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RESUMO 
 

Medinas, D.B. Atividade peroxidásica da enzima superóxido dismutase 1 humana: 
produção do radical carbonato, dimerização covalente da enzima e implicações para 
Esclerose Lateral Amiotrófica. 2010. 95p. Tese – Programa de Pós-Graduação em Ciências 
Biológicas (Bioquímica). Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 

A esclerose lateral amiotrófica (ELA) é uma doença neurodegenerativa que afeta os 

neurônios motores levando a atrofia muscular e morte por insuficiência respiratória. Esta 

patologia se manifesta de forma esporádica ou familiar, que são indistinguíveis clinicamente. 

Mutações na enzima antioxidante superóxido dismutase 1 (hSod1) respondem por 

aproximadamente 20% dos casos familiares de ELA. Além disso, o caráter autossômico 

dominante destas mutações revela que a hSod1 adquire propriedades tóxicas aos neurônios 

motores. Atualmente, duas hipóteses não mutuamente excludentes existem para explicar o 

caráter tóxico das mutantes da hSod1 relacionadas à ELA. A primeira refere-se à produção de 

oxidantes pela atividade peroxidásica exacerbada das mutantes contribuindo para o estresse 

oxidativo observado em ELA. A segunda refere-se à agregação de proteínas como ocorre em 

outras doenças neurodegenerativas. Digno de nota, o radical carbonato produzido na atividade 

peroxidásica da hSod1 causa a formação de um dímero covalente da proteína análogo a uma 

espécie de hSod1 frequentemente detectada em modelos experimentais e pacientes da doença 

e associada à propriedade tóxica das mutantes. Desta forma, o presente trabalho buscou 

esclarecer o mecanismo de produção do radical carbonato pela hSod1, bem como caracterizar 

o dímero covalente da proteína para posterior estudo de sua formação em um modelo de ELA 

em ratos que superexpressam a mutante G93A da hSod1. Os estudos cinéticos da variação do 

pH sobre os efeitos de bicarbonato/CO2, nitrito e formato na atividade peroxidásica da hSod1, 

medidos pelo consumo de peróxido de hidrogênio e produção de radical, permitiram excluir o 

mecanismo de Fenton para explicar o ciclo peroxidativo da enzima em tampão bicarbonato 

em favor de outros intermediários reativos. Já, os experimentos de 13C RMN, modelagem 

molecular e cinética de fluxo interrompido com mistura assimétrica demonstraram que o 



 
 

ânion peroxomonocarbonato constitui o precursor do radical carbonato produzido pela hSod1. 

A caracterização do dímero covalente da hSod1 por proteólise com tripsina seguida de análise 

por HPLC/UV-vis e HPLC/ESI-MS identificou um peptídeo característico do dímero 

covalente da hSod1. A digestão enzimática em H2
18O demonstrou de forma inequívoca a 

natureza dímerica deste peptídeo pela marcação da extremidade C-terminal. Ainda, o 

sequenciamento do peptídeo dimérico por MS/MS revelou a estrutura primária 

ESNGPVKVW(ESNGPVKVWGSIK)GSIK, na qual as cadeias polipeptídicas estão ligadas 

através de um aduto de ditriptofano composto por resíduos Trp32
 da proteína. Por fim, este 

peptídeo dimérico pode ser empregado como marcador bioquímico específico para o estudo 

do dímero covalente da hSod1 in vivo. A análise do extrato de proteínas das medulas dos ratos 

modelo de ELA identificou quinze candidatos a dímero covalente da hSod1 por Western-blot, 

sendo que dois deles foram excluídos por espectrometria de massa, pois tiveram o resíduo 

Trp32 identificado. O peptídeo ESNGPVKVW(ESNGPVKVWGSIK)GSIK não foi 

observado, porém as treze espécies restantes permanecem candidatas e deverão ser 

reexaminadas em trabalhos que darão sequência a esta tese de doutorado. Em suma, o 

peroxomonocarbonato constitui o intermediário na produção do radical carbonato pela hSod1 

e o peptídeo ESNGPVKVW(ESNGPVKVWGSIK)GSIK uma ferramenta importante no 

estudo da agregação covalente da hSod1 em ELA.  

 

Palavras-chave: esclerose lateral amiotrófica, superóxido dismutase 1, atividade 

peroxidásica, radical carbonato, ditriptofano. 

 

 

 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 
Medinas, D.B. Peroxidase activity of human superoxide dismutase 1: production of the 
carbonate radical, covalent dimerization of the enzyme, and implications to 
Amyotrophic Lateral Sclerosis. 2010. 95p. PhD Thesis. Graduate Program in Biochemistry. 
Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease of motors neurons 

that causes muscle atrophy, weakness, and death by respiratory failure. This pathology occurs 

in both sporadic and familiar forms that are clinically indistinguishable. Mutations in the 

antioxidant enzyme superoxide dismutase 1 (hSod1) respond to about 20% of the familiar 

cases of ALS. Besides, the autosomal dominant nature of these hSod1-associated ALS 

suggests that the mutants gain toxic properties to motor neurons. Currently, two hypotheses 

exist to explain the toxicity of hSod1 mutants but they do not exclude each other. The first 

one is related to the production of oxidants by the increased peroxidase activity of the ALS-

linked mutants that could contribute to the oxidative stress reported in ALS. The second refers 

to protein aggregation as proposed in other neurodegenerative diseases. Noteworthy, the 

carbonate radical produced during hSod1 peroxidase activity leads to the formation of a 

covalent dimer of the protein similar to a hSod1 species often detected in experimental 

models and patients of the disease and implicated in the toxic properties of hSod1 mutants. 

Thus, the present work aimed to determine the mechanism of carbonate radical production by 

hSod1 and to characterize the covalent dimer of the protein in vitro followed by the study of 

covalent aggregates of hSod1 in a rat model of ALS that overexpresses the G93A mutant of 

the protein. The kinetic studies of the effect of bicarbonate/CO2, nitrite and formate in the 

peroxidase activity of hSod1 at various pH, measured by hydrogen peroxide consumption and 

radical production, permitted to exclude the Fenton mechanism to explain the enzyme 

peroxidative cycle in bicarbonate buffer in favor of other reactive intermediates. Furthermore, 

13C NMR, molecular docking and stopped-flow experiments with asymmetric mixing 

demonstrated that the anion peroxomonocarbonate is the precursor of the carbonate radical 



 
 

produced by hSod1. The characterization of hSod1 covalent dimer by proteolysis with trypsin 

followed by HPLC/UV-vis and HPLC/ESI-MS analysis identified a peptide characteristic of 

the covalent dimer of the protein. The enzymatic digestion in H2
18O irrefutably demonstrated 

the dimeric nature of this peptide because of the C-terminal labeling with oxygen-18 isotopes. 

In addition, sequencing of the dimeric peptide by MS/MS determined the primary structure 

ESNGPVKVW(ESNGPVKVWGSIK)GSIK, in which the polipeptide chains are crosslinked 

through a ditryptophan adduct formed by a covalent bond between the Trp32 residues of each 

subunit. So, this dimeric peptide can be employed as a biochemical marker for studying the 

hSod1 covalent dimer in vivo. The analysis of protein extracts from the spinal cord of the rat 

model of ALS by Western-blot identified fifteen candidates to hSod1 covalent dimer, but two 

of them were excluded by mass spectrometry analysis that identified unmodified Trp32 

residues. Moreover, neither the dimeric peptide nor the Trp32 residue were observed in the 

remaining species. Therefore, these thirteen candidates must be reexamined in subsequent 

studies. In conclusion, the anion peroxomonocarbonate is the key intermediate in the 

production of the carbonate radical by hSod1 and the dimeric peptide constitutes a specific 

tool to study hSod1 covalent aggregation in ALS. 

 

Key words: amyotrophic lateral sclerosis, superoxide dismutase 1, peroxidase activity, 

carbonate radical, ditryptophan. 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ERO  espécies reativas de oxigênio 

ERN  espécies reativas de nitrogênio 

Sod1  superóxido dismutase 11 

CCS   chaperona de cobre para a Sod1 (do inglês, “copper chaperone for Sod1”) 

ELA  esclerose lateral amiotrófica 

IPTG  isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo 

DTPA  ácido dietilenotriaminopentaacético 

DTT  ditiotreitol 

DHR  dihidrorodamina 

DMPO  5,5’-dimetil-1-pirrolina N-óxido 

EPR  sigla em inglês para ressonância paramagnética eletrônica 

RMN  ressonância magnética nuclear 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
1 As letras “h”, “b” e “r”, colocadas antes de Sod1, denotam proteína humana, bovina e de rato, respectivamente. 



 
 

INDÍCE 

1  Introdução ----------------------------------------------------------------------------------------- 14 
1.1  Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio em biologia ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 14 

1.2  Espécies reativas derivadas do tampão bicarbonato ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 17 

1.3  Superóxido dismutase 1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 18 

1.4  Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 20 

2  Objetivos ------------------------------------------------------------------------------------------- 25 
3  Materiais e Métodos ----------------------------------------------------------------------------- 26 

3.1  Materiais ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 26 

3.2  Purificação da hSod1 de eritrócitos humanos ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 27 

3.3  Expressão da hSod1 recombinante em bactérias ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 28 

3.4  Purificação da hSod1 recombinante ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 29 

3.5  Dosagem de proteínas ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 30 

3.6  Preparação da Apo-Sod1 e da Zn,ZnSod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 30 

3.7  Eletroforese em gel de poliacrilamida ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 30 

3.8  Determinação do teor de metais da Sod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 31 

3.9  Atividade superóxido dismutase da Sod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 31 

3.10  Atividade peroxidásica da Sod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 32 

3.11  Consumo de peróxido de hidrogênio ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 32 

3.12  Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de carbono-13 (13C RMN) ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 33 

3.13  Espectroscopia de dicroísmo circular ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 34 

3.14  Modelagem Molecular ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 34 

3.15  Estudo cinético por fluxo interrompido ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 35 

3.16  Cálculos e simulações cinéticas ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 36 

3.17  Genotipagem dos ratos transgênicos modelo de ELA ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 36 

3.18  Sintomas de esclerose lateral amiotrófica e eutanásia de animais ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 37 

3.19  Preparação de extrato de proteínas das medulas e enriquecimento das proteínas de peso 
molecular na faixa de 40 a 60 kDa imunoreativas ao anticorpo contra a hSod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 38 

3.20  Eletroforese bidimensional ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 39 

3.21  Preparação e purificação do dímero covalente da hSod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 40 

3.22  Digestão da hSod1 com tripsina e análise dos peptídeos por HPLC/UV-vis e HPLC/ESI-MS 
   ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 41 

3.23  Digestão in gel de proteínas com tripsina ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 42 

3.24  Análise dos hidrolisados da hSod1 por UPLC/Q-Tof-MS/MS e identificação da proteína por 
ferramentas de proteômica ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 43 



 
 

4  Resultados ----------------------------------------------------------------------------------------- 44 
4.1  Expressão e purificação da superóxido dismutase 1 humana recombinante ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 44 

4.2  Conteúdo de metais, atividade superóxido dismutase e atividade peroxidásica dependente de 
bicarbonato da hSod1 recombinante ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 47 

4.3  Mecanismo de produção do radical carbonato pela atividade peroxidásica da hSod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐ 49 

4.4  Consumo de peróxido de hidrogênio e oxidação de nitrito, formato e bicarbonato/dióxido de 
carbono pela hSod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 51 

4.5  Interação do peroxomonocarbonato com a Sod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 56 

4.6  Reação do peroxomonocarbonato com a hSod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 60 

4.7  Simulação cinética da atividade peroxidásica da hSod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 62 

4.8  Análise das formas de hSod1 presentes nas medulas de ratos transgênicos modelo de ELA 
que superexpressam a proteína mutante G93A ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 63 

4.9  Obtenção e purificação do dímero covalente da hSod1 produzido durante a atividade 
peroxidásica da enzima ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 68 

4.10  Análise dos peptídeos trípticos da hSod1 por HPLC/UV-vis e HPLC/ESI-MS ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 69 

4.11  Marcação do C-terminal dos peptídeos trípticos da hSod1 pela digestão da proteína em meio 
de água marcada com o isótopo de oxigênio-18 (H2

18O) ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 71 

4.12  Análise do peptídeo tríptico dimérico por Q-Tof-MS/MS para determinação de sua 
sequência ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 73 

4.13  Enriquecimento e análise por espectrometria de massa das proteínas de peso molecular na 
faixa de 40 a 60 kDa imunoreativas ao anticorpo contra a hSod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 76 

5  Discussão ------------------------------------------------------------------------------------------ 81 
5.1  Mecanismo de produção do radical carbonato pela atividade peroxidásica da Sod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 81 

5.2  Caracterização do dímero covalente da hSod1 produzido durante a atividade peroxidásica da 
enzima   ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 83 

5.3  Enriquecimento e análise por espectrometria de massa das proteínas de peso molecular na 
faixa de 40 a 60 kDa imunoreativas ao anticorpo contra a hSod1 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 85 

6  Conclusões ----------------------------------------------------------------------------------------- 87 
7  Referências ---------------------------------------------------------------------------------------- 88 
8  Súmula Currícular ------------------------------------------------------------------------------ 96 
 

 

 

 

 



Introdução       14 
 

1 Introdução 

 

1.1 Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio em biologia 

A produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) constitui uma característica 

intrínseca ao metabolismo aeróbico e pode ser deletéria aos organismos devido à oxidação de 

biomoléculas tais como o ácido desoxirribonucléico (ADN), proteínas e lipídeos levando, por 

exemplo, a mutações genéticas, disfunção e agregação de proteínas e comprometimento de 

membranas biológicas, respectivamente (Halliwell & Gutteridge, 2007). Como sugere sua 

pluralidade, o termo ERO não constitui uma espécie única, mas sim várias espécies com 

diferente reatividade química frente às biomoléculas e difusão no meio biológico (Esquema 

1). Portanto, a compreensão do efeito biológico da produção de ERO deve levar em 

consideração as características peculiares de cada espécie envolvida (Winterbourn, 2008). 

 

Esquema 1. Natureza e reações de espécies reativas de oxigênio (ERO), nitrogênio (ERN) e derivadas 
do tampão bicarbonato implicadas em patofisiologia. As equações não foram balanceadas e algumas 
etapas e intermediários foram omitidos para clareza da visualização. Sod1, XO, P-Fe(III) significam 
superóxido dismutase 1, xantina oxidase e heme-peroxidases, respectivamente. 

Em função da toxicidade associada às ERO, houve uma pressão evolutiva para prevenir 

a produção destas espécies reativas durante o metabolismo energético tais como a montagem 
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do complexo IV da cadeia de transporte de elétrons da mitocôndria, que catalisa a redução do 

oxigênio à água num processo envolvendo a transferência de quatro elétrons sem a liberação 

de intermediários reativos (Halliwell & Gutteridge, 2007). Ainda, os metais de transição que 

constituem cofatores essenciais para proteínas também podem catalisar a produção de ERO, 

estando sujeitos a rígida regulação por proteínas específicas responsáveis por seu transporte e 

armazenamento, como a ferritina e ceruloplasmina para ferro e cobre, respectivamente 

(Halliwell & Gutteridge, 2007). 

Todavia, a inevitabilidade da produção de ERO levou a evolução de um complexo 

sistema antioxidante composto por enzimas específicas e de compostos de baixo peso 

molecular e também de sistemas de reparo de biomoléculas. O intrincado balanço entre a 

produção de ERO e sua eliminação pelo sistema antioxidante garante a homeóstase. Já, a 

situação em que ocorre produção excessiva de ERO ou deficiência de antioxidantes pode 

causar injúria a células e tecidos e denomina-se estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 

2007). De fato, inúmeras doenças estão associadas ao estresse oxidativo, tais como diabetes, 

aterosclerose e doenças neurodegenerativas, embora a relação de causa e consequência para 

tais não esteja bem definida (Brownlee, 2001; Victor et al., 2009; Farooqui & Farooqui, 

2009). 

A visão clássica de ERO em biologia se traduz no conceito de estresse oxidativo e seu 

caráter patológico. Atualmente, esta idéia se encontra ultrapassada porque tem sido 

demonstrado que ERO também desempenham papéis fisiológicos (Janssen-Heininger et al., 

2008) (Esquema 2). Historicamente, a descoberta da produção do óxido nítrico em mamíferos 

fundamentou a concepção de sinalização redox (Stamler, 1994). O óxido nítrico per se 

constitui um radical livre pouco reativo e capaz de se difundir por membranas biológicas 

(Lancaster, 1997). Estas características permitiram sua seleção como mediador na sinalização 
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celular quando produzido de forma constitutiva pelas enzimas óxido nítrico sintase endotelial 

e neuronal (eNOS e nNOS, do inglês) em concentrações na faixa de nanomolar (nM).  

 

Esquema 2. Os múltiplos papéis desempenhados por oxidantes em biologia de acordo com sua 
natureza química. 

Não obstante, o óxido nítrico também compõe a linha de defesa inata do sistema imune 

sendo produzido de forma induzível pela enzima óxido nítrico induzível (iNOS, do inglês) em 

concentrações na faixa de micromolar (µM) (Bredt, 1999). Nestas circunstâncias, o óxido 

nítrico pode reagir com espécies reativas de oxigênio produzidas concomitantemente pela 

enzima NADPH oxidase gerando oxidantes potentes, determinados espécies reativas de 

nitrogênio (ERN) (Esquema 1) (Augusto et al., 2002). Desta maneira, a produção de ERO e 

ERN em altas concentrações constitui um mecanismo citotóxico capaz de combater patógenos 

invasores, em linha com o papel clássico de espécies oxidantes. 

Assim como o óxido nítrico pode atuar como agente citotóxico ou participar na 

sinalização celular, o radical superóxido e o peróxido de hidrogênio, espécies classificadas 

como ERO, além de poderem dar origem a espécies altamente oxidantes e deletérias aos 
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organismos em situações de estresse oxidativo, também podem ser produzidos de maneira 

controlada em diversos tecidos e compartimentos celulares via NADPH oxidase e contribuir 

na manutenção da homeóstase (Lambeth, 2004). Por exemplo, o ânion superóxido parece 

desempenhar papel importante na formação da memória devido ao seu efeito na plasticidade 

sináptica de neurônios do hipocampo (Kishida et al., 2006; Kishida & Klann, 2007). Portanto, 

as ditas espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, ERO e ERN, desempenham múltiplas 

funções patofisiológicas e compõe um quadro biológico mais complexo do que anteriormente 

pensado (Esquema 2). 

 

1.2 Espécies reativas derivadas do tampão bicarbonato 

Apesar da proposta da produção do radical carbonato durante a oxidação de acetaldeído 

pela enzima xantina oxidase na década de 1970 (Hodgson & Fridovich, 1976), a participação 

do tampão bicarbonato na bioquímica de oxidantes foi pouco explorada até a década de 1990 

(Nakano & Sugioka, 1977; Michelson & Durosay, 1977; Berlett et al., 1990).  

Atualmente, diversas linhas de evidência suportam o envolvimento de espécies reativas 

derivadas do tampão bicarbonato em oxidações biológicas (Medinas et al., 2007). Alguns 

trabalhos descreveram o efeito protetor de isoenzimas da anidrase carbônica em condições de 

estresse oxidativo (Götz et al., 1999; Räisänen et al., 1999; Zimmerman et al., 2004). 

