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Lista de Abreviaturas e Siglas

Abs - Absorbancia

BSA — Albumina Soro Bovina

Citc Fe** - Ferricitocromo ¢ ou Citocromo C

DCFDA - 2,7-diacetato de diclorofluoresceina — (C24H16Cl,07) em CH3CN (estoque)
DTPA — Acido dietilenotriaminopentaacético — (C14H23N3010)

EDTA - Etilenodiaminotetraacetato dissédico diidratado —(C1oH14N2Na,Og - 2H,0)
PAR - 4-(2-piridilazo)-resorcinol — (C11HgN30,)

PBS — Tampéo fosfato salino

PrP® - del[51-91] - Proteina prion celular mutante com delecdo na regido octarepetida

[51-91] de camundongo.

PrP® wt - Protefna prion celular normal de camundongo

ROS — Espécies reativas de oxigénio

Sod1/ sod1/ SOD- Superoxido dismutase ou superoxido dismutase de cobre e zinco.
t.a - Temperatura ambiente

X - Xantina

XO — Xantina Oxidase

Wko — astrécito nocaute, sem PrP®, extraido de camundongo e cultivado em laboratério

(Instituo Ludwig de pesquisa contra o Cancer, Sao Paulo, SP, Profa. Vilma R. Martins).

Wwt — astrdcito normal, extraido de camundongo e cultivado em laboratério (Instituo

Ludwig de pesquisa contra o Cancer, Sao Paulo, SP, Profa. Vilma R. Martins).
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Resumo

Estudos sobre a PrP® e a PrP® deletada em sua cadeia

octarepetida na atividade superéxido dismutasica

Bertuchi, F.R;

A proteina prion celular (PrP®) estd presente na superficie de todas as células, em
especial nas do sistema nervoso, ancorada por uma glicoproteina. Estudos conduzidos
na Ultima década tém atribuido atividade de superéxido dismutase & PrP® devido ao fato
desta se complexar com até 5 ions de cobre na sua regido N-terminal (chamada regido
octarepetida, residuos 51-91). Porém, paradoxalmente, tem sido proposto que a PrP®
possui atividade pro-oxidante.

Dessa forma, neste projeto o intuito foi avaliar a extensdo da atividade anti-radicalar,
como a atividade tipo superéxido dismutasica da PrP® wt e PrP® del[51-91], cuja
delecdo nestes residuos é justamente na regido de dominio octarepetido onde os ions
cobre complexam-se, ja que até o momento ambas as funcdes antioxidante e proé-
oxidante tem sido propostas na literatura a PrPC.

Para avaliar a atividade superéxido dismutase da PrP® wt e PrP® del[51-91], o método
utilizado foi o de reducdo do Citocromo C através do sistema Xantina/Xantina Oxidase.
O superdxido (O27) gerado no sistema reduz o Fe(lll) do Citocromo C a Fe(ll), e é
possivel acompanhar espectrofotometricamente. Caso a SOD esteja presente esta
reducdo é diminuida, pois tem-se menos radicais (O;") presentes.

Neste trabalho demonstrou-se que a ambas PrP® wt e PrP del[51-91] ndo apresentaram
atividade de superoxido dismutase significativa, uma vez que a atividade foi
praticamente igual a apresentada pela BSA (soro albumina bovina) que utilizamos como
parametro protéico de alteracdo do meio. Foi utilizado como controle positivo a propria
enzima superdxido dismutase.

Palavras chave: Cobre, SOD, PrP°®



1. Introducao

As doencas neurodegenerativas implicam na presenca de um excesso de proteinas mal
enoveladas causando danos neuronais (Taylor et al, 2002), e acredita-se que sdo entre
outras causas originadas pelo enfraquecimento do controle homeostético de radicais
livres e dos metais de transicdo, em especial do cobre (Gaggeli et al, 2006). Estas
proteinas alteradas tém a tendéncia de se agregarem e formarem depoésitos solidos
diversos, como na ALS (formacéo de corpos de Bunina), as placas amiloides na doenca
de Alzheimer (AD) e nas doencas por prions (PrPD), dentre outras (Gaggeli et al, 2006,
e referencias citadas). Além disso, patologias relacionadas com o envelhecimento
caracterizam-se pelo acumulo de proteinas oxidadas (Stadtman, 2000).

