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RESUMO

Pereira, C.P.M. Estudo das atividades de reparo de DNA por excisdo de bases em
extratos mitocondriais de cérebros de individuos normais e acometidos pela
doenca de Alzheimer. 2014.115 p. Dissertacdo - Programa de PoOs-Graduacdo em
Ciéncias Biologicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo.

O envelhecimento da populacdo mundial no Gltimo século elevou significativamente o
namero de casos da doenca de Alzheimer (DA), bem como os custos para os sistemas
de saude publica. Apesar de avancos significativos no entendimento da fisiopatologia
da doenca, pouco se sabe a respeito dos mecanismos moleculares que desencadeiam
a perda de memoria e a morte neuronal. Resultados recentes sugerem que o acumulo
de bases oxidadas no DNA mitocondrial e alteragbes nas vias que removem essas
lesGes desempenham um papel importante na morte neuronal observada em DA. A
maioria das les6es em DNA induzidas oxidativamente sdo removidas pela via de reparo
por excisdo de bases (BER, do inglés Base Excision Repair). Resultados da literatura
mostraram gue a atividade da via BER esté reduzida no I6bulo parietal e no cerebelo de
pacientes com DA, quando comparadas com amostras de individuos com cognicao
normal da mesma faixa etéria. Entretanto, esse trabalho mediu a atividade de BER
apenas em extratos celulares totais. No presente estudo, foram medidas as atividades
de BER em extratos mitocondriais de cérebros de individuos com DA, uma vez que
lesbes no DNA mitocondrial acumulam mais significativamente nos pacientes. Para
testar a hipotese que alteracdes em BER mitocondrial estdo associadas ao
desenvolvimento da doenca, foram analisadas atividades de BER em mitocondrias em
duas regides cerebrais de individuos normais, individuos com DA e um grupo de
individuos que apresentam alteracdes neuropatoldgicas de DA (agregados proteicos),
porém que se mantiveram cognitivamente normais, nomeados DA assintomatico. A
atividade da enzima AP endonuclease apresentou-se elevada no cerebelo do grupo DA
assintomatico, enquanto que ndo apresentou variacdo no cortex temporal. Esses
resultados sugerem que a preservagdo de APE1 no grupo DA assintomatico pode

exercer um papel protetor as lesdes neuropatologicas, bem como indicar que as regides
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cerebrais apresentam suscetibilidade distinta aos danos. Ja a atividade de uracil DNA
glicosilase esta reduzida no cerebelo tanto em individuos com DA quanto com DA
assintomatico, quando comparados ao grupo controle, enquanto que, no cortex
temporal, a reducéo é verificada somente no grupo DA. Além disso, observou-se que a
atividade de UDG e o critério Braak apresentam uma correlacdo negativa. Os
resultados referentes a enzima UDG sugerem que a reducdo da sua atividade
compromete a viabilidade neuronal tornando as células mais propensas as lesbes da
DA. Assim, o comprometimento da via BER em mitocondriais de cérebros humanos
pode contribuir para os eventos moleculares que ocasionam a morte neuronal

associada ao desenvolvimento de DA.

Palavras-chave: Reparo por excisdo de bases, DNA mitocondrial, mitocéndria, doenca
de Alzheimer
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ABSTRACT

Pereira, C.P.M. BASE EXCISION REPAIR ACTIVITIES IN MITOCHONDRIA FROM
BRAINS FROM NORMAL AND ALZHEIMER’S DISEASE SUBJECTS. 2014. 115 p.
Masters Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo.

The number of Alzheimer’'s disease cases (AD) has increased steadly over the last
century, paralleling a sharp rise in mean life expectancy. Consequently, AD- associated
public health costs have also increased. Despite several important findings in AD
physiopathology, a clear understanding of the molecular events leading to memory loss
and neuronal death is still lacking. Recent results show that oxidized DNA lesions
accumulate in mitochondrial DNA in neurodegenerative diseases, including AD.
Moreover, alterations in DNA repair may also play a causative role in neuronal death.
Most oxidized lesions are repaired by the Base Excision Repair (BER) pathway. It has
been recently shown that BER activities are reduced in whole cell extracts from parietal
lobule and cerebellum from AD patients, when compared with age-matched controls. As
accumulation of oxidized bases is seen more prominently in mitochondrial DNA, here we
investigated whether changes in BER activities in mitochondria are associated with the
development of AD. Thus, we measured BER activities in mitochondria from two brain
regions from age-matched normal individuals, AD patients and a group of individuals
that show AD-like neuropathological alterations but remained cognitively normal, thus
called asymptomatic AD. AP endonuclease activity is elevated in asymptomatic AD
cerebellum, while not changed in temporal cortex. Theses results suggest that APE1
activity in asymptomatic AD may play a protective role against neuropatological lesions,
and indicate that brain regions show different susceptibility to damage. On the other
hand, uracil DNA glycosylase activity is reduced in cerebellum in both AD and
asymptomatic individuals, when compared to controls. In temporal cortex, this reduction
is observed only in AD group. In addition, UDG activity and Braak stage showed a
significant negative correlation. These results indicate that decreased UDG activity may
compromise neuronal viability, making the cells more prone to AD lesions. Thus,
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impairtment of BER in human brain mitochondria may contribute to the molecular events

that cause neuronal death during the development of this disease.

Keywords: Base Excision Repair, mitochondria, mitochondrial DNA, Alzheimer’s
disease
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1. Introducao




1.1. Doenca de Alzheimer (DA)

No Brasil, uma transicdo demogréfica, caracterizada pela diminuicdo da taxa
de crescimento populacional com reducdo do numero de criancas e adolescentes e
aumento da populacdo em idade ativa e de idosos, ocorreu de forma significativa apos
1960, sendo considerada uma das mais importantes mudancas estruturais verificadas
na sociedade brasileira (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2009).

O envelhecimento populacional ocorre de maneira acelerada, e segundo as
projecdes do IBGE (2009), o numero de idosos (acima de 60 anos) em 2030 ira superar
0 numero de criancas (menores de 15 anos de idade) em torno de 4 milhées. Em 2050,
essa diferenca passard para 35,8 milhdes, totalizando nesse ano 64,1 milhdes de
idosos. A alta proporcéo de idosos traz consequéncias diretas aos sistemas de saude
publica, como o aumento dos custos dos tratamentos médico-hospitalares decorrentes,
principalmente, do aumento da incidéncia e prevaléncia das doengas associadas a
idade, como por exemplo, a doenca de Alzheimer.

A doenca de Alzheimer (DA) € o principal tipo de deméncia que acomete
individuos idosos, acima de 60 anos. A prevaléncia de deméncia, que na faixa etaria
entre 65 e 69 anos é de aproximadamente 1 em 100 individuos, dobra em intervalos de
5 anos a partir dos 69 anos em paises desenvolvidos (Jorm et al., 1987; Hy e Keller,
2000). Estima-se que a prevaléncia de deméncia varie entre 20% e 50% para
individuos com idade superior a 85 anos (Evans et al., 1989). Entre 50% a 80% de
todas as deméncias associadas a idade decorrem da doenca de Alzheimer,
isoladamente ou em associacdo com outros quadros fisiopatoldégicos (Hendrie et al.,
1995; Graves et al., 1996).

O termo deméncia pode ser definido como declinio de memaria associado ao
comprometimento de pelo menos outra funcdo cognitiva (linguagem, gnosia, praxia ou
funcdes executivas), com intensidade suficiente para causar um impacto significativo
nas atividades socio-ocupacionais do individuo. Clinicamente, a deméncia do tipo
Alzheimer caracteriza-se por comprometimento da memoria recente seguida pelo

desenvolvimento de afasia, apraxia e agnosia. Alguns individuos podem apresentar
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mudancas na personalidade ou aumento da irritabilidade nos estagios iniciais. Nos
estagios tardios da doenca, podem desenvolver distirbios motores e, eventualmente,
tornarem-se mudos e acamados. A duracdo média do quadro clinico, do inicio dos
sintomas até a morte, € de 8 a 10 anos (American Psychiatric Association, 1994).

Do ponto de vista neuropatolégico, a DA caracteriza-se pela presenca de
placas neuriticas (PN) e emaranhados neurofibrilares (ENF) no parénquima cerebral, 0s
quais foram descritos em 1907, respectivamente por Fischer e Alzheimer. As placas
consistem em depdsitos extracelulares de agregados fibrilares ou amorfos do peptideo
B-amildide (BA), enquanto que os emaranhados neurofibrilares sédo agregados fibrilares
da proteina tau associada ao microtubulo (Mattson, 2004).

Por outro lado, Gellerstedt (1933) demonstrou que esses dois tipos de lesdes
podem ser encontrados na maioria dos idosos com cogni¢cdo normal, o que levou ao
questionamento se PN e ENF seriam realmente relacionados a doenga ou ao processo
de envelhecimento per se. Os estudos de Roth et al. (1966), demonstraram que a
deméncia estava associada a maiores concentracbes e padrbes especificos de
distribuicdes destes marcadores. No entanto, persistia a davida de qual o limite minimo
de lesé@o que poderia desencadear o surgimento da doenca, e qual o grau maximo de
lesdo que poderia ser tolerado sem prejuizos cognitivos. Com o propésito de determinar
este limiar neuropatoldgico entre a cognicdo normal e a doenca, foram criados o0s
critérios de diagnostico e estadiamento atualmente utilizados: estagios de Braak e
Braak (Braak e Braak, 1991); critérios do CERAD (Morris et al., 1988) e do NIA-RI
(National Institute on Aging and Reagan Institute).