Contudo, foi a demonstração direta da produção do radical carbonato na reação entre 

peroxinitrito e dióxido de carbono que consolidou o papel do tampão bicarbonato em 

condições patológicas (Bonini et al., 1999) e forneceu subsídios para a demonstração da 

produção enzimática deste oxidante pela Sod1 e xantina oxidase (Zhang et al., 2000; Bonini 

et al., 2004) (Esquema 1). Ainda, o ânion peroxomonocarbonato, espécie que existe em 

equilíbrio com o peróxido de hidrogênio em presença de bicarbonato, surgiu como importante 

oxidante por mecanismo de dois elétrons e provável precursor do radical carbonato nos 
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sistemas enzimáticos mencionados (Richardson et al., 2000 e 2003; Trindade et al., 2006; 

Augusto et al., 2002; Elam et al., 2003) (Esquema 1).  

Desta forma, a inclusão das espécies reativas derivadas do tampão bicarbonato no 

contexto de oxidantes biológicos torna-se essencial para a plena compreensão de condições 

patológicas associadas ao estresse oxidativo (Medinas et al., 2007). 

 

1.3 Superóxido dismutase 1 

Em 1969, McCord & Fridovich descobriram a capacidade da eritrocuproína de catalisar 

o desproporcionamento do radical superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio 

(Equações 1 e 2) (McCord & Fridovich, 1969). 

SodCu(II) + O2            SodCu(I) + O2    (Eq.1)

SodCu(I) + O2  + 2 H            SodCu(II) + H2O2    (Eq.2)  

Até então, a eritrocuproína, extraída de eritrócitos, bem como suas correlatas 

provenientes de outros tecidos, eram consideradas simplesmente proteínas para o 

armazenamento de cobre. A partir do trabalho de McCord e Fridovich, a atividade enzimática 

da superóxido dismutase1 (também conhecida como superóxido dismutase de cobre e zinco) 

foi determinada em diferentes tecidos bem como outras enzimas antioxidantes foram 

descobertas, constituindo a base para a concepção da área de radicais livres e oxidantes em 

biologia (Fridovich, 1999). 

A superóxido dismutase 1 (Sod1) é composta por duas subunidades idênticas de 16 kDa 

formando um homodímero através de ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas 

(Valentine et al., 2005). Além disso, cada subunidade da Sod1 contém um íon de cobre, um 

de zinco e uma ligação dissulfeto intramolecular (Figura 1). O íon de zinco e a ligação 

dissulfeto desempenham um importante papel estrutural na manutenção da conformação de 

alças da proteína que compreendem o canal iônico do sítio ativo e também da interface entre 
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as subunidades. O íon de cobre constitui o elemento catalítico responsável pelas reações de 

oxidorredução de desproporcionamento do radical superóxido (Equações 1 e 2). Ainda, as 

reações de desproporcionamento catalisadas pela Sod1 são muito eficientes, pois possuem 

constantes de velocidade de segunda ordem ~ 109 M-1s-1, isto é, próximas do limite de difusão 

das espécies (Valentine et al., 2005; Halliwell & Gutteridge, 2007). 

 

Figura 1. Estrutura cristalina da superoxido dismutase 1 humana (Strange et al., 2006). Os íons de 
cobre e zinco estão representados em verde e cinza, respectivamente. A ligação dissulfeto entre os 
resíduos Cys57 e Cys146 está representada em vermelho e o resíduo His63, que coordena tanto o íon de 
cobre como o de zinco, em laranja. 

O processamento pós-traducional da Sod1 envolve diversas etapas. A inserção do íon de 

cobre e a formação da ligação dissulfeto são assistidas pela chaperona de cobre para a Sod1 

(CCS, do inglês) (Culotta et al., 1997; Wong et al., 2000; Furukawa et al., 2004). Contudo, a 

inserção do íon de zinco deve ocorrer previamente ao processamento pela CCS, mas esta 

etapa primordial permanece desconhecida (Furukawa & O’Halloran, 2006). Após seu 

processamento pós-traducional, isto é, inserção dos íons de zinco e cobre e formação da 

ligação dissulfeto, a Sod1 apresenta elevada estabilidade estrutural, sendo resistente a ataque 

proteolítico, aquecimento (Tm = 95°C) e agentes desnaturantes como uréia, cloreto de 

guanidina (Gua-HCl) e dodecilsulfato de sódio (SDS) (Halliwell & Gutteridge, 2007). 
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A Sod1 se distribui predominantemente no citoplasma, mas também se encontra no 

núcleo, peroxissomo e espaço entre membranas da mitocôndria (Valentine et al., 2005). Em 

vista do seu complexo processamento pós-traducional e de sua ampla distribuição intracelular, 

não surpreende o fato de parte da Sod1 apresentar-se imatura, ou seja, desprovida dos 

cofatores metálicos e da ligação dissulfeto (Petrovic et al., 1996). De fato, sabe-se que a Sod1 

é importada para o espaço entre membranas da mitocôndria na sua forma imatura enquanto 

seu papel neste compartimento permanece desconhecido (Field et al., 2003; Okado-

Matsumoto & Fridovich, 2001; Sturtz et al., 2001; Iñarrea et al., 2005). Por fim, além de 

apresentar alta eficiência catalítica, a Sod1 também é uma proteína muito abundante, 

perfazendo aproximadamente 0,5% da proteína total em alguns tecidos, como a substância 

cinza do cérebro (Halliwell & Gutteridge, 2007). 

 

1.4 Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) 

A Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) é uma doença neurodegenerativa que acomete 

os neurônios motores do córtex, tronco cerebral e medula espinhal. Tipicamente, a ELA tem 

início na idade adulta e acarreta fraqueza, atrofia e contratura muscular, culminando com 

paralisia e morte por insuficiência respiratória dentro de 3 a 5 anos. Em geral, a ELA não 

compromete a capacidade cognitiva dos pacientes devido à perda seletiva dos neurônios 

motores (Bruijn et al., 2004; Valentine et al., 2005).  

Com uma incidência de 1 a 2,5/100.000, a ELA é a doença mais comum envolvendo a 

degeneração de neurônios motores (Logroscino et al., 2005), enquanto suas causas são 

desconhecidas. Infelizmente, ainda não existem cura nem terapias efetivas para conter os 

sintomas. A ELA ocorre tanto na forma esporádica, responsável por 90 a 95% dos casos, 

quanto familiar. Dentre os casos familiares, aproximadamente 20% estão relacionados a 

mutações no gene sod1 que codifica a enzima antioxidante superóxido dismutase 1 (Sod1) 
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descrita acima (Rosen et al., 1993; Valentine et al., 2005). Em sua maioria, tais mutações 

levam a simples substituições de resíduos de aminoácidos que podem ocorrer em todas as 

regiões estruturais da proteína, podendo ainda causar inserções, deleções e truncamentos. Até 

o presente momento, mais de 100 mutações relacionadas à ELA foram identificadas (a lista 

atualizada pode ser encontrada no site www.alsod.org).  

Apesar de muitas mutações levarem a redução ou perda de atividade enzimática da 

hSod1, o caráter autossômico dominante da ELA nestes casos sugere um ganho de 

propriedade tóxica das proteínas mutantes como possível causa da doença (Andersen, 2006). 

Ainda, a ausência de degeneração dos neurônios motores em camundongos com deleção para 

o gene sod1 associada ao fato de camundongos transgênicos expressando mutantes da hSod1 

sofrerem degeneração dos neurônios motores e desenvolvimento de sintomas típicos de ELA 

corrobora a toxicidade das mutantes da hSod1 relacionadas à doença (Reaume et al.,1996; 

Gurney et al., 1994). Contudo, a natureza tóxica das mutantes da hSod1, bem como a razão 

para a morte seletiva dos neurônios motores em ELA, permanece em questão. 

Digno de nota, a degeneração dos neurônios motores em ELA também depende da 

disfunção de astrócitos e da microglia, células do sistema nervoso responsáveis pelo 

fornecimento de nutrientes e reciclagem de neurotransmissores dos neurônios e pela defesa 

contra invasores, respectivamente (Ilieva et al., 2009). De acordo com esta perspectiva, 

diversos eventos citotóxicos parecem contribuir para o quadro patogênico de ELA, como 

deficiência de fatores de crescimento, excitotoxicidade por glutamato, agregação de proteínas, 

defeito do transporte no axônio, inibição do proteassomo, disfunção mitocondrial e estresse 

oxidativo (Cozzolino et al., 2008; Rothstein, 2009). Ainda, alguns destes fatores estão 

diretamente relacionados aos mecanismos moleculares propostos para explicar a toxicidade 

das mutantes da hSod1 e devem constituir o cerne do processo neurodegenerativo. As duas 

hipóteses associadas à toxicidade das mutantes da hSod1 em ELA não são mutuamente 
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excludentes e conciliam diferentes mecanismos citotóxicos que compõe o quadro patogênico 

da doença.  

A primeira possibilidade está intimamente ligada à capacidade catalítica da enzima. 

Enquanto sua atividade enzimática em condições fisiológicas está atada à manutenção da 

homeóstase celular pela eliminação do radical superóxido, em condições de estresse oxidativo 

a hSod1 pode catalisar a produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. Basicamente, 

além de superóxido dismutase, a hSod1 pode também atuar como peroxinitrito sintase, tiol 

oxidase e peroxidase (Beckman et al., 2001; Winternbourn et al., 2002; Wiedau-Pazos et al., 

1996). De fato, as evidências do envolvimento do estresse oxidativo na patologia de ELA são 

contundentes, destacando-se a presença de produtos de oxidação a biomoléculas tais como 8-

hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) no DNA (Ferrante et al., 1997), 4-hidroxi-2-trans-

nonenal (HNE) em lipídeos (Zarkovic, 2003), 3-nitrotirosina e carbonilas em proteínas (Beal 

et al., 1997; Shaw et al., 1995), além de níveis diminuídos de glutationa reduzida (GSH) 

(Lanius et al., 1993).  

A segunda hipótese considera o enovelamento inadequado da hSod1 levando ao 

acúmulo de hSod1 imatura potencialmente citotóxica e susceptível à agregação. Conforme 

discutido anteriormente, o processamento pós-traducional da hSod1 envolve a chaperona do 

cobre para a Sod1 (CCS, do inglês) nas etapas de inserção do íon de cobre e formação da 

ligação dissulfeto (Culotta et al., 1997; Wong et al., 2000; Furukawa et al., 2004). Não 

obstante, a ação da chaperona CCS sobre a hSod1 depende da inserção prévia do íon de zinco 

na enzima seguida do reconhecimento molecular das proteínas através da formação de um 

heterodímero CCS-Sod1 análogo ao homodímero da própria Sod1 (Furukawa & O’Halloran, 

2006). Neste contexto, alguns estudos demonstraram in vitro que algumas mutantes da hSod1 

possuem menor afinidade pelo íon de zinco (Crow et al., 1997), fato que pode comprometer 

seu enovelamento in vivo. 
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Embora os agregados protéicos sejam uma característica marcante em ELA (Cleveland 

& Liu, 2000), a agregação da hSod1 per se não parece ser a causa primária de sua 

neurotoxicidade (Johnston et al., 2000). Assim, a compreensão do papel de inclusões 

protéicas contendo hSod1 na patologia de ELA necessita de esclarecimento tanto em relação à 

natureza das proteínas envolvidas no processo quanto aos mecanismos moleculares de 

agregação.   

Chou et al. descreveram que aglomerados de neurofilamentos contendo tanto a hSod1 

quanto a enzima óxido nítrico sintase apresentaram marcação positiva para 3-nitrotirosina 

(Chou et al., 1996). Já, Andrus et al. observaram carbonilas protéicas elevadas na mutante 

G93A da hSod1 expressa em modelo de camundongo (Andrus et al., 1998). De fato, danos 

oxidativos podem participar do processo de agregação protéica seja pela formação de ligações 

covalentes entre cadeias polipeptídicas (“crosslinking”, do inglês) ou pela ruptura da estrutura 

terciária de proteínas, ocasionando a exposição de resíduos hidrofóbicos e interações proteína-

proteína inespecíficas. Em vista disso, os agregados protéicos observados em ELA podem ser 

resultado das atividades oxidantes exacerbadas das enzimas mutantes (Roe et al., 2002) que 

acarretariam modificações oxidativas em diferentes proteínas, dentre as quais, a própria 

hSod1.  

Em cultura de células, a toxicidade da mutante G93A da hSod1 foi associada à oxidação 

do único resíduo de triptofano da proteína (Taylor et al., 2007). In vitro, Zhang et al. 

mostraram que a oxidação do resíduo de triptofano da hSod1 pelo radical carbonato produzido 

durante sua atividade peroxidásica leva à formação de um dímero covalente da proteína 

resistente a redutores de ligação dissulfeto (Zhang et al., 2003). Digno de nota, Gruzman et al. 

relataram a detecção de um possível dímero covalente da hSod1 resistente a redutores de 

ligação dissulfeto em pacientes esporádicos e familiares de ELA, mas não em pacientes de 
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outras doenças neurodegenerativas, e sugerem que esta espécie possa responder por sua 

toxicidade aos neurônios motores (Gruzman et al., 2007). 
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2 Objetivos 

 

Em virtude do potencial papel da atividade peroxídásica da hSod1 na patologia de 

esclerose lateral amiotrófica (ELA), o presente trabalho possui três objetivos correlacionados 

que contribuirão para o entendimento dos eventos moleculares possivelmente implicados no 

ganho de função tóxica das respectivas mutantes.  

O primeiro objetivo foi esclarecer o mecanismo de produção do radical carbonato pela 

atividade peroxidásica da hSod1, haja vista a relevância desta espécie no ciclo peroxidativo da 

enzima em condições fisiológicas, isto é, na presença do tampão bicarbonato. O segundo 

objetivo foi caracterizar o dímero covalente da hSod1 proveniente do ataque do radical 

carbonato no resíduo Trp32 durante a atividade peroxidásica da enzima in vitro e definir um 

marcador bioquímico para investigar a participação deste dímero covalente na agregação da 

hSod1 em ELA. O terceiro objetivo foi verificar a formação do dímero covalente da hSod1 

nas medulas dos ratos transgênicos modelo de ELA que superexpressam a mutante G93A da 

proteína. 
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3 Materiais e Métodos 

 

3.1 Materiais 

Meio de cultura Luria Broth (meio LB), isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo (IPTG), 

endonuclease (Benzonase), desoxirribonuclease (DNase), proteinase K, citocromo c, catalase, 

peroxidase de raiz forte (HRP), xantina oxidase, xantina, 4-(2-Piridilazo)resorcinol (PAR), 

óxido de deutério (D2O, 99,9%), ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA), ácido 

dietilenotriaminopentaacético (DTPA), ditiotreitol (DTT), tris(hidroximetil)aminometano 

(Tris), ácido (N-[2-Hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfônico]) (HEPES), bicarbonato de 

sódio, nitrito de sódio, 5,5’-dimetil-1-pirrolina N-óxido (DMPO), peróxido de hidrogênio, 4-

hidroxi-2,2,6,6-tetra-metil-piperidiniloxila (Tempol), dihidrorodamina (DHR), bis-acrilamida, 

fenilmetanosulfonilflúor (PMSF), Coomassie brilliant blue e resina Chelex-100 foram obtidos 

da Sigma. Acetona, ácido acético, clorofórmio, etanol, metanol, éter dietílico, formaldeído 

37%, ácido fórmico, ácido clorídrico 37%, dihidrogenofosfato de potássio, hidrogenofosfato 

de potássio, pirofosfato de sódio, cloreto de sódio, cloreto de cobre, cloreto de zinco, sulfato 

de amônio, acetato de sódio, iodoacetato de sódio, tiossulfato de sódio, carbonato de sódio, 

deoxicolato de sódio, orto-dianisidina, glicerol, ágar, ácido nitriloacético (NTA), albumina 

sérica bovina (BSA) foram obtidos da Merck. Água marcada com o isótopo de oxigênio 18 

(H2
18O 97%), bicarbonato de sódio e formato de sódio marcados com o isótopo de carbono 13 

(NaH13CO3, 99% e NaH13CO2, 98%) foram obtidos da ISOTEC. Taq polimerase, 

oligonucleotídeos de ácido desoxirribonucléico, glicina e guanidina foram obtidos da 

Invitrogen. Acrilamida e dodecilssulfato de sódio (SDS) foram obtidos da Gibco BRL. Azul 

de bromofenol e tetrametiletilenodiamina (TEMED) foram obtidos da Acros. Reagente de 

Bradford e marcador de peso molecular Kaleidoscope foram obtidos da Bio-Rad. Coquetel de 

inibidores de proteases e superóxido dismutase 1 (Sod1) bovina foram obtidos da Roche. 
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Tripsina grau sequenciamento foi obtida da Promega. Lisozima de clara de ovo, nonidet (NP-

40), ampicilina e cloramfenicol foram obtidos da USB. Ácido bórico foi obtido da Reagen. 

Perssulfato de amônio e 3-[(3-Colamidopropil)dimetilamônio]-1-propanosulfonato (CHAPS) 

foram obtidos da Pharmacia Biotech. Colunas de cromatografia de troca aniônica Q-

Sepharose e MonoQ, de interação hidrofóbica Phenyl-Sepharose e de afinidade por níquel 

HisTrap Crude foram obtidas da Amersham Biosciences. Coluna de fase reversa C18 para 

HPLC foram obtidas da Phenomenex e da Waters. Dióxido de carbono foi obtido da 

Oxilumen. Membrana de diálise com corte de peso molecular de 6-8 kDa foi obtida da 

Spectrum. Dispositivo de ultrafiltração com corte de peso molecular de 5 e 8 kDa foi obtido 

da Millipore. A água utilizada em todos os experimentos foi deionizada num sistema de 

purificação Milli-Q da Millipore. O modelo de ELA em ratos transgênicos que 

superexpressam a mutante G93A da Sod1 humana (8-16 vezes) foi adquirido da Taconic e 

utilizado em acordo com os protocolos aprovados pela Comissão de Ética do Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo. 

 

3.2 Purificação da hSod1 de eritrócitos humanos 

A enzima hSod1 foi purificada de eritrócitos humanos de acordo com procedimento 

descrito por McCord & Fridovich (McCord & Fridovich, 1969). Brevemente, 1 l de glóbulos 

vermelhos foram lisados pela adição de 1 l de água deionizada. A seguir, a hemoglobina foi 

precipitada pela adição de 800 ml de mistura etanol/clorofórmio (500 ml/300 ml) sob agitação 

a 4°C. À suspensão altamente viscosa foram adicionados 300 ml de água, tornando a mistura 

menos densa. O precipitado foi então removido por centrifugação a 3000g e ao sobrenadante 

foram adicionados 600 g de hidrogenofosfato de potássio à temperatura ambiente, resultando 

na separação de duas fases. A fase menos densa (etanólica) foi coletada e resfriada em banho 

de gelo/sal. Sob agitação, foram adicionados 600 ml de acetona gelada, causando a formação 
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de um precipitado esponjoso, o qual foi recolhido e seco sob vácuo. O precipitado azulado foi 

solubilizado em água deionizada e dialisado contra tampão 5 mM fosfato, pH 8,0.  