Doencas causadas por prions sdo um grupo de desordens neurodegenerativas fatais,
incluindo a doenca de Creutzfeldt-Jakob (CJD) em humanos e a encefalopatia
espongiforme (BSE) em bovinos. Os prions sdo compostos por uma isoforma alterada
da sialoglicoproteina normal chamada PrP® (proteina prion celular) (Ross et al, 2005;
Weissmannm 2005; Aguzzi e Polymenidou, 2004; Martins et al, 2001). Ao contrario da
atencdo dada a doencas causadas pelas proteinas auto-propagantes, a funcdo normal de
PrP® é parcialmente conhecida. Por exemplo, PrP® pode ser convertido na forma
infecciosa, ou auto propagante denominada PrP> (de “scrapie”) em animais infectados
(Gaggeli et al, 2006). Acredita-se que PrP> é citotéxico especialmente em células que
expressam mais ativamente PrP® na superficie, como as células neuronais. N&o hé
alteracBes na seqiiéncia de aminoéacidos na proteina PrP>° se comparada a PrP,
entretanto a primeira adquire uma mudanca conformacional onde prodominam folhas j,

conseqlientemente uma proteina mais insoltvel e com maior capacidade de agregagao.

As doencgas causadas por prions em humanos podem ainda ter origem genética, devido a
mutacdes no gene que codifica PrP® , PRNP, que esta localizado no cromossomo 20.
Em algumas delas h& sinais caracteristicos de danos oxidativos na area afetada do
cérebro. Assim, em um primeiro momento, a infecgdo por prions em tecidos cerebrais
foi relacionada com a homeostase defeituosa de muitos metais de transicdo com elevada
atividade redox, incluindo além do cobre, o ferro e 0 manganés, capazes de produzir
radicais hidroxila por reagdes do tipo Fenton (Gaggeli et al, 2006, e referencias citadas).
Por exemplo, niveis de marcadores do estresse oxidativo, como o malonaldeido (MDA)

e heme-oxigenasel, estdo significantemente elevados nos cérebros de ratos infectados



por prions, sugerindo uma perda de defesa anti-oxidante (Lee et al, 1999; Choi et al,
2000). Deste entdo, doencas causadas por prions tém sido ligadas a estresse oxidativo
induzido por metais, embora ainda ndo se saiba se esta alteragcdo na homeostase dos

metais € a causa ou o efeito da propagacéo do prion.

Pesquisas recentes conduzidas na Gltima década, entretanto, demonstraram que PrP®
complexa cobre seletivamente, demonstrando este metal estar intimamente ligado a
funcdo e a estrutura da proteina (Gaggeli et al, 2006; Walter et al, 2006; Millhauser,
2004; Tsiroulnikov et al, 2006; Stanczak et al, 2006; Choi et al, 2006; Chattopadhyay et
al, 2005; Cereghetti et al, 2004; Qin et al, 2003; Viles et at, 1999; Stockel et al, 1998). A
afinidade da PrP® por Cu(ll) é alvo de intensos debates, onde constantes de dissociacdo
proteina-metal mostraram variacoes entre 10° a 10* (Thompsett et al, 2005; Kramer et
al, 2001; Jackson et al, 2001).

Funcionalmente, foi sugerido que a ligacdo de ions de cobre no residuo octarepetido da
PrPC previne sua conversdo em PrP*°, embora catalise a dimerizacdo da PrP, enquanto
0 manganés exibe forte atividade agregatoria na proteina. As diferengas quimicas de
coordenacéo destes dois metais pode ser a explicacdo do porqué a PrP® liga-se ao cobre
e a0 manganés diferentemente — o Cu®* é mais mole e prefere sitios de ligacdo

nitrogenados, enquanto Mn”* é mais duro e é altamente oxofilico.

Deste modo, o cobre parece ter um papel fundamental tanto na funcdo normal de PrP®
como nos mecanismos de infeccdo por prions, talvez pela atuacdo da proteina como
superéxido dismutase ou como carreadora de cobre por endocitose, interferindo
ativamente na homeostase e no metabolismo deste metal no cérebro, e
consequentemente na producdo de ROS (Nadal et al, 2007; Toni et al, 2005; Deloncle et
al, 2006; Watt et al, 2005). Foi atribuida uma atividade superéxido dismutase & PrP¢ ao
se complexar com cobre na sua regido N-terminal, aumentando a defesa antioxidante da

célula e os niveis de glutationa (Rachidi et al, 2003).