ApOs a criacdo destes critérios, foram descritos individuos livres de
deméncia, porém que apresentavam lesbes cerebrais avancadas, sendo assim,
classificados como acometidos de DA em estagio pré-clinico ou assintomatico (Schmitt
et al., 2000). Estes individuos representam um desafio para a identificacdo de um limite
maximo de lesOes cerebrais toleradas por um individuo, sem a manifestacdo de

deméncia.
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Segundo Knopman et al. (2003), a maioria dos idosos livres de deméncia
apresentam algum tipo de indicador neuropatologico de DA em estagio leve. Apenas
cerca de 10% apresentam graus moderados ou avancados de placas neuriticas
corticais, e 13% demonstram estagios avancados de emaranhados neurofibrilares,
segundo a classificacdo de Braak e Braak (1991) (estagios de Braak e Braak = V). No
entanto, pesquisas mais recentes encontraram individuos acometidos pela DA
assintomatico em estagio avancado, em porcentagem superior aquela descrita por
Knopman et al. (2003). Bennett et al. (2006) avaliaram idosos livres de deméncia e
comprometimento cognitivo leve (CCL), um estagio pré-clinico descrito por Petersen et
al. (1999), e encontraram 36 - 46% de prevaléncia de individuos com lesBes cerebrais
de DA em estagio avancado. Os autores concluiram que ndo seria possivel determinar
um limiar maximo de lesbes neuropatologicas em individuos considerados
cognitivamente normais, propondo que os idosos com DA assintomatico estariam
protegidos contra o surgimento de deméncia, por algum mecanismo desconhecido que
permitiria tolerar a agressdo causada pelas lesGes cerebrais, sem desenvolver

sintomas.

1.2. Bases moleculares da DA

Os casos de DA podem ser classificados como esporadicos ou familiares,
dependendo da identificacdo de mutacdes especificas que sdo epidemiologicamente
associadas com a incidéncia de DA. A identificacdo dessas mutacdes e a
caracterizacdo funcional dos respectivos produtos proteicos tém contribuido
significativamente para a elucidagdo das vias moleculares relacionadas ao
desenvolvimento da doenca (Ryan e Rossor, 2010). Até o0 momento, diversas mutacdes
em loci distintos foram associadas ao desenvolvimento de DA familiar em varias
populacdes. Desses, 0s genes com mutacdes identificadas e melhor caracterizadas séo
0s que codificam a proteina precursora de [ amildéide (APP1), a proteina tau e

presenilina-1 (PS-1).
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A APP1 consiste em uma proteina transmembrana com um dominio
extracelular de 616 aminoacidos, um dominio transmembrana e um pequeno dominio
citoplasmatico carboxi-terminal. Evidéncias sugerem que as possiveis funcdes dessa
proteina sdo: regulacdo da sobrevivéncia neuronal, estimulacdo do crescimento de
neuritos, modulacdo da plasticidade sinaptica, regulacdo da adeséo celular e protecéo
contra insultos metabdlicos e oxidativos (Mattson, 1997). Esta proteina € substrato para
a clivagem por trés secretases distintas, a-, B- e y-secretases. A clivagem de APP1 pela
a-secretase € estimulada pela atividade elétrica neuronal e gera isoformas sollveis de
APP (sAPPa) que impedem a formagdo do peptideo beta amildéide, uma vez que a
clivagem ocorre no meio da sequéncia de aminodcidos que formam o peptideo.
Entretanto, quando APP1 é clivada pela B-secretase, ocorre liberacdo de um fragmento
C-terminal, que contém a sequéncia intacta do BA. Este fragmento é processado pela y-
secretase, resultando na formacdo do peptideo BA, contendo entre 39 a 43
aminoécidos (painel A da Figura 1) (Mattson, 1997).

A enzima y-secretase apresenta quatro diferentes subunidades: presenilina,
nicastrina, Aph-1 e Pen-2. O sitio ativo da y-secretase depende da atividade aspartil
protease conferida pelos residuos de aspartato da presenilina (PS). PS foi inicialmente
identificada como uma proteina geneticamente ligada a DA, visto que mutacdes nos
homélogos PS1 e PS2 estdo associadas ao tipo de DA familiar. As mutacbes
caracteristicas da DA familiar afetam a especificidade da clivagem da enzima,
aumentando a quantidade de BA e a formacao das placas (Steiner et al., 2008).

Além disso, estudos recentes apontam que a superexpressao das formas
mutantes de PS1 em culturas de células neuronais aumentam os niveis de calcio
citoplasmatico quando estimulados por agonistas, que induzem a liberagcdo de calcio do
reticulo endoplasmatico. Um dos efeitos da alteragcdo da homeostase intracelular de
calcio é a disfuncdo mitocondrial, o que contribui para a morte neuronal em DA
(Mattson, 2003).

Os emaranhados neurofibrilares séo caracterizados pela hiperfosforilagéo e

precipitacdo da proteina tau. Esse evento molecular também esta relacionado com
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mutacdes em PS1. Além de auxiliar na catalise da y-secretase, PS1 pode estimular a
via de PI3K/Akt (Fosfatidilinositol 3 — cinase / Akt cinase) que promove a sobrevivéncia
celular. A ativacdo dessa via fosforila a principal cinase da proteina tau, GSK-3
(glicogénio cinase sintase 3), inativando-a. Entretanto, quando PS1 apresenta mutacoes
caracteristicas da DA familiar, a via de PI3K/Akt fica comprometida, e ocorre um
aumento na atividade de GSK-3, que estimula a fosforilacdo da proteina tau,
promovendo a formacédo dos emaranhados (Baki et al., 2004).

Em células nervosas, tau é a principal proteina associada ao microtubulo e
tem como funcdo interagir com a tubulina, promovendo sua organizacdo nos
microtUbulos, bem como auxiliando na estabilizacdo da sua estrutura. Por ser uma
fosfoproteina, a atividade biolégica de tau é dependente do seu grau de fosforilacéo.
Quando hiperfosforilada, essa proteina sequestra as isoformas normais inibindo a sua
ligacdo com a tubulina, o que impede a manutencdo do microttbulo, que por sua vez,

prejudica a funcionalidade celular (painel B da Figura 1) (Igbal et al., 2009).
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Figura 1. Esquema da formacdo das duas principais modificacbes neuropatolégicas caracteristicas da
doenca de Alzheimer, placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares. A — Formacao do peptideo beta amiléide
por meio da clivagem da proteina precursora da beta amildide (APP1) pelas enzimas [3- e y- secretase. O acimulo do
peptideo na forma de fibrilas resulta na formagdo da placa neuritica. B — Em uma célula nervosa normal, a proteina
tau é constituinte do microtlbulo e desempenha a funcédo de estabiliza-lo, bem como de auxiliar no transporte de
nutrientes e de componentes celulares. Na doenca de Alzheimer, a proteina tau apresenta-se hiperfosforilada,
resultando no desprendimento da proteina tau do microtdbulo, desestabilizacdo do citoesqueleto e acumulo da
proteina tau, formando o emaranhado neurofibrilar. Adaptada de NIA (National Institute of Aging).

Entretanto, cerca de 90% dos casos confirmados de DA ndo apresentam
histérico familiar ou ndo possuem mutacdes identificadas nos pacientes (Moro et al.,
2010). Apesar de nao serem associados a mutacfes definidas, os casos esporadicos
apresentam algumas alteragcdes comuns, que sugerem a existéncia de mecanismos
moleculares  convergentes que levam ao desenvolvimento do quadro
anatomopatologico. Dentre essas, 0 acumulo de modificacfes oxidadas em DNA em
pacientes DA, quando comparados aos controles da mesma faixa etaria, pode ter
implicagbes significativas na indugdo de morte das células nervosas observada na

deméncia. Esse aumento nos niveis de bases oxidadas foi observado tanto em DNA
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extraido de cérebro quanto de liquido cefalorraquidiano, e também em DNA de
linfécitos, sugerindo um papel central para alteracdes no metabolismo redox no
desenvolvimento da doenca (Lovell e Markesbery, 2007). De fato, o préprio peptideo B-
amiloide possui propriedades pro-oxidantes e pode induzir oxidacdo do DNA em células

em cultura (Harris et al., 1995).

1.3. Modificagfes oxidadas no DNA em DA

Segundo o estudo de Mecocci et al. (1993), os niveis de bases oxidadas, em
especial 8-oxo-7,8-diidroguanina (8-oxoGua), aumentam progressivamente no
envelhecimento normal, tanto no DNA mitocondrial (DNAmt) quanto no DNA nuclear
(DNAN), sendo esse aumento mais significativo no DNAmt. Os resultados de um estudo
que quantificou seis diferentes bases oxidadas, tanto no DNAmt quanto no DNAn, em
individuos com DA e normais em diferentes regides cerebrais (lobo parietal, frontal,
temporal e cerebelo) mostraram um aumento significativo nas lesbes do DNA em
individuos com DA quando comparados com o grupo controle. Esse mesmo estudo
também encontrou que o0s niveis de bases oxidadas no DNAmMt eram aproximadamente
10 vezes superiores ao DNAn (Wang et al., 2005). Esses dados sugerem que a
neurodegeneracdo presente na doenca de Alzheimer estq associada ao acumulo de
dano oxidativo no DNA, principalmente no mitocondrial.