A amostra de hSod1 de eritrócitos foi então submetida à cromatografia de troca aniônica 

em Q-Sepharose. A eluição da proteína foi feita aplicando-se um gradiente de tampão fosfato 

de 5-200 mM, pH 8,0. A hSod1 foi eluída num patamar de 45-50 mM. As frações contendo a 

hSod1 foram coletadas e sulfato de amônio sólido foi adicionado na amostra até a 

concentração final de 2,7 M. Em seguida, a amostra foi aplicada numa coluna de interação 

hidrofóbica equilibrada com tampão 5 mM fosfato, pH 8,0 contendo 2,5 M de sulfato de 

amônio. A eluição da proteína foi feita aplicando-se um gradiente linear de 2,5 a 0 M de 

sulfato de amônio. Finalmente, a proteína foi extensivamente lavada e concentrada por 

ultrafiltração em tampão 10 mM pirofosfato, pH 7,4 tratado com Chelex-100. 

 

3.3 Expressão da hSod1 recombinante em bactérias 

A expressão dos plasmídios pET-3d que codificam as enzimas hSod1 nativa ou mutante 

G93A (gentilmente cedidos pelo Dr. J.S.Beckman, Oregon State University) foi feita em 

Escherichia coli da linhagem BL21(DE3)pLysS (Leinweber et al., 2004; Alvarez et al., 

2004). As bactérias foram transformadas por eletroporação e selecionadas por incubação a 

37°C durante a noite em ágar/LB contendo 100 μg/ml de ampicilina e 34 μg/ml de 

cloramfenicol. Uma colônia da placa foi selecionada e cultivada em meio LB a 37°C. A 

expressão foi induzida na fase logarítmica de crescimento da cultura (D.O. 0,6-1,0) pela 

adição de 0,5 mM isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo (IPTG) e 0,5 mM de cloreto de cobre. 

Após 6 horas de expressão a 25°C, a cultura foi centrifugada a 3000g e o pellet guardado a     

-20°C.  
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3.4 Purificação da hSod1 recombinante 

O pellet correspondente a 1 litro de cultivo foi ressuspendido em 30 ml de tampão 20 

mM Tris-HCl, pH 8,0 contendo 10 mM de NaCl, 2 mM de MgCl2 e 1 mM de PMSF e 

submetido a três ciclos consecutivos de congelamento e descongelamento. A seguir, o 

homogenato foi tratado com 1 mg/ml de lisozima à temperatura ambiente. Após 1h da adição 

de lisozima, foram adicionadas 10 U/ml de Benzonase (endonuclease capaz de digerir DNA e 

RNA), seguido de incubação por mais 30 min à temperatura ambiente para redução da 

viscosidade. O homogenato foi então centrifugado a 18000g. Ao sobrenadante foi adicionado 

0,5 mM de cloreto de cobre e cloreto de zinco, seguido de incubação durante a noite a 4°C. O 

extrato de aspecto azulado foi então submetido a uma etapa de precipitação térmica por 30 

minutos a 65°C. O precipitado foi removido por centrifugação a 18000g e o sobrenadante 

submetido a fracionamento salino com sulfato de amônio. Primeiramente, sulfato de amônio 

foi adicionado para 50% de saturação, seguido de incubação por 2 h à temperatura ambiente. 

A suspensão foi centrifugada a 18000g e sulfato de amônio foi adicionado ao sobrenadante 

para 60% de saturação, seguido de incubação por mais 2 h à temperatura ambiente. A 

suspensão foi então novamente centrifugada a 18000g. Por fim, sulfato de amônio foi 

adicionado ao sobrenadante para 100% de saturação causando a precipitação da hSod1 

recombinante. A suspensão foi centrifugada a 18000g e o pellet azulado foi dissolvido em 4 

ml de tampão 5 mM fosfato, pH 8,0. A solução contendo a enzima hSod1 recombinante foi 

então extensivamente dialisada contra tampão 5 mM fosfato, pH 8,0 e submetida às mesmas 

etapas cromatográficas que a proteína de eritrócitos. Finalmente, a proteína foi 

extensivamente lavada e concentrada por ultrafiltração em tampão 10 mM pirofosfato, pH 7,4 

tratado com Chelex-100. 
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3.5 Dosagem de proteínas 

A concentração de proteína total dos extratos bem como das enzimas purificadas foi 

determinada pelo ensaio colorimétrico de Bradford a 595 nm (Bradford, 1976). A curva de 

calibração foi feita empregando-se BSA ou Sod1 bovina como padrão, numa concentração de 

0 a 4 μg/ml das proteínas. 

 

3.6 Preparação da Apo-Sod1 e da Zn,ZnSod1 

A apo-Sod1 foi preparada por extensiva diálise da Sod1 contra tampão 50 mM acetato, 

pH 3,8 contendo 30 mM EDTA, seguida de extensiva diálise contra tampão 50 mM acetato, 

pH 3,8 contendo 100 mM NaCl para remover o EDTA (Valentine et al., 1979). Finalmente, o 

tampão foi removido por diálise contra água grau Milli-Q tratada com a resina Chelex-100 

para eliminar traços de metais de transição. Este procedimento resultou na remoção de 98% 

do conteúdo de metais da proteína. A forma derivada Zn,ZnSod1 foi obtida pela adição 

cuidadosa de uma quantidade estequiométrica de cloreto de zinco. Após 48 h de incubação, a 

proteína foi extensivamente lavada e concentrada por ultrafiltração em água Milli-Q tratada 

com Chelex-100. 

 

3.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida 

Tipicamente, as amostras foram diluídas em tampão de amostra (62 mM Tris-HCl, pH 

6,8 contendo 10% glicerol, 2% SDS, 100 mM DTT e 0,01% azul de bromofenol), fervidas por 

5 minutos e submetidas à eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (5% gel de 

empacotamento; 15% gel de resolução) a 150 V por 2 horas. Os extratos de proteínas 

analisados em condições não redutoras foram preparados com adição de 100 mM de 

iodoacetato no tampão de lise e o redutor (DTT) foi omitido do tampão de amostra. Em 

seguida, os géis foram corados com Comassie brilliant blue, pelo método da prata ou 



Materiais e Métodos       31 
 

transferidos para membrana de nitrocelulose para marcação de Western-blot. Análises de 

densitometria de bandas foram feitas no programa ImageJ (rsbweb.nih.gov/ij/). 

 

3.8 Determinação do teor de metais da Sod1 

O teor de metais da Sod1 foi determinado empregando-se o ensaio quelante do 4-(2-

Piridilazo)resorcinol (PAR) a 500 nm (Crow et al., 1997). Este método consiste na 

complexação de cobre e zinco pelo quelante PAR em meio desnaturante constituído de 

tampão 100 mM borato e 6 M cloreto de guanidina em pH 7,8, produzindo um aumento de 

absorbância a 500 nm em virtude dos complexos formados. Os coeficientes de extinção para 

os complexos de cobre e zinco (Cu-PAR e Zn-PAR2) foram determinados previamente às 

análises através de curvas de calibração feitas com soluções padrão para absorção atômica. As 

concentrações de cobre e zinco são determinadas pela diminuição de absorbância a 500 nm 

causada pela adição em sequência de dois outros quelantes, ácido nitriloacético (NTA) e ácido 

etilenodiaminotetraacético EDTA, que complexam zinco e cobre, respectivamente. 

 

3.9 Atividade superóxido dismutase da Sod1 

A atividade superóxido dismutase foi mensurada pelo método do citocromo c, o qual 

consiste na inibição da redução do citocromo c pelo superóxido gerado no sistema enzimático 

xantina/xantina oxidase em pH 7,8 e 25°C (McCord & Fridovich, 1969). A quantidade de 

xantina oxidase empregada foi aquela capaz de produzir uma velocidade de redução do 

citocromo c a 550 nm de 0,025 U.A./min. Uma unidade Sod é definida com base na 

quantidade de enzima necessária para causar a inibição de 50% da velocidade de redução do 

citocromo c num ensaio de 3 ml. 
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3.10 Atividade peroxidásica da Sod1 

A atividade peroxidásica da hSod1 foi estudada em tampão 10 mM pirofosfato 

contendo 100 μM de DTPA nos pH 6,4, 7,4, 8,4 e 10,4. A concentração de bicarbonato, 

nitrito e formato empregada foi de 10 mM, enquanto que a de peróxido de hidrogênio foi 

variável conforme descrito nas legendas das figuras. A oxidação da dihidrorodamina (DHR) 

foi utilizada para acompanhar o processo na presença de bicarbonato e nitrito. A rodamina foi 

monitorada num espectrofotômetro de duplo feixe (Shimadzu UV-1650PC) ou num 

espectrofotômetro de fluxo interrompido (Applied Photophysics SX-18MV) com controle de 

temperatura e quantificada pelo seu coeficiente de extinção molar a 500 nm (ε500 = 78800    

M-1cm-1) (Wrona et al., 2005). O método de captação de spin utilizando 5,5’-dimetil-1-

pirrolina N-óxido (DMPO) foi empregado para o estudo da atividade na presença de 

bicarbonato e formato. A detecção de radicais aduto foi feita à temperatura ambiente num 

espectrômetro de ressonância paramagnética eletrônica (Bruker EMX). Basicamente, as 

incubações foram transferidas para uma cela chata e os espectros adquiridos ao longo do 

tempo. A quantificação dos sinais foi feita pela integração dupla dos sinais simulados e 

cálculos baseados numa curva padrão de 4-hidroxi-2,2,6,6-tetra-metil-piperidiniloxila 

(Tempol). Demais condições experimentais estão descritas nas legendas das figuras.   

 

3.11 Consumo de peróxido de hidrogênio 

O consumo de peróxido de hidrogênio pela atividade peroxidásica da hSod1 foi 

determinado enzimaticamente pelo método da o-dianisidina (Liochev & Fridovich, 2002). 

Brevemente, alíquotas das incubações foram retiradas em diferentes intervalos de tempo e 

adicionadas a um tampão de amostragem consistindo de 50 mM fosfato, 0,3 mM o-

dianisidina, 40 µg/ml HRP em pH 7,4. O peróxido de hidrogênio remanescente na incubação 
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foi determinado espectrofotometricamente a 460 nm empregando-se soluções padrões de 

peróxido de hidrogênio (ε240 = 43,6 M-1s-1) para calibração (Claiborn, 1985). 

 

3.12 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de carbono-13 (13C RMN) 

As soluções de NaH13CO3 (99% 13C da ISOTEC) foram preparadas com adição de D2O 

(99,9%) para um enriquecimento final de 10% na incubação. As soluções de proteínas foram 

preparadas em água Milli-Q tratada com Chelex-100. O complexo Zn(His)2 foi obtido pela 

mistura de um equivalente de cloreto de zinco com dois equivalentes de L-histidina em água 

Milli-Q tratada com Chelex-100 (Pretsch et al., 2000). O pH foi ajustado para 7,4 com ácido 

clorídrico. Após adição de peróxido de hidrogênio, a mistura foi transferida para um tubo de 

RMN provido de um tubo padrão (NE-5-CIC Wilmad) contendo solução padrão de 

NaH13CO2 (98% 13C da ISOTEC) e os espectros de 13C RMN registrados ao longo do tempo. 

As concentrações finais estão descritas nas legendas das figuras. Os valores de deslocamento 

químico ( , ppm) e de integrais foram baseados naqueles determinados para o padrão de 

NaH13CO2 (Trindade et al., 2006). O equipamento utilizado foi um espectrômetro Bruker 

DRX 500 com transformada de Fourier (operando em 125,757 MHz para 13C NMR) equipado 

com uma sonda dupla de 5 mm. A sequência de pulso zgig30 foi empregada e os dados foram 

visualizados com o programa Xwinnmr 3.5. Os parâmetros de aquisição foram: comprimento 

do pulso, 10,70 µs; tempo de aquisição, 1,00 s; atraso de relaxação, 10 s (tempo total de 

reciclo, 11,00 s); largura espectral, 32679,74 Hz; temperatura, (25,0 ± 0,3)°C. A multiplicação 

do decaimento de indução livre pelo alargamento de linha exponencial (LB = 2,0 Hz) foi 

aplicada previamente às medidas de transformada de Fourier. Cada espectro corresponde ao 

acúmulo de oito aquisições. 
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3.13 Espectroscopia de dicroísmo circular 

A hZn,ZnSod1, na concentração de 500 µM, foi incubada com 25 mM de bicarbonato e 

100 µM DTPA na ausência e presença de 600 mM de peróxido de hidrogênio em pH 7,4, por 

30 min a 25°C. A proteína foi então diluída para 20 µM em tampão 10 mM pirofosfato, pH 

7,4 para aquisição do espectro de dicroísmo circular. Os espectros da proteína na região do 

UV distante (190-260 nm) foram adquiridos num espectropolarímetro Jobin Yvon CD6 

(Longjumeau, France) utilizando uma cubeta de quartzo de 0,2 mm de caminho óptico. Por 

fim, foi feita a deconvolução dos espectros de dicroísmo circular para o cálculo da 

composição da estrutura secundária da proteína utilizando o programa k2D (Andrade et al., 

1993). 

 

3.14 Modelagem Molecular 

As estruturas do peroxomonocarbonato e do bicarbonato foram obtidas de dados 

cristalográficos (Adam & Mehta, 1998; Allen, 2002), salvas no formato Protein Data Bank 

(PDB) e então convertidas para o formato MOL2 com a manutenção das coordenadas 3D 

originais usando o programa CORINA 3,20 (Erlager, Alemanha). A estrutura em alta 

resolução da hSod1 foi obtida do PDB (PDB ID 2c9v) (Strange et al., 2006). As ligações de 

coordenação aos íons metálicos foram apagadas de acordo com o procedimento de 

modelagem molecular pelo programa GOLD 3,2 (Verdonk et al., 2003). As moléculas de 

água e os íons de sódio e sulfato também foram removidos. Previamente à modelagem, a 

estrutura da proteína também foi convertida para o formato MOL2 (DeLano, 2002). O 

peroxomonocarbonato e o bicarbonato foram modelados no sítio ativo da hSod1 usando a 

função Chemscore implementada no programa GOLD 3,2 pelo emprego dos parâmetros 

padrões para eficiência de busca de 200% (Verdonk et al., 2003). Dez corridas de modelagem 

foram feitas para cada complexo proteína-ânion. Soluções diferindo por um desvio quadrático 



Materiais e Métodos       35 
 

médio (em inglês, rmsd) ≤ a 0,75 Å foram agrupadas e a menor energia de modelagem entre 

os membros de cada grupo foi tomada como representativa do grupo. Este protocolo de 

modelagem molecular foi validado pela remodelagem do bicarbonato no seu sítio original de 

ligação ao íon de zinco da anidrase carbônica (PDB ID 1hcb), a qual resultou num desvio 

quadrático médio de 1,12 Å. A representação gráfica foi gerada utilizando o programa 

PyMOL 0,99 (DeLano, 2002). 

 

3.15 Estudo cinético por fluxo interrompido 

A oxidação da dihidrorodamina (DHR) pela atividade peroxidásica da hSod1 também 

foi investigada num espectrofotômetro de fluxo interrompido com mistura assimétrica para 

monitorar a formação inicial de rodamina em diferentes condições de mistura dos reagentes. 

Para tal, foram empregadas seringas de 2,5 ml e 0,1 ml no módulo de manipulação de amostra 

permitindo uma mistura de 25 vol:1 vol. Na seringa de 2,5 ml foi colocada a solução de 

enzima contendo 3,12 µM de hSod1, 100 µM de DTPA e 100 µM de DHR em tampão 10 

mM pirofosfato, pH 8,4 e 25°C. Na seringa de 0,1 ml foi colocada a solução de 130 mM de 

peróxido de hidrogênio em 10 mM pirofosfato, pH 8,4 e 25°C. O bicarbonato foi adicionado 

ora na seringa contendo a enzima (controle) ora na seringa contendo o peróxido de 

hidrogênio, na concentração de 10,4 mM e 260 mM, respectivamente. Antes de carregar a 

seringa de 0,1 ml, a mistura de peróxido de hidrogênio com bicarbonato foi equilibrada por 10 

min, produzindo aproximadamente 9 mM de peroxomonocarbonato (Trindade et al., 2006). 

Depois da mistura, espera-se uma concentração de 300 µM de peroxomonocarbonato no 

início da incubação ao passo que a concentração de peroxomonocarbonato na mistura controle 

(quando o bicarbonato foi adicionado na solução da enzima) atinge apenas 15 µM após o 

equilíbrio. Devido ao pequeno volume de solução de peróxido de hidrogênio injetada em cada 
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mistura e ao decaimento do peroxomonocarbonato pela difusão e contato com a solução da 

enzima, a tubulação contendo o peroxomonocarbonato foi lavada antes de cada aquisição.  

 

3.16 Cálculos e simulações cinéticas 

A constante de segunda ordem hipotética para a reação entre o peroxomonocarbonato e 

a Cu(I),ZnSod1 foi calculada a partir dos dados do experimento de fluxo interrompido sob 

condição de estado estacionário. Assim, a velocidade de formação da rodamina durante o 

primeiro minuto da mistura controle foi determinada e substituída na equação abaixo porque a 

oxidação da DHR pelo radical carbonato é rápida demais para ser o passo limitante da reação 

(Wrona et al., 2005). 

v = k[HCO4
-][Cu(I),ZnSod1]    (Eq. 3) 

A concentração da Cu(I),ZnSod1 foi considerada igual a concentração total da hSod1 

porque as condições experimentais empregadas (5 mM H2O2 e pH 8,4) favorecem a 

manutenção da enzima reduzida no estado estacionário. A concentração do 

peroxomonocarbonato foi calculada com base na sua constante de equilíbrio com peróxido de 

hidrogênio e bicarbonato e nas concentrações destes, ou seja, 15 µM (Trindade et al., 2006). 

A simulação cinética da atividade peroxidásica da hSod1 considerou as reações apresentadas 

na Tabela 3 e foi feita no programa Gepasi 3,30 (gepasi.dbs.aber.ac.uk/softw.html/) (Mendes, 

1997). 

 

3.17 Genotipagem dos ratos transgênicos modelo de ELA 

Um pequeno pedaço da cauda dos animais foi coletado pelo biotério da FCF-IQ/USP. À 

amostra de tecido foram adicionados 300 µl de tampão 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 contendo 50 

mM EDTA e 0,5% SDS, seguido pela incubação a 65°C por 15 min. Então, foram 

adicionados mais 200 µl do mesmo tampão contendo 1,25 mg/ml de proteinase k, seguido da 



Materiais e Métodos       37 
 

digestão da amostra a 55°C durante a noite sob agitação. Após a digestão, a amostra foi 

centrifugada a 16000 g por 5 min e 5 µl do sobrenadante diluído com 95 µl de água 

autoclavada. A amostra diluída foi então aquecida a 95°C por 15 min. Em seguida, a amostra 

foi submetida à reação em cadeia da polimerase (“PCR”, em inglês) para amplificação do 

gene da Sod1 humana. Os oligonucleotídeos iniciadores específicos (“primers”, em inglês) 

foram: sod-f CAA TGT GAC TGC TGA CAA AG e sod-r GTG CGG CCA ATG ATG CAA 

T. O ciclo de PCR utilizado foi: 95°C por 5 min (1x), 95°C por 1 min, 60°C por 1min e 72°C 

por 2 min (35x) e 72°C por 5 min (1x). A reação de PCR consistiu em 2 µl da amostra em 48 

µl de mistura para PCR (1x tampão de PCR, 200 µM desoxirribonucleotídeo trifosfato 

(dNTP), 1,5 mM cloreto de magnésio, 400 nM oligonucleotídeos, 40 mU/µl Taq polimerase). 

