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Resumo

Titulo: Papel das mutagdes da alfa-sinucleina associadas a doenca de Parkinson

sobre a estabilidade termodindmica das fibras amiloides.
Aluno: José Raphael Monteiro Neto
Orientador: Prof. Dr. Cristian Follmer

A doenca de Parkinson (PD) ¢ uma desordem neurodegenerativa que afeta
principalmente individuos acima dos 65 anos. A doencga causa, principalmente, a perda
seletiva de neuronios dopaminérgicos na substantia nigra e ¢ caracterizada pela presenca
de agregados fibrilares da proteina alfa-sinucleina (aS). A presenca destes agregados
fibrilares no cérebro de individuos com PD indica que eles podem ser importantes para
a evolugdo da doenga ou até mesmo para proteger a pessoa dos sintomas. Nos ultimos
20 anos, tem sido descobertas diversas mutagdes no gene codificador da aS que estao
envolvidos em casos de PD familiar e que diferem no processo de agregacao em relagdo
a proteina selvagem. Pesquisas mais recentes vém estudando o efeito do uso de
sementes na agregacdo da aS, principalmente a agregacao aS selvagem (WT) com
sementes da aS mutante. Os resultados da literatura mostram que a mutante A30P
transfere informagdes estruturais para a aS-WT. O objetivo deste trabalho foi estudar a
estabilidade termodinamica das fibras de aS bem como o efeito das sementes geradas a
partir das mutantes da proteina ligadas a PD. Os resultados obtidos indicaram uma
maior estabilidade da fibra da mutante A30P, a qual apresentou um AAGO = AGOA30P
— AGOWT = -3,8 kJ/mol, confirmando a maior estabilidade desta mutante. Além disso,
fibra de aS-WT semeada com aS-A30P apresentou um aumento na sua estabilidade em
relacdo a fibra homogénea da aS-WT, sugerindo que a A30P transfere propriedades de
suas sementes para as fibras da proteina selvagem. No conjunto, nossos resultados
fornecem novas informacodes sobre a estabilidade das fibras amildides de aS bem como

o papel das mutagdes da proteina associadas a PD.



LISTA DE ABREVIATURAS:

AD Doenga de Alzheimer

aS a-sinucleina

CPF Cortex pré-frontal

EDTA Acido etilenodiaminotetracético
GB Ganglia Basal

Gdn-HCI Cloreto de guanidina

HPLC Cromatografia liquida de alta resolugao
IPTG B-D-1-tiogalactopiranosideo

LB Corpos de Lewy

LTB Lobo temporal médio

LMW Padrao de baixos pesos moleculares
MCI Comprometimento cognitivo leve
NaPB Fosfato de s6dio monobdsico

NAC Componente nao B-amildide

NFT Emaranhados neurofibrilares

PD Doencga de Parkinson

PMSF Fluoreto de fenilmetilsulfanila

SDS Dodecil sulfato de s6dio

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida / dodecil sulfato de sodio
SEC Cromatografia de exclusao por tamanho
ThT Tioflavina-T

WT Proteina Selvagem
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INTRODUCAO

Doencas neurodegenerativas

O envelhecimento ¢ o principal fator de risco para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas como a doenga de Parkinson (PD) e a doenga de Alzheimer (AD). As
regides do cortex pré-frontal (CPF) e do ganglio basal (GB) sdo as mais afetadas pelo
envelhecimento (RESNICK et al, 2003). Estas regides sdo importantes na movimentagio
voluntaria e sdo ricas em inervacdes dopaminérgicas; ¢ no sistema dopaminérgico que se
encontram as principais alteragdes causadas pelo envelhecimento devido a redugdo de
receptores e transportadores de dopamina (DA) (ERIXON-LINDROTH et al, 2005). Outra
regido afetada ¢ o lobo temporal médio (LTB), localizado no hipocampo. Apesar de sua
estrutura ser pouco alterada, individuos idosos apresentam uma diminui¢do maior na sua
ativacdo comparado com individuos mais jovens, afetando, principalmente a memoria recente
(DASELAAR, 2003; GUTCHESS; WELSH; HEDDEN, 2005). Mesmo sofrendo esta
inevitavel degeneracdo em algumas regides do cérebro, de execugdo de movimentos (CPF e
GB) e memoria (LTB), pessoas com envelhecimento saudédvel muitas vezes ndo apresentam
sintoma de comprometimento da funcdo cognitiva. Isso se deve a uma atividade

compensatoria exercida pelo nosso cérebro (MANDZIA et al, 2004).

Em 1907, Alois Alzheimer estudou cérebros de pacientes post-mortem com problemas
cognitivos graves e verificou a presenca de placas de depositos proteicos (erroneamente
denominadas de placas amiloides) e emaranhados neurofibrilares (NFT) nas regides do
hipocampo, LTB e neocdrtex, como mostra a Figura 1. Este disturbio passou a ser chamado
de doenga de Alzheimer (AD). De forma semelhante, em 1912, Frederic Lewy descobriu
inclusdes citoplasmaticas, posteriormente denominadas corpos de Lewy (LB), na substantia
nigra de cérebros de pacientes com problemas motores. Estas inclusdes eram analogas as

descritas em 1817 por James Parkinson. Atualmente, sabe-se que esta ¢ uma caracteristica
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marcante da PD. A formagdo destas estruturas proteicas ¢ um fator importante no
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas relacionadas ao envelhecimento. Estas
estruturas s3o compostas por agregados fibrilares de diferentes proteinas: NFTs sao
compostos da proteina tau hiperfosforilada; placas amildides se constituem do peptideo B-
amiléide; e LBs possuem em sua composi¢cdo a proteina a-sinucleina (aS). Outras doencas
neurodegenerativas, como as doencas do prion, de Huntington e de Machado-Joseph também
estdo relacionadas a formagdo de agregados proteicos no cérebro de pacientes (LEE, 2000;
DOBSON, 2003). Estes fatores sugerem uma importante relagdo entre o mau-enovelamento e

agregacao de proteinas e neurodegeneragio.

