (figura 11).

p H

Figura 11 - Diagrama da interac¢do da proteina com dominio “zinc-finger” (CTCF) com a

proteina PPA.

4.5 Fosforilacédo e Interaccao proteina -proteina

O papel fundamental da PPA é inquestionavel na DA, mesmo que muitas proteinas
possam contribuir ao estado desta doenca [22]. A proteina PPA € modelada directa ou
indirectamente pela fosforilacdo e por eventos dependentes de fosforilagdo que alvejam
em diferentes vias intracelulares. A fosforilacdo na PPA possibilita uma modificacdo
conformacional total no AICD e permite a ligacdo de outras proteinas a este fragmento
citoplasmatico da proteina PPA [22, 23, 64]. A fosforilacdo anormal no AICD foi relatada
recentemente em cérebros de pacientes com a DA [65]. Dadas as caracteristicas do
AICD, a rede complexa das interac¢cBes da proteina-proteina que se centraram em torno

dele tornou-se um alvo novo, para a intervencgao terapéutica [66, 67].
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Um aspecto importante da fosforilagdo proteica, como mecanismo de controlo
metabdlico, € o facto de ser um processo reversivel e dindmico, em que uma proteina
cinase transfere um grupo de fosfato do ATP a um substrato, alterando a conformacéo e
fungéo dos ultimos. Uma proteina fosfatase remove o fosfato e a proteina reverte ao seu
estado desfosforilado [22, 28].

A fosforilacdo da proteina, pode ser associada com o processo de funcionamento
cerebral e de memdria, tendo um papel no processamento de sinais neuronais e na
modulacgéo a curto prazo ou a longo prazo da transmissédo sinaptica. Na DA h& evidéncias
para o regulamento anormal da fosforilacdo da proteina PPA [66].

A PPA é uma fosfoproteina, com os locais bem definidos de fosforilacdo, no entanto,
a sua funcéo é ainda alvo de estudo. A PPA, quer no seu ectodominio quer no seu
dominio intracelular, € modelada directa ou indirectamente pela fosforilagcéo, in vitro e in
vivo e por eventos dependentes de fosforilacdo que alvejam em diferentes vias
intracelulares. Usando-se anticorpos especificos, como ferramenta altamente sensivel
para a fosforilacdo, foi detectado in vivo fosforilagdo em Thr®®*, Ser®®®e Thr®®® no AICD
[22, 68].

A isoforma PPA695 contém 5 locais potenciais de fosforilagdo nos seus 47
aminoacidos da cauda citoplasméatica (AICD), sendo T654, S655, T668, Y687 e Y692,
que pertencem a trés motivos funcionais da PPA, ®*’VTPEER®"?, ®®2YENPTY®' e
833 YTSI®® criticos para a interaccdo com outras proteinas [65]. O AICD néo fosforilado
esta dominantemente no nucleo. Um mutante de AICD (AICDA), em que T668 do AICD é
substituido pela Ala, foi igualmente localizado dominantemente no nucleo [69].

A fosforilagdo da PPA em T668 localiza-se nos tecidos cerebrais e nos neuronios,
particularmente nas pontas das neurites, desempenhando func¢des importantes na
orientacdo axial. No entanto, por estimulos de stress, a fosforilagdo pode ser induzida
mesmo em células ndo neuronais [64].

A PPA fosforilada aumenta significativamente durante a apoptose e a secrecdo da
espécie neurotdoxica AB42 aumenta durante a apoptose induzida pelo PC12 [23]. As
proteinas Tau, Presenilinas, B-Tubulina e outras proteinas podem também ser
fosforiladas. Na DA a proteina Tau € anormalmente hiperfosforilada em varios locais
Ser/Thr [28].
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4.6 Estudo do proteoma

Visando realizar a finalizagcdo do objectivo principal, que centra-se na caracterizagédo
e relacdo das proteinas identificadas por espectrometria de massa, para cada amostra,
realizou-se o estudo do proteoma. O estudo do proteoma evidenciou as funcdes e efeitos
em determinados processos biolégicos caracteristicos para cada proteina, com possivel

relacdo biolégica com a DA (tabela 7).

Tabela 7 — Caracterizagao e relagdo das proteinas identificadas por espectrometria de massa com a DA.