Por fim, os produtos de reação do PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

para a identificação dos animais transgênicos. 

 

3.18 Sintomas de esclerose lateral amiotrófica e eutanásia de animais 

O aparecimento de sintomas típicos de ELA nos ratos transgênicos que superexpressam 

a mutante G93A da hSod1 foi constatado pelo teste do plano inclinado. Brevemente, a 

capacidade dos animais em se manterem agarrados aos sulcos de uma rampa com angulação 

pré-definida foi avaliada. Ainda, os animais foram pesados semanalmente e tiveram seu 

caminhar observado, pois o início dos sintomas está correlacionado tanto à perda de peso 

quanto à dificuldade de locomoção. Para a eutanásia, os animais foram anestesiados com uma 

dose intraperitoneal de 90 mg/kg de cetamina e 10 mg/kg de xilazina e submetidos ao teste da 

pinça para verificar a ausência de reflexos e sentidos. Então, foi feita a incisão torácica 

seguida da perfusão cardíaca com solução salina 0,9%. A medula, o fígado e o baço foram 

coletados imediatamente após a perfusão e congelados em nitrogênio líquido. 
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3.19 Preparação de extrato de proteínas das medulas e enriquecimento das proteínas de 

peso molecular na faixa de 40 a 60 kDa imunoreativas ao anticorpo contra a hSod1 

O extrato de proteínas das medulas foi preparado em tampão 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

contendo 1 mM de DTPA, 150 mM de NaCl, 5 mM de MgCl2, 2 mM de triptofano, 0,5% de 

deoxicolato de sódio (m/V), 1% do detergente não-iônico nonidet (NP-40), 1 mM PMSF e 

coquetel de inibidores de protease (Roche) através da homogeneização por lâminas. Após a 

homogeneização do tecido, foram adicionados ao extrato 500 µg de desoxirribonuclease 

(DNase) por grama de tecido, seguido da incubação por 1h a 4°C para a redução da 

viscosidade. Em seguida, foram adicionados cloreto de guanidina (Gua-HCl) sólido e solução 

concentrada de ditiotreitol para a concentração final de 6 M e 30 mM, respectivamente. O 

extrato foi então incubado por 4h a 4°C para a desnaturação das proteínas e redução de 

ligações dissulfeto. A etapa seguinte constituiu na adição de solução concentrada de 

iodoacetato de sódio para a concentração final de 300 mM do agente alquilante. Após 4h de 

incubação a 4°C e ao abrigo da luz, o extrato foi centrifugado a 16000 g, por 30 min a 4°C. O 

sobrenadante foi recolhido e dialisado contra tampão 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 contendo 150 

mM de NaCl e 2 mM de triptofano (uma troca após 3h, fator de diluição de 50 vezes). Após a 

diálise, o extrato foi novamente centrifugado a 16000 g, por 1h a 4°C e o sobrenadante 

filtrado em filtro de 0,8 µm.  

O sobrenadante clarificado foi analisado por eletroforese bidimensional (descrita no 

próximo item) ou submetido à cromatografia de afinidade por níquel utilizando a coluna 

HisTrap Crude (Amersham Bioscience). A hSod1 desnaturada/reduzida/alquilada interagiu 

com a coluna equilibrada com tampão 10 mM fosfato, pH 7,4 contendo 150 mM NaCl e 2 

mM triptofano e foi eluída pela aplicação de um gradiente de imidazol como um único pico 

cromatográfico conforme determinado por Western-blot. As frações contendo proteínas de 

peso molecular na faixa de 40 a 60 kDa imunoreativas ao anticorpo contra a hSod1 foram 
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misturadas, lavadas e concentradas por ultrafiltração em tampão 10 mM fosfato, pH 8,0 

contendo 8 M uréia e 2 mM triptofano. A amostra foi então submetida à cromatografia de 

troca aniônica utilizando a coluna MonoQ (Amersham Bioscience). A hSod1 interagiu com a 

coluna equilibrada com tampão 10 mM fosfato, pH 8,0 contendo 2 M uréia e 2 mM triptofano 

e foi eluída por um gradiente de NaCl como vários picos cromatográficos identificados por 

Western-blot. As frações contendo proteínas de peso molecular na faixa de 40 a 60 kDa 

imunoreativas ao anticorpo contra a hSod1 foram misturadas, lavadas e concentradas por 

ultrafiltração em tampão 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 contendo 8 M uréia e 2 mM triptofano. Em 

seguida, as proteínas foram submetidas novamente ao tratamento redutor pela adição de 30 

mM de ditiotreitol (4h, 4°C) e ao tratamento alquilante pela adição de 300 mM de iodoacetato 

de sódio (4h, 4°C e ao abrigo da luz). Por fim, a amostra foi novamente lavada e concentrada 

por ultrafiltração em tampão 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 contendo 8 M uréia e 2 mM triptofano 

e submetida à eletroforese bidimensional descrita abaixo. 

 

3.20 Eletroforese bidimensional 

A separação das proteínas por diferença em ponto isoelétrico foi feita em tiras de gel de 

poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado (GE Healthcare). Brevemente, a amostra de 

proteínas foi diluída em tampão constituído de anfólitos (0,5%) para a faixa de pH da etapa de 

focalização (GE Healthcare) acrescido de 7 M uréia, 2 M tiouréia, 2% do detergente CHAPS 

e 0,002% de azul de bromofenol. Em seguida, uma tira de gel de poliacrilamida desidratada 

foi colocada sobre a amostra que por capilaridade cobriu toda a superfície do gel. O gel de 

poliacrilamida foi então hidratado com a amostra por 12 a 20 horas num recipiente selado 

para evitar o ressecamento do gel. A corrida de focalização foi feita no equipamento Ettan 

IPGphor 3 IEF utilizando o programa padrão para o tipo de tira empregada (GE Healthcare). 

Após a corrida de focalização, as tiras foram guardadas a -80°C até a segunda dimensão da 
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eletroforese. Antes da separação por peso molecular, as tiras foram descongeladas e 

equilibradas em tampão 75 mM Tris-HCl, pH 8,8 contendo 6 M uréia, 2% SDS, 29,3% (v/v) 

glicerol e 0,002% de azul de bromofenol. Após a etapa de equilíbrio, as tiras foram colocadas 

sobre o gel de poliacrilamida e o sistema selado com gel de agarose. Por fim, a eletroforese da 

segunda dimensão foi feita em duas etapas. Na primeira etapa foram aplicados 15 mA por tira 

para a amostra sair da tira de gel da focalização e entrar no gel de poliacrilamida da segunda 

dimensão e, na segunda, foram aplicados 45 mA por tira para a separação das proteínas por 

peso molecular. 

 

3.21 Preparação e purificação do dímero covalente da hSod1 

Em tampão 200 mM bicarbonato de sódio, pH 7,4 (equilibrado com 50% CO2 

balanceado com ar) contendo 100 µM DTPA, 10 µM de hSod1 foram incubados com 1 mM 

de peróxido de hidrogênio sob agitação magnética por 2h à temperatura ambiente para a 

dimerização covalente da hSod1. A enzima também foi incubada sem a adição de peróxido de 

hidrogênio para controle das análises. Após incubação, a proteína foi concentrada por 

ultrafiltração e seca sob vácuo. Em seguida, a proteína foi submetida a um tratamento 

desnaturante e redutor em tampão 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 contendo 10 mM DTPA e 30 mM 

DTT sob tensão reduzida de oxigênio por 4h a 37°C. Então, adicionou-se 150 mM de 

iodoacetato de sódio e incubou-se por mais 3h a 37°C ao abrigo da luz para a alquilação de 

sulfidrilas livres. Depois da etapa de alquilação, a proteína foi lavada e concentrada por 

ultrafiltração em tampão 50 mM HEPES, pH 7,0 contendo 100 mM NaCl.  

Finalmente, a amostra foi submetida à cromatografia de gel filtração (TOSOHAAS 

TSK-Gel, G-3000 SWXL, 300 x 7,8 mm, partícula 5 µm) resultando em dois picos principais 

correspondendo ao dímero covalente e ao monômero oxidado da hSod1. As frações contendo 
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o dímero covalente e monômero oxidado foram coletadas, lavadas e concentradas por 

ultrafiltração em tampão 50 mM bicarbonato de amônio, pH 7,8. 

 

3.22 Digestão da hSod1 com tripsina e análise dos peptídeos por HPLC/UV-vis e 

HPLC/ESI-MS 

A digestão da hSod1 foi efetuada em tampão 50 mM bicarbonato de amônio, pH 7,8 

contendo 2 mM cloreto de cálcio por 20h a 37°C. A relação enzima/substrato empregada foi 

de 50 µg/µg para a hSod1 controle (monômero nativo), hSod1 monômero (monômero 

oxidado) e dímero covalente da hSod1. Para a digestão em H2
18O, a amostra de proteína foi 

dividida em duas alíquotas de 50 µg cada, seca sob vácuo e solubilizada em 50 µl de H2O ou 

50 µl de H2
18O. Então, 1 µl de solução 2,65 M de bicarbonato de amônio, 1 µl de solução 106 

mM de cloreto de cálcio e 1 µl de solução estoque de tripsina (1 µg/µl) foram adicionados às 

amostras de proteína. O enriquecimento final do meio de H2
18O foi de 91% após a adição das 

soluções de bicarbonato de amônio, cloreto de cálcio e tripsina. As condições da proteólise 

foram as mesmas das descritas acima.  

Os hidrolisados de hSod1 foram submetidos à cromatografia de fase reversa em uma 

coluna C18 µBondapack Waters (300 x 3,9 mm, partícula 10 µm) empregando um gradiente 

binário utilizando como eluente A, 0,1% ácido trifluoroacético, e como eluente B, 0,1% ácido 

trifluoroacético em 90% acetonitrila. O gradiente empregado consistiu de 0% de B por 15 

min, 0 a 26% de B por 52 min, 26% de B por 10 min, 26 a 40% de B por 28 min, 40 a 80% de 

B por 10 min, 80% de B por 5 min, 80 a 0% de B por 5 min e 0% de B por 5 min, num fluxo 

de 1 ml/min. Os hidrolisados foram analisados por espectrofotometria no UV-vis utilizando 

um detector tipo arranjo de diodos (SPD-M20A, Shimadzu, Tóquio, Japão) e por 

espectrometria de massa utilizando um espectrômetro triplo quadrupolo (Micromass, 

Manchester, Reino Unido) com fonte de ionização “electrospray” no modo positivo. As 
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condições de análise foram: voltagem do cone de amostra, 20, 50 e 90 V; voltagem do cone 

extrator, 5 V; voltagem do capilar, 4,5 kV; temperatura da fonte, 100°C e temperatura de 

dessolvatação, 200°C. 

 

3.23 Digestão in gel de proteínas com tripsina 

As regiões do gel de poliacrilamida correspondentes às espécies de hSod1 separadas por 

eletroforese bidimensional foram cortadas e colocadas em tubos separados. Cada pedaço de 

gel foi então cortado em pedaços menores para aumentar a superfície de contato com as 

soluções. Primeiramente, os géis corados com prata (Shevchenko et al., 1996) foram tratados 

com uma solução descorante (recém-preparada) para marcação com prata constituída de 15 

mM de ferricianeto de potássio e 50 mM de tiossulfato de sódio (Gharahdaghi et al., 1999). 

Após o desaparecimento da coloração marrom, os pedaços de gel foram lavados quatro vezes 

com água. Em seguida, os géis foram submetidos a dois ciclos de incubação com 100 mM de 

bicarbonato de amônio e desidratação com acetonitrila e então secos sob vácuo. Os tubos 

foram colocados em gelo e foi feita adição de tampão de digestão (50 mM bicarbonato de 

amônio, pH 8,0 contendo 2 mM de cloreto de cálcio e 12,5 ng/µl de tripsina grau 

sequenciamento) para rehidratação dos pedaços de gel. Após 45 min de rehidratação, 

adicionou-se mais tampão 50 mM bicarbonato de amônio, pH 8,0 para cobrir os géis e 

incubou-se por 16 h a 37°C para a digestão enzimática. 

Os tubos foram centrifugados por 1 min a 16000 g e o sobrenadante recolhido num 

novo tubo. Em seguida, foi feita a extração dos peptídeos da malha do gel de acrilamida pela 

adição de 5% de ácido trifluoroacético em 50% de acetonitrila e incubação por 30 min sob 

agitação. Após a centrifugação dos géis por 1 min a 16000 g, o sobrenadante foi recolhido e 

misturado ao sobrenadante prévio. Esta etapa de extração foi repetida mais duas vezes e então 

a solução de peptídeos foi seca sob vácuo.  
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3.24 Análise dos hidrolisados da hSod1 por UPLC/Q-Tof-MS/MS e identificação da 

proteína por ferramentas de proteômica 

O sistema cromatográfico nanoAcquity de UPLC foi acoplado a um espectrômetro de 

massa Synapt HDMS (Waters, Millford). Os produtos de digestão com tripsina foram 

submetidos à dessalinização na coluna C18 Waters Symmetry (20 mm x 180 µm, partícula 5 

µm) seguido pela cromatografia de fase reversa na coluna C18 Waters BEH130 (100 mm x 

100 µm, partícula 1,7 µm) empregando um gradiente binário utilizando 0,1% de ácido 

fórmico como eluente A e 0,1% de ácido fórmico em acetonitrila como eluente B. O gradiente 

empregado consistiu de 3 a 30% de B por 20 min, 30 a 70% de B por 20 min, 70% de B por 

10 min, 70 a 3% de B por 1 min e 3% de B por 9 min, num fluxo de 1 µl/min. Tipicamente, as 

condições de operação do espectrômetro de massa dos experimentos no modo de análise 

dependente de dados foram: voltagem do cone, 40 V; voltagem do capilar, 3,0 kV, 

temperatura da fonte, 100°C; energia de colisão, 6 e 4 eV no Trap e Transfer, 

respectivamente, no modo MS. A energia de colisão foi escolhida em função da carga do íon 

precursor e da razão m/z. O instrumento foi calibrado externamente utilizando oligômeros de 

ácido fosfórico sobre uma faixa de m/z de 100 a 3000.  

Os dados de MS/MS obtidos para os peptídeos trípticos foram convertidos para o 

formato de arquivo .pkl e utilizados na identificação das proteínas presentes na amostra pela 

busca no banco de dados de estrutura primária de proteínas de mamíferos a partir da 

plataforma MASCOT. A validade da identificação foi atestada por sua significância estatística 

(p<0,01).
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4 Resultados 

 

4.1 Expressão e purificação da superóxido dismutase 1 humana recombinante 

A superóxido dismutase 1 humana (hSod1) recombinante foi expressa em Escherichia 

coli pela indução com IPTG. Após 6 horas da indução da expressão com IPTG, a hSod1 

recombinante correspondeu a aproximadamente 40% da proteína total da bactéria (Figura 2). 

 

Figura 2. Análise por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante da expressão da hSod1 
recombinate nativa (WT rec) e mutante G93A (G93A rec) em E. coli. A primeira amostra corresponde 
a hSod1 purificada de eritrócitos (hSod1 eritr) e as seguintes aos extratos totais de proteínas da 
bactéria obtidos dos cultivos controle e induzido, isto é, sem e com adição de IPTG, respectivamente.  

A adição de cloreto de zinco e cloreto de cobre ao extrato de proteínas da Escherichia 

coli foi fundamental para a obtenção da hSod1 cataliticamente ativa uma vez que a bactéria 

não possui a chaperona de cobre da Sod1 envolvida no processamento pós-traducional da 

proteína em eucariotos (Furukawa & O’Halloran, 2006). Mesmo assim, a hSod1 nativa 

cataliticamente ativa foi obtida com altos rendimentos após sua purificação. Entretanto, o 

rendimento da purificação da mutante G93A da hSod1 foi de 5 a 10% daquele da proteína 

nativa.  

Digno de nota, a bactéria foi capaz de formar a ligação dissulfeto intrasubunidade da 

hSod1 nativa, mas não das mutantes G93A, A4V e L38V relacionadas à ELA (Figura 3). Esta 

propriedade da bactéria formar a ligação dissulfeto na hSod1 ainda não foi descrita na 
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literatura e deve estar relacionada ao maior rendimento da purificação da proteína nativa. De 

fato, a ausência da ligação dissulfeto deve dificultar a inserção dos metais in vitro, já que ela 

desempenha papel importante na geometria do sítio ativo. Além disso, a análise da fração 

insolúvel do extrato de proteínas da bactéria revela que a hSod1 contendo a ligação dissulfeto 

reduzida possui propensão à agregar-se (Figura 3), contribuindo para o menor rendimento da 

purificação da mutante G93A. 

 

Figura 3. Análise por Western-blot para a hSod1 da eletroforese em gel de poliacrilamida não-redutor 
dos extratos de proteínas dos cultivos induzidos de E. coli expressando a proteína nativa (WT rec) e 
mutantes (G93A rec, A4V rec e L38V rec). A primeira amostra corresponde a hSod1 purificada de 
eritrócitos com e sem a adição de β-mercaptoetanol na preparação da amostra para a eletroforese, 
respectivamente. As seguintes são as frações solúveis (Sol) e precipitadas (Ppt) dos extratos de 
proteínas da bactéria contendo hSod1 nativa e mutantes conforme indicado.  

O procedimento da purificação foi elaborado para selecionar a hSod1 (nativa e mutante 

G93A) corretamente enovelada e cataliticamente ativa, comumente referida como hSod1 

madura. Após a inserção dos metais no sítio ativo e da formação da ligação dissulfeto 

intrasubunidade, a hSod1 apresenta uma temperatura de desenovelamento de 95°C. Desta 

forma, a hSod1 madura permanece solúvel durante a etapa de precipitação térmica do extrato 

de proteínas da Escherichia coli a 65°C. Todavia, a cromatografia de troca aniônica 

apresentou diferentes picos contendo a hSod1 recombinante. Paralelamente, a purificação da 

hSod1 de eritrócitos humanos resultou num único pico da proteína na cromatografia de troca 

aniônica. Assim, o pico referente à hSod1 de eritrócitos na cromatografia da hSod1 

recombinante foi selecionado para o refinamento da purificação. A cromatografia de interação 

hidrofóbica resultou num pico de hSod1 correspondendo à proteína pura. A pureza das 

proteínas foi verificada pela observação de uma única banda por eletroforese em gel de 

poliacrilamida em condições desnaturantes (Figura 4).  
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Figura 4. Análise por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturantes da purificação da hSod1 
recombinante. A primeira amostra (1) corresponde à Sod1 bovina purificada de eritrócitos (comercial) 
e as seguintes, a hSod1 de eritrócitos (2) e recombinantes nativa e mutante G93A (3 e 4, 
respectivamente). MW: marcador de peso molecular. 

Para clareza das discussões adiantes, vale ressaltar que a hSod1 desnaturada e reduzida 

possui mobilidade eletroforética de 21 kDa embora sua subunidade tenha massa de 16 kDa 

(Figura 5). 