Cortex Pré-Frontal
Ganglia Basal

Jovem Envelhecimento normal MCI

«;.»’-5‘

CJCJE  Placas amiloides

BENE NFTs
() Perda neuronal Lobo Terflporal
Médio

Figura 2. Distribuicdo de placas amildides e NFTs e perda neuronal no cérebro de diferentes
individuos. Individuos jovens; envelhecidos de forma saudavel, com comprometimento cognitivo leve (MCI),
que é um pré-estagio da AD e outras formas de deméncia; ¢ com AD. Nota-se que, em MCI, ha um aumento
consideravel de NFTs e perda neuronal no cortex entorrinal, assim como um aumento geral de placas amiloides.
Em AD, ha um grande aumento de perda neuronal, placas amiloides ¢ NFTs em todo cérebro, em especial no

cortex entorrinal e no hipocampo. Figura adaptada de (YANKNER; LU; LOERCH, 2008).



E importante notar que as proteinas envolvidas em todas estas doengas néio apresentam
qualquer similaridade funcional ou estrutural, conforme ¢ mostrado na Figura 2, porém sio
capazes de sofrer alteragdes conformacionais, sob certas condi¢des, que resultam na formagao
de agregados estruturalmente similares. Isto sustenta a hipotese de que, apesar das diferencas
entre as fibras e do local onde estas se encontram, elas apresentam mecanismos patologicos
similares que sdo a base de todas estas doencas (TROJANOWSKI, 1998). Contudo, o
mecanismo causador de cada uma destas doengas permanece em debate, devido a sua extrema
complexidade, caracterizada por fatores genéticos e ambientais. Por isto, ¢ essencial que
sejam realizados estudos sobre o papel do mau-enovelamento/ agregagdo de proteinas na

origem ou progressao da neurodegeneragao.

Proteina do Prion: doencas \

de prion
(PDB: 1QM2) £~

a-sinucleina: doenca de
Parkinson

(PDB: 1XQ8)

Ataxina-3; doenca de
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(PDB: 2AGA)

=
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Huntingtina: doenca de
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(PDB: 310R)

/

Figura 3. Proteinas associadas a diferentes doengas neurodegenerativas. Proteinas com tamanhos
e estruturas (secundaria e terciaria) totalmente distintas sdo capazes de sofrer alteragcdes conformacionais, em
determinadas condi¢des, gerando fibras com estruturas simulares, as quais estdo relacionadas a diferentes
doengas neurodegenerativas.
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A agregacdo da a-Sinucleina na PD

A PD ¢ um distirbio neurodegenerativo que causa deficiéncias no sistema motor,
apresentando como sintomas bradi e hipocinesia, tremores de repouso, rigidez, marcha
desordenada e prejuizo no reflexo postural (MARSDEN, 1994). Entre 90% e 95% dos casos
de PD sdo idiopaticos, ou seja, sem historico familiar (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).
Contudo, uma pequena parcela dos casos ¢ familiar e herdado de modo autossomico
dominante. Assim, cinco mutagdes distintas foram identificadas no gene da proteina aS, em
pacientes com PD familiar: A30P, A53T, E46K, H50Q e G51D que estdo ligados a casos de
PD em grupos de individuos mais jovens (POLYMEROPOULOS et al, 1997; CONWAY et
al, 2000; CRESSWELL et al, 2013; KIELY et al, 2013). Além da PD, a aS ¢ o componente
majoritario de depdsitos proteicos observados em outras doengas neurologicas, conhecidas
também como sinucleinopatias, incluindo a Atrofia Multipla, doenga de Hallervorden-Spatz e

Demeéncia com Corpos de Lewy.

A aS ¢ uma proteina de 14 kDa, encontrada de forma abundante em neurdnios,
principalmente nos terminais pré-sinapticos (GIASSON et al, 2000). Embora sua fun¢do ndo
seja totalmente elucidada, alguns estudos indicam que a aS ¢ capaz de interagir com
membranas lipidicas, alterando a viscosidade e composi¢ao de acidos graxos da mesma, o que
pode ser importante na plasticidade neuronal (UVERSKY, 2007). Também foi demostrado
que ela auxilia na formagao do complexo SNARE (soluble N-ethyl maleimide sensitive fusion
attachment protein receptor) através de interagdes com a proteina sinaptobrevina-2 (BONINI;
GIASSON, 2005; BURRE et al, 2010). Desta maneira, a aS desempenharia uma fungdo na
formagao e fusdo de vesiculas pré-sinadpticas, regulando a liberacdo de neurotransmissores,
como DA (COOPER et al, 2006). A aS também apresentaria atividade antioxidante via
inibi¢do da peroxidagdo lipidica através da oxidacdo de suas proprias metioninas ao invés dos

lipidios que compdem a membrana ligada a aS (MALTSEV et al, 2013). Mesmo ndo sendo
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essencial para a vida, estudos indicam que a expressdo de aS ¢ fundamental para o
desenvolvimento cognitivo normal de camundongos, especialmente em relagdo ao

aprendizado e memoria (KOKHAN; AFANASYEVA; VAN’KIN, 2012).