Lesbes oxidadas em DNA decorrem do atague de espécies reativas de
oxigénio (EROs), particularmente do radical hidroxila, que sdo formadas como produtos
da reducdo incompleta do oxigénio molecular por transferéncias monoeletronicas
(Halliwell e Aruoma, 1991). Essas espécies podem atacar tanto o aglcar quanto a base
do nucleotideo, gerando quebras de fita simples e bases oxidadas, respectivamente.
Mais de cem modificagBes oxidadas distintas ja foram identificadas em DNA exposto a
oxidantes, sendo que as predominantes in vivo sdo as quebras de fita simples e as
bases oxidadas 8-oxoGua e formamidopirimidinas (Fapys) (Cooke et al.,, 2003).
Algumas dessas lesdes, como quebras de fita simples, sitios abasicos e algumas bases

oxidadas, sao potentes bloqueadores de polimerases, tanto DNA quanto RNA
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polimerases, e desta forma, podem levar a morte celular por bloqueio da replicacao
celular e transcrigdo (Aller et.al, 2007). Por outro lado, varias bases oxidadas ndo séo
bloqueadores de DNA polimerases e, portanto, ndo inibem a sintese de DNA.
Entretanto, essas modificacbes podem parear erroneamente, o que resulta em um
evento mutagénico. Durante a replicagdo do DNA, a base oxidada 8-oxoGua pode
parear com adenina ao invés de seu par candnico citosina, 0 que resulta em uma
mutacéo de transversao de G:C - T:A (Shibutani et al., 1993).

Além dos efeitos diretos das lesdes oxidadas, produtos intermediarios das
vias de reparo podem acumular em condi¢des nas quais ha um desequilibrio entre as
etapas sequenciais responsaveis pela restauracdo da integridade do DNA. Esses
intermediarios, como sitios abasicos e quebras de fita simples, sdo potentes
bloqueadores de polimerases e podem desempenhar um papel relevante no efeito
biol6gico do acumulo de modificagBes oxidadas.

A localizacdo do DNAmt na face interna da membrana mitocondrial interna
torna-o um alvo celular preferencial ao ataque de EROs, uma vez que um dos principais
sitios de geracdo dessas espécies esta localizado na membrana mitocondrial interna. O
radical anion superéxido (O,7) é a principal ERO gerada pela cadeia de transporte de
elétrons, resultante da reducdo monoeletrénica do O,. A formacdo dessa espécie
ocorre, majoritariamente, nos complexos | e lll. Este radical € dismutado em peréxido
de hidrogénio (H20,), por meio da atividade das superéxidos dismutases: Mn-SOD e
Cu, Zn-SOD. O H,0; é significativamente mais estavel e pode ser removido por um
sistema antioxidante (glutationa peroxidase/redutase, peroxirredoxinas) localizado na
matriz mitocondrial. Caso o H,O, ndo seja metabolizado pelo sistema antioxidante, na
presenca de metais de transicdo como ferro e cobre, pode ocorrer a formacéo do
radical hidroxila (OH) por meio da reacao de Fenton (Kowaltowski et al., 2009). Esse
radical é altamente reativo, reagindo com qualquer biomolécula em um raio de 15 A do
sitio de formacéao. Logo, a proximidade do DNAmt com o sitio de formacédo de EROs

torna essa biomolécula um alvo preferencial da oxidagdo por EROs, com consequente
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formacao de quebras da fita, bem como a oxidacdo das bases (Figura 2)(Souza-Pinto et
al., 2008).

CuZnSOD
ESPACO INTERMEMBRANAS 0, O.— HO,
He

Tra

NAD’

NADP' TrxSH

Tioredoxina
redutase

TrxS
NADP* NADPH H,O Modificacdes:
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- GSH - Pos-traducionais
Isocitrato lutationa Glutationa - Tiois

Desidrogenase
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GSSG H,0
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Figura 2. Esquema da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) na matriz mitocondrial e da sua
remocgdo por meio de sistemas antioxidantes. O principal ERO formado na cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial € o radical &nion superoxido de oxigénio (O."). Este radical é gerado a partir da redugdo monoeletronica
do oxigénio, principalmente, nos complexos | e lll. O, é dismutado em peréxido de hidrogénio (H20-) pelas seguintes
superoxidos dismutase: Cu, Zn-SOD, que esta localizada no espaco intermembranas e Mn-SOD, localizada na matriz
mitocondrial. O H,O-, pode ser metabolizado por um sistema antioxidante (glutationa peroxidase/redutase; catalase;
tioredoxina) localizado na matriz mitocondrial. Caso néo seja metabolizado, o peréxido de hidrogénio pode reagir com
metais de transicio, como por exemplo, o Fe?". A partir dessa reacao, é formado o radical hidroxila (OH), molécula
altamente reativa com biomoléculas, que pode resultar na oxidacdo de lipideos, do DNA e modificacBes pos-

traducionais. Modificado de Kowaltowski et al., 2009.

1.4. A viade reparo por excisédo de bases (Base Excision Repair, BER)

As lesbes formadas em DNA por EROs sédo, em sua maioria, reparadas pela
via de reparo por excisdo de bases (BER, do inglés Base Excision Repair) (Figura 3)
(Souza-Pinto et al., 2008). A via BER é conservada evolutivamente, com alto grau de
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homologia de sequéncia e funcional, o que demonstra sua grande importancia biologica
para a manutencdo da integridade do genoma. Além disso, o knockout de qualquer
enzima dessa via, com excecdo das glicosilases, as quais possuem redundancia
funcional, é letal no estagio embrionario ou peri-natal em camundongos, demonstrando
que a auséncia de BER € incompativel com a vida (Wilson e Bohr, 2007). A via BER é
iniciada por enzimas chamadas DNA glicosilases, que reconhecem e excisam a base
modificada pela hidrélise da ligacdo N-B-glicosidica entre a base e o acucar. Existem
varias DNA glicosilases, com diferente especificidade de substrato, porém com alguma
sobreposi¢cdo nos possiveis substratos reconhecidos. Em eucariotos, a oxoguanina
DNA glicosilase (OGG1) é a principal enzima que reconhece e cliva 8-oxoGua, mas
também  excisa outras bases oxidadas como  2,6-diamino-4-hidroxi-5-
formamidopirimidina (FapyGua) e 8-oxo-7,8-dihidroadenina (8-oxoAde) (Dizdaroglu et
al., 2008).

As DNA glicosilases podem gerar dois produtos distintos, sitio abasico ou
guebra de fita simples, dependendo da enzima possuir ou ndo uma atividade AP-liase
associada (McCullough et al., 2001). Quando o produto gerado € o sitio abasico, esse é
substrato da proxima enzima da via, a AP-endonuclease 1 (APE1), que cliva esse
intermediario gerando uma quebra de fita simples. As quebras produzidas na etapa
anterior sdo substrato para a enzima seguinte, a DNA polimerase B (Pol B), a qual
adiciona um novo nucleotideo e “limpa” o terminal 5, hidrolisando a desoxirribose
fosfato que foi formada pela acdo enzimatica de APE1. Essa atividade restaura um
terminal 5’ ligavel (5’-fosfato), o qual se torna um substrato para a DNA ligase lll,
finalizando o reparo da lesédo. Essa sub-via de BER é conhecida como short-patch BER,
uma vez que apenas um novo nucleotideo foi adicionado a fita de DNA reparada.

Sob determinadas condi¢des, tais como estresse oxidativo, o terminal 5’
gerado apds a incisdo do sitio abasico pode ser um produto resistente a atividade
desoxirribose fosfatase da Pol 3, como um fosfoglicolato. Dessa forma, a polimerase
introduz entre 3-6 novos nucleotideos, deslocando a fita complementar nesse processo.

Essa fita deslocada (flap) é substrato para uma endonuclease estrutura-especifica,
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denominada Flap endonuclease | (FEN1), responsavel por remover o flap e gerar os
terminais ligaveis, os quais serdo ligados pelas DNA ligases IIl ou IV. Essa sub-via é
conhecida como long-patch BER. Os mecanismos moleculares que determinam se um
evento de reparo ira seguir por uma ou outra sub-via ainda sdo desconhecidos.
Entretanto, o estudo desenvolvido por Klungland e Lindahl (1997) mostrou que o
intermediario 5’-dRP produzido pela atividade de AP endonuclease tem um papel
determinante na "escolha" de se a via seguird pelo short-patch ou long-patch. Caso
esse intermediario seja processado pela atividade de dRP liase da Pol B, a via BER
prossegue pela short-patch. Por outro lado, se ndo houver a remocéo do residuo dRP
pela Pol B, segue-se com a sub-via long-patch. Além disso, outro estudo mostrou que a
concentracdo de ATP préxima ao sitio abasico € determinante para prosseguir por uma
das sub-vias. Quando a concentracdo de ATP é baixa, BER progride com a sub-via
long-patch. Ja quando a concentracdo de ATP € alta, a sub-via preferencial é a short-
patch (Petermann et al., 2003).