 

Figura 5. Análise da hSod1 nativa por espectrometria de massa (UPLC/Q-Tof-MS) após tratamento 
da proteína em tampão 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 contendo 6 M cloreto de guanidina (Gua-HCl), 10 
mM DTPA, 30 mM DTT por 4 horas a 37°C para remoção dos íons de cobre e zinco e redução da 
ligação dissulfeto, seguido da adição de 150 mM iodoacetato de sódio e incubação por 3 horas a 37°C 
ao abrigo da luz para alquilação dos resíduos de cisteína.  
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4.2 Conteúdo de metais, atividade superóxido dismutase e atividade peroxidásica 

dependente de bicarbonato da hSod1 recombinante 

A análise do conteúdo de metais da hSod1 recombinante demonstrou que tanto a 

proteína nativa quanto a mutante G93A incorporaram íons de zinco e cobre na proporção de 

1:1. Ainda, o conteúdo de metais das proteínas recombinantes ficou próximo do obtido para a 

Sod1 de eritrócitos humanos e para a Sod1 de eritrócitos bovinos (Tabela 1). 

Tabela 1. Conteúdo de metais e atividade específica da Sod1 

Enzima Cobre e zinco por monômero Atividade específica 
(un/mg de proteína)a 

Sod1 bovina eritrócitos 0,89 ± 0,05 e 0,86 ± 0,05 (5,0 ± 1,6) x 103 

Sod1 humana eritrócitos 0,77 ± 0,03 e 0,78 ± 0,03 (3,9 ± 0,6) x 103 

Sod1 humana recombinante 0,65 ± 0,02 e 0,69 ± 0,06 (4,2 ± 1,0) x 103 

Sod1 humana recombinante 
(mutante G93A) 

0,83 ± 0,05 e 0,78 ± 0,05 (3,9 ± 0,3) x 103 

 a mg de proteína normalizada pelo conteúdo de cobre. 

A atividade superóxido dismutase das enzimas recombinantes expressa como atividade 

específica (isto é, por mg de proteína contendo cobre) apresentou-se similar às atividades das 

enzimas de eritrócitos humanos e bovinos demonstrando a qualidade e pureza das preparações 

(Tabela 1). Além disso, a banda de absorção da proteína na região do visível com máximo em 

680 nm confirmou a coordenação apropriada do zinco e do cobre no sítio ativo da enzima 

(Figura 6). 

  

Figura 6. Banda de absorção da hSod1 nativa recombinante na região do visível. Inserto: banda de 
absorção do resíduo de triptofano na região do ultravioleta. 
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A atividade peroxidásica dependente de bicarbonato da Sod1 foi implicada no ganho de 

função tóxica das mutantes da hSod1 em ELA (Wiedau-Pazos et al., 1996). Embora alguns 

estudos in vitro utilizando enzimas recombinantes purificadas de diferentes sistemas de 

expressão tenham gerado resultados conflitantes (Wiedau-Pazos et al., 1996; Yim et al., 1996; 

Singh et al., 1998), estudos in vivo demonstraram que algumas mutantes da hSod1 possuem 

atividade peroxidásica maior que a hSod1 nativa (Roe et al., 2002). A comparação da 

atividade peroxidásica da hSod1 nativa e mutante G93A obtidas neste estudo não revelou 

nenhuma diferença significativa e levou à conclusão de que a mutação per se não afeta a 

atividade peroxidásica dependente de bicarbonato (Figura 7).  

 

Figura 7. Oxidação da DHR pela atividade peroxidásica da hSod1 na presença de bicarbonato. As 
linhas cheias correspondem à oxidação da DHR pela hSod1 nativa enquanto que as linhas pontilhadas 
pela mutante G93A. As incubações foram feitas em tampão 10 mM pirofosfato de sódio, pH 7,4 
contendo 10 mM de bicarbonato de sódio, 100 µM de DTPA, 1 µM de hSod1, 100 µM de DHR e 
diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio conforme indicado, a 37°C. 

Não obstante, a mutação poderia afetar o processamento pós-traducional da hSod1 e 

levar ao acúmulo de espécies mal enoveladas in vivo que possuíssem atividade peroxidásica 

exacerbada (Furukawa & O’Halloran, 2006; Goto et al., 2000; Liu et al., 2000), mas estas 

possibilidades ainda necessitam ser demonstradas.  

Ainda, de suma importância para a compreensão do papel da atividade peroxidásica 

dependente de bicarbonato da hSod1 em ELA foi a descoberta da produção do radical 

carbonato no “turnover” da enzima (Zhang et al., 2000). Todavia, o mecanismo de produção 
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do radical carbonato pela hSod1, bem como os intermediários reativos envolvidos, permanece 

em debate na literatura e foi investigado neste trabalho (Medinas et al., 2007).  

 

4.3 Mecanismo de produção do radical carbonato pela atividade peroxidásica da 

hSod1 

A Sod1 consome peróxido de hidrogênio através de um ciclo catalítico que 

eventualmente leva à inativação da enzima. Contudo, substratos aniônicos pequenos que 

entrem com facilidade no sítio ativo protegem a Sod1 da inativação (Hodgson & Fridovich, 

1975). Assim, Hodgson e Fridovich propuseram o seguinte ciclo peroxidásico para explicar as 

oxidações promovidas pela Sod1 (Equações 4-7). 

SodCu(II) + H2O2         SodCu(I) + O2 + 2 H     (Eq.4)

SodCu(I) + H2O2         SodCu(II)(OH  ) + OH     (Eq.5)

SodCu(II)(OH  ) + SodHis         SodCu(II) + SodHis  + OH     (Eq.6)

SodCu(II)(OH  ) + X           SodCu(II) + X + OH     (Eq.7)   

O intermediário oxidante formado na segunda etapa do ciclo, SodCu(II)(OH•), 

corresponde ao radical hidroxila formalmente ligado ao íon de cobre do sítio ativo e fora 

responsabilizado pela oxidação dos resíduos de histidina adjacentes levando à inativação da 

enzima e pela oxidação de substratos que têm acesso ao sítio ativo. 

Na década de 1990, o interesse na atividade peroxidásica da hSod1 por suas potenciais 

implicações para ELA levou à descoberta do efeito do tampão bicarbonato nas oxidações 

promovidas pela enzima (Sankarapandi & Zweier, 1999). Sankarapandi e Zweier observaram 

que as oxidações catalisadas pela Sod1 são muito mais eficientes em tampão bicarbonato que 

em outros tampões no pH fisiológico e propuseram que o ânion bicarbonato facilita a reação 
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entre o peróxido de hidrogênio e a enzima reduzida, isto é, favorece a etapa representada pela 

Equação 5. 

Concomitantemente, o trabalho de nosso laboratório em colaboração com o grupo 

uruguaio de Rafael Radi demonstrou que o efeito do tampão bicarbonato em oxidações pelo 

peroxinitrito ocorre pela formação do radical carbonato (Equação 8) (Bonini et al., 1999). 

ONOO  + CO2          0.35 NO2 + 0.35 CO3 + 0.65 NO3  + 0.65 CO2   (Eq. 8)  

Subsequentemente, Zhang et al. relataram que o tampão bicarbonato estimula oxidações 

pela Sod1 através da produção do radical carbonato e incluíram a Equação 9 no ciclo 

peroxidásico de Hodgson e Fridovich (Zhang et al., 2000). Segundo esta proposta, o poder 

oxidante da atividade peroxidásica é exportado do sítio ativo da enzima para o meio através 

da oxidação do ânion bicarbonato ao ânion radical carbonato difusível pelo intermediário 

SodCu(II)(OH•), tornando a atividade peroxidásica da Sod1 mais eficiente. De fato, o radical 

carbonato produzido no sítio ativo da enzima pode se difundir para o meio aquoso e oxidar 

alvos que não tenham acesso ao cobre catalítico, como proteínas (Bonini et al., 2004). 

SodCu(II)(OH  ) + HCO3           SodCu(II) + CO3 + H2O    (Eq.9)  

Contrariamente, Elam et al. propuseram um mecanismo alternativo envolvendo o ânion 

peroxomonocarbonato para explicar o efeito do bicarbonato nas oxidações mediadas pela 

Sod1 (Equações 10 e 11) (Elam et al., 2003). Já, Liochev e Fridovich forneceram evidências 

fortes para a participação do dióxido de carbono (CO2) no mecanismo peroxidativo da Sod1 e, 

analogamente a Zhang et al., sugeriram sua oxidação a radical carbonato pelo intermediário 

SodCu(II)(OH•) (Equações 12 e 13) (Liochev & Fridovich, 2004).  

SodCu(I)(HCO3) + H2O2         SodCu(I)(HCO4) + H2O   (Eq.10)

SodCu(I)(HCO4)         SodCu(II)(CO3  ) + OH     (Eq.11)  
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SodCu(II)(OH  ) + CO2         SodCu(II) + CO2  + OH     (Eq.12)

CO2  + OH            CO3   + H     (Eq.13)  

Claramente, o grande número de trabalhos dedicados a esta discussão, assim como a 

diversidade de propostas para compreender a atividade peroxidásica da Sod1, reflete a 

complexidade das oxidações mediadas pelo tampão bicarbonato. 

 

4.4 Consumo de peróxido de hidrogênio e oxidação de nitrito, formato e 

bicarbonato/dióxido de carbono pela hSod1 

A atividade peroxidásica da Sod1 é favorecida com o aumento do pH porque o peróxido 

de hidrogênio desprotonado (pKa = 11,4) constitui o substrato efetivo da enzima (Fuchs & 

Borders, 1983; Cabelli et al., 1989). Ainda, nitrito e formato são substratos para a atividade 

peroxidásica da Sod1 (Equação 7) e protegem a enzima contra a inativação (Jewett et al., 

2000; Hodgson & Fridovich, 1975). Desta forma, iniciamos os estudos mecanísticos pela 

comparação sistemática do efeito de nitrito, formato e bicarbonato (em equilíbrio com dióxido 

de carbono, pKa = 6,4 e carbonato, pKa = 10,3) sobre a atividade peroxidásica da hSod1 

numa ampla faixa de pH que se estendeu de 6,4 a 10,4. Digno de nota, a atividade superóxido 

dismutase da enzima não sofre alteração na faixa de pH empregada (Ellerby et al., 1996) e os 

ensaios enzimáticos foram feitos em tampão pirofosfato devido a sua ampla capacidade 

tamponante.  

Os resultados de consumo de peróxido de hidrogênio demonstraram que bicarbonato 

atua de forma bem distinta de nitrito e formato no “turnover” da atividade peroxidásica da 

hSod1. Em pH 7,4, bicarbonato (em equilíbrio com dióxido de carbono) acelerou o consumo 

de peróxido de hidrogênio cerca de seis vezes, enquanto nitrito e formato não exerceram 

qualquer influência (Figura 8A). Entretanto, nitrito e formato aumentaram o consumo de 

peróxido de hidrogênio em pH 10,4, ao passo que bicarbonato (em equilíbrio com carbonato) 
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não produziu nenhum aumento (Figura 8B). Em todas as condições experimentais as curvas 

de consumo de peróxido de hidrogênio atingiram um platô devido à inativação da enzima. 

Conforme esperado, o consumo de peróxido de hidrogênio e a inativação da enzima 

ocorreram de forma mais acentuada em pH 10,4 do que em pH 7,4. Já, o efeito distinto de 

nitrito e formato em relação ao do bicarbonato no consumo de peróxido de hidrogênio pela 

hSod1 indicaram que o ciclo peroxidativo da enzima em tampão bicarbonato pode ocorrer por 

um mecanismo distinto do proposto por Hodgson e Fridovich (Equações 4-7, 9, 12 e 13). 

 

Figura 8. Consumo de peróxido de hidrogênio pela hSod1 na ausência e presença de nitrito, formato 
ou bicarbonato no pH 7,4 (A) e 10,4 (B). A curva preta corresponde ao consumo de peróxido de 
hidrogênio apenas pela hSod1, enquanto que as curvas coloridas indicam o consumo na presença de 
nitrito (azul), formato (verde) e bicarbonato (vermelha). As incubações foram feitas em tampão 10 
mM pirofosfato, pH 7,4 ou 10,4, contendo 100 µM DTPA, 15 µM hSod1, 1 mM peróxido de 
hidrogênio e 10 mM nitrito, formato ou bicarbonato, quando presentes, a 37°C. Os insertos mostram a 
velocidade inicial de consumo de peróxido de hidrogênio calculada para cada curva experimental.   

Para explorar em maior detalhe a ocorrência de mecanismos distintos da atividade 

peroxidásica da Sod1, foi investigada a oxidação do bicarbonato (em equilíbrio com dióxido 

de carbono e carbonato), do nitrito e do formato na faixa de pH que se estendeu de 6,4 a 10,4. 

Em virtude da sensibilidade das metodologias empregadas para monitorar a oxidação destas 
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espécies, foram empregadas concentrações menores da enzima (cinco a quinze vezes 

menores).  

Bicarbonato e nitrito são oxidados a radical carbonato e dióxido de nitrogênio pela 

atividade peroxidásica da Sod1 e os fluxos destes radicais podem ser mensurados pela 

oxidação de dihidrorodamina (DHR) a rodamina (ε500nm = 78800 M-1cm-1) (Zhang et al.2000; 

Bonini et al., 2004; Wrona et al., 2005). De acordo com o consumo de peróxido de 

hidrogênio, o bicarbonato promoveu um aumento da oxidação da DHR em pH 6,4 (18 vezes), 

7,4 (9 vezes) e 8,4 (4,2 vezes), mas não em pH 10,4. Por outro lado, o efeito do nitrito foi 

discreto em pH 6,4 (não detectável), pH 7,4 (1,3 vezes) e pH 8,4 (1,8 vezes), mas pronunciado 

em pH 10,4 (3,5 vezes) (Figura 9). 

 

Figura 9. Oxidação da DHR pela hSod1 na ausência e presença de nitrito ou bicarbonato no pH 7,4 
(A) e 10,4 (B). A curva preta corresponde à oxidação de DHR apenas pela hSod1/peróxido de 
hidrogênio, enquanto que as curvas coloridas indicam a oxidação na presença de nitrito (azul) e 
bicarbonato (vermelha). As incubações foram feitas em tampão 10 mM pirofosfato, pH 7,4 ou 10,4, 
contendo 100 µM DTPA, 100 µM DHR, 1 µM hSod1, 1 mM peróxido de hidrogênio e 10 mM nitrito 
ou bicarbonato, quando presentes, a 37°C. 

A oxidação do formato produz o ânion radical dióxido de carbono que pode ser 

monitorado e distinguido do ânion radical carbonato pelo método de captação de spin com 
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DMPO. O DMPO reage com o ânion radical dióxido de carbono (k = 7,5 x 108 M-1 s-1) 

(Faraggi et al., 1984) e com o ânion radical carbonato (k = 1,5 x 106 M-1 s-1) (Alvarez et al., 

2007) para produzir os adutos radicais DMPO/•CO2
- (aN = 15.8 G; aH = 19.1 G) e DMPO/•OH 

(aN = 14.9 G; aH = 14.9 G), que foram detectados e quantificados por EPR.  

Na ausência de bicarbonato e formato houve a formação de quantidades irrisórias de 

DMPO/•OH devido à oxidação direta do captador de spin pela enzima. Da mesma forma, 

observou-se a oxidação basal de DHR na ausência de bicarbonato e nitrito (Figuras 9 e 10). 

Na presença de bicarbonato, houve considerável produção de DMPO/•OH, ou seja, de radical 

carbonato, nos pH 6,4, 7,4, e 8,4, mas não em 10,4. Em contrapartida, na presença de formato 

houve significativa produção de DMPO/•CO2
- apenas no pH 10,4 (Figuras 10 e 11). 

 

Figura 10. Espectros de EPR representativos dos adutos radicais produzidos durante a atividade 
peroxidásica da hSod1 na ausência ou presença de bicarbonato, formato ou ambos no pH 8,4 (A) e 
10,4 (B). Cada espectro foi obtido após 20 min de incubação. Em dois deles, os sinais correspondentes 
aos espectros dos adutos radicais DMPO/•OH ( ) e DMPO/•CO2

- ( ) foram marcados para facilitar a 
comparação. As incubações foram feitas em tampão 10 mM pirofosfato, pH 8,4 ou 10,4, contendo 100 
µM DTPA, 100 mM DMPO, 3 µM hSod1, 1 mM peróxido de hidrogênio e 10 mM bicarbonato e/ou 
formato, quando presentes, a 25°C. Os parâmetros do instrumento foram: potência, 20 mW; amplitude 
de modulação, 1,0 G; constante de tempo, 163,84 ms; velocidade de varredura, 0,6 G/s; e ganho, 2,0 x 
104. 
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Figura 11. Cinética de produção dos adutos radicais DMPO/•OH ( ) e DMPO/•CO2
- ( ) durante a 

atividade peroxidásica da hSod1 na presença de bicarbonato ou formato, respectivamente, no pH 8,4 
(A) e 10,4 (B). As condições de incubação e os parâmetros do instrumento são os mesmos descritos na 
Figura 10. 

Estes resultados, em conjunto com os de consumo de peróxido de hidrogênio e oxidação 

da DHR, confirmaram a proposta de Liochev e Fridovich de que o dióxido de carbono 

desempenha papel crucial no efeito do tampão bicarbonato sobre a atividade peroxidásica da 

Sod1 (Liochev & Fridovich, 2004). Além disso, também demonstraram que tanto nitrito 

quanto formato são de fato oxidados pela espécie SodCu(II)(OH•), aumentando o consumo de 

peróxido de hidrogênio e produzindo dióxido de nitrogênio e ânion radical dióxido de 

carbono, respectivamente. Digno de nota, o experimento de captação de spin na presença de 

bicarbonato e formato em pH 8,4, no qual a concentração de dióxido de carbono em equilíbrio 

com bicarbonato foi de 100 µM frente a 10 mM de formato, produziu quase exclusivamente o 

aduto radical DMPO/•OH, demonstrando que não existe competição entre dióxido de carbono 

e formato pelo oxidante SodCu(II)(OH•) (Figura 10).  
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Assim, a comparação sistemática das influências de bicarbonato, nitrito e formato no 

“turnover” da enzima em função do pH  indicou que o radical carbonato não é produzido pela 

oxidação do dióxido de carbono pelo intermediário SodCu(II)(OH•) conforme proposto por 

Liochev e Fridovich (Equações 12 e 13) (Liochev & Fridovich, 2004).  

Ao invés disso, o peroxomonocarbonato em equilíbrio com o peróxido de hidrogênio 

em tampão bicarbonato poderia ser o precursor do radical carbonato produzido durante a 

atividade peroxidásica da Sod1 (Equações 14 e 15). 

HCO3  + H2O2         HCO4 + H2O    (K = 0,31 M-1)    (Eq.14)

CO2 + H2O          HCO4     (Eq.15)  

De fato, esta hipótese foi levantada por Elam et al. (Equações 10 e 11) mas foi 

severamente refutada (ou ignorada) em artigos posteriores sobre a atividade peroxidásica da 

Sod1 (Medinas et al., 2007). No nosso entendimento, isto decorreu da falta de evidências 

claras em favor do papel do peroxomonocarbonato no trabalho de Elam et al. bem como da 

limitada compreensão sobre a formação e reatividade desta espécie. Por exemplo, a Equação 

14 apenas reflete o equilíbrio entre peroxomonocarbonato e peróxido de hidrogênio em 

tampão bicarbonato, ao passo que a reação responsável pelo estabelecimento deste equilíbrio 

deve ocorrer entre o dióxido de carbono e o peróxido de hidrogênio desprotonado (Equação 

15), isto é, as duas espécies efetivamente envolvidas na atividade peroxidásica da Sod1. Desta 

forma, investigamos a participação do peroxomonocarbonato no mecanismo de produção do 

radical carbonato pela Sod1. 