A estrutura primaria da aS pode ser dividida em trés principais regides (RECCHIA,
2004). A primeira delas ¢ a regido N-terminal (residuos de 1-65), que ¢ anfipatica e capaz de
adquirir estruturas em o-hélice ao interagir com membranas lipidicas. Nesta regido se
encontram: cinco de seis repeticdes imperfeitas da sequéncia de residuos de aminoécidos
KTKEGV; mutagdes relacionadas a PD (A30P, E46K, AS53T, H50Q e G51D); e dois dos
quatro residuos de metioninas (M1 e M5), que sdo importantes sitios de oxidacdo (GLASER
et al, 2005). A segunda regido ¢ o dominio NAC (componente ndo P-amildide) (residuos 66-
95), o qual ¢ altamente propenso a sofrer auto-associacdo via formagdo de estrutura
secundaria do tipo folhas-B (IWAI et al., 1995). Esta tendéncia é explicada pela composi¢do
desta regido, que € rica em residuos hidrofobicos, que interagem entre si para evitar o contato
com a agua, favorecendo o processo de agregagdo. A terceira regido ¢ o dominio C-terminal
(residuos 96-140), enriquecido em residuos acidos e prolinas, sendo essencial na formagdo do
complexo SNARE (BURRE et al, 2010). Esta regido ¢ altamente carregada negativamente
(ponto isoelétrico da aS de 4,7), o que desfavorece sua agregacdo via repulsdo eletrostatica
(PERIQUET et al, 2007). Neste dominio se encontram os sitios das principais modifica¢des
pos-traducionais da aS, como fosforilagdo (S129 e Y125), nitracdo (Y125, Y133 e Y136) e
oxidagdo (M116 e M127) (ELLIS et al., 2001; FUIIWARA et al., 2002; SOUZA et al., 2000;
GLASER et al, 2005). As informagdes sobre a estrutura primaria da aS encontram-se

resumidas na Figura 3.
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Dominio N-terminal Dominio NAC Dominio C-terminal

M1 M5 ! !

M116 M127

KTKEGV AMP E46K ASIT 587 Y1255129Y133 Y136
-Fegido anfipatica -Residuos hidrofobicos -Fesiduos acidos
-Interagio commembranas ipidicas -Agregacio -Solubiizagio (anti-agregacdo)
-Formacio de o-hélices -Formagdo de folhas-f -Fusio de vesiculas
-Repetictes KTEEGY -Modificag@es pos-traducionais

-Mutacées associadasa PD

Figura 4. Dominios da aS. Os trés dominios da aS e suas respectivas caracteristicas estruturais e
funcionais: dominio N-terminal (azul claro); dominio NAC (amarelo); dominio C-terminal (rosa); repeticdes
imperfeitas KTKEGV (verde); mutagdes associadas a PD — A30P; E46K e AS53T (vermelho); sitios de
fosforilacdo — S87, Y125 e S129 (azul escuro); sitios de nitragdo — Y125, Y133 e Y136 (cinza); metioninas —

M1, M5, M116 e M129 (marrom).

A estrutura nativa da aS também permanece sobre debate, existindo duas principais
hipdteses: i) aS ¢ um mondmero desenovelado capaz de formar fibras in vivo e in vitro sob
certas condi¢oes (WEINREB et al, 1996); essa visao ¢ compartilhada pela grande maioria dos
estudiosos sobre a proteina; ii) aS ¢ um tetramero enovelado em a-hélices incapaz de agregar
(BARTELS; CHOI; SELKOE, 2011), sendo necessdria a sua conversdo para mondmero
desenovelado para que ocorra a agregacdo. Neste contexto, um trabalho do nosso grupo
prop0s que, fisiologicamente, aS comporta-se como um mondmero intrinsecamente
desenovelado em equilibrio dindmico com certos estados oligoméricos como dimeros e

tetrameros (COELHO-CERQUEIRA et al, 2013).

A aS pode formar diferentes tipos de agregados in vitro, desde pequenos agregados
pré-fibrilares (protofibras), até estruturas fibrilares estaveis do tipo fibras amildides
(VOLLES; LANSBURY, 2003), como mostrado no esquema da Figura 4. Sob o ponto de

vista estrutural, as protofibras sdo oligdmeros de aS com conformacgao de folha-f (VOLLES;
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LANSBURY, 2003), apresentando uma heterogénea mistura de morfologia, sendo que apenas
algumas destas seriam capazes de formar fibras (CONWAY; HARPER; LANSBURY, 2000;
ROCHET et al, 2004). Embora a aS na sua forma fibrilar seja a maior componente nos LBs
(CONWAY; HARPER; LANSBURY, 2000), alguns dados sugerem que estas estruturas
podem ser inertes ou até mesmo protetoras na PD (ROCHET et al, 2004), enquanto que as
protofibras seriam as espécies realmente toxicas. Contudo, outros estudos indicam uma maior
toxicidade da aS fibrilar (PIERI et al, 2016). Devido a esta indefinigdo sobre qual forma da aS

¢ a mais toxica, pesquisas sobre novas drogas que possam contribuir para a terapia da doenga

ficam prejudicadas.
Intermmediarnios da agregacio
Formacio de poros
. f= ¢ \ — em membranas
o~ \ —_— A\ ¥ ] e
ol AN C_ P \s S B
Monémero Pequenos oligdémeros Protofibras \‘
desenovelado soliveis

Fibras

Figura 5. Vias de agregacdo da aS. Mondémeros de aS interagem entre si, formando oligdmeros
soluveis (protofibras) que evoluem para fibras amildides altamente ordenadas, estaveis e ricas em folhas-f.

Protofibras também podem formar poros em membranas, caracterizando seu efeito toxico.

As mutantes da aS associadas a PD

Mutagao A53T, onde um residuo de alanina ¢é substituido por treonina na posi¢ao 53,
foi detectada em pelo menos 12 familias de origens suecas, coreanas ¢ gregas
(POLYMEROPOULOS et al., 1997; KI et al., 2007, PUSCHMANN et al., 2009). Diferentes

estudos indicam que esta mutagdo favorece a formagdo mais rapida de estruturas fibrilares e
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também acelera o crescimento das fibras em comparagdo com o tipo WT (CONWAY et al.
1998, 2000b; GREENBAUM et al. 2005; LI et al. 2001, 2002). Quando esta mutante ¢ usada
como semente para a agregacdo de mondmeros de WT, a selvagem agrega bem mais
lentamente, o0 mesmo acontece com o uso de sementes de WT para a fibrilagdo da AS3T

(SIDHU; SEGERS-NOLTEN; SUBRAMANIAN, 2016).