E importante ressaltar que todas as reacdes enzimaticas que compdem a via
BER séo sequenciais, em que o produto de uma enzima € imediatamente passado
como substrato da seguinte. Esse modelo, conhecido como “passing of the baton”
enfatiza como um desequilibrio entre essas atividades poderia levar ao acumulo de

intermediarios toxicos (Wilson e Kunkel, 2000).
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Figura 3: Via de Reparo por Excisdo de Bases (BER). A via BER inicia com o reconhecimento da base lesionada
por uma enzima denominada DNA glicosilase. Existem mais de 10 DNA glicosilases sendo que cada uma &
especifica no reconhecimento de um tipo de lesdo. Essa enzima excisa a base por meio da hidrélise da ligagdo N-B-
glicosidica, formando um sitio abasico. Esse sitio, por sua vez, é reconhecido e clivado pela enzima AP
endonuclease 1 ou pela atividade de AP-liase, que algumas DNA glicosilases possuem. Com a incisdo do sitio
abasico, a natureza das extremidades 5’ e 3’ definira qual das duas subvias, short-patch ou long-patch, sera seguida.
No short patch, apenas um nucleotideo sera adicionado pela DNA polimerase e, posteriormente, as extremidades
sdo ligadas pela DNA ligase. No long patch, a DNA polimerase adiciona 2 a 8 nucleotideos formando uma alga
suspensa que é reconhecida e excisada pela enzima Flap endonuclease. Apds a remocéo da alga suspensa, a fita &

selada pela DNA ligase. Adaptada de Robertson et al., 2009.
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1.5. AviaBER e a DA

O tecido cerebral mantém alta atividade metabolica oxidativa basal para
suprir a grande demanda energética resultante de suas atividades fisiologicas. Essa
caracteristica pode levar a um aumento na producdo de EROs pelas células nervosas
que, se nao for contrabalanceado pelo sistema antioxidante endégeno, resultaria em um
desequilibrio no estado redox celular (revisado em Canugovi et al.,, 2013). Em
decorréncia, poderia se especular que mecanismos que removam ou reparem danos
oxidativos deveriam ser funcionalmente mais relevantes em cérebro do que em outros
tecidos com baixo metabolismo oxidativo. Essa hip6tese foi testada em um estudo no
qual se comparou a atividade das DNA glicosilases UDG, NTH1, OGG1 em seis tecidos
distintos de ratos. Os resultados demonstraram que a atividade de BER varia
significativamente entre os diferentes tecidos. O cérebro, apesar de ser um tecido pés-
mitotico, apresentou niveis de atividades de UDG superiores ao observado no figado.
Entretanto, a atividade da glicosilase OGG1 apresentou-se baixa, o que levou os
autores a concluséo de que essa reducado contribui para a suscetibilidade do cérebro ao
acumulo de lesbes oxidadas. (Karahalil et al., 2002).

Em um modelo murino de envelhecimento normal, verificou-se um declinio
das atividades das DNA glicosilases OGG1, UDG e NTH1 com a idade em cinco
diferentes regibes cerebrais. Nos extratos mitocondriais, as trés DNA glicosilases
apresentaram reducdo da sua atividade associada com a idade em todas as regifes
analisadas, enquanto que nos extratos nucleares a reducéo das atividades enzimaticas
ocorreu apenas no cerebelo. Com isso, a deficiéncia no reparo do DNAmt pode
desempenhar um papel significativo no processo de envelhecimento, bem como
contribuir para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas relacionadas ao
envelhecimento, como a DA (Imam et al., 2006).

Estudos iniciais relacionando a atividade de BER com a DA encontraram
uma reducdo da atividade de OGG1l em fracdes nucleares do hipocampo, do giro
parahipocampal, do l6bulo parietal inferior e do giro temporal superior e médio nos

individuos com a deméncia quando comparados ao grupo controle (Lovell et al., 2000).
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Além disso, foi verificada uma reducdo da expressdo da OGG1l mitocondrial em
diferentes regifes cerebrais de individuos com DA, sendo significativa no cortex
entorrinal e no giro orbitofrontal (lida et al., 2002).

Desta forma, Weissman et al. (2007) hipotetizaram que a reducdo da
atividade de BER em células de regifes afetadas do cérebro dos pacientes com DA
contribui para o acimulo das lesdes oxidadas e para o efeito toxico das mesmas, com
consequente morte neuronal. Em contrapartida, células de regides ndo afetadas nao
apresentariam alteracdes nas atividades de BER, estando, portanto, protegidas dos
efeitos citotoxicos das lesdes. Para testar essa hipotese, o estudo utilizou amostras
obtidas de I6bulo parietal (regido afetada) e do cerebelo (regido controle) de encéfalos
de pacientes DA e de individuos normais, da mesma faixa etaria. Os autores
observaram diminuicbes significativas na atividade e nivel de expressdo de duas
enzimas de BER, uracil DNA glicosilase (UDG) e Pol B nos extratos celulares totais das
duas regides. Além disso, a atividade de BER nos extratos apresentou uma correlagédo
inversa com o0 estagio Braak-Braak. Como as alteracdes na atividade de reparo néo
foram restritas a regido afetada do cérebro, os resultados sugeriram que a baixa
atividade de BER pode funcionar como um fator de risco ao desenvolvimento de DA, de
tal maneira que individuos com outros fatores de risco para desenvolvimento de DA,
como placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares, entretanto com alta atividade de
BER, estariam relativamente protegidos da progressao da doenca.

Esse estudo analisou os extratos celulares totais das regides cerebrais dos
individuos acometidos pela DA, sendo que a fisiopatologia da doenca esta diretamente
envolvida com disfun¢Bes mitocondriais, associada ao acumulo preferencial de lesdes
oxidadas no DNA mitocondrial (Lovell e Markesbery, 2007). Estudos avaliando a
atividade da via BER especificamente em extratos mitocondriais ndo foram realizados
até o momento, tornando a presente pesquisa de suma importancia para compreender

0S mecanismos moleculares envolvidos na doenga de Alzheimer.
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2. Objetivos
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OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo € determinar se alteracdes em atividades de reparo
por excisdo de bases em mitocondrias de encéfalos humanos estdo associadas ao

desenvolvimento de DA.

2.1. OBJETIVO ESPECIFICO

Medir as atividades das enzimas UDG (uracil DNA glicosilase), APE1l
(endonuclease de sitios abasicos) e OGG1 (oxoguanina DNA glicosilase) em extratos
mitocondriais do cortex temporal e cerebelo dos individuos pertencentes aos grupos

experimentais e comparar essas atividades com indicadores de progresséao da doenca.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Grupos Experimentais

Foram utilizados trés grupos experimentais: 1) controles, cognitivamente
normais e sem indicacdo neuropatologica de DA; 2) DA assintomatico, com cogni¢cao
normal, mas com indicacdo neuropatoldgica; e 3) DA sintomatico. Os grupos foram
normalizados por idade e classificados como descrito na Tabela 1. As amostras foram
obtidas do Banco de Encéfalos Humanos do Grupo de Estudos em Envelhecimento
Cerebral da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (BEHGEEC).

Os critérios de inclusdo dos individuos nos trés grupos estdo descritos em
Grinberg et al. (2007). Todas as amostras foram obtidas mediante consentimento livre e
esclarecido por escrito, aprovado pela CAPPESQ — FMUSP sob o numero 285 (vide
anexo), assinado por responsavel.

A avaliagdo cognitiva combinou dois instrumentos: Informant Questionnaire
on Cognitive Decline in the Elderly - IQCODE - verséao retrospectiva (Jorm e Jacomb,
1989), o qual avalia as altera¢des cognitivas apresentadas pelo individuo ao longo de
dez anos, em comparacao com o periodo de trés meses anteriores ao 6bito; e Escore
Clinico de Deméncia — Clinical Dementia Rating (CDR) — (Morris, 1993), que classifica a
atividade cognitiva em 4 niveis (0 a 3) e cobre a intersecc¢édo entre a funcionalidade e os
aspectos cognitivos. Estes critérios foram baseados nos estudos de Morris et al. (1991)
e Isella et al. (2006).

O exame neuropatolégico seguiu os critérios do National Institute on Aging
and Reagan Institute (NIA-RI). As placas neuriticas foram caracterizadas como proposto
pelo CERAD (Morris et al., 1988), o qual é classificado em 4 niveis (0, A, B e C). A
distribuicdo e quantidade dos emaranhados neurofibrilares foi classificada segundo os
critérios propostos por Braak e Braak (Braak e Braak, 1991), o qual é dividido em seis
diferentes estagios (I a VI).

Segundo os critérios de correlacdo clinicos e neuropatologicos, 0s casos
foram classificados em trés grupos diferentes para a analise, como demonstrado na
Tabela 1:
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TABELA 1. Classificagcdo dos grupos por meio da correlacdo dos
par@metros clinicos e patolégicos

Braak e NUmero
Grupos CDR IQCODE CERAD de
Braak e
Individuos

Controle 0 <3,20 OouA < Il 6
Deméncia de

Alzheimer 0 < 3,20 BouC 2|V 7
assintomatico

Deméncia de >2 > 3,80 BouC > |V 7

Alzheimer

3.2. Isolamento das fracdes mitocondriais das amostras congeladas

As fracbes mitocondriais foram isoladas de cerca de 1 g de tecido congelado
de cortex temporal e cerebelo de individuos dos trés grupos.