 

4.5 Interação do peroxomonocarbonato com a Sod1 

Conforme descrito anteriormente, o peroxomonocarbonato existe em equilíbrio com o 

peróxido de hidrogênio em tampão bicarbonato (Equação 14). Assim, procurou-se examinar 

possíveis interações moleculares do peroxomonocarbonato com a Sod1 que fornecessem 
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subsídios para a compreensão de seu envolvimento na produção do radical carbonato pela 

enzima.  

Para tal, foi utilizada a técnica de ressonância magnética nuclear de carbono-13 (13C 

RMN) que permitiu a detecção e quantificação do peroxomonocarbonato e bicarbonato em 

equilíbrio no pH 7,4. Além disso, o estudo foi efetuado com as proteínas humana e bovina nas 

quais o íon de cobre foi substituído por zinco. A forma Zn,ZnSod1 conserva a geometria do 

sítio ativo mas não possui atividade enzimática porque o íon de zinco não catalisa reações de 

oxirredução. Assim, foi possível evitar o consumo de peróxido de hidrogênio e 

peroxomonocarbonato bem como a destruição da proteína por radicais livres. O procedimento 

envolveu a incubação de 13C-bicarbonato com altas concentrações de peróxido de hidrogênio 

para se atingir concentrações de peroxomonocarbonato próximas a da Sod1 (Trindade et al., 

2006). A análise da proteína por dicroísmo circular não mostrou mudanças significativas em 

sua estrutura secundária pela incubação com o peróxido de hidrogênio (Figura 12). Segundo a 

deconvolução dos espectros, a hZn,ZnSod1 é composta por 8% de α-hélice, 46% de folha-β e 

46% de alças, enquanto que a composição após o tratamento com o peróxido de hidrogênio 

foi de 8% de α-hélice, 45% de folha-β e 47% de alças.   

     

Figura 12. Espectros de dicroísmo circular da hZn,ZnSod1 incubada com 25 mM bicarbonato na 
ausência (linha cheia) e presença (linha pontilhada) de 600 mM peróxido de hidrogênio conforme 
descrito em Materiais de Métodos.  
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A comparação dos espectros de 13C RMN na ausência e presença da Zn,ZnSod1 revelou 

interações da proteína com bicarbonato e peroxomonocarbonato devido ao alargamento dos 

picos de ressonância destas espécies (Figura 13).  

 

Figura 13. Espectros de RMN de carbono-13 da incubação de 13C-bicarbonato com peróxido de 
hidrogênio na ausência e presença de hZn,ZnSod1. As incubações consistem de 25 mM 13C-
bicarbonato, 100 µM DTPA, 600 mM peróxido de hidrogênio na ausência (espectro de baixo) e 
presença (espectro de cima) de 500 µM de hZn,ZnSod1 no pH 7,4. O espectro de cima foi deslocado 
para a direita e o pico do peroxomonocarbonato de ambos os espectros ampliados para melhor 
visualização. Os espectros foram adquiridos 25 min após o início da incubação conforme descrito em 
Materiais e Métodos. 

Para melhor compreender o efeito da Zn,ZnSod1, as concentrações de bicarbonato e 

peroxomonocarbonato em equilíbrio foram determinadas e as constantes de equilíbrio para 

cada condição experimental calculadas (Trindade et al., 2006). Ainda, o alargamento dos 

picos de ressonância do bicarbonato e peroxomonocarbonato foram mensurados e expressos 

como a largura de banda a meia altura do pico. Estes dados foram organizados na Tabela 2 e 

mostraram um aumento de aproximadamente 30% no valor da constante de equilíbrio bem 

como um maior alargamento do pico do peroxomonocarbonato em comparação ao do 

bicarbonato tanto na presença da Sod1 humana quanto bovina. A adição do complexo zinco-

histidina (ZnHis2) não teve influência na largura do pico das espécies e nem na constante de 

equilíbrio, indicando que o peroxomonocarbonato e o bicarbonato interagem com resíduos da 

proteína. De fato, experimentos similares de 31P RMN demonstraram a ligação de fosfato ao 

resíduo conservado de arginina localizado no canal iônico do sítio ativo da enzima (Valentine 

e deFreitas, 1986; deFreitas et al., 1987). Este resíduo de arginina é essencial a atividade 
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superóxido dismutase e poderia assistir à formação do peroxomonocarbonato e a sua redução 

ao radical carbonato (Equação 11). 

Tabela 2. Efeito da Zn,ZnSod1 nos picos de 13C RMN do bicarbonato e peroxomonocarbonato e nos 
valores da constante de equilíbrio destas espéciesa  

Incubação Largura de banda a meia altura do pico (Hz) K (M-1)b 

 H13CO2
- H13CO3

- H13CO4
-  

H13CO3
--13CO2/H2O2 3,0 2,6 7,4 0,27 ± 0,02 

+ hZn,ZnSod1 3,0 3,2 9,5 0,35 ± 0,02 

+ bZn,ZnSod1 2,9 3,4 11,4 0,34 ± 0,02 

+ ZnHis2 3,0 2,4 7,6 0,28 ± 0,02 
a Os espectros de 13C RMN foram obtidos 25 min após o início da incubação entre 25 mM 13C-bicarbonato e 600 
mM peróxido de hidrogênio, contendo 100 µM DTPA e na ausência ou presença de 500 µM Zn,ZnSod1 ou 500 
µM ZnHis2, em pH 7,4 e 25°C. 
b As constantes de equilíbrio foram determinadas conforme descrito em Trindade et al., 2006.  

Para testar esta hipótese, foi feita a modelagem molecular do peroxomonocarbonato e 

do bicarbonato no sítio ativo da hSod1 a partir de dados cristalográficos disponíveis para as 

espécies aniônicas e também para a proteína. A modelagem mostrou que o grupo carboxilato 

do peroxomonocarbonato forma duas ligações de hidrogênio com a cadeia lateral do resíduo 

conservado de arginina (Arg143), ao passo que o bicarbonato estabelece apenas uma ligação de 

hidrogênio (Figura 14). 

 

Figura 14. Modelagem molecular do peroxomonocarbonato (A) e bicarbonato (B) no sítio ativo da 
hSod1. Detalhes da modelagem e representação gráfica estão descritos em Materiais e Métodos. Os 
elementos estão representados pelas seguintes cores: cobre, dourado; zinco, cinza; carbono, azul claro; 
oxigênio, vermelho; nitrogênio, azul; hidrogênio, branco. 
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Este resultado condiz com os de 13C RMN que evidenciaram maior interação entre 

peroxomonocarbonato e a Sod1 do que bicarbonato e a Sod1, haja vista a diferença de 

alargamento do pico de ressonância das duas espécies (Figura 13 e Tabela 2). Além disso, o 

pareamento entre o grupo guanidínio do resíduo de arginina com o grupo carboxilato do 

peroxomonocarbonato orientou o grupo peroxo frente ao íon de cobre catalítico, o que 

provavelmente deve facilitar a redução do peroxomonocarbonato ao radical carbonato 

difusível.    

 

4.6 Reação do peroxomonocarbonato com a hSod1 

Para demonstrar que o peroxomonocarbonato pode ser reduzido ao radical carbonato 

pela Sod1 foi empregada cinética de fluxo interrompido com mistura assimétrica para 

comparação da velocidade de produção do radical carbonato em diferentes concentrações 

iniciais de peroxomonocarbonato (0 e 300 µM). As condições experimentais empregadas (5 

mM peróxido de hidrogênio e pH 8,4) foram escolhidas para manter a enzima reduzida no 

estado estacionário.  

Na mistura de 25 volumes de hSod1/bicarbonato-dióxido de carbono/DHR com 1 

volume de peróxido de hidrogênio se obteve uma produção linear de radical carbonato sem 

nenhuma fase de indução (Figura 15, linha sólida inferior). Em contrapartida, a mistura de 25 

volumes de hSod1/DHR com 1 volume de peróxido de hidrogênio equilibrado com 

bicarbonato-dióxido de carbono ocasionou uma rápida produção inicial de radical carbonato 

que logo se igualou à produção da mistura controle (Figura 15, linha sólida superior). Esta 

rápida produção de radical carbonato se deveu às altas concentrações de 

peroxomonocarbonato na solução de peróxido de hidrogênio pré-equilibrado com 

bicarbonato-dióxido de carbono (~ 9 mM). Imediatamente após a mistura, a concentração 

esperada de peroxomonocarbonato na incubação foi de 300 µM, ou seja, bem maior do que a 
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concentração de 15 µM atingida após o estabelecimento do equilíbrio na incubação. De fato, 

logo que o peroxomonocarbonato voltou a sua concentração de equilíbrio as velocidades de 

produção de radical carbonato em ambas as incubações se tornaram iguais (Figura 15, linhas 

sólidas). Indubitavelmente, este resultado demonstrou que a Sod1 pode reduzir o 

peroxomonocarbonato ao radical carbonato difusível. 

 

Figura 15. Cinética de fluxo interrompido (linhas sólidas) e simulações (linha pontilhadas) da 
oxidação da DHR pela hSod1 na presença de bicarbonato pré-incubado com a enzima (linhas 
inferiores) ou com o peróxido de hidrogênio (linhas superiores). Neste caso, a mistura assimétrica 
permitiu uma alta concentração inicial de peroxomonocarbonato (~300 µM) conforme descrito em 
Materiais e Métodos. Os experimentos foram feitos a 25°C e as concentrações finais em ambas as 
misturas foram de 3 µM hSod1, 100 µM DTPA, 100 µM DHR, 10 mM bicarbonato e 5 mM peróxido 
de hidrogênio em tampão 10 mM pirofosfato, pH 8,4. Tanto a solução da enzima quanto a de peróxido 
de hidrogênio foram feitas em tampão 10 mM pirofosfato, pH 8,4 para evitar variação de pH devido à 
mistura. As simulações cinéticas mostradas em linhas pontilhadas vermelhas foram obtidas a partir das 
reações e constantes de velocidade experimentais da Tabela 3. As simulações cinéticas das linhas 
pontilhadas verdes são obtidas quando as constantes de velocidade k14 e k-14 são multiplicadas por um 
fator de 19.  

Assim, os dados de 13C RMN, de modelagem molecular e de cinética corroboram que o 

peroxomonocarbonato seja o precursor do radical carbonato na atividade peroxidásica da 

Sod1. Contudo, tantos os dados de 13C RMN quanto os de cinética indicaram que a enzima 

pode influenciar o equilíbrio do peroxomonocarbonato, sugerindo que a espécie precursora do 

radical carbonato possa ser formada no sítio ativo da enzima previamente a sua redução. 

Desta maneira, esta possibilidade foi avaliada por simulação cinética dos dados de fluxo 

interrompido. 
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4.7 Simulação cinética da atividade peroxidásica da hSod1 

Para realizar a simulação cinética dos dados do fluxo interrompido foi calculada uma 

constante de segunda ordem hipotética para a reação entre peroxomonocarbonato e 

Cu(I),ZnSod1. O cálculo desta constante foi baseado no período em que a enzima se 

encontrava em estado estacionário, pois as concentrações de peroxomonocarboanto e de 

enzima reduzida eram conhecidas (ver Materiais e Métodos). Assim, o valor de 2 x 103 M-1s-1 

em conjunto com outras constantes conhecidas na literatura foram empregados para simular 

os dados cinéticos da Figura 15 (Tabela 3).  

Tabela 3. Reações e constantes de velocidade empregadas na simulação da atividade peroxidásica da 
hSod1 na presença de bicarbonato em pH 8,4 e 25°Ca 

Reaçãob Constantes de 
velocidade 

Observações 

SodCu(II) + H2O2  SodCu(I) + O2
•- + 2 H+ (Eq.4) k4 = 500 M-1s-1            

k-4 = 2 x 109 M-1s-1 
Valor de k4 para 

pH 8,4c 

SodCu(II) + O2
•-  SodCu(I) + O2 (Eq.1) k1 = 2 x 109 M-1s-1  

HCO3
- + H2O2  HCO4

- (Eq.14) k14 = 3,1 x 10-3 M-1s-1  
k-14 = 9,9 x 10-3 s-1 

k14 e k-14 obtidos 
em pH 7,2d 

SodCu(I) + HCO4
-  SodCu(II) + CO3

•- + OH- (Eq.16) k16 = 2,0 x 103 M-1s-1 Este trabalhoe 
a Os dados experimentais (linhas cheias) e simulações (linhas pontilhadas) estão apresentados na Figura 15. 
b As reações estão numeradas conforme as equações que aparecem no texto. 
c Valor de k4 determinado em pH 7,4 por Liochev & Fridovich, 2002. 
d Valores determinados por Trindade et al., 2006. 
e O valor hipotético de k16 foi estimado dos dados da Figura 15 conforme descrito em Materiais e Métodos. 

Claramente, as reações e constantes utilizadas não simularam os dados experimentais 

(Figura 15, linhas pontilhadas vermelhas e linhas sólidas pretas). O esperado pela simulação 

seria um efeito muito mais proeminente da elevada concentração inicial de 

peroxomonocarbonato e também um período de indução pronunciado na mistura controle. De 

acordo com a influência da Sod1 no equilíbrio do peroxomonocarbonato, os resultados 

experimentais puderam ser simulados quando as constantes de formação (k14) e decaimento 

(k-14) do peroxomonocarbonato foram multiplicadas por um fator de 19 (Figura 15, linhas 

pontilhadas verdes).  
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Por conseguinte, a produção do radical carbonato durante a atividade peroxidásica da 

Sod1 não depende da difusão do peroxomonocarbonato do meio aquoso para o sítio ativo da 

enzima, mas sim da formação do peroxomonocarbonato assistida pela arginina do canal 

iônico previamente a sua redução. Desta forma, propusemos o seguinte esquema para o ciclo 

da atividade peroxidásica da Sod1 em tampão bicarbonato (Esquema 3). 

 

Esquema 3. Mecanismo de produção do radical carbonato pela atividade peroxidásica da Sod1 
envolvendo a redução do intermediário peroxomonocarbonato formado no sítio ativo da enzima. 

 

4.8 Análise das formas de hSod1 presentes nas medulas de ratos transgênicos modelo 

de ELA que superexpressam a proteína mutante G93A 

A superexpressão das mutantes da hSod1 relacionadas à ELA acarreta a degeneração de 

neurônios motores em roedores e constitui uma ferramenta importante para o estudo da 

patologia nos níveis celular e molecular (Howland et al., 2002). Além disso, apesar de estudos 

bioquímicos e biofisícos das mutantes da hSod1 terem contribuído muito para a identificar 

diferenças importantes entre a hSod1 nativa e as mutantes da ELA, nenhuma característica 

comum a todas as mutantes foi descrita para explicar o ganho de função tóxica da hSod1 em 

ELA (Shaw & Valentine, 2007). Ainda, a compreensão da toxicidade da hSod1 nos neurônios 

motores deve considerar sua distribuição intracelular, interações com outras proteínas e 

modificações pós-traducionais que levem à disfunção celular (Rothstein, 2009) e não apenas 
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aspectos moleculares per se. Desta maneira, o estudo das formas de hSod1 extraídas de 

tecidos afetados de modelos de ELA constitui uma abordagem mais promissora para a 

identificação das espécies tóxicas da proteína.  

De grande relevância para o estudo da ELA, Gruzman et al. descreveram uma espécie 

imunoreativa para o anticorpo contra a hSod1 em pacientes esporádicos e familiares da 

doença que migra como um dímero covalente da proteína apesar do tratamento da amostra 

com redutor de ligação dissulfeto (Gruzman et al., 2007). Ainda, Shaw e Valentine 

recapitularam a detecção por Western-blot de um suposto dímero covalente de hSod1 em 

humanos, roedores e células em cultura e enfatizaram que esta espécie pode ser uma 

característica comum das mutantes da hSod1 implicadas em ELA devido sua detecção em 

preparações de diferentes tipos de mutantes (Shaw & Valentine, 2007).  

No que tange à atividade peroxidásica da hSod1, Zhang et al. demonstraram in vitro que 

o radical carbonato difusível produzido no “turnover” da enzima pode atacar o resíduo de 

triptofano 32 (Trp32) culminando com a formação de um dímero covalente da proteína que 

resiste a redutores de ligação dissulfeto (Zhang et al., 2003). 

Em função do potencial papel tóxico da atividade peroxidásica da hSod1 em ELA 

(Wiedau-Pazos et al., 1996), investigou-se a relação entre o dímero covalente da hSod1 

observado in vitro e o suposto dímero covalente da hSod1 proveniente das medulas dos ratos 

transgênicos que superexpressam a mutante G93A da enzima.  

A primeira questão abordada diz respeito à migração destas espécies na eletroforese em 

gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes e redutoras. Digno de nota, alguns 

trabalhos sugerem a detecção de um dímero covalente de hSod1 in vivo mas reportam uma 

migração eletroforética de 32 kDa (Turner et al., 2003; Gruzman et al., 2007). Este seria o 

caso não fosse a migração eletroforética anormal da hSod1, cuja subunidade migra em 21 kDa 

nestas condições experimentais (Figura 4). De acordo, o dímero covalente da hSod1 
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produzido durante a sua atividade peroxidásica in vitro migra em 42 kDa. Ainda, a análise do 

extrato de proteínas das medulas dos ratos transgênicos que superexpressam a hSod1 na 

mesma corrida de eletroforese revelou que a migração do suposto dímero covalente deste 

modelo experimental de ELA corresponde à migração do dímero covalente obtido in vitro 

(Figura 16).  Desta maneira, parece plausível que o suposto dímero covalente encontrado in 

vivo equivalha ao dímero da hSod1 produzido a partir da oxidação do Trp32 da proteína. 

 

Figura 16. Análise por Western-blot para a hSod1 da eletroforese em gel de poliacrilamida 
desnaturante de extratos de proteínas das medulas dos ratos transgênicos modelo de ELA. As amostras 
1 a 3 correspondem a 10, 5 e 2 ng do dímero covalente da hSod1 formado in vitro. As amostra 4 a 6 
correspondem a 50, 25 e 10 µg de proteína total de medulas dos ratos com sintomas típicos de ELA. 
As condições de preparação dos extratos de proteínas das medulas estão descritas em Materiais e 
Métodos. 

Além disso, a quantificação da proteína por densitometria de banda indicou que o 

suposto dímero corresponde a aproximadamente 0,5–1% do total da hSod1 expressa nas 

medulas dos ratos transgênicos. Não obstante, a alta expressão de hSod1 necessária para 

desencadear a degeneração dos neurônios motores em roedores indica que a espécie 

neurotóxica da proteína seja mesmo pouco abundante, como o suposto dímero covalente. Para 

verificar se existe alguma correlação entre o suposto dímero da hSod1 e o desenvolvimento de 

ELA, comparou-se a expressão da hSod1 nos ratos transgênicos pré-sintomáticos e 

sintomáticos (Figura 17). 
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Figura 17. Análise por Western-blot para a hSod1 da eletroforese em gel de poliacrilamida 
desnaturante dos extratos totais de proteínas das medulas dos ratos modelo de ELA em função da 
manifestação de sintomas conforme indicado. As condições de preparação dos extratos de proteínas 
das medulas estão descritas em Materiais e Métodos.   