Apesar de ser conhecida ha muito tempo, a mutagdo A30P (um residuo de alanina ¢
substituido por prolina na posi¢do 30), de origem alema, (KRUGER et al., 1998), os seus
efeitos sobre a fibrilagdo da aS sdo menos claros quando comparada a AS3T. Geralmente, esta
mutante causa uma fase exponencial na cinética de agregagdo (crescimento das fibras) mais
rapida em comparagdo com a aS-WT (CONWAY et al. 1998; LI et al. 2002; NARHI et al.
1999), porém com fase lag mais lenta (CONWAY et al. 2000b; LI et al. 2001). Segundo
alguns estudos, esta mutante ¢ capaz de transferir sua estrutura para a proteina selvagem,
quando esta agrega com sementes de A30P (SIDHU; SEGERS-NOLTEN; SUBRAMANIAN,

2016).

Encontrada em familias espanholas, mutacdo E46K, onde um residuo de acido
glutamico ¢ substituido por lisina na posicdo 46, apresenta propriedades de agregagao
similares com a A53T, pois forma estruturas fibrilares mais rapidamente, além de suas fibras
terem uma taxa de crescimento maior que a aS-WT (GREENBAUM et al. 2005). A proteina
selvagem, na presenga de sementes desta mutante, apresentou formacdo de fibras grandes,
contudo a mutante E46K ndo transferiu sua estrutura para a aS-WT (YONETANI et al.,

2009).

Estudo da estabilidade de fibras amiloides
Diversos agentes fisicos e quimicos tem sido utilizados para a desestruturagdo da aS:

temperatura (IKENOUE et al., 2014), pressio (FOGUEL et al., 2003), hidrocloreto de
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guanidina (Gdn-HCl) e uréia (MONERA; KAY; HODGES, 1994). O uso de baixas
temperaturas como desnaturante foi mostrado ser dependente das condig¢des de solvatagdo e
da concentragdo de aS, além de apresentar reversibilidade parcial quando reaquecida a 37°C.
O mesmo estudo também mostrou que a aS sofre desnaturagdo em altas temperaturas,
enquanto fibras de insulina, f2-microglobulina e trés tipos de B-amildide apresentaram apenas
desnaturacdo quando aquecidas (IKENOUE et al., 2014).

Apesar de existirem muitos estudos na literatura sobre a cinética de agregacdo da aS e
outras fibras amildides, sdo poucos os estudos sobre a estabilidade termodindmica destas
estruturas e sua fun¢do na PD. Neste trabalho, buscamos responder algumas perguntas sobre
as fibras de aS WT, A30P, A53T e E46K: A sua estabilidade ¢ alterada com as mutac¢des? De
que maneira? Fibras de aS WT produzidas, usando como sementes fibras das mutantes,
apresentardo propriedades parecidas com suas progenitoras? Como estes resultados podem

ajudar a compreender melhor o mecanismo da PD?
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OBJETIVOS:

Objetivo geral:
Entender o papel das mutantes da aS associadas a PD sobre a estabilidade termodinamica das

fibras amiloides.

Objetivos especificos:

. Comparar a estabilidade termodinamica de fibras de aS geradas a partir da forma
selvagem da proteina (WT) e das mutantes relacionadas a PD (A30P, A53T e E46K);

. Avaliar a estabilidade de fibras da aS-WT geradas na presenca de sementes das

mutantes A30P, A53T e E46K.
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EXPERIMENTAL

Materiais

Os reagentes isopropil [B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG), fluoreto de
fenilmetilsulfanila (PMSF), 4cido cloridrico, sulfato de amonia, azida de sodio,
acrilamida, cloreto de guanidina, dodecil sulfato de so6dio (SDS), tioflavina-T (ThT),
Comassie Brilliant Blue-G e os sais e agentes tamponantes em geral foram comprados
na Sigma-Aldrich. O acido etilenodiaminotetracético (EDTA) foi comprado na USB
Corporation (Cleveland, USA).

Expressdo e Purificacdao da aS WT, A30P. A53T e E46K

Escherichia coli BL21 (DE3-pLysS) transformada para as diferentes variantes da aS A
aS recombinante (WT, A30P, AS3T e E46K) foi expressa e purificada por um método
desenvolvido pelo nosso grupo (COELHO-CERQUEIRA et al, 2013) (Figura 5), que ¢
descrito a seguir: E. coli BL21 (DE3) foi inoculada em 50 mL de LB liquido contendo os
antibioticos ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL), sendo incubado até a
absorvancia a 600 nm (Aggo) atingir 1.0. Este pré-indculo foi transferido para 400 mL de LB
liquido e incubado a 37 °C até Agp=0.7. Em seguida, foi feita a indu¢do com IPTG
500 uM a 30 °C por 12 horas. Apds a indugdo, a cultura foi centrifugada a 4800 rpm (4150 x
g) e o precipitado ressuspendido em tampao A (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, PMSF 1 mM,
EDTA 1 mM). suspensdo 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). No sobrenadante foi realizada a precipitagdo acida das proteinas presentes
pela adigao de HCI 9% até pH 3,5. A aS permanece em solugao apos esta etapa. A amostra foi
centrifugada a 18000 x g e o pH do sobrenadante ajustado para 7,5. Depois, realizou-se a
precipitagdo da aS com sulfato de amodnio (50 % de saturagdo) em banho de gelo. A solugdo

foi centrifugada a 18000 x g e o precipitado foi dissolvido em Tris-HCI 20 mM, EDTA 1mM,
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pH 8,0 e dialisado uma vez contra este mesmo tampao e duas vezes contra dgua Milli-Q.
Finalmente, a aS obtida foi congelada, liofilizada e armazenada a -20°C para posterior

caracterizagao € uso.
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20 | 0 5 10 15 20 25 30

Volume (mL)

Figura 5. Caracterizacdo da aS purificada. (A) Etapas de purificagdo analisadas por 15% SDS-

PAGE, revelado com AgNO;. (B) Etapas de purificago analisadas por SEC.