As fracdes foram obtidas por meio de centrifugacédo diferencial, seguida de
purificacdo em gradiente de Ficoll, como descrito em Karahalil et al. (2002). Para isso,
as amostras foram suspensas em tampdo MSHE contendo 0,21 M manitol, 70 mM
sacarose, 10 mM Hepes-KOH (pH 7.4), 1 mM EGTA, 2 mM EDTA, 0,15 mM espermina,
0,75 mM espermidina. Antes do uso do tampé&o, foram adicionados cocktail de inibidor
de protease (Roche) e 5 mM DTT. Os tecidos foram homogeneizados em
homogenizador tipo Potter com 20-30 passagens do pistdo. Apds esse processo, 0
homogeneizado foi incubado por 30 minutos no gelo para promover a lise celular. Em
seguida, o material foi centrifugado a 1.200 g, 12 min, 4°C. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e centrifugado novamente nas mesmas condi¢des anteriores
com a finalidade de aumentar a pureza da fracdo mitocondrial. Posteriormente, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado a 10.000 g, 15 min, 4°C.
ApoOs esta centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado suspenso em
3% Ficoll 400 (em MSHE), e depositado sobre uma coluna de 6% Ficoll 400 (em
MSHE), e centrifugados a 10.500 g, 30 min, 4°C. O pellet mitocondrial foi
ressuspendido em 300 uL de MSHE e incubado no gelo com 0,1% de digitonina por 15

min para promover liberagdo de mitocdndrias presas em sinaptossomos. Apos a
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incubacédo, a suspensédo mitocondrial foi centrifugada a 9.000 g, 10 min, 4°C e lavada
em 1 mL de MSHE. Essa centrifugacéo foi repetida mais uma vez com a finalidade de
eliminar o detergente utilizado na etapa anterior. Em seguida, o pellet mitocondrial foi

ressuspendido em pequeno volume de tampao MSHE e armazenado em freezer -80°C.

3.3. Verificacao da pureza das fragbes mitocondriais
Com a finalidade de verificar a pureza das fracfes mitocondriais dos
encéfalos humanos, foi realizada a separacéo das proteinas por SDS-PAGE e posterior

analise por Western Blotting, como descrito abaixo.

3.3.1. Separacao de proteinas por SDS - Page

Os extratos proteicos foram separados através de eletroforese em gel de
poliacrilamida. O gel de empacotamento continha acrilamida: bis-acrilamida (29:1) 4%;
Tris-HCI 125 mM pH 6,8; SDS 0,1%; persulfato de aménio 0,1%; 1,7 yL\mL de TEMED,
e 0 gel de separacado continha acrilamida: bis-acrilamida (29:1) 12,5%; Tris-HCIl 375 mM
pH 8,8; SDS 0,1%; persulfato de aménio 0,1%; 1 yL\mL de TEMED. Os extratos
proteicos, diluidos em tampao de amostra (Tris-HCI 40 mM pH 6,8; glicerol 8%, SDS
2%; DTT 100 mM; azul de bromofenol 0,1%) foram incubados a 95°C por 5 minutos e
aplicados no gel. Este foi submetido a voltagem de 125 V em tampao de corrida Tris-
glicina (Tris-HCI 25 mM pH 8,3; glicina 250 mM; SDS 0,1%) por cerca de 2 horas, até

gue a frente de corrida atingisse o terco final do gel.

3.3.2. Western Blotting
Apés separacdo das proteinas por SDS-PAGE, as mesmas foram
transferidas para membrana de PVDF (polivinidileno difluoreto, GE Healthcare) em
tampéo de transferéncia gelado (25 mM Tris-HCI pH 8,3; 192 mM glicina; 20% metanol).
Essa transferéncia foi feita com uma corrente constante de 200 mA por um periodo de 3
horas. Apoés a transferéncia, sitios de ligacdo proteica inespecificos foram bloqueados

por 1 hora em 10 mL de solucdo contendo 5% de BSA (bovine serum albumin) em
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tampao TBS-T (10 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; Tween 0,05%) sob leve agitacao
a 25°C. Transcorrido esse tempo, a membrana foi incubada com o anticorpo priméario
por 12 horas em uma solucédo de TBS-T contendo 1% de BSA sob agitacéo leve a 4°C.
Nesse trabalho, foram usados 0s seguintes anticorpos primarios: anti-Lamina B2 (X223)
(sc-56147, mouse, diluicdo 1:500); anti-PCNA (sc-25280, mouse, diluicdo 1:500) e anti-
COX-4 (20E8) (sc-58348, mouse, diluicdo 1:750), todos obtidos da Santa Cruz
Biotechnology (Texas, EUA). ApGs a incubagcdo com o anticorpo primario, a membrana
foi submetida a trés lavagens, sendo que a primeira foi de 5 minutos, a segunda foi de
10 minutos e a terceira de 15 minutos em TBS-T. Em seguida, a membrana foi
transferida para uma solucdo contendo o anticorpo secundério diluido 1:5000 em
solucdo de TBS-T com 1% de BSA por 2 horas com agitacdo leve. O anticorpo
secundério conjugado com HRP (horse radish peroxidase) foi anti-mouse IgG (sc -
2047). O excesso de anticorpo secundario foi retirado da membrana por meio de trés
lavagens de 15 minutos. Para a revelacao, foi utilizado o ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare), o qual se baseia na quimioluminescéncia
produzida pela reac¢do de oxidacao do luminol pela HRP, na presenca de peroxido, em
meio alcalino. O sinal obtido foi visualizado por exposicdo de filme de raios-X. Para
quantificacdo, os autoradiogramas foram escaneados e a intensidade das bandas foi

analisada utilizando o programa ImageJ (NIH, USA, software aberto).

3.4. Preparacao dos extratos mitocondriais

Os extratos mitocondriais foram preparados a partir das fracdes obtidas
durante o fracionamento celular descrito acima. Para isso, as amostras foram
suspensas em tampéo contendo 20 mM Hepes-KOH (pH 7.0), 150 mM KCI, 2 mM
EDTA, 1% Triton X-100 (Promega), e cocktail de inibidor de protease (Roche), e
incubadas por 1 h a 4°C, sob agitacdo. Ao fim da incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 50.000 g por 1 h a 4°C, os sobrenadantes foram coletados, adicionado

glicerol até a concentracéo final ficar em 10% e armazenados a -80°C. A concentracdo
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de proteinas nos extratos foi determinada pelo método de Bradford (BioRad, EUA),

usando BGG (2 mg/mL) como padréo.

3.5. Medidas das atividades de BER

As atividades de enzimas componentes da via BER foram avaliadas
utilizando ensaios in vitro, com substratos especificos para cada passo enzimatico. Os
substratos consistem de oligonucleotideos com 30 pares de base que contém um dnico
sitio modificado, especifico para cada enzima. Os substratos foram sintetizados pela
Midland Certified Reagent Company Inc. (Midland, TX, USA). Desta forma,
oligonucleotideos contendo 8-oxoGua sdo utilizados para medir a atividade da DNA
glicosilase especifica para essa lesdo, a enzima OGG1l. Similarmente,
oligonucleotideos contendo desoxi-uracil e sitio abasico no meio da sequéncia, sédo
usados para medir as atividades de UDG e APE1, respectivamente. Nesses ensaios, 0S
substratos foram marcados fluorimetricamente, e a atividade de incisao foi determinada
por mudancas nos padrées de migracdo dos produtos em gel desnaturante de
poliacrilamida. As sequéncias dos substratos utilizados nesse estudo estdo
apresentadas na Tabela 2, sendo que as modificagOes relevantes estdo assinaladas em
negrito.

TABELA 2: Sequéncia dos substratos usados neste estudo

Ensaio Oligo Sequéncia

5’-ATA TAC CGC G(OG)C CGG CCG ATC AAG CTT ATT
3-TAT ATG GCG CC G GCC GGC TAG TTC GAATAA

5-ATA TAC CGC GG(U) CGG CCG ATC AAG CTT ATT
3-TAT ATG GCG CC G GCC GGC TAG TTC GAA TAA

5’-ATA TAC CGC GG(E) CGG CCG ATC AAG CTT ATT
3-TAT ATG GCG CC G GCC GGC TAG TTC GAATAA

5-ATA TAC CGC GGC CGG CCG ATC AAG CTT ATT
3’-TAT ATG GCG CCG GCC GGC TAG TTC GAATAA

Incisao - OGG1 oG

Incisao - UDG uu

Incisao - AP AP

Controle C-lod

Legenda: OG: 8-oxoGua; U: uracil; F: tetrahidrofurano, analogo de sitio abasico
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3.5.1. Marcacdo fluorescente dos oligonucleotideos para 0s ensaios in vitro

Para os ensaios de incisao, os oligonucleotideos (UU com 109 pmol/ul e AP
com 110,4 pmol/ul) foram marcados fluorimetricamente na extremidade 3’ utilizando
100 puM de Alexa Fluor® 647-aha-dCTP (A32771 — Molecular Probes) e Desoxinuclitidil
terminal transferase (TdT) (New England Biolabs), conforme as condigbes
recomendadas pelo fabricante. Posteriormente, foram submetidos a eletroforese em gel
desnaturante (Acrilamida 23%, Uréia 7M, em tampédo TBE - 0,22 M Tris; 0,18 M de
acido borico; 5 mM de EDTA; pH 8,3) por 3 h com poténcia constante de 15 W, com a
finalidade de separar os oligonucleotideos marcados dos nucleotideos livres né&o
incorporados.