Até o momento, as funcGes anti-oxidante (Wong et al, 2000; Brown et al, 2001, 1999 e
1998; Choi et al, 2000; Shiraishi et al 2000; Ruiz et al, 2000; Lee et al, 1999) e pré-
oxidante (Miura et al, 2005; Tambull et al, 2003) tém sido propostas para a PrP¢, com

bastante controvérsia entre 0s pesquisadores da area.



2. Objetivo

Avaliar qual a atividade anti-radicalar, como a atividade tipo superoxido dismutasica da
PrP® wt e PrP® del [51-91], em funcdo da presenca ou auséncia de fons cobre(Il)
complexados as mesmas, utilizando a Sodl e BSA como padrdes para comparacao,
padrbes positivos e negativos respectivamente. Com isso, 0 objetivo é comparar nossos

resultados com resultados controversos da literatura.

3. Parte Experimental

3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes e Equipamentos

Todos os reagentes utilizados possuiam qualidade Merck, Sigma-Aldrich ou similar e

pureza acima de 98%.

As proteinas foram expressas no Instituto Ludwig de Pesquisa Contra o Céncer e
cedidas pela professora Dra. Vilma Martins. As células também foram obtidas e cedidas

pelo grupo de pesquisa da Profa. Vilma, e cultuvadas no laboratorio da UFABC.
Espectrofotémetro UV-Visivel, marca HACH, modelo DR 5000.

Espectrofotometro de Fluorescéncia, marca Varian, modelo Cary Eclipse.

3.2 Métodos
3.2.1 Atividade superéxido dismutase da PrP® wt e PrPC del[51-91]

Inicialmente foi feita a adaptacdo do sistema de geracdo (O,7), para isso todas as
solugdes foram preparadas em quantidades suficientes para a realizacdo do trabalho, e
seguiu-se para a determinacdo de alguns parametros experimentais, concentracdo de XO
e Sodl, para avaliar a reducdo do Citocromo C através do sistema Xantina/ Xantina
Oxidase (Fridovich, 1969). O superoxido (O,”) gerado no sistema reduz o Fe(lll) do
Citc a Fe(ll), e é possivel acompanhar espectrofotometricamente.



Utilizou-se como partida as concentracdes sugeridas pelo método descrito por Fridovich
em 1969. Uma solucdo contendo Citc Fe**, Xantina, Tamp&o fosfato, EDTA e XO foi
preparada e agitada em vortex, por 15 segundos, entdo, realizou-se uma varredura de
comprimento de onda, entre 540 e 560 nm, no espectrofotbmetro para esta solucao, por

trés vezes em intervalos de um minuto.

Sabendo-se que o maximo de absorcdo ocorre em aproximadamente 550 nm, a
velocidade de reducdo do Citocromo C para esse sistema foi avaliada em 550 nm, e
quando obteve-se uma taxa de reducdo de aproximadamente 0,025 Abs/min, foi
adicionado Sodl ao sistema, para que a taxa de reducdo diminuisse para
aproximadamente 0,0125Abs/min, ou seja, a Sod1 dismutou o O,” (a H,0, e H,0) e ele
ndo fica disponivel para reduzir o Citc Fe*.

Findada a obtencdo dos controles positivo com Sodl e negativo com BSA, apenas
substituindo a Sod1 por BSA, a verificacdo da atividade superéxido dismutase da PrP©
wt e PrP® del[51-91] foi realizada, utilizando-se os parametros encontrados na fase
adaptacédo do sistema de geracdo (O,"); entretanto, um ensaio com Sod1l como descrito
anteriormente era realizado antes do inicio dos ensaios com a PrP® wt e PrP® del[51-

91], para que a integridade das solucbes pudesse ser verificada.