Monitoramento da fibrilacdo por fluorescéncia da Tioflavina-T

A molécula Tioflavina-T (ThT) se torna fluorescente em presenca de agregados
fibrilares ricos em estruturas secundarias do tipo folhas-f; assim, ThT ¢ utilizada como uma
sonda fluorescente para o monitoramento do processo de fibrilagdo de diversas proteinas
amiloidogénicas. A fluorescéncia da ThT foi monitorada em um espectrofluorimetro Cary
Eclipse (Agilent, EUA) acoplado com um leitor de microplacas, utilizando-se como

comprimentos de onda de excitagdao e emissao, respectivamente, 446 e 485nm.

Producgdo de sementes de aS

A reacdo de fibrilagdo foi realizada em microplacas de 96 pocos e com volume final de
200 pL por pogo, consistindo de 200 uM de aS monomérica em tampao 10 mM de NaPB, pH

7,5, 0.01% azida, 100 mM NaCl, 5uM de ThT,. A mistura foi incubada a 37°C e 400 rpm. Em
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cada pogo contendo aS foi adicionada uma pérola de vidro. A formagdo de fibras foi
acompanhada por ThT até o maximo de fluorescéncia. ApoOs esta etapa, as amostras foram
transferidas para tubos de 1.5 mL, diluidas para 100 uM com o mesmo tampao acima e
sonicadas por 1 minuto com poténcia de 50 % (sonicador modelo Vibracell-Sonics) para gerar

a fragmentacdo das fibras maduras.

Subsequentemente, novas fibras foram formadas misturando-se 180uL de aS
monomérica (200 pM) e 20 pL da solucdo anterior contendo sementes da proteina e o
procedimento para geracdo de novas sementes realizados conforme descrito anteriormente.
Para a formacdo da terceira, e ultima, geracdo de sementes foi seguido o mesmo
procedimento, porém usando as sementes de segunda geragdo. Como este procedimento pode-
se obter sementes homogéneas das diferentes variantes da aS que foram utilizadas para a

geracdo de fibras maduras.

Formacao de fibras

Para a formacao de fibras homogéneas, ou seja, utilizando-se a mesma variante da
proteina tanto na forma monomérica quanto de sementes, incubou-se 200uM de aS
monomeérica na presenca de sementes de fibras da proteina (relagdo molar de 40:1) a 37°C e
500rpm até ser alcangado um maximo de fluorescéncia para a ThT. Para a geragdo de fibras
heterogéneas, aS-WT monomérica foi incubada na presencga de sementes formadas a partir das

variantes A30P, A53T e E46K da aS.
Cromatografia de Exclusdo por Tamanho (SEC-HPLC)

100uL de cada amostra com diferentes concentragdes de Gdn-HCI e para as diferentes
variantes de aS foram injetados na coluna de Superdex™ 200 10/300 GL para separagio por

tamanho. As corridas foram feitas com fluxo de 0,5 mL/min, usando tampao 20 mM NaPB,

20



150 mM NacCl, pH 7,5. Para a detecgdo foi utilizada lampada de Ultravioleta de 215 nm. A

integracao dos picos foi realizada automaticamente pelo programa Unicorn 5.0.

Dissociagao de fibras de aS por cloreto de guanidina (Gdn-HCI)

35uM de fibras de aS geradas segundo o procedimento acima (concentragdo em
relacdo a0 mondmero) em 10 mM de NaPB, pH 7.5, 0.01% azida, 100 mM NaCl, 5 uM de
ThT, foram incubadas na presen¢a de Gdn-HCl (0 a 4 M), sem agitagdo a 25 °C for 72 horas.
A fluorescéncia da ThT da mistura foi monitorada por 60 minutos, com intervalos de leitura
de 2 minutos, e ap6s 72 horas de incubacdo. Apos este periodo, as amostras foram analisadas
por cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) e a fragdo monomérica determinada a
partir da area do pico do mondmero, em comparagdo com a area do monomero da amostra

ndo agregada.

Para se determinar os parametros termodinadmicos relacionados a estabilidade de cada
fibra foi usado o modelo de polimerizagado linear proposto por OOSAWA & KASAI para a

reacao:

Fi.i +M = F;

sendo a constante de equilibrio dada por:

K = [Fil/ [Fi1].[M]

onde [M] e [Fj] sdo, respectivamente, a concentragdo do monomero e das fibras de tamanho i
(OOSAWA; KASAI 1962). Baseado neste modelo, a constante de equilibrio (K) da reacao
acima foi determinada através da medida da fragdo de monomérica utilizando-se a equagao

(PORCARI et al., 2015):
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[M]  [MK+1/2 - VMK + 1/4
[M;] [M;J°K?

Onde Mt ¢ a concentragdo total de proteina em molar (35.10° M). A solucdo da
equacdo acima foi obtida através do A energia livre de crescimento da fibra (AGe) foi
determinado pela relagdo K = exp(-AG/RT) e a energia livre na auséncia de desnaturante

(AG”) obtida por extrapolagdo linear:
AG =m[D] + AG’

onde m fornece o chamado coeficiente de cooperatividade, ou seja, o grau de dependéncia da
desnaturacdo em relacio a concentracio de Gdn-HCL. Além do AG, utilizou-se também, para
efeitos de comparagdo, AG determinado a uma concentracdo de Gdn-HCI de IM (AGy).
Analisou-se ainda os parametros m e [D]so,, sendo este ultimo a concentracio de desnaturante

que leva a formagdo de 50% de mondmero.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas purificadas foram caracterizadas quanto a massa molar e o grau de pureza
por SDS-PAGE (15 %), como mostrado na Figura 6. aS, devido a alta densidade de cargas
negativas na regidao C-terminal, aparece no gel como uma proteina de 18 kDa ao invés de 14
kDa (WEINREB et al., 1996). Pode-se observar que todas as proteinas apresentaram um alto

grau de pureza e uma massa molecular compativel para o0 monomero.