Apos a eletroforese, a regido do gel contendo os oligonucleotideos marcados
foi identificada por meio de luz UV indireta, cortada do gel, macerada e incubada com
tampédo de extracdo de oligonucleotideos (0,1% SDS; 0,5 M acetato de amonio e 10
mM acetato de magnésio) a 37°C por 12 horas. A suspensao obtida foi submetida a trés
centrifugacfes de 20.000 g, 15 minutos, a 25°C com recuperacdo do sobrenadante, ao
qual foi adicionado 500 pL de etanol 100% gelado e armazenado em freezer -20°C por
12 horas. Apés esse periodo, a solucao foi centrifugada a 20.000 g, 4°C por 30 minutos.
O pellet foi ressuspendido em 500 pL de etanol 70% gelado, centrifugado a 20.000 g,
15 minutos, 4°C e posteriormente, ressuspendido em agua e submetido a uma
eletroforese em gel desnaturante para quantificacdo da concentracdo dos
oligonucleotideos marcados, utilizando como padrdo o oligonucleotideo controle que foi
marcado de modo semelhante, mas sem passar pelo processo de purificagdo. Apds a
quantificacdo, o0s substratos foram incubados com a fita complementar (sem
modificagdes) e 100 mM KCI por 5 min a 95°C, seguido de esfriamento gradual para

promover a formacéo de DNA de fita dupla (duplex).
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3.5.2. Ensaio de incisdo de oligonucleotideos

Os ensaios de incisdo foram realizados como descrito em Weissman et al.
(2007). As condicOes de reacdo para cada substrato estdo descritas abaixo, sendo que
todas as reacdes sao iniciadas pela adicdo de 50 fmoles de substrato:
a) OG: 40 mM Hepes—-KOH (pH 7.4), 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 75 mM KCI, 10% glicerol
e 10-50 ug de extrato. As reag¢des sdo incubadas a 32°C por 6 h.
b) UU: 70 mM Hepes—KOH (pH 7.4), 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 75 mM KCI, 10% glicerol
e 5 ug de extrato. As reacgdes sao incubadas a 37°C por 1 h.
c) APE1: 25 mM Hepes—KOH (pH 7.4), 25 mM KCI, 0.1 mg/ml BSA, 5 mM MgCl;, 10%
glicerol, 0,05% Triton X-100 e 25 ng de extrato. As reac¢des sao incubadas a 37°C por
15 min.

As reacdes de OG foram finalizadas pela adi¢do de 0,25 mg/ml Proteinase K
e 0,5% SDS seguida de incubacdo a 55°C por 15 min. Posteriormente, 0s substratos e
produtos foram precipitados por 12 horas a -20°C ap6s adicao de 2 ug de glicogénio,
500 mM acetato de aménio e etanol 70%. Os precipitados foram coletados por
centrifugacédo, secos e suspensos em tampao de amostra (95% formamida Hi-Di, 5 mM
EDTA). No ensaio UU, apdés o término da reacédo, foram adicionados 50 mM de NaOH,
seguido de incubacao a 75°C por 15 minutos e de suspensao em tampao de amostra.
Uma vez que a enzima UDG né&o apresenta atividade AP-liase, essa incubacao garante
gue sitios abasicos ndo hidrolisados por APE1, contida no extrato, sejam convertidos a
guebras de fita, que podem ser detectadas no ensaio. No ensaio APE1, apds o periodo
de incubacao, as amostras foram submetidas a aquecimento de 90°C por 10 minutos,
com a finalidade de interromper a reacdo enzimatica, e o tampao de amostra foi
adicionado. Todas as amostras foram desnaturadas por 5 min a 80°C e resolvidas, sob
condi¢des desnaturantes, em 23% acrilamida/ 7 M Uréia, em tampéo TBE, a 15 W por 2
h. Os géis foram revelados em scanner de imagens Typhoon TRIO (GE Healthcare) e

guantificados usando o software ImageQuant (GE Healthcare).
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3.6. Medida da atividade da enzima Citrato Sintase

A enzima citrato sintase catalisa a condensacédo de oxaloacetato a acetil-
coenzima A e agua, formando citrato mais CoA-SH. O ensaio para a atividade dessa
enzima mede a formacdo de TNB (acido tionitrobenzoéico) mais CoA-S-S-TNB, a partir
da reacdo da CoA-SH gerada pela reacdo catalisada pela citrato sintase de
oxaloacetato com DTNB (&cido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdico)).

Esse ensaio enzimatico foi adaptado a microplaca para espectro visivel com
base nos protocolos da empresa Oroboros® Intruments (Oroboros, 2010). Para a
realizacdo desse ensaio, foram utilizados 1,5 pg das fragées mitocondriais em tampéo
MSHE em cada poco. Foram adicionados os seguintes reagentes: Tris-HCI 0,1 M (pH
7,1), oxaloacetato 250 uM, DNTB 100 pM e acetil-coenzima A 50 puM. Durante 5
minutos, a absorbancia foi monitorada em 412 nm, a 30 °C, e foi calculada a inclinacéo
do branco e das amostras por minuto.

Em seguida, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar para o TNB
(13,6 mM™* x cm™), foram efetuados os célculos até que se obtivesse o valor da
atividade enzimatica em mU/mL, fazendo a correcao para o caminho éptico referente ao
volume de 0,2 mL, utilizado nesse ensaio. Apés a dosagem de proteina pelo método de
Bradford, os dados foram normalizados em relacdo a quantidade de proteina
adicionada ao ensaio e a atividade final foi apresentada em mU/mg de proteina

(nmoles/min/mg proteina).

3.7. Analises estatisticas

Os resultados estdo apresentados como sendo a média dos valores + desvio
padrdo da média. As diferencas entre os resultados obtidos foram analisadas utilizando
o teste t-Student ndo pareado. Os dados referentes a idade dos individuos foram
submetidos ao teste ANOVA e os referentes a escolaridade, ao teste ndo-paramétrico
Kruskal-Walis.

As figuras apresentam resultados de dois experimentos independentes

realizados em duplicata. Nas analises dos ensaios enziméticos, o individuo niumero 1
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do grupo DA foi considerado outlier e por isso foi excluido da andlise estatistica. Foi
considerado p<0,05 como diferenca significativa.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares Prisma
GraphPad verséo 5.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) ou SigmaStat versao
3.5 (Systat Software, Chicago, IL, EUA).
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4. Resultados

G



4.1. Caracterizagdo dos grupos experimentais

Os dados demogréficos, clinicos e patolégicos dos individuos dos grupos
experimentais utilizados neste estudo estdo apresentados na Tabela 3. Com a
finalidade de minimizar a contribuicdo de diferencas decorrentes de degradacdo do
material biolégico nas atividades enzimaticas encontradas, somente foram incluidas no
estudo amostras com intervalo post-mortem inferior a 24 horas.

Foram selecionados seis individuos nos trés grupos do estudo, sendo que
trés sdo do sexo feminino e trés do sexo masculino. O grupo controle apresenta idade
média de 80,17 + 5,64 e escolaridade média de 4,00 = 2,53, enquanto que o grupo DA
possui idade média de 79,50 + 3,93 e escolaridade média de 3,50 + 2,51. Ja o grupo
DA assintomético apresenta idade média de 80,83 £ 4,62 e escolaridade média de 7,33
+ 5,35. A partir desses dados, observa-se que o grupo com DA assintomatico apresenta
escolaridade média superior aos outros dois grupos, visto que esse grupo possui dois
individuos com os maiores niveis educacionais (12 e 15 anos de estudo), o que pode
ter contribuido para o aumento da média da escolaridade.

Os dados referentes a idade foram submetidos ao teste ANOVA, uma vez
que apresentaram distribuicdo normal (p>0,05 no teste Shapiro-Wilk) e homogeneidade
de variancias (p>0,05 no teste de Levene). Com isso, obteve-se p>0,05 com o teste
ANOVA (p=0,89), indicando que ndo ha diferenca significativa entre os grupos no
critério da idade. Quanto a escolaridade, os dados foram submetidos ao teste
estatistico ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, visto que ndo apresentaram homogeneidade
de variancias (p=0,05 no teste de Levene), sendo o valor da probabilidade igual a
p=0,32. Logo, nos dois casos os valores de p séo superiores a 0,05, o que evidencia a
auséncia de diferenca significativa entre os grupos.