A metodologia utilizada foi a mesma utilizada para a obtencdo dos parametros,
entretanto a adigdo de Sod1, foi substituida por BSA, PrP® wt e PrP¢ del[51-91] para

avaliacdo dos seus potenciais de dismutacdo do radical O, gerado no sistema X/XO.

Com o intuito de retirar fons cobre (1) complexados as proteinas BSA, PrP¢ wt e PrP©
del[51-91], os procedimentos descritos a seguir foram realizados, baseados no método
sugerido por Shiraishi, 2005.

O procedimento é composto por duas etapas: incubacao e dialise.

Incubacdo: As proteinas BSA, PrP® wt e PrP¢ del[51-91] foram incubadas na presenca
de CuSOQq e uréia por 30 minutos a 37 °C, esta etapa visa promover a desnaturacdo da
proteina na presenca dos ions cobre (11).

Didlise: Apos incubacdo as mesmas foram submetidas & dialise primeiramente em
solucdo de CuSO4 por 18h a 4 °C, para remover a uréia promovendo assim a

reestruturagdo das proteinas BSA, PrP® wt e PrP® del[51-91]. Seguido de dialise em
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solucéo de tampao fosfato, pH 7,5 e DTPA por 18h a 4 °C, para remover 0s ions cobre
(1) livre.

Para verificar a presenga de ions cobre (II) o método complexométrico em 500 nm foi
utilizado nas proteinas BSA, PrP® wt e PrP del[51-91]. As proteinas foram adicionadas
a tampdo borato + guanidina com posterior adi¢cdo de PAR e EDTA. A medida foi feita

realizando a diferencga de absorbéncia entre a adicdo de PAR e EDTA.

3.2.2 Tratamento de células de astrécitos nocautes (Wko) para PrP° e células de
astrocitos normais (Wwt) com sistemas oxidantes e verificacao de geracdo de ROS por

sonda

Ap6s obtencdo dos resultados para as proteinas PrP® wt e PrP® del[51-91] em vitro, um
ensaio em vivo foi realizado. Células de astrécitos nocautes (Wko) para PrP® , ou seja,
carentes de proteina prion celular e células de astrocitos normais (Wwt) foram
cultivadas e submetidas a diferentes tratamentos, com Cu(ll), H,O, e superoxido (O2")
gerado através do sistema X/XO.

Para avaliar a producdo de ROS nas células apds os tratamentos, um método
espectrofluorimétrico para quantificagio com a sonda DCFDA foi utilizado, tais

procedimentos s&o descritos a seguir:

As células de astrocitos Wko e Wwt foram obtidas através de linhagens selecionadas de
camundongos (no Instituo Ludwig de Pesquisa Contra o Cancer, em Sdo Paulo, SP) e
cultivadas em estufa 37°C com meio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium)
complementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) sob condi¢bes de esterilidade.
Depois 2x10™ células/cm? foram plaqueadas em placas de 96 pocos e levadas para
estufa a 37 °C por 24 horas, entdo o meio foi trocado pelos tratamentos com Cu(ll),
H.O, e superoxido (O,7) em diferentes concentracdes e esperou-se pelo tempo
necessario. Ao atingir o tempo necessario, o tratamento foi retirado e lavou-se 3 vezes
com tampéo fosfato salino (PBS) as placas receberam a sonda DCFDA 50 uM diluida
em PBS (cuja solugéo estoque foi preparada em acetonitrila) e retornaram para a estufa

a 37 °C por 30 minutos, entdo removeu-se a sonda DCFDA, lavou-se 3 vezes com
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tampdo fosfato salino (PBS) e realizou-se a leitura no fluorimetro. Parametros:

excitacdo 490 nm, emisséo 525 nm.

4. Resultados e Discussao

O ensaio para retirada dos fons de cobre (I1) das proteinas BSA, PrP® wt e PrP® del[51-

91] foi realizado duas vezes, uma com o quelante DTPA e outra sem o gquelante.