Figura 6. Caracterizacdo das proteinas purificadas por SDS-PAGE. 30uL de cada aS e de LMW

foram aplicados em SDS-PAGE 13%, sendo em seguida revelado com Comassie Blue.

A formacao de fibras da aS selvagem e mutantes foi monitorada pela fluorescéncia da
ThT como descrito na segdo Experimental. Pode-se observar na Fig. 7 que, no equilibrio, a
intensidade da fluorescéncia da ThT varia entre as diferentes variantes da proteina. Como a
extensdo da reagdo de agregacdo ¢ bastante similar entre as aS, pode-se esperar que estas
diferengas na fluorescéncia da ThT estejam relacionadas a particularidades da estrutura das
fibras formadas. Além disso, os dados indicam que todas as formas mutantes estudadas

apresentaram uma fluorescéncia da ThT menor que a WT; o mesmo ¢ observado quando
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compara-se fibras homogéneas da aS-WT (isto ¢, semeadas com a forma WT) com aquelas

semeadas pelas formas mutantes da proteina, i.e. A30P, A53T ou E46K.

300 Homogéneas Heterogéneas

200 -

100 -

Fluorescéncia ThT

&°
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$g\?{b ég\v(p SQ

&

Figura 7. Fluorescéncia da ThT de fibras geradas a partir de diferentes variantes da aS. A

fluorescéncia foi medida ao final da agregacao.

A Fig. 8A mostra a varia¢ao, em fun¢do do tempo, da intensidade de fluorescéncia da
ThT de fibras da aS-WT em presenca de diferentes concentragdes do agente desnaturante
Gdn-HCI. Nestes experimentos, a intensidade da ThT foi normalizada pelo valor inicial. Em
menos de 10 minutos apos a adicdo do Gdn-HCI foi observada uma queda acentuada da
fluorescéncia de forma dependente da concentragdo do desnaturante, o que indica a
desestruturacao/desagregacao da fibra. Quando comparamos a intensidade da ThT frente ao
agente desnaturante, numa concentracdo de 1.0 M, entre as diferentes variantes da aS,
podemos observar que tanto a forma WT como E46K apresentam uma queda mais acentuada

quando comparadas a A30P ¢ AS3T (Fig. 8B). Este resultado é corroborado pelo Fig. 9 que
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mostra a varia¢ao do intensidade da fluorescéncia da ThT em fun¢do da concentracdo de Gdn-

HCL

aSWT B
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Figura 8. Desnaturacdo de fibras homogéneas de aS por Gdn-HCl. A medida foi feita por
fluorescéncia da ThT. (A) Fibras de aS-WT foram incubadas na presenca de diferentes concentracdes de Gdn-
HCI (0 - 3.5M) e a intensidade da fluorescéncia da ThT monitorada em funcdo do tempo. A seta indica
concentragdes crescentes de Gdn-HCI. (B) Efeito de 1.0 M de Gdn-HCI sobre a fluorescéncia da ThT, em fungdo

do tempo, para fibras geradas a partir da aS-WT ou mutantes A30P, AS3T e E46K.
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Figura 9. Efeito da concentracdo de Gdn-HCI sobre a intensidade da fluorescéncia da ThT de

fibras homogéneas de aS-WT e mutantes. Medida realizada ap6s 72h de rea¢do com Gdn-HCI.

O efeito da concentracdo do Gdn-HCI sobre a fluorescéncia da ThT indica uma
perturbacdo da estrutura fibrilar que resulta numa queda no conteddo da ThT ligada a
proteina. Para uma melhor compreensdo acerca da estabilidade das fibras geradas pelas
diferentes variantes da aS, a concentracdo de monomero presente nas amostras incubadas com
Gdn-HCI foi avaliada por SEC-HPLC. Assim, pode-se determinar a fracdo monomérica da aS
em fun¢do da concentragdo do agente desnaturante, o que permite o célculo da estabilidade
termodinamica da fibra. Para isso, foi utilizado o modelo de polimerizagdo linear proposto por

OOSAWA; KASALI, 1962.

A Fig. 10A mostra que fibras geradas a partir aS-A30P apresentam um estabilidade
maior que a WT ou mesmo para as outras mutantes AS3T e E46K; além disso, a aS-E46K foi
a variante mais instavel apresentando um [D]so, de 0.35 M, enquanto que a A30P, A53T e
WT apresentaram valores de 1.32, 0.68 ¢ 0.6 M, respectivamente (Tabela 1). A partir destes
dados, calculou-se o AG de crescimento da fibra para cada concentragdo de Gdn-HCI e

determinou-se, por extrapolacdo, o AG” na auséncia de agente desnaturante (Fig. 10B). A
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forma A30P apresentou um estabilidade de 3.8 kJ/mol maior que a aS-WT, enquanto que as
demais mutantes apresentam estabilidade semelhantes, com valores de AG® de -28.5,-29.9 ¢
28.8 kJ/mol para a WT, A53T e E46K respectivamente (Tabela 1). A aS-E46K apresentou
um grau de cooperatividade na desnatura¢dao, medido pelo valor de m, maior de as demais
variantes. E importante ressaltar que o calculo do AG”assume um comportamento linear do
AG em funcdo da concentragdo de desnaturante, o que pode acarretar em erros na
extrapolagdo. Neste contexto, comparamos também os valores de AG obtidos numa
concentragdo fixa de Gdn-HCI (AGv). Pode-se observar uma diferenca maior na estabilidade
das diferentes fibras quando comparamos os valores de AGjyao invésde AG. Neste caso, a

aS-A30P apresentou uma estabilidade maior que a WT em 5.1 kJ/mol.
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Figura 10. Desnaturacdo de fibras homogéneas de aS por Gdn-HCI. (A) Efeito concentra¢do de
Gdn-HCI sobre a fragdo monomérica de aS. (B) variacdo da energia livre de crescimento da fibra em diferentes

concentragoes de Gdn-HCI.
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Tabela 1. Pardmetros termodindmicos para a desnaturagdo de fibras homogéneas de aS por Gdn-HCI.