Além disso, o grupo de DA assintomatico possui trés individuos com
deméncia mista, ou seja, a presenca de dois ou mais tipos de deméncias na analise
anatomopatologica. Esse fato pode complicar a analise dos dados e interpretacdo dos

resultados, uma vez que ndo se tratam de casos puros de DA assintomatico.
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Entretanto, a dificuldade em coletar e classificar casos desse grupo justificou a inclusao
de todos os casos no estudo. Vale a pena ressaltar, além disso, que esses trés
individuos podem representar um grupo de amostras importante para o estudo, uma
vez que a cognicao esta preservada, mesmo perante a existéncia de mais de um fator

de lesao neuronal.
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TABELA 3: Dados demogréaficos, clinicos e patolégicos dos grupos experimentais

Escolaridade

Grupo Experimental Sujeito Idade Género (anos) Braak 1Q CDR CERAD IPM Anatomopatolégico
1 79 M 4 0 3 0 A 14:23 Normal
2 80 M 4 2 3 0 0 15:56 Normal
3 84 F 4 1 3 0 0 11:43 Normal
CONTROLE 4 89 F 8 2 3 0 0 5:31 Normal
5 75 M 4 2 3 0 A 17:03 Normal
6 74 F 0 2 3 0 A 16:17 Normal
Mean £ SD 80,17 £5,64 4,00 £ 2,53
1 82 M 2 6 5 3 C 15:20 DA
2 80 M 4 5 4,73 3 C 18:36 DA
DOENCA DE 3 83 F 2 6 4,92 3 B 12:03 DA
ALZHI(E;IMER 5 72 M 8 6 4,46 2 C 07:47 DA
6 81 F 1 4 5 3 B 13:40 DA
7 79 F 4 6 5 3 C 16:00 DA
Mean + SD 79,50 * 3,93 3,50+2,51
1 82 M 1 4 3 0 B 22:55 DA
3 87 F 12 5 3,04 0 C 08:40 DA + DaVv
DOENCA DE 4 83 F 8 4 3 0 B 20:40 DA + DP
ALZHEIM,ER 5 73 M 15 4 3 0 C 08:10 DA
ASSINTOMATICO 6 80 F 4 5 3 0 C 13:35 DA + DaV
7 80 M 4 5 3 0 C 09:25 DA
Mean + SD 80,83 +4,62 7,33%5,35

Legenda: 1Q = Informant Questionnaire on Cognitive Decline in the Elderly; CDR = Clinical Dementia Rating; IPM = Intervalo post-mortem (em
horas); DA = Doenca de Alzheimer; DP = Doenca de Parkinson; DaV = Deméncia vascular cerebral
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4.2. Anélise da pureza das frag6es mitocondriais
4.2.1. Anélise da pureza em cerebelo

Como o estudo visa medir a atividade das enzimas da via de reparo por
excisdo de bases em mitocondrias, é necessario verificar se as fracbes mitocondriais
das amostras humanas utilizadas ndo apresentam contaminacao nuclear, visto que esta
organela também possui as mesmas enzimas da via BER. Desta forma, a
contaminacdo das amostras mitocondriais com proteinas nucleares pode interferir
significativamente nos resultados dos ensaios. Para isso, foi realizado Western Blotting
com seis amostras dos grupos controle e DA assintomatico e com sete amostras do
grupo DA. Os marcadores proteicos utilizados foram: Lamina B2 e PCNA, proteinas
nucleares com peso molecular respectivos de 65 KDa e 36KDa; e COX |V, proteina
mitocondrial com peso molecular de 17 KDa.

Como pode ser observado na figura 4 (painel A), as fracbes mitocondriais
obtidas dos individuos 1 e 2 do grupo controle (C1 e C2) ndo apresentam quantidades
significativas do marcador nuclear, indicando auséncia de contaminacao nuclear nessas
amostras. Ja nas fracbes mitocondriais dos individuos com DA e com DA
assintomatico, observamos que as amostras D2 e As2 estdo livres de contaminacao
nuclear. Entretanto, foi observada a presenca de contaminacdo nas fracdes das
amostras D1 e Asl, indicado pela presenca da banda correspondente a Lamina B2.
Para a normalizacdo dos resultados, foram consideradas contaminadas amostras que
apresentam razao volumétrica de Lamina e COX IV comparadas com a razdo do
controle nuclear maior do que 10%.

As fragbes que apresentaram contaminagdo nuclear foram submetidas a
duas lavagens com tamp&o MSHE e posterior centrifugacéo de 9.000g por 10 minutos a
4°C, visando assim, a recuperacdo de mitocondrias puras. Entretanto, como pode ser
visualizada no painel B da figura 4, a amostra D1 ainda apresenta quantidade
significativa de contaminag¢ao nuclear, o que inviabilizou sua utilizagdo nos ensaios. Ja
a amostra Asl, apesar de ainda apresentar sinal de Lamina B2 acima dos niveis

considerados aceitaveis (15,94% de razao relativa ao controle nuclear), foi utilizada
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uma vez que trata de uma amostra rara e importante para a analise do grupo DA

assintomatico.

A.
Nu C1 C2 D1 D2 As1As2
65 KDa —> Lamina B2
coxiv
17 KDa —
B.
Nu D1 As1
65 KDa —> . m -‘ Lamina B2
17 KDa —> oo = - CcoxlIv

Figura 4. Andlise da pureza das fracGes mitocondriais de cerebelo humano dos grupos experimentais por
meio de imunodeteccdo de Lamina B2 (65 KDa) como marcador nuclear e COX IV (17 KDa) como marcador
mitocondrial. Para cada amostra, foram utilizados 20 pg de proteina. A pureza das frag8es foi analisada por meio da
auséncia de marcagdo de Lamina B2. A — Verificagdo de presenca de contaminacdo nuclear nos individuos D1 e
Asl. Nu - Fracdo nuclear de cerebelo humano de exclusdo (controle positivo); C 1 — Fragdo mitocondrial do
individuo nimero 1 do grupo controle; C 2 — Fracdo mitocondrial do individuo 2 do grupo controle; D1 — Fragdo
mitocondrial do individuo 1 do grupo com DA; D2 - Fracdo mitocondrial do individuo 2 do grupo com DA; Asl -
Fragdo mitocondrial do individuo 1 do grupo com DA assintomético; As2 — fragdo mitocondrial do individuo 2 do
grupo com DA assintomatico. B - Analise da pureza das fragdes mitocondriais das amostras que estavam
contaminadas com conteudo nuclear e que foram submetidas a duas lavagens com tamp&do MSHE com a finalidade
de retirar a contaminac@o. Nu — fracdo nuclear de cerebelo humano de exclusdo (controle positivo); D1 — fracé@o
mitocondrial do individuo ndmero 1 do grupo com DA submetido a duas lavagens adicionais; Asl — fragdo

mitocondrial do individuo 1 do grupo com DA assintomatico submetido a duas lavagens.
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A figura 5 apresenta os resultados do Western Blotting das fracdes
mitocondriais correspondentes aos individuos 3 e 4 de cada grupo experimental. Como
podem ser observadas, todas as amostras, com excec¢do da amostra C4, possuem
contaminacdo nuclear, como identificado pela imunodeteccdo do marcador nuclear
PCNA. Entretanto, a porcentagem relativa de contaminagdo em relagdo ao controle
nuclear (controle positivo) € considerada pequena, visto que os valores foram inferiores

a 5 %, sendo, portanto, considerados aceitaveis (Tabela 4).

Nu cC3 C4 D3 D4 As3 As4

36 KDa —> PCNA

17 KDa —>
coxIv

Figura 5. Analise da pureza das fracBes mitocondriais de cerebelo humano dos grupos experimentais por
meio de imunodeteccdo de PCNA (36 KDa) como marcador nuclear e COX IV (17 KDa) como marcador
mitocondrial. Para cada amostra, foram utilizados 20 pg de proteina. A pureza das frac6es foi analisada por meio da
auséncia de marcagdo de PCNA. Verificagdo de presencga de contaminagdo nuclear nas amostras mitocondriais. Nu
— Fracgdo nuclear de cerebelo humano de excluséo (controle positivo); C3 — Fragdo mitocondrial do individuo nimero
3 do grupo controle; C4 — Fragdo mitocondrial do individuo 4 do grupo controle; D3 — Fracdo mitocondrial do
individuo 3 do grupo com DA; D4 - Fragdo mitocondrial do individuo 4 do grupo com DA; As3 - Fra¢do mitocondrial
do individuo 3 do grupo com DA assintomatico; As4 — Fragdo mitocondrial do individuo 4 do grupo com DA

assintomatico.
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TABELA 4: Porcentagem de contaminacao nuclear nas fracdes mitocondriais de cerebelo

Amostras Porcentagem relativa de contaminacéo nuclear

Ctrl 1 3,62
Ctrl 2 6,69
Ctrl 3 2,38
Ctrl 4 1,76
DA 1l 31,29
DA 2 1,64
DA 3 2,32
DA 4 2,21
Ass 1 15,94
Ass 2 0

Ass 3 2,18
Ass 4 0,68

Legenda: A porcentagem relativa de contaminac¢édo nuclear foi calculada por meio da razdo volumétrica
entre os anticorpos Lamina e COX IV (amostras 1 e 2) ou PCNA e COXIV (amostras 3 e 4) em relacdo ao
controle nuclear

A figura 6 apresenta os resultados da andlise dos individuos 5 e 6 de cada
grupo experimental. Como pode ser observado na figura, o grupo DA apresenta quatro
individuos e néo dois como os grupos controle e DA assintomatico. Como a amostra D1
da figura 4 apresentou contaminacgéo nuclear relativamente alta (31,29%), foi solicitado
mais material de cerebelo desse individuo que foi submetido ao processo de isolamento

e imunodeteccao de Lamina B2 e COX IV. Além disso, acrescentou-se a amostra D7
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ao processo de isolamento mitocondrial, uma vez que o individuo D4 apresenta CDR
igual a 1, sendo que o parametro de inclusado nesse grupo seria de CDR igual a 2 ou 3.
Nesse conjunto de amostras, a quantificacdo da contaminacdo nuclear
presente em cinco das oito amostras nao foi calculada devido a saturacdo do sinal de
COX 1V, observada em todas as amostras da figura. Entretanto, do ponto de vista
qualitativo, nota-se que o sinal de Lamina B2 das fracdes mitocondriais € muitas vezes
inferior ao da fracdo nuclear, o que viabiliza 0 uso dessas amostras nos ensaios
enzimaticos. Deve-se levar em consideracdo a dificuldade de obtencdo de amostras
dessa natureza, bem como a quantidade reduzida de material que foi concedida para a
realizacdo dos ensaios enzimaticos propostos. Por isso, ndo foi possivel realizar

repeticbes desse Western blotting.