Seguiu-se com a realizacdo do ensaio por método complexométrico em 500nm para
determinar se o cobre (I1) havia sido retirado das proteinas BSA, PrP® wt e PrP® del[51-

91], tal ensaio é mostrado na figura 1.
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Figura 1:Curva de Calibragdo para quantificacdo de Cu?* por método complexométrico. Ensaio para
retirada de fons cobre (11) com quelante DTPA. Em uréia 6 M para um volume final de 1 mL, 2uM de
proteina com CuSO,4 10 uM foram incubados a 37 °C por 30 minutos; entdo submetidas a dois processos
de didlise, primeiro em solugdo de CuSO, 10 uM por 18 horas a 4 °C, depois em tampao fosfato 5 mM
pH 7,5 com DTPA 250 uM por 18 horas a 4 °C. Proteinas BSA, PrP® wt e PrP® del[51-91] apés ensaio

de retirada do cobre [, e as mesmas proteinas sem receber o tratamento para a retirada dos fons cobre

a N
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Os resultados demonstraram que houve a retirada dos ions cobre (1) das proteinas BSA,
PrP® wt e PrP® del[51-91], uma vez que as nio tratadas apresentam os fons cobre
normais da proteina PrP® wt e PrP® del[51-91] (embora ndo possamos saber quantos s&o
exatamente pois muitos ndo podem ser retirados por métodos pouco agressivos a
proteina) e as que receberam o tratamento para retirada de ions cobre (I1) apresentam
menos fons cobre por unidade de proteina PrP® wt e PrP¢ del[51-91],

comparativamente.

Um ensaio para verificar a atividade superdxido dismutase foi realizado. Entretanto
algumas alteracbes foram feitas ao método utilizado em ensaios anteriores. Tais

alteracOes sdo descritas a seguir:

Todos os reagentes foram adicionados, sendo a xantina adicionada por ultimo seguida
de varredura de 540 nm a 560 nm em espectrofotdmetro, uma vez gque a maxima
absorcdo ocorre em 550 nm, a variacdo para esses valores obtidos, foi calculada
realizando-se a diferenca entre os tempos t=1 e t=0, resultando na variacdo de
absorbancia, chamado nos eixos das abscissas dos graficos de “deltas de absorbancia”

que sao os parametros utilizados na comparacao entre as proteinas.

Para as proteinas ensaiadas com DTPA, BSA, PrP¢ wt e PrP® del[51-91] para retirada
de ions cobre (I) e ndo tratadas, os parametros sao 0os mesmos utilizados para o ensaio
com a Sod1, apenas substituindo a Sod1 pelas respectivas proteinas.

Os resultados encontrados sdo mostrados nos graficos 1 e 2. Todos os ensaios foram

realizados em quintuplicata.
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Gréfico 1: Ensaio de atividade superéxido dismutase referente as proteinas BSA (controle negativo),
SOD (controle positivo), PrP® wt e PrP® del[51-91] sem tratamento para a retirada dos fons cobre(ll).
Delta de Abs. em 550 nm = absorbancia do Citc Fe** gerado pelo consumo de O, . O superéxido (O,")
gerado no sistema Xantina/Xantina Oxidase reduz o Fe** do Citocromo C & Fe?*. O ensaio foi feito em 1
mL de mistura reacional contendo tampéo fosfato 50 mM pH 7,8 com EDTA 87 uM , ferricitocromo ¢
10 uM , Xantina Oxidase 1,8 uM e 5 pL de uma solugdo saturada de xantina com a mesma em suspensao,
devido a sua baixa solubilidade em 4gua. Para o ensaio na presenca das proteinas SOD, BSA, PrP® wt e
PrP® del[51-91], as mesmas condicdes citadas acima foram seguidas com o acréscimo das respectivas
proteinas na concentracdo de 25 nM. Temperatura ambiente 22 °C. Barras de erros e teste ANOVA (n=
5), p = * <0,05 até 0,001; ** <0,001

O grafico 1 reforca os resultados apresentado na segunda etapa do projeto, de que as
proteinas BSA, PrP® wt e PrP® del[51-91] apresentam atividade superéxido dismutase