Surpreendentemente, esta análise mostrou a ocorrência de múltiplas espécies 

imunoreativas para o anticorpo da hSod1 na região de peso molecular associada ao dímero 

covalente, sendo que uma delas está correlacionada com o aparecimento dos sintomas. Sendo 

assim, foi feita a análise das amostras por eletroforese bidimensional para se constatar o 

número de diferentes formas de hSod1 provenientes das medulas dos ratos transgênicos que 

aparentemente migram como um dímero covalente da proteína (Figura 18).  

 



Resultados       67 
 

 

 

Figura 18. Análise por Western-blot para a hSod1 da eletroforese bidimensional dos extratos totais de 
proteínas das medulas dos ratos modelo de ELA em função da manifestação de sintomas conforme 
indicado. As espécies de hSod1 correlacionadas com o aparecimento de sintomas foram destacadas. 
As condições de preparação dos extratos de proteínas das medulas e procedimentos da eletroforese 
bidimensional estão descritos em Materiais e Métodos. PM: peso molecular. pI: ponto isoelétrico. 

Embora algumas das marcações do Western-blot sejam devido ao reconhecimento 

inespecífico do anticorpo contra a hSod1, a existência de inúmeras espécies possivelmente 
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relacionadas ao suposto dímero covalente da proteína é inquestionável. Vale salientar ainda 

que as espécies correlacionadas com a manifestação dos sintomas típicos de ELA possuem 

ponto isoelétrico (pI) ao redor de 5,0 e migram ligeiramente acima da banda de 40 kDa do 

padrão de peso molecular, assim como esperado para o dímero covalente oriundo da atividade 

peroxidásica da hSod1.  

Apesar de constituírem um bom indício, as coordenadas de ponto isoelétrico e peso 

molecular da proteína na eletroforese bidimensional são insuficientes para atestar a 

equivalência entre as espécies formadas in vitro e in vivo. Desta forma, procedeu-se com a 

caracterização do dímero covalente da hSod1 produzido in vitro por proteólise e 

espectrometria de massa para a obtenção de um marcador bioquímico desta espécie que 

servirá como ferramenta essencial no estudo das formas de hSod1 presentes in vivo. 

 

4.9 Obtenção e purificação do dímero covalente da hSod1 produzido durante a 

atividade peroxidásica da enzima 

O dímero covalente da hSod1 descrito por Zhang et al. (2003) foi obtido pela incubação 

da enzima com peróxido de hidrogênio em tampão bicarbonato e purificado por cromatografia 

de exclusão após um tratamento desnaturante, redutor e alquilante da proteína (Figura 19A). 

A análise por eletroforese em gel de poliacrilamida mostrou um alto rendimento da 

dimerização (~ 20-25% da proteína total) bem como a pureza das frações do dímero covalente 

e do monômero (Figura 19B). Além disso, a cromatografia de exclusão também evidenciou a 

formação de trímero e tetrâmero covalentes, embora numa quantidade muito menor (Figura 

19A). 
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Figura 19. Oligomerização covalente da hSod1 durante sua atividade peroxidásica na presença de 
bicarbonato. A incubação foi feita em tampão 200 mM bicarbonato de sódio (equilibrado com 50% 
CO2 e 50% ar), pH 7,4 contendo 100 µM de DTPA, 10 µM hSod1 e 1 mM peróxido de hidrogênio por 
2 horas a 25°C. Após a incubação oxidante, a proteína foi submetida a um tratamento desnaturante, 
redutor e alquilante descrito em Materiais e Métodos. A – A proteína desnaturada/reduzida/alquilada 
foi submetida à cromatografia de exclusão para purificação dos oligômeros covalentes. B – Análise 
por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante da hSod1 controle (1), hSod1 incubada com 
peróxido de hidrogênio (2), fração da cromatografia de exclusão correspondente ao monômero 
oxidado (3) e fração da cromatografia de exclusão correspondente ao dímero covalente da hSod1 (4). 
MW: marcador de peso molecular.  

Com base em experimentos de captação de spin e mutação sítio dirigida, Zhang et al. 

(2003) demonstraram que a dimerização covalente da hSod1 depende completamente da 

oxidação do único resíduo de triptofano da proteína, ou seja, do resíduo triptofano 32 (Trp32). 

Contudo, os resíduos efetivamente envolvidos na ligação covalente entre as subunidades, bem 

como a estrutura do aduto, não foram determinados. Para tal, procedeu-se a digestão por 

tripsina seguida pela análise comparativa dos peptídeos provenientes do monômero da  hSod1 

não tratada com peróxido de hidrogênio (controle ou monômero nativo), do monômero da 

hSod1 obtido na cromatografia de exclusão (monômero oxidado)  e do dímero covalente da 

hSod1 para identificação de peptídeos trípticos característicos da proteólise do dímero 

covalente, os quais poderão ser empregados como marcadores bioquímicos desta espécie. 

 

4.10 Análise dos peptídeos trípticos da hSod1 por HPLC/UV-vis e HPLC/ESI-MS 

A análise comparativa dos peptídeos trípticos do monômero nativo, monômero oxidado 

e dímero covalente da hSod1 por HPLC/UV-vis e HPLC/ESI-MS (Figura 20), combinada 
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com os dados da digestão tríptica da proteína in silico, identificou o peptídeo contendo o 

resíduo Trp32 (Figura 20A, pico 1, tempo retenção = 42,4 min e massa = 688,5 Da) no 

monômero nativo e peptídeos contendo os produtos de oxidação do resíduo de triptofano, 

quinurenina (Kyn) e N-formil-quinurenina (FMK), (Figura 20A, picos 2 e 3, tempo de 

retenção = 39,7 e 41,3 min e massa = 692,4 e 720,6 Da, respectivamente) no monômero 

oxidado.  

 

Figura 20. Análise comparativa dos peptídeos trípticos da hSod1 por HPLC/UV-vis e HPLC/ESI-MS. 
A – A hSod1 controle (monômero nativo) e as frações monômero oxidado e dímero covalente da 
hSod1 da cromatografia de exclusão foram digeridas com tripsina e submetidas à cromatografia de 
fase reversa. A análise por UV-vis e espectrometria de massa identificou os picos 1, 2 e 3, que 
correspondem ao peptídeo tríptico da hSod1 contendo o resíduo Trp32 e seus produtos de oxidação, 
quinurenina (Kyn) e N-formil-quinurenina (FMK), respectivamente. B – Espectros UV-vis e de massa 
do pico 4, que corresponde a um peptídeo tríptico obtido exclusivamente da proteólise do dímero 
covalente da hSod1. 

Contudo, a inspeção dos dados de HPLC/UV-vis e HPLC/ESI-MS para o dímero 

covalente da hSod1 não encontrou nenhum peptídeo contendo o resíduo Trp32 ou os 

respectivos produtos de oxidação. Este fato evidencia que ambos resíduos de triptofano 



Resultados       71 
 

estejam comprometidos na ligação covalente entre as subunidades da hSod1. O produto 

principal da digestão do dímero covalente (Figura 20B, pico 4, tempo de retenção = 57,2 min 

e massa = 2799,4 Da) possui um espectro de UV-vis característico, que se assemelha ao 

espectro de UV-vis do resíduo de triptofano (Figura 20B). Além disso, a análise por 

HPLC/ESI-MS detectou três estados de carga deste produto (m/z = 1400,1, 933,9 e 700,8), 

que devem refletir o peptídeo com duas, três e quatro cargas, respectivamente, e uma massa 

molecular média de 2799,4 Da (Figura 20B).  

Digno de nota, este peptídeo foi observado apenas na digestão do dímero covalente da 

hSod1. Também, a digestão in silico da hSod1 com tripsina, combinada com incrementos de 

massa referentes a modificações oxidativas conhecidas em resíduos de proteínas, não foram 

capazes de prever um peptídeo de massa 2799,4 Da, indicando que este peptídeo pode conter 

a ligação covalente entre subunidades. Desta forma, procederam-se os experimentos para 

confirmar a natureza dimérica deste peptídeo. 

 

4.11 Marcação do C-terminal dos peptídeos trípticos da hSod1 pela digestão da 

proteína em meio de água marcada com o isótopo de oxigênio-18 (H2
18O) 

As análises de espectrometria de massa seguintes foram feitas por Q-Tof-MS, que 

permitiu a determinação exata da massa monoisotópica do peptídeo correspondente ao pico 4 

da Figura 20B. O espectro de massa do peptídeo apresentou novamente três estados de carga, 

que puderam ser atribuídas sem ambiguidade com base na separação de picos no envelope 

isotópico2, ao peptídeo contendo três, quatro e cinco cargas (Figura 21A, m/z do primeiro pico 

de cada envelope igual a 933,49, 700,37 e 560,50, respectivamente), confirmando a conclusão 

dos dados anteriores. Assim, a massa monoisotópica do peptídeo é de 2797,5 Da, enquanto 

que sua massa média calculada previamente é de 2799,4 Da. Estes valores concordam bem 

                                                 
2 Envelope isotópico é o termo utilizado para designar o conjunto de picos do espectro de massa de um peptídeo 
provenientes da ocorrência natural de isótopos de carbono-13 na molécula.   
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com a diferença de aproximadamente 0,06% entre massa monoisotópica e massa média para 

peptídeos e proteínas. 

Em seguida, foram analisados os peptídeos trípticos obtidos da digestão do dímero 

covalente da hSod1 em H2O e H2
18O. A proteólise em H2

18O leva a incrementos de dois e/ou 

quatro Dalton na massa do peptídeo em virtude da incorporação de um e/ou dois átomos de 

18O durante a hidrólise (o primeiro átomo de 18O é incorporado na etapa de hidrólise da 

ligação peptídica e o segundo pode ser adicionado na troca de oxigênio com a água catalisada 

pela tripsina). Esta abordagem claramente distingue peptídeos lineares de peptídeos diméricos 

porque a marcação de dois C-terminais com átomos de 18O produz incrementos de quatro, seis 

e oito Dalton na massa do peptídeo dimérico.  

 

Figura 21. Análise por UPLC/Q-Tof-MS do peptídeo tríptico do dímero covalente da hSod1. A – O 
peptídeo tríptico do dímero covalente da hSod1 foi detectado em três estados de carga por UPLC/Q-
Tof-MS. As separações dos picos no envelope isotópico bem como a carga correspondente do 
peptídeo estão indicadas em cada espectro. B – O dímero covalente da hSod1 foi digerido com tripsina 
em H2O e H2

18O conforme descrito em Materiais e Métodos e analisado por UPLC/Q-Tof-MS. Os 
espectros mostram o peptídeo característico da digestão do dímero covalente da hSod1 contendo 
quatro cargas. O peptídeo obtido da digestão em H2O ou H2

18O está indicado em cada espectro 
enquanto que H2O/H2

18O se refere à mistura das amostras imediatamente antes da injeção no 
espectrômetro de massa. Os asteriscos indicam o envelope isotópico do peptídeo e seu correspondente 
contendo quatro átomos de 18O incorporados no C-terminal. 

A Figura 21B mostra os espectros de massa do peptídeo tríptico proveniente do dímero 

covalente da hSod1 (pico 4 da Figura 20B, contendo quatro cargas) obtido pela proteólise em 

H2O e H2
18O e também o espectro da mistura das amostras previamente à análise por 
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espectrometria de massa. Deve-se salientar que incrementos de massa de quatro, seis e oito 

Dalton se traduzem em incrementos de m/z de uma, uma e meia e duas unidades quando a 

carga do peptídeo for quatro. 

O envelope isotópico deste peptídeo consiste de cinco picos, começa em 700,37 e 

termina em 701,37 (Figura 21B). A digestão em H2
18O produziu três envelopes isotópicos que 

se sobrepõe (início em 701,37 e fim em 703,37) e correspondem à incorporação de dois, três e 

quatro átomos de 18O no peptídeo, demonstrando de maneira inequívoca sua natureza 

dimérica. Ainda, nenhum outro peptídeo do dímero covalente mostrou a incorporação de 

átomos de 18O consistente com dois C-terminais. 

 

4.12 Análise do peptídeo tríptico dimérico por Q-Tof-MS/MS para determinação de sua 

sequência 

O sequenciamento do peptídeo dimérico foi feito por análise de MS/MS e identificação 

da série de fragmentos tipo y. De maneira intrigante, o espectro de MS/MS do peptídeo 

dimérico contém a série y que pode ser atribuída ao peptídeo linear de sequência 

ESNGPVKVWGSIK (Figura 22 e Tabela 4). Este peptídeo possui massa 1399,75 Da e ocorre 

quando a tripsina perde o sítio de clivagem na Lys30, correspondendo aos resíduos 24 a 36 da 

hSod1. Além disso, a marcação do C-terminal do peptídeo dimérico mostrou que esta série y é 

derivada da quebra da ligação entre as cadeias polipeptídicas porque os fragmentos contêm 

apenas um C-terminal (inserto da Figura 22). Digno de nota, junto aos fragmentos y5 a y13 

desta série observou-se a existência de fragmentos correlatos contendo dois Dalton a menos 

nas respectivas massas. Vale ressaltar que o resíduo Trp32 é incorporado a partir do fragmento 

y5, indicando que a ligação entre cadeias pelos resíduos de triptofano sofre fragmentação e 

gera uma cadeia contendo o Trp32 aparentemente não modificado e outra cadeia contendo o 

Trp32 com dois átomos de hidrogênio a menos em sua estrutura (Tabela 4). De fato, a soma da 
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massa monoisotópica do fragmento y13 (m/z = 700,87, duas cargas) com a do seu correlato 

(m/z = 699,87, duas cargas) equivale à massa monoisotópica do peptídeo dimérico (i.e. 

1399,75 Da + 1397,75 Da = 2797,50 Da). Desta forma, o peptídeo tríptico dimérico consiste 

de duas cadeias ESNGPVKVWGSIK ligadas pelos resíduos de triptofano. 

 

Figura 22. Análise do peptídeo tríptico dimérico por UPLC/Q-Tof-MS/MS. O peptídeo dimérico 
obtido da digestão do dímero covalente da hSod1 com tripsina foi analisado por MS/MS para seu 
sequenciamento. O espectro de MS/MS contém os fragmentos y indicados, os quais também estão 
listados na Tabela 4. O inserto mostra o fragmento y13 do peptídeo dimérico obtido em H2O e H2

18O. 
As separações de picos no envelope isotópico e a carga dos fragmentos estão indicadas.   

A existência de alguns fragmentos do tipo y que contêm a ligação entre triptofanos 

intacta, conforme determinado pelo incremento de massa proveniente da incorporação de 

átomos de 18O, corrobora esta conclusão. Por exemplo, o íon de m/z = 861,47, contendo três 

cargas, possui massa monoisotópica de 2581,41 e corresponde ao fragmento y 

NGPVKVW(ESNGPVKVWGSIK)GSIK.   

Claramente, a perda de dois átomos de hidrogênio na estrutura dos resíduos de 

triptofano ligados covalentemente evidencia a formação de um ditriptofano na dimerização da 

hSod1 e a quebra da ligação covalente deste aduto na análise de MS/MS do peptídeo dimérico 
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indica que se trata de uma ligação entre carbono e nitrogênio. Ainda, a quebra da ligação entre 

carbono e nitrogênio do ditriptofano deve envolver um rearranjo no qual um átomo de 

hidrogênio é transferido entre os resíduos de triptofano ligados covalentemente resultando 

num fragmento de massa 1399,75 Da (ESNGPVKVWGSIK) e noutro de massa 1397,75 Da 

(ESNGPVKVW(-2H)GSIK).  

Tabela 4. Séries de fragmentos tipo y obtidas na análise de MS/MS do peptídeo tríptico diméricoa  

Fragmento y Sequência m/z Sequência m/z 

y1 K 147,2 K 147,2 
y2 IK 260,2 IK 260,2 
y3 SIK 347,2 SIK 347,2 
y4 GSIK 404,2 GSIK 404,2 
y5 WGSIK 590,3 W(-2H)GSIK 588,3 
y6 VWGSIK 689,3 VW(-2H)GSIK 687,3 
y7 KVWGSIK 817,4 KVW(-2H)GSIK 815,4 
y8 VKVWGSIK 916,5 VKVW(-2H)GSIK 914,5 
y9 PVKVWGSIK 1013,5 PVKVW(-2H)GSIK 1011,5 

y10 GPVKVWGSIK 1070,5 GPVKVW(-2H)GSIK 1068,5 
y11 NGPVKVWGSIK 1184,6 NGPVKVW(-2H)GSIK 1182,6 
y12 SNGPVKVWGSIK 1271,6 SNGPVKVW(-2H)GSIK 1269,6 
y13 ESNGPVKVWGSIK 1400,7 ESNGPVKVW(-2H)GSIK 1398,7 

a As duas séries de fragmentos tipo y determinam a mesma sequência, mas diferem a partir do fragmento y5 
(destacado em negrito) devido à perda de dois átomos de hidrogênio da estrutura de um dos resíduos de 
triptofano (Trp32). 

Com base na natureza carbono-nitrogênio da ligação covalente entre os resíduos de 

triptofano e no rearranjo que ocorre durante sua quebra na análise de MS/MS foi possível 

deduzir que a estrutura do ditriptofano formado na dimerização covalente da hSod1 possui 

uma ligação entre N1 (nitrogênio do anel indólico) de um resíduo de triptofano e C3 (posição 

3 do anel indólico) do outro, como mostrado na Figura 23. 

Por fim, o peptídeo ESNGPVKVW(ESNGPVKVWGSIK)GSIK sofre uma 

fragmentação característica na análise de MS/MS produzindo séries complementares de 

fragmentos tipo y e pode ser empregado como um marcador bioquímico para o estudo da 

dimerização  covalente da hSod1 no modelo de ELA.  
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Figura 23. Mecanismo de dimerização covalente da hSod1 pelo radical carbonato produzido na 
atividade peroxidásica da enzima. A – A dimerização envolve a recombinação dos radicais triptofanila 
provenientes do ataque do radical carbonato no resíduo Trp32. A recombinação radicalar descrita 
produz um aduto de ditriptofano envolvendo a ligação entre N1 de um resíduo e C3 de outro. Na 
análise de MS/MS ocorre a quebra desta ligação pelo rearranjo ilustrado, produzindo um resíduo de 
triptofano e seu correspondente com menos dois átomos de hidrogênio na estrutura. B – Superfície da 
hSod1 mostrando a exposição dos resíduos Arg143, envolvido da produção do radical carbonato, e 
Trp32, alvo de oxidação. 

 

4.13 Enriquecimento e análise por espectrometria de massa das proteínas de peso 

molecular na faixa de 40 a 60 kDa imunoreativas ao anticorpo contra a hSod1 

Apesar do peptídeo tríptico ESNGPVKVW(ESNGPVKVWGSIK)GSIK constituir um 

marcador bioquímico de grande especificidade, as espécies de hSod1 que migram como 

dímero da proteína são pouco abundantes e foram enriquecidas antes da digestão com tripsina 

e análise por espectrometria de massas. 