aS AG' (kJ/mol) m (kJ/mol.M) [D]so0 (M) AGim (kJ/mol)
WT -28.5 7.8 0.60 -20.2
A30P -32.3 6.4 1.32 -25.3
A53T -29.9 7.5 0.68 -22.7
E46K -28.8 10.3 0.35 -19.5

#

Um estudo utilizando pressao hidrostatica para a avaliacdo da estabilidade das fibras
de aS-WT, A30P e A53T mostrou uma maior estabilidade da proteina selvagem em relagao as
mutantes, obtendo-se a seguinte sequencia de estabilidade: A30P < A53T < WT (Foguel et
al., 2003). No entanto ¢ importante ressaltar a grande heterogeneidade das fibras geradas
quando nao ¢ utilizado um protocolo de preparacdo de semente com alto grau de
homogeneidade, como realizado em nossos estudos. O processo de fibrilacao da aS pode ser
acelerado através da adicdo de fragmentos de fibras que funcionam como sementes ou
nucleos, diminuindo a duracdo do processo de nucleacao (“seeding”), o qual consiste na
etapa lenta da fibrilagdo (fase lag) (WOOD et al., 1999). A utiliza¢do deste procedimento,
além de acelerar a fibrilagao, pode auxiliar na formacao de fibras mais homogéneas, pois estas
pequenas fibras transmitem a sua estrutura durante o crescimento das fibras maduras
(PETKOVA et al., 2005). Nos experimentos sobre a estabilidade de fibras de aS através do
uso de pressdo esse tipo de protocolo ndo foi utilizado, o que poderia explicar a grande

discrepancia dos resultados em comparagao com 0s nossos.

Os resultados apresentados acima foram obtidos utilizando-se fibras homogéneas, ou
seja, apenas uma das formas da aS esta presente durante o processo de agregacdo. Na maioria

dos caos, onde mutagdes na aS estdo associadas a PD, ocorre uma coexisténcia da forma WT
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e da mutante. Diante disso, diversos trabalhos tem investigado o efeito da semeadura cruzada
(cross-seeding) entre estas proteinas, onde pequenos agregados (sementes) de uma variante
podem funcionar como nucleos para a agregacdo do mondmero de outra variante da aS, dando
origem a fibras heterogéneas. Nestas fibras é esperado que ocorra a co-fibrilagdo da WT e a
mutante. Em nossos estudos, utilizou-se sementes geradas a partir das formas mutantes A30P,
AS53T e E46K da aS para induzir a agregacao da aS-WT e, entdo determinou-se a estabilidade

destas fibras heterogéneas.

A Fig. 11 mostra o efeito de 1.0 M de Gdn-HCI sobre a fluorescéncia da ThT, em
fun¢do do tempo, de fibras geradas a partir da aS-WT semeadas com aS-WT (fibra
homogénea), A30P (WT/A30P), A53T (WT/AS53T) ou E46K (WT/E46K). Pode-se observar
que a natureza das sementes tem um significante impacto sobre as propriedades da fibra
madura, onde as sementes de A30P e A46K foram as que apresentaram maior efeito. Quando
comparamos a queda da fluorescéncia da ThT em fun¢do da concentragio de Gdn-HCI,
podemos observar que a fibra WT/A30P apresenta um perfil similar ao obtido para as fibras
homogéneas de A30P (Fig. 12A). E importante destacar que a concentragio das sementes (em
relagdo a quantidade do monomero) equivale a 1/40 da concentracdo do mondmero da aS-
WT, o que sugere que, quando a aS-WT ¢ semeada com aS-A30P, a fibra resultante
comporta-se similarmente a forma mutante. Este resultado contrasta com aqueles observados
utilizando-se sementes das outras mutantes, A53T e E46K. Neste caso, as fibras heterogéneas

geradas apresentaram um perfil semelhante a fibra-WT homogénea.
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Figura 11. Cinética de desnaturacao de fibras heterogéneas de aS para 1.0M de Gdn-HCI medida

através da fluorescéncia da ThT. Para efeito de comparagdo, foi incluida fibras homogéneas de aS-WT.
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Figura 12. Efeito da concentracdo de Gdn-HCI sobre a intensidade da fluorescéncia da ThT de
fibras heterogéneas e homogéneas e mutantes. Os graficos comparam em (A) WT, A30P e WT/A30P, (B)

WT, AS3T e WT/AS3T e (C) WT, E46K, WT/E46K.
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O efeito das sementes da aS mutantes sobre a estabilidade termodinamica das fibras geradas a
partir do monomero da aS-WT foi investigado. Similarmente ao apresentado na Fig. 10,
determinou-se a fragdo de mondmero que é gerado pela incubagdo da fibra madura com
diferentes concentragdes de Gdn-HCI. Em concordéancia ao observado na Fig. 12A, pode-se
verificar que a fibra WT/A30P apresentou uma estabilidade intermediaria quando comparada
as fibras-WT e A30P homogéneas (Fig. 13A). Através da extrapolagdo na auséncia de Gdn-
HCI obteve-se valores de AG® de -28.5, -30.2 e -32.3 kJ/mol para aS-WT, WT/A30P e A30P,
respectivamente. Estes valores estdo em concordancia com os parametros m, [D]so, € AGim
(Tabela 2). Por outro lado, as sementes obtidas a partir da aS-AS53T e aS-E46K nio
produziram significantes efeitos sobre na estabilidade da fibra da proteina WT como podemos
observar na Fig. 14 ¢ Tabela 2. No conjunto, estes dados sugerem que a mutagao A30P
parece ter um efeito particular sobre a estabilidade de fibra, tanto homogénea, quando
comparada a forma selvagem da proteina, como quando envolvida na formagdo de fibras

heterogéneas.