que é inerente a qualquer proteina.
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Grafico 2: Ensaio com o quelante DTPA - Ensaio de atividade superdxido dismutase referente as
proteinas BSA (controle negativo), SOD (controle positivo), PrP® wt e PrP® del[51-91] ap6s tratamento
para retirada do cobre, onde se obteve a retirada do metal. Delta de Abs. em 550 nm = absorbancia do
Citc Fe®* gerado pelo consumo de O, . O superéxido (O,") gerado no sistema Xantina/Xantina Oxidase
reduz o Fe* do Citocromo C & Fe**. O ensaio foi feito em 1 mL de mistura reacional contendo tampao
fosfato 50 mM pH 7,8 com EDTA 87 uM, ferricitocromo ¢ 10 pM , Xantina Oxidase 1,8 uM e 5 pL de
uma solucdo saturada de xantina com a mesma em suspensdo, devido a sua baixa solubilidade em agua.
Para 0 ensaio na presenca das proteinas SOD, BSA, PrP® wt e PrP® del[51-91], as mesmas condigdes
citadas acima foram seguidas com o acréscimo das respectivas proteinas na concentracdo de 25 nM.
Temperatura ambiente 22 °C. Barras de erros e teste ANOVA (n=5), p = * <0,05 até 0,001; ** <0,001

Entretanto o gréafico 2 mostra que a atividade superdxido dismutase para as proteinas
BSA (controle negativo), PrP® wt e PrP® del[51-91] submetidas ao tratamento para
retirada do cobre é praticamente nula; uma vez que o cobre ndo esta mais presente nas
proteinas PrP® wt e PrP® del[51-91] e a atividade superéxido dismutase foi praticamente
zero, pois apresenta o mesmo valor de quando o sistema possui somente X/XO, isso
mostra que a complexacdo de ions cobre (1) a estas proteinas realmente ¢ um fator

possui grande importancia.

Outro ensaio foi realizado para retirada de fons cobre (I1) das proteinas BSA, PrP® wt e
PrP® del[51-91], para verificar se o cobre seria retirado das proteinas se o tratamento
ndo utilizasse o quelante DPTA, como ja descrito anteriormente, eliminando apenas o
quelante DTPA do procedimento, apés realizagdo do ensaio sem DTPA a etapa para a

quantificacdo de ions cobre (11) complexados a estas proteinas foi realizada, observou-se
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novamente a retirada dos fons cobre (I1) das proteinas BSA, PrP® wt e PrP® del[51-91].
Entretanto um dado relevante foi obtido e é mostrada na figura 2. O tratamento das
proteinas nestas condi¢cbes mais brandas, uma vez que o DTPA ndo é utilizado,
demonstra que o fon cobre (II) est4d mais fortemente ligado & PrP® wt, resultado
condizente com a literatura uma vez que a PrP® del[51-91] possui delecdo justamente
na regido no qual ocorre a coordenagdo do cobre preferencialmente, esta regido nao
estando presente, € de se esperar que caso hajam ions cobre (Il) coordenados a esta, 0s
mesmos estejam mais fracamente ligado. Fato que é observado na figura 2, pois para a

PrP® wt o fon cobre (11) manteve-se complexado, ja na PrP® del[51-91] o ion cobre (1)

foi retirado.
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Figura 2: Curva de Calibragdo para quantificagdo de Cu?. Proteinas BSA, PrP® wt e PrP° del[51-91]
submetidas ao tratamento sem quelante para retirada dos ions cobre (11). Em uréia 6 M para um volume
final de 1 mL, 2uM de proteina com CuSO,; 10 uM foram incubados a 37 °C por 24 horas; entdo
submetidas a dois processos de dialise, primeiro em solu¢do de CuSO, 10 uM por 12 horas a 4 °C, sendo
esta solucdo trocada 1 vez por CuSO4 10 pM e mantida por mais 12 horas a 4 °C; depois em tampéo
fosfato 5 mM pH 7,5 por 18 horas a 4 °C, sendo esta solugdo trocada 3 vezes por tampéo fosfato 5 mM
pH 7,5 e mantida por mais 18 horas a 4 °C até a proxima troca, totalizando nesta segunda dialise 72

horas.
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Para complementar os resultados obtidos in vitro, foram feitos ensaios em astrocitos
obtidos de camundongos, expressando ou ndo PrP¢ (chamados aqui de Wwt ou Wko,
respectivamente). Nos ensaios com as células Wko e Wwt, os tempos escolhidos para 0s
tratamentos gerando oxidacao e estresse oxidativo, foram 3h, 6h e 24h, os ensaios foram

realizados em triplicata e os resultados obtidos sdo mostrados no gréafico 3.