Proteinas identificadas Caracterizacéo e relacdo com a DA

U Funcdes celulares

e  Transporte axonal

a-Actina
. Formacao de sinapses
¢ Migragdo e adesé&o neuronal
B-Tubulina O Proteina microtubular hiperfosforilada na DA
U Provoca a deposicao intraneuronal e extracelular do péptido
AB42 e sua quantidade aumenta com a evolugcdo da doenca
Vimentina 0 Quando ocorre perdas sinapticas e retraccao dos dendritos, a
Vimentina é expressa e transportada para os dendritos com o
objectivo de restabelecer as sinapses
0 Reduz a agregacao e alteracdes estruturais de proteinas e
desempenha efeitos neuroprotectores no cérebro (hipocampo)
Stress-70,
] . O Niveis elevados sdo observados na DA, sugerindo-se que
mitocondrial
participe no processo de fosforilagdo anormal da Tau e
formacao dos emaranhados neurofibrilares
U Presente nos emaranhados neurofibrilares, quando fosforilada
Nucleolina pela proteina Cdc2, sendo um marcador para o inicio da
formacédo destes e para a neurodegeneracao na DA
Proteinas com O Pode activar a actividade transcricional do gene PPA e o
dominio “zinc-finger” dominio de activacéo transcricional localiza-se no N-terminal do
dominio “zinc-finger” da proteina
Ribonucleoproteinas 0 Estudos de imuno-histoquimica demonstram que no cérebro de
heterogéneas pacientes com a DA, as hnRNPs apresentam diferentes
(hnRNPs) respostas e a regulagdo pos-transcricional é afectada
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5. 1 Concentracdo optima para a transfeccéo

Determinou-se que a concentracdo Optima para a transfeccdo seria de 4ug de
cDNA PPAG695. Com a utilizagdo desta concentracdo de cDNA PPA695 obteve-se um
aumento dos niveis de transfeccdo de PPA695, observando-se aumento dos niveis
extracelulares das isoformas matura e imatura de PPAG695 transfectada, cujo peso
molecular é superior ao das enddgenas. Apos optimizar esta técnica para as caixas com
diametro de 42mm, extrapolou-se a concentracdo de transfecgéo a utilizar para as caixas
com didmetro de 100mm, com base no aumento da area relativa de superficie e segundo
o protocolo do método de transfeccdo com fosfato de calcio (www.flemingtonlab.com
Assim sendo, para a transfeccdo da linha celular COS-7 com as caixas de 100mm,

utilizou-se 25ug de DNA.

5.2 SDS-PAGE das amostras para posterior identifica ¢cdo de proteinas

que ligam a PPA

Pelos resultados obtidos pelo SDS-PAGE das amostras imunoprecipitadas, foi
possivel concluir-se que nas amostras imunoprecipitadas com o 22C11, apos transfecg¢éo
obteve-se um aumento dos niveis das isoformas matura e imatura de PPA695
transfectadas, comparativamente com a amostra ndo transfectada. Na amostra
transfectada e com adicdo do peptideo AB observou-se diminuicdo dos niveis das
isoformas matura e imatura de PPAG95 transfectadas, comparativamente com a amostra
transfectada. Nas amostras imunoprecipitadas com o GFP foi possivel detectar as formas
ex0genas (transfectadas) porque apenas estas possuem a proteina PPA com o GFP

(green fluorescent protein).

5. 3 Estudo de proteinas que ligam a PPA

Através do estudo do proteoma identificamos proteinas que ligam a PPA em células
COS-7, em determinadas condicdes (transfectadas com fosfato de calcio utilizando 25ug
de cDNA APP695 e ndo transfectadas e imunoprecipitando com diferentes anticorpos;

22C11 e C-terminal), proporcionando obter informac¢des que contribuem para melhorar a
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base molecular e podem conduzir ao desenvolvimento de potenciais alvos terapéuticos
para a DA.

O estudo das interaccdes proteina-proteina € uma condicdo prévia importante para
explorar novas formas de manipular a producdo de AB. Com esta questdo em mente,
procuramos identificar proteinas que interagem com a APP, caracteriza-las e relaciona-
las com a DA.

De acordo com as proteinas identificadas, foi possivel agrupar estas proteinas em
dois grupos, segundo a sua localizacéo celular: as nucleares e as citoplasmaticas. No
nacleo localizam-se as seguintes proteinas, Histona, Ribonucleoproteina heterogénea,
Nucleolina e a proteina Fibrilarina. No citoplasma localizam-se as seguintes proteinas, -
Actina, a-Actina, B-Tubulina, a-Tubulina, Vimentina, Queratina, Stress-70 mitocondrial,
proteina Ribossomal, factor de elongacéo e a Albumina sérica.

Para facilitar a caracterizacdo das proteinas identificadas, estas foram agrupadas em
dois grupos: proteinas do citoesqueleto e proteinas reguladoras da expresséo génica.
Sendo as proteinas do citoesqueleto: Actina, Tubulina, Vimentina e Queratina. As
proteinas pertencentes ao grupo das reguladoras da expressdo génica sdo: Histonas,
Ribonucleoproteinas heterogéneas, Ribossomais, Nucleolina, Factor de elongacgéo 1-q,
Fibrilarina e as proteinas com dominio “zinc-finger”. As proteinas Albumina e Stress-70
mitocondrial ndo sdo agrupadas em nenhum destes grupos, pois ndo pertencem ao
citoesqueleto e também né&o séo reguladoras da expressao génica.