Como as referidas espécies migram como dímero da hSod1 nas condições desnaturantes 

e redutoras da eletroforese em gel de poliacrilamida, o extrato de proteínas da medula foi 

preparado em tampão contendo cloreto de guanidina (Gua-HCl), ditiotreitol (DTT) e o 
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quelante de metais DTPA e então as proteínas desnaturadas e reduzidas foram alquiladas pela 

adição de iodoacetato (ver Materiais e Métodos).  

A hSod1 desnaturada, reduzida e alquilada possui vários resíduos de histidina livres que 

antes constituíam o sítio ativo da enzima. Desta forma, a primeira etapa do enriquecimento da 

hSod1 foi feita por cromatografia de afinidade por níquel. A análise das frações 

cromatográficas por Western-blot mostrou que a hSod1 foi eluída da coluna de níquel como 

um único pico (Figura 24). 

 

Figura 24. O extrato de proteínas desnaturadas das medulas foi submetido à cromatografia de 
afinidade por níquel e as frações cromatográficas foram analisadas por Western-blot para a hSod1. A 
amostra 1 corresponde a 2 ng do dímero covalente da hSod1 obtido in vitro. As amostras 2 e 3 
correspondem a 5 µg do extrato total de proteínas das medulas antes e após passagem pela coluna de 
afinidade por níquel. As frações cromatográficas apresentadas definem o pico de eluição dos supostos 
dímeros covalentes da hSod1 presentes nas medulas. A seta indica a migração do dímero covalente da 
hSod1 obtido in vitro. 

Na segunda etapa, as frações da cromatografia de afinidade por níquel imunoreativas ao 

anticorpo contra a hSod1 foram submetidas à cromatografia de troca aniônica. Ao contrário 

da eluição anterior, a hSod1 eluída da coluna de troca aniônica constituiu vários picos 

cromatográficos (Figura 25). Este perfil evidenciou a existência de diferentes formas da 

hSod1 nas medulas dos ratos transgênicos, conforme já observado na eletroforese 

bidimensional apresentada na Figura 18.  

Mesmo que em detrimento do enriquecimento da hSod1 nesta etapa, todas as frações da 

cromatografia de troca aniônica foram misturadas, concentradas e submetidas à eletroforese 

bidimensional. O Western-blot da separação bidimensional revelou a existência de 

aproximadamente quinze espécies imunoreativas ao anticorpo contra a hSod1 na faixa de peso 

molecular de 40 a 60 kDa (Figura 26). Cada uma destas espécies (um a quinze, Figura 26) foi 
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digerida com tripsina separadamente e analisada por espectrometria de massa seguida da 

identificação da proteína pela busca no banco de dados de estrutura primária de proteínas de 

mamíferos.  

 

Figura 25. As frações da cromatografia de afinidade por níquel contendo a hSod1 foram submetidas à 
cromatografia de troca aniônica e as correspondentes frações cromatográficas analisadas por Western-
blot para a hSod1. As frações cromatográficas apresentadas definem vários picos de eluição de 
espécies candidatas a dímero covalente da hSod1 presentes nas medulas. A seta indica a migração do 
dímero covalente da hSod1 obtido in vitro. 

 

Figura 26. Análise por Western-blot da eletroforese bidimensional do extrato de proteínas das 
medulas enriquecido por cromatografia (afinidade por Ni e troca aniônica) em espécies de peso 
molecular 40 – 60 kDa imunoreativas ao anticorpo da hSod1. As espécies foram agrupadas em quinze 
conjuntos conforme indicado, submetidas à digestão com tripsina e análise por espectrometria de 
massa seguida da busca no banco de dados de estrutura primária de proteínas de mamíferos usando a 
plataforma MASCOT (ver Tabela 5). 

Todas as espécies analisadas foram identificadas como hSod1 (Tabela 5), atestando a 

validade da detecção por Western-blot. Todavia, o peptídeo tríptico 

ESNGPVKVW(ESNGPVKVWGSIK)GSIK não foi detectado em nenhuma das espécies 
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candidatas a dímero covalente da hSod1. As possíveis causas para a não observação do 

peptídeo dimérico seriam a presença de contaminantes que suprimam sua ionização, sua 

extração ineficiente da malha do gel de poliacrilamida devido ao seu alto peso molecular ou a 

hidrólise da ligação carbono-nitrogênio do ditriptofano em função da condição ácida da 

extração dos peptídeos.  

Tabela 5. Identificação de espécies de peso molecular entre 40 e 60 kDa da hSod1 obtidas na 
eletroforese bidimensional do extrato de proteínas das medulas dos ratos modelo de ELA através de 
digestão tríptica e  análise por espectrometria de massa 

Espécie 
(Western-blot)a 

% de Cobertura 
da Sequência 

Peptídeo Tríptico 
KVW32GSIKb 

Peptídeo Tríptico 
Diméricoc 

hSod1Dim 1 45% ND ND 

hSod1Dim 2 51%  - 

hSod1Dim 3 21% ND ND 

hSod1Dim 4 29%  - 

hSod1Dim 5 17% ND ND 

hSod1Dim 6 17% ND ND 

hSod1Dim 7 17% ND ND 

hSod1Dim 8 17% ND ND 

hSod1Dim 9 17% ND ND 

hSod1Dim 10 9% ND ND 

hSod1Dim 11 17% ND ND 

hSod1Dim 12 17% ND ND 

hSod1Dim 13 21% ND ND 

hSod1Dim 14 21% ND ND 

hSod1Dim 15 17% ND ND 
a As espécies de hSod1 separadas na eletroforese 2D e detectadas por Western-blot foram digeridas in gel com 
tripsina e os peptídeos analisados e sequenciados por UPLC/Q-Tof-MS/MS. Os dados de MS/MS foram 
utilizados na busca de proteínas no banco de dados de estrutura primária de proteínas de mamíferos utilizando o 
programa MASCOT. Todas as identificações foram estatisticamente significantes (p<0,01).  
b A detecção do peptídeo KVW32GSIK significa que o resíduo de triptofano 32 da hSod1 não encontra-se 
modificado na espécie analisada. 
c O peptídeo tríptico dimérico refere-se ao peptídeo (ESNGPVKVW32(ESNGPVKVW32GSIK)GSIK) utilizado 
como marcador bioquímico para o dímero covalente da hSod1 dependente da oxidação do resíduo W32. 
ND – Não detectado. 

De qualquer maneira, apenas duas das quinze formas de hSod1 identificadas por 

espectrometria de massa tiveram o resíduo Trp32 observado (Tabela 5). Nas outras treze, o 

resíduo de triptofano pode simplesmente não ter sido detectado ou de fato estar modificado. 
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Assim, a hipótese da formação do dímero covalente da hSod1 dependente da oxidação do 

Trp32 em ELA permanece em discussão. 
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5 Discussão 

 

5.1 Mecanismo de produção do radical carbonato pela atividade peroxidásica da Sod1 

O presente trabalhou investigou o mecanismo de produção do radical carbonato pela 

Sod1 para fundamentar as bases moleculares do efeito do tampão bicarbonato em oxidações 

catalisadas por metais de transição.  

Classicamente, a literatura relacionada a radicais livres e oxidantes recorre ao radical 

hidroxila produzido in situ pelo mecanismo de Fenton para explicar os efeitos deletérios 

associados ao peróxido de hidrogênio, embora a reação seja lenta (kFe(II)/H2O2 = 76 M-1s-1, 

(Halliwell & Gutteridge, 2007)). Desta forma, este paradigma norteou o mecanismo proposto 

para o ciclo peroxidativo da Sod1 bem como para explicar a produção do radical carbonato na 

presença de bicarbonato/dióxido de carbono (Hodgson & Fridovich, 1975; Zhang et al., 2000; 

Liochev & Fridovich, 2004).  

Não obstante, a comparação da oxidação de bicarbonato/dióxido de carbono, nitrito e 

formato pela atividade peroxidásica da Sod1 demonstrou que o intermediário oxidante 

SodCu(II)(OH•) não pode sustentar a produção de radical carbonato observada (Figuras 8 a 

11). De fato, a oxidação de nitrito e formato, espécies capazes de proteger a Sod1 contra a 

inativação pelo peróxido de hidrogênio, são favorecidas em relação à oxidação de 

bicarbonato/dióxido de carbono, haja vista as constantes de velocidade destas espécies com o 

próprio radical hidroxila (kNO2
-
/ OH• ~ 109 M-1s-1 (Logager & Sehested, 1993); kHCO2

-
/ OH• ~109 

M-1s-1 (Buxton et al., 1988); kHCO3
-
/ OH• ~ 106 M-1s-1 (Buxton & Elliot, 1986); kCO2/ OH•, reação 

desconhecida), e respondem de forma coerente em função do pH, validando a abordagem 

experimental. Além disso, o efeito do bicarbonato/dióxido de carbono frente ao do nitrito e 

formato no consumo de peróxido de hidrogênio pela Sod1 suporta a conclusão de que o ciclo 

peroxidativo da enzima na presença do par bicarbonato/dióxido de carbono não envolve a 
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produção do oxidante com caráter de radical hidroxila (SodCu(II)(OH•)) (Figura 8), 

suplantando o mecanismo de Fenton em favor de outros intermediários reativos.  

A demonstração de que o dióxido de carbono, mas não o bicarbonato, constitui a 

espécie ativa nas oxidações mediadas pela Sod1 reforçou a proposta de que o precursor do 

radical carbonato produzido pela enzima é o ânion peroxomonocarbonato (Medinas et al., 

2007). De fato, os experimentos de 13C RMN e modelagem molecular evidenciaram que o 

peroxomonocarbonato adota uma conformação no sítio ativo da hSod1 que favorece sua 

redução ao radical carbonato (Figuras 13 e 14). Ainda, os experimentos de cinética de fluxo 

interrompido e simulações cinéticas demonstraram que o radical carbonato é oriundo da 

redução do peroxomonocarbonato formado no sítio ativo da enzima conforme o Esquema 3. 

Além da contribuição cinética que a Sod1 efetua ao assistir a formação do 

peroxomonocarbonato orientado em direção ao cobre catalítico, a redução do 

peroxomonocarbonato em detrimento da redução do peróxido de hidrogênio pela enzima 

também possui cunho termodinâmico. Embora muito oxidante, o radical carbonato não é tão 

instável quanto o radical hidroxila proveniente da redução do peróxido de hidrogênio, e deve 

ser produzido preferencialmente em oxidações catalisadas por metais de transição (Ramirez et 

al., 2005). 

Em virtude da ubiquidade do tampão bicarbonato nos organismos, os efeitos deletérios 

de oxidantes outrora atribuídos ao radical hidroxila produzido pelo mecanismo de Fenton 

devem ser reavaliados, levando em consideração principalmente a compartimentalização das 

espécies e o pH local.    

Digno de nota, as mutantes da hSod1 relacionadas à ELA acumulam no espaço entre 

membranas da mitocôndria produzindo agregados da proteína (Ferri et al., 2006). Além disso, 

a hSod1 do espaço entre membranas da mitocôndria parece constituir uma reserva do sistema 

antioxidante e pode ser ativada por peróxido de hidrogênio, ou seja, em condições de estresse 
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oxidativo (Iñarrea et al., 2005). Assim, o espaço entre membranas da mitocôndria compõe um 

ambiente propício para a produção de radical carbonato pelas mutantes da hSod1 implicadas 

em ELA, pois trata-se de um compartimento continuamente exposto ao peróxido de 

hidrogênio em condições de pH que favorecem o dióxido de carbono em equilíbrio com o 

bicarbonato, fato que poderia contribuir para a disfunção mitocondrial típica de ELA 

(Rothstein, 2009).  

Dentre os possíveis mecanismos tóxicos do radical carbonato na degeneração dos 

neurônios motores, vale destacar seu potencial de causar a formação do dímero covalente da 

hSod1, espécie recorrente na literatura da doença e associada ao caráter neurotóxico das 

mutantes da proteína (Shaw & Valentine, 2007). Desta forma, o presente trabalho prosseguiu 

com a caracterização do dímero covalente da hSod1 produzido durante a atividade 

peroxidásica da enzima in vitro, para depois investigar esta espécie em modelo animal de 

ELA. 

 

5.2 Caracterização do dímero covalente da hSod1 produzido durante a atividade 

peroxidásica da enzima 

O radical carbonato produzido pela hSod1 pode se difundir do sítio ativo e oxidar alvos 

no meio externo. A oxidação do resíduo Trp32 na superfície da proteína pode acarretar a 

formação in vitro de dímero, trímero e tetrâmero covalentes da hSod1 resistentes a redutores 

de ligação dissulfeto análogos às espécies de alto peso molecular da hSod1 detectadas em 

modelos experimentais e pacientes de ELA (Zhang et al., 2003; Johnston et al., 2000; 

Gruzman et al., 2007). Haja vista a implicação da atividade peroxidásica da hSod1 no ganho 

de função tóxica de suas mutantes na doença, tornou-se imprescindível a investigação desta 

via oxidante na formação de agregados da proteína reportados in vivo.  
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A análise do dímero covalente da hSod1 e do extrato de proteínas das medulas dos ratos 

modelo de ELA na mesma eletroforese atestou a validade desta hipótese (Figura 16). 

Contudo, a marcação do Western-blot também revelou a existência de múltiplas espécies 

candidatas a dímero covalente da hSod1, sendo que algumas delas apresentaram correlação 

com a manifestação dos sintomas característicos da degeneração dos neurônios motores 

(Figuras 17 e 18). Em virtude desta complexidade, procedeu-se a caracterização do dímero 

covalente da hSod1 por espectrometria de massa para posterior estudo das espécies in vivo. 

A proteólise com tripsina produz um conjunto de peptídeos específicos que podem ser 

utilizados para a identificação de proteínas pela busca em bancos de dados de estrutura 

primária. Portanto, esta abordagem foi empregada para a identificação de um peptídeo tríptico 

característico do dímero covalente da hSod1 que poderá funcionar como um marcador 

bioquímico específico para esta espécie. 

A análise comparativa dos peptídeos trípticos obtidos da digestão do monômero nativo, 

monômero oxidado e dímero covalente da hSod1 por HPLC/UV-vis e HPLC/ESI-MS 

identificou um peptídeo tríptico característico de massa média 2799,4 Da (Figura 20). Já, a 

análise dos produtos de digestão em H2
18O confirmou inequivocamente a natureza dimérica 

do peptídeo em questão (Figura 21). Por fim, o sequenciamento do peptídeo do dímero 

covalente da hSod1 por MS/MS revelou a perda da clivagem pela tripsina em sítios adjacentes 

aos resíduos Trp32 nas duas cadeias polipeptídicas e a estrutura primária 

ESNGPVKVW(ESNGPVKVWGSIK)GSIK. Ainda, mostrou que o aduto entre cadeias 

laterais corresponde a um ditriptofano composto por dois resíduos Trp32 unidos através de 

uma ligação covalente entre o nitrogênio do anel indólico de um resíduo e o carbono da 

posição 3 do outro (Figuras 22 e 23, Tabela 4), estrutura consistente com a recombinação 

entre radicais triptofanila. De grande relevância, o ditriptofano aqui descrito não possui 

precedentes na literatura e contribuirá para compreensão de questões que envolvam a 
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oxidação de resíduos de triptofano. Além disso, esta estrutura de ditriptofano também é 

passível de oxidação e recombinação com o radical triptofanila, explicando a formação do 

trímero e tetrâmero covalentes da hSod1, embora a proteína contenha apenas um resíduo de 

triptofano. Vale salientar que a resistência do sítio da ligação entre cadeias à digestão por 

tripsina indica que este dímero covalente da hSod1 em ELA pode ser altamente tóxica aos 

neurônios motores devido ao seu acúmulo para formação de agregados de proteína. 

Em suma, o peptídeo tríptico ESNGPVKVW(ESNGPVKVWGSIK)GSIK constitui um 

marcador bioquímico específico para o dímero covalente da hSod1 e pode ser empregado na 

procura desta espécie in vivo. 

 

5.3 Enriquecimento e análise por espectrometria de massa das proteínas de peso 

molecular na faixa de 40 a 60 kDa imunoreativas ao anticorpo contra a hSod1 

A purificação por cromatografia seguida da eletroforese bidimensional resultou em 

quinze grupos de espécies imunoreativas ao anticorpo contra a hSod1 na faixa de peso 

molecular entre 40 e 60 kDa provenientes das medulas dos ratos modelo de ELA (Figura 26). 

Embora pareça que as espécies um e dois correspondam àquelas detectadas no estágio 

sintomático da doença (Figura 18), esta etapa da pesquisa teve por finalidade verificar a 

existência do dímero covalente da hSod1 no modelo de ELA e, portanto, foi feito o estudo das 

quinze espécies por digestão tríptica e análise por espectrometria de massa.  

Todas as espécies foram identificadas como hSod1 pela busca em banco de dados de 

estrutura primária de proteínas, confirmando a complexidade da formação de espécies de alto 

peso molecular da hSod1 em ELA. As espécies dois e quatro tiveram o resíduo Trp32 

detectado sem modificações e não podem corresponder ao dímero covalente da hSod1 em 

questão. Todavia, nas outras treze espécies o resíduo Trp32 nativo não foi identificado, assim 
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como não foi observado o peptídeo tríptico dimérico 

ESNGPVKVW(ESNGPVKVWGSIK)GSIK.  

Desta forma, a hipótese sobre a dimerização covalente da hSod1 em ELA via radical 

carbonato permanece em aberto apesar do esforço experimental conduzido neste trabalho. 

Conforme discutido anteriormente, diversas razões poderiam explicar a falha na detecção do 

peptídeo dimérico, tais como contaminantes em excesso, extração ineficiente do gel de 

poliacrilamida, hidrólise da ligação carbono-nitrogênio do ditriptofano durante a manipulação 

da amostra, entre outros. Assim, os trabalhos que darão sequência a esta tese deverão adequar 

os procedimentos experimentais utilizados em estudos de proteoma ao peptídeo dimérico em 

questão, bem como empregar metodologias alternativas, tal qual a produção de um anticorpo 

contra o ditriptofano descrito, para chegar a uma conclusão definitiva quanto à natureza destas 

espécies de hSod1 potencialmente neurotóxicas. 
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6 Conclusões 

 

O presente trabalho conclui que a mutação G93A per se não afeta as atividades 

dismutásica e peroxidásica da hSod1. Portanto, o eventual aumento da atividade peroxidásica 

desta mutante in vivo estaria relacionado a outros fatores como enovelamento alterado da 

enzima levando à coordenação aberrante do íon de cobre. Ainda, a demonstração que o 

peroxomonocarbonato constitui a espécie precursora do radical carbonato produzido pela 

hSod1 contribuiu para a compreensão do efeito do tampão bicarbonato na atividade 

peroxidásica da enzima, em que pese o paradigma do mecanismo de Fenton corrente na 

literatura de oxidantes em biologia e medicina. Por fim, a caracterização do dímero covalente 

da hSod1 levou à descoberta de uma nova estrutura de ditriptofano coerente com um 

mecanismo de dimerização envolvendo recombinação radicalar e que poderá servir como um 

biomarcador do radical carbonato, contribuindo para determinar seu papel na formação de 

agregados protéicos em patologias associadas ao estresse oxidativo, como a esclerose lateral 

amiotrófica (ELA). 
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