200.000
180.000
160.000 - B 3h Wt
140.000 —= B 6h Wwt
120.000 1 B 24h Wwt
100.000 + F T }P +

80.000 - —T T T '} F O 3h Wko

60.000 - Ey % = ‘f @ 6h Wko

40.000 4 «f- B 24h Wko

20.000 A {-};'» t

0 - T T T
1 2 3 4 5 6 7
Tratamentos

Gréfico 3: Células Wwt e Wko apds receberem os seguintes tratamentos: 1- célula e sonda DCFDA,;
2- célula, sonda DCFDA e cobre 10uM; 3- célula, sonda DCFDA e cobre 50uM; 4- célula, sonda
DCFDA e cobre 200uM; 5- célula, sonda DCFDA e peréxido de hidrogénio 3mM; 6- célula, sonda
DCFDA e peroxido de hidrogénio 20mM; 7- célula, sonda DCFDA e superdxido (O,7) gerado pelo
sistema Xantina/Xantina Oxidase. As células foram cultivadas em estufa 37 °C, apds receberem os
respectivos tratamentos esperou-se o tempo necessario, retirou-se o tratamento, lavou-se 3 vezes com
PBS, estas receberam a sonda DCFDA 50 uM e retornaram a estufa 37 °C por 30 minutos, entdo retirou-
se a sonda DCFDA, lavou-se 3 vezes com PBS e realizou-se a leitura no fluorimetro. Excitagdo 490 nm e
Emissdo 525 nm. O eixo Y refere-se a quantidade de fluorescéncia em unidades absolutas medida, na

mesma condicdo, para todos 0s ensaios.

Vérias consideracdes podem ser feitas acerca dos resultados apresentados no gréafico 3,
sendo elas divididas em trés grupos para uma melhor compreensdo: Controle grafico 4,
na presenca de Cobre grafico 5 e na presenca de Tratamentos Oxidantes grafico 6.
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Gréfico 4: Células Wwt e Wko controle.

Embora a célula Wwt e a célula Wko parecam possuir a mesma produgdo de ROS uma
vez que em 3h e 24h praticamente ndo ha diferenca, como mostrado no controle. A
presenca da PrP® no astrécito, parece ser essencial para a o aumento da fluorescéncia da
DCFDA e consegiiente aumento de ROS naturalmente, visto que em 6h tal aumento de

populacado sé € observado nas células de astrocitos Wwi.
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Cobre 10 uM Cobre 50 uM Cobre 200 uM
Tratamentos

Gréfico 5: Células Wwt e Wko apds receberem os tratamentos com cobre.

Quando as celulas sdo expostas a concentracdes crescentes de cobre, temos no
tratamento com cobre 200 uM, um notavel aumento de fluorescéncia da sonda DCFDA
no inicio, porém apos tempo de exposi¢ao uma possivel “atividade SOD-like” surge na

célula em altas concentragdes de cobre, dada a diminuicdo da fluorescéncia, verificada
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no decréscimo ocorrido em 3h, 6h e 24h. Estes também podem ser observados nos

tratamentos com cobre 10 uM e 50 uM, porém mais discretamente.
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Gréfico 6: Células Wwt e Wko apds receberem os tratamentos oxidantes.

Quando submetidas ao estresse oxidativo, tratamentos com perdxido de hidrogénio 3
mM e superdxido (O;") gerado pelo sistema Xantina/Xantina Oxidase, a Wwt parece
possuir uma “atividade SOD-like” maior do que o astrocito nocaute Wko. No
tratamento com perdéxido de hidrogénio 20 mM, mostrou que s6 o H,O, ndo foi
suficiente para causar ROS em alta concentragdo, pois em baixa concentracdo (peroxido

de hidrogénio 3 mM), houve a detec¢do de ROS.

5. Conclusoes

A partir dos resultados obtidos, apresentados nos grafico 1 e 2, conclui-se que a
atividade superéxido dismutase in vitro para a PrP® wt e PrP¢ del[51-91] isoladas é
bastante baixa, visto que ficou muito préximo aos valores obtidos para a BSA, que

serviu como o controle negativo do ensaio.