Apenas na amostra transfectada e imunoprecipitada com o anticorpo 22C11, foi
possivel identificar uma modificacdo poés-transducional, sendo uma oxidacdo e
correspondendo & proteina ribossomal 60SL6. Ndo se obteve grandes diferengcas nos
grupos de proteinas identificadas para cada amostra.

Nas amostras imunoprecipitadas com o anticorpo C-terminal, é eventualmente
possivel a deteccdo de proteinas que interagem especificamente com o C-terminal da
PPA e na amostra imunoprecipitada com o anticorpo 22C11, proteinas que interagem
especificamente com o N-terminal da PPA e proteinas que poderdo nao ter interaccao
com a PPA e relacdo com a DA. O facto de algumas proteinas terem sido apenas
identificadas numa amostra imunoprecipitada com determinado anticorpo, ndo determina
necessariamente que essas proteinas interajam especificamente com determinada regido
da PPA, pois este estudo baseou-se principalmente na identificacdo de proteinas que
pudessem interagir com a PPA e que eventualmente tivessem uma relacdo com a DA,

nao tendo sido alvo de estudo a localizacao das interaccdo entre as proteinas e a PPA.
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A relevancia deste estudo baseia-se na identificacdo de proteinas que ligam a PPA,
podendo estas ser usadas como alvos no tratamento da DA, sendo a a-Actina, B-
Tubulina, Vimentina, Nucleolina, Stress-70 mitocondrial e a proteina com dominio “zinc-
finger”.

Com o auxilio de ferramentas bioinformaticas, utilizando-se o software “Information
hyperlinked over proteins” (IHOP) foi possivel visualizar-se as interac¢éo das proteinas a-
Actina, Albumina e proteina com dominio “zinc-finger” com a proteina PPA.

Futuramente, seria de interesse para melhorar a compreensao da base molecular na
DA, contribuindo para aperfeicoar-se os métodos de diagndsticos e a previsdo da
evolucdo da doenca, avaliar se as interac¢des das proteinas com a PPA afectam a seu
processamento e a producdo de AB. Tendo estas diferentes funcdes é possivel sugerir
que pudessem provocar diferentes efeitos no processamento da PPA e na formacao dos

emaranhados neurofibrilares.
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Anexo

Preparacao das solucdes para a transfeccdo com fosf  ato de calcio

HBS 2x - 280 mM NaCl
- 10 mM KCI
- 1,5 mM Na,HPO,4.2H,0
- 12 mM dextrose
- 50 mM HEPES

1° Dissolveu-se 1,6g de NaCl, 0,074g de KCI, 0,027g de Na,HPO,, 0,2 de dextrose e

1g de HEPES, minimum 99,5% Titration.
2° Ajustou-se o volume total para 90mL com H,0 destilada.
3° Ajustou-se o pH para 7,05 com 0,5 NaOH e ajustou-se o volume para 100mL com

H,0 destilada.
4° Esterilizou-se a solucdo passando por um filtro de 0,22-micro.

5° Armazenou-se em aliquotas de 5mL a -20°C.
CaCl, 2M

1° Dissolveu-se 10,8g de CacCl,.6H,O em 20ml de H,O destilada.
2° Esterilizou-se a solucao passando por um filtro de 0,22-micro.

3° Armazenou-se em aliquotas de 1ml a -20°C.

HBS 2x

Preparou-se uma solugéao de 0,1x TE (pH 8,0) com 1mM de Tris-HCI e 0,1mM de
EDTA.

1° Pesou-se 0,012g de Tris, dissolveu-se em pouca agua destilada e verificou-se o
pH desta solugao.

2° Ajustou-se o pH desta solucéo a 8,0.

3° Adicionou-se a solucéo 0,0372g de EDTA e verificou-se a ligeira descida de pH.

4° Ajustou-se novamente o pH desta solucdo para 8,0.

5° Esterilizou-se a solucdo fazendo-a passar por um filtro de 0,22-micro.

6° Armazenou-se em aliquotas a 4°C.
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DNA
Dissolveu-se 0 DNA (= 20ug/ 10° células) em 0,1xTE (pH 8,0) a concentracdo de

40ug/mL.
Esta solucao s6 deve ser preparada no dia de realizacéo da transfeccédo com fosfato

de calcio.

Preparacdo dos mini-geis

Gel de resolucdo a 6%, Lower gel, (vf=10 mL)

H.O 4,95mL
30% Acrilamida/ 8% Bisacrilamida------ 2mL
LBG 2,5mL
APS (10%) 50pl
TEMED 5ul

Gel de empacotamento a 3,5%, Upper gel, (vf=5mL)

H,O 3,3mL
30% Acrilamida/ 8% Bisacrilamida------ 0,6mL
5*UBG ------mmmmmmmmm oo 1,0mL
APS (10%) 50ul
TEMED 5ul
SDS (10%) 50ul
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