As mutagdes na aS relacionadas a PD conhecidas até hoje sdo herdadas de um modo
autossdmico dominante, ou seja, com apenas uma copia do gene mutado o individuo portador
pode apresentar sintomas da doenca (POLYMEROPOULOS et al, 1997, KRUGER et al.,
1998; CONWAY et al, 2000; CRESSWELL et al, 2013; KIELY et al, 2013). Isto pode estar
fortemente ligado ao processo de agregagdo heterogénea da aS (cross-seeding), devido a
possivel propagacao de estrutura das sementes para as estruturas fibrilares da proteina, o que
levaria a aS-WT a formar agregados similares as suas mutantes (SIDHU; SEGERS-NOLTEN;
SUBRAMANIAN, 2016; YONETANI et al., 2009). Contudo, foi mostrado que algumas
variantes da aS ndo realizam este processo. A forma estrutural das proteinas envolvidas no
cross-seeding devem apresentar uma alta compatibilidade conformacional para que isto

ocorra (O’NUALLAIN et al., 2004).
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Figura 13. Desnaturacdo por Gdn-HCI de fibras de aS-WT, A30P e WT/A30P. (A) Efeito
concentragdo de Gdn-HCI sobre a fragdo monomérica de aS. (B) variagdo da energia livre de crescimento da

fibra em diferentes concentragdes de Gdn-HCI.
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Figura 14. Desnaturacdo por Gdn-HCI de fibras de aS-WT, A53T, WT/A53T. E46K e WT/E46K.
(A) Efeito concentragdo de Gdn-HCI sobre a fragdo monomérica de aS-WT, A53T e WT/AS3T. (B) Efeito

concentragdo de Gdn-HCI sobre a fragdo monomérica de aS-WT, E46K ¢ WT/E46K.
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Tabela 2. Pardmetros termodindmicos para a desnaturagdo de fibras homogéneas e heterogéneas de aS por Gdn-

HCI.

aS AG’ (kJ/mol)  m [Dlsoss M)  AGiy (kJ/mol)
# WT -28.5 7.8 0.60 -20.2

WT/A30P  -30.2 6.5 0.92 223

A30P -32.3 6.4 1.32 -25.3

WT/AS3T - - 0.60 -20.4

A53T -29.9 7.5 0.68 -22.7

WT/E46K - - 0.67 -20.1

E46K -28.8 10.3 0.35 -19.5

Estudos recentes compararam a agregacdo homogénea da aS selvagem com a sua
agregacao heterogénea em presenca de sementes das mutantes A30P, AS3T e E46K. A
mutante A30P promoveu a fibrilagdo dos mondémeros de WT de maneira mais rapida que as
sementes da propria proteina selvagem, porém com formagao de fibras menores, o que nao
ocorreu com a WT, A53T e E46K. Foi mostrado que estas pequenas fibras, quando isoladas
também servem de sementes para a fibrilacdo da aS-WT, além de apresentaram grande
similaridade estrutural entre as fibras de A30P e de WT formadas com sementes de A30P
(YONETANI et al., 2009), em concordancia com os resultados obtidos em nossos estudos. Ja
mondmeros das mutantes A30P e AS3T ndo mostraram agregagdo na presenca de sementes de
AS53T e A30P, respectivamente, porém ambas sobrem fibrilagdo estimulada por sementes da

proteina selvagem (SIDHU; SEGERS-NOLTEN; SUBRAMANIAN, 2016).

Dados similares aos obtidos em nosso trabalho foram verificados para a variante
H50Q, uma nova mutante relacionada a PD. Utilizando-se Gdn-HCI como agende
desnaturante, comparou-se a estabilidade de fibras formadas por aS-WT e H50Q, além de

misturas das duas formas. Uma maior estabilidade da mutante foi observada, além das
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misturas apresentarem um crescimento na estabilidade de acordo com o aumento da
concentragdo de H50Q. Além disso, também foi demonstrada uma diferenga estrutural nas
fibras, onde aquelas formadas por mondmeros da mutante foram mais homogéneas

estruturalmente quando comparadas as fibras da aS-WT (PORCARI et al., 2015).

No conjunto, os dados obtidos no presente trabalho indicam que uma Unica mutagdo
na aS ¢ capaz de ter importantes implicacdes na estabilidade da fibras madura. Assim, embora
a arquitetura geral das fibras geradas a partir de diferentes proteinas seja a mesma, a
sequéncia primaria parece desempenhar importante funcdo na estabilidade destas estruturas.
As implicagdes de um aumento (verificado para a A30P) ou diminuicio (E46K) na
estabilidade das fibras, conferida pelas mutacdes, na neuropatogénese da PD ainda permanece

uma questdo a ser investigada.
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CONCLUSOES

Mutantes da aS associadas a PD parecem ter uma influéncia ndo apenas na cinética de
formagdo das fibras, como previamente descrito por outros grupos, mas também na

estabilidade termodinamica das fibras geradas.

Fibras da mutante A30P apresentaram uma maior estabilidade entre as variantes estudadas,

observando-se a seguinte ordem de estabilidade: A30P > AS3T ~WT > E46K.

Sementes de A30P parecem transmitir informagdes estruturais para as fibras geradas a partir
do mondémero da aS-WT; estas propriedades ndo foram observadas utilizando-se sementes das

mutantes A53T e E46K.
PERSPECTIVAS FUTURAS

Confirmar os resultados obtidos, usando mais pontos com baixa [Gdn-HCI] para um melhor

resultado de AG® para as mutantes A53T e E46K.
Testar o efeito de outras duas mutagdes de aS na estabilidade das fibras (H50Q e G51D).

Realizar experimentos de Microscopia para saber mais sobre a estrutura de todas as fibras

testadas.

Testar a estabilidade da proteina aS-WT acetilada.
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