Além disso, como citado na introducdo, é sabido que na presenca do ion cobre estas
proteinas (PrP® wt, PrP¢ del[51-91] e BSA), podem apresentar atividade superéxido
dismutase. Entretanto esta condicdo foi parcialmente verificada, os resultados
demonstram que o cobre influéncia a atividade superdxido dismutase, uma vez que sua
auséncia nas protefnas (PrP¢ wt, PrP® del[51-91] e BSA), gerou uma diminuicdo

significativa nesta atividade..
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Um ensaio parecido, realizado por BROWN 1999, apresentou resultados aparentemente
divergentes, uma vez que seu ensaio ndo utiliza como padrdo negativo uma proteina
qualquer, e sim a PrP® e a PrP® del [51-91] com a retirada do fon Cu?* da proteina, que
também utilizamos e verificamos que sua atividade € praticamente nula quando
comparada a BSA, padrédo negativo do ensaio . Outro fator é a concentracéo de proteina
utilizada no ensaio, no caso, analisado somente até 10 ug/mL com tendéncia crescente
pelo comportamento do gréafico apresentado, mas, mostrando que a PrP® wt tem
atividade superéxido dismutase um pouco maior que a atividade apresentada pela PrP©
del [51-90].

Assim, se extrapolarmos os valores obtidos por BROWN 1999, para as concentracéo
das proteina PrP® wt e a PrP® del [51-91] utilizada neste projeto que é 27 pg/mL,
pode-se inferir que, se esses resultados seguirem a tendéncia linear que apresentam,
provavelmente atingiriam valores proximos aos obtidos neste projeto, entretanto, vale
lembrar que neste projeto a analise se deu para a PrP® wt e a PrP® del [51-91], na forma
como foram obtidas na expressao heteréloga bacteriana. Os ensaios tiveram um controle
negativo, que foi a BSA, e um positivo, a propria Sodl, assim concluiu-se que a
atividade apresentada por estas proteinas é praticamente nula, uma vez que a BSA (uma
proteina que também complexa ions cobre(ll)), apresentou praticamente a mesma
atividade. Conclusdo esta, que BROWN 1999 nédo obteve, uma vez que afirma que ha
uma atividade relativamente alta, para as proteinas em questdo, provavelmente por nédo
ter escolhido o padrdo negativo e positivo mais adequado ao ensaio. E importante
ressaltar que essas comparacoes séo realizadas para parte dos ensaios de BROWN 1999,
uma vez que a atividade da PrP® wt e da PrP® del [51-91] n&o foram avaliadas na

presenca do fon Cu?*, e sim na auséncia.

Um ensaio realizado por JONES 2005, utilizando condigdes e proteinas diferentes das
utilizadas neste projeto, mostram uma tendéncia sobre a atividade superdxido dismutase
para varias proteinas, e demonstram que a atividade apresentada pela PrP® é bastante

baixa e inerente a praticamente qualquer proteina.

Observacdo parcialmente verificada neste projeto, uma vez que se demonstra que a

atividade da BSA, PrP® wt e PrP° del [51-91] é praticamente a mesma.
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Nos ensaios in vivo percebeu-se que aparentemente a PrP® tem um importante papel na
producéo de ROS, visto que houve uma diferenga significativa na produgéo de ROS das
celulas de astrocitos Wwt e Wko. A célula Wwt teve um aumento de fluorescéncia,
consequentemente aumento de ROS maior do que a célula Wko em praticamente todos

0s tratamentos oxidantes e naturalmente, sem nenhum tratamento.

O cobre nesse estudo pode néo ser totalmente compreendido, pois inicialmente parece
contribuir para a producdo de ROS uma vez que apresentou indices iguais ou maiores
que o da populacdo ndo tratada com cobre em 3h, porém, apds 6h o decréscimo na
fluorescéncia apresentou indices menores que os da populacdo nao tratada com cobre,
indicando assim uma possivel “atividade SOD-like” na célula, apds certo tempo de
exposicdo ao cobre(ll), sendo aparentemente a “atividade SOD-like” da Wko um pouco

mais efetiva na “eliminac¢do” de ROS.

Apesar de diferentes, os estudos celulares ndo colaboraram para reforcar os resultados

obtidos in vitro, de que a PrP ndo possui atividade antioxidante.
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