Nu C5 C6 D1 D5 D6 D7 As5 Asé6
65 KDa — - - - D e — Lamina B2

17 KDa —> coxiv

Figura 6. Andlise da pureza das fragdes mitocondriais de cerebelo humano dos grupos experimentais por
meio de imunodeteccdo de Lamina B2 (65 KDa) como marcador nuclear e COX IV (17 KDa) como marcador
mitocondrial. Para cada amostra, foram utilizados 10 pg de proteina. A pureza das fracdes foi analisada por meio da
auséncia de marcacdo de Lamina B2. A — Verificagcdo de presenca de contaminacéo nuclear nos individuos C5, D1,
D5, D6 e D7. Nu — Frag&o nuclear de cerebelo humano de exclusdo (controle positivo); C5 — Fra¢éo mitocondrial do
individuo nimero 5 do grupo controle; C6 — Fragdo mitocondrial do individuo 6 do grupo controle; D1 — Fragéo
mitocondrial do individuo 1 do grupo com DA; D5 - Fragdo mitocondrial do individuo 5 do grupo com DA; D6 - Fragdo
mitocondrial do individuo 6 do grupo com DA; D7 - Fragdo mitocondrial do individuo 7 do grupo com DA; As5 -
Fracdo mitocondrial do individuo 5 do grupo com DA assintomético; As6 — fragdo mitocondrial do individuo 6 do

grupo com DA assintomatico.
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4.2.2. Anélise da pureza em cOrtex temporal

Como descrito acima, a analise da pureza das fragcbes mitocondriais é de
suma importancia para verificar se as atividades de BER observadas no ensaio in vitro
sdo especificas das mitocondrias isoladas, sem a interferéncia da atividade das
proteinas nucleares. Assim, foi realizada a mesma analise de Western Blotting para as
fracOes mitocondriais obtidas de cértex temporal.

Com a finalidade de reduzir a contaminacéo nuclear que foi observada nas
amostras de cerebelo, o protocolo de isolamento das fracbes mitocondriais foi alterado.
As duas primeiras centrifugacdes de 1.200g foram reduzidas para 1.000g, mantendo-se
as mesmas condicbes de temperatura e de tempo. Apds essas duas etapas, foi
adicionada uma centrifugacdo de 800g por 10 minutos a 4°C dos sobrenadantes
obtidos da primeira etapa de centrifugacdo diferencial para precipitar possiveis
contaminagdes nucleares ainda presentes.

Como pode ser observado nas figuras 7 e 8, as fragcdes mitocondriais do
cortex temporal de cada grupo experimental ndo apresentaram contaminacéo nuclear,
uma vez que a banda referente ao marcador Lamina B2 ndo foi detectada nas

amostras.

Nu C1 C2 D1 D2 As1 As2
65 KDa > . Lamina B2

17 KDa —> “ COXIV
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Nu C3 C4 D3 D4 As3 As4

65 KDa —> Lamina B2

17 KDa —> coxiv

Figura 7. Analise da pureza das frag6es mitocondriais de cértex temporal humano dos grupos experimentais
por meio de imunodetec¢do de Lamina B2 (65 KDa) como marcador nuclear e COX IV (17 KDa) como
marcador mitocondrial. Para cada amostra, foram utilizados 10 pg de proteina. A pureza das fracdes foi analisada
por meio da auséncia de marcacdo de Lamina B2. A - Verificagdo da auséncia de contaminacéo nuclear nos
individuos 1 e 2 dos grupos experimentais. Nu — Fracdo nuclear de cerebelo humano de exclus&o (controle positivo);
C1 - Fragéo mitocondrial de cortex temporal do individuo nimero 1 do grupo controle; C2 — Fragdo mitocondrial do
cortex temporal do individuo 2 do grupo controle; D1 — Fragdo mitocondrial do cértex temporal do individuo 1 do
grupo com DA; D2 - Fragdo mitocondrial do cértex temporal do individuo 2 do grupo com DA; Asl - Fracdo
mitocondrial do cértex temporal do individuo 1 do grupo com DA assintomatico; As2 — fragdo mitocondrial do cértex
temporal do individuo 2 do grupo com DA assintomatico. B — Verificagdo de fragdes mitocondriais de cértex temporal
dos individuos 3 e 4 dos grupos experimentais livres da contaminacao nuclear. Nu — Fragdo nuclear de cerebelo
humano de exclusao (controle positivo); C3 — Fracéo mitocondrial de cértex temporal do individuo niumero 3 do grupo
controle; C4 — Fracdo mitocondrial do cdrtex temporal do individuo 4 do grupo controle; D3 — Fracdo mitocondrial do
cértex temporal do individuo 3 do grupo com DA; D4 - Fragdo mitocondrial do cortex temporal do individuo 4 do
grupo com DA; As3 - Fracdo mitocondrial do cértex temporal do individuo 3 do grupo com DA assintomatico; As4 —

Fracdo mitocondrial do cértex temporal do individuo 4 do grupo com DA assintomatico.

Na figura 8, foram acrescentadas amostras de cértex temporal e cerebelo do
individuo assintomatico namero 7 (As7), que foi incluido no estudo a posteriori uma vez
qgue o individuo As2 apresentou CERAD igual a 0, sendo que para ser classificado

como assintomatico deveria possuir esse parametro igual a B ou C.
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Coértex temporal Ce

Nu C5 C6 D5 D6 D7 As5 As6 As7 As7
65 KDa —> ;
a - Lamina B2

Figura 8. Andlise da pureza das fragdes mitocondriais de cértex temporal dos grupos experimentais e de uma

amostra de cerebelo por meio de imunodetec¢do de Lamina B2 (65 KDa) como marcador nuclear e COX IV (17
KDa) como marcador mitocondrial. Para cada amostra, foram utilizados 10 pg de proteina. A pureza das fracdes
foi analisada por meio da auséncia de marcagdo de Lamina B2. Verificagdo da auséncia de contaminagdo nuclear
nos individuos dos grupos experimentais. Nu — Fracdo nuclear de cerebelo humano de excluséo (controle positivo);
C5 — Fragdo mitocondrial de cortex temporal do individuo nimero 5 do grupo controle; C6 — Fragdo mitocondrial do
cortex temporal do individuo 6 do grupo controle; D5 — Fragdo mitocondrial do cértex temporal do individuo 5 do
grupo com DA; D6 - Fragdo mitocondrial do cortex temporal do individuo 6 do grupo com DA; D7 - Fracdo
mitocondrial do cértex temporal do individuo 7 do grupo com DA; As5 - Fracdo mitocondrial do cortex temporal do
individuo 5 do grupo com DA assintomatico; As6 — Fracdo mitocondrial do cortex temporal do individuo 6 do grupo

com DA assintomatico; As7 — Fragdo mitocondrial do individuo 7 do grupo com DA assintomatico. Ce - cerebelo.

4.3. Preparo e verificacdo dos substratos para os ensaios enzimaticos

Os substratos das reagBes enzimaticas consistem em oligonucleotideos
sintéticos com lesdes Unicas em sitios especificos como, por exemplo, a presenca de
desoxi-uracila na posicdo 12 da sequéncia. Com a finalidade de verificar se os produtos
obtidos nos ensaios in vitro sdo provenientes do reconhecimento e da excisdo desses
sitios pelas DNA glicosilases, foram utilizadas enzimas comerciais para a padronizacao
dos ensaios. No painel A da figura 9, observa-se que o duplex OG apresenta a
modificagcdo 8-oxoGua na posicdo esperada, uma vez que a incubacédo do substrato
com a enzima Formamidopirimidina DNA glicosilase (Fpg) recombinante resultou na
formacdo de um produto de incisdo com o tamanho esperado, de 19 pares de bases

(pb). Do mesmo modo, no painel B da mesma figura verifica-se a presenca de uracila
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no duplex UU, visto que a incubagdo com uracil DNA glicosilase (UDG) resultou no
produto esperado, de 18 pares de bases. No painel C, observa-se que a incubagéo do
substrato AP com a enzima comercial AP-endonuclease (APE1) resultou na formacao
de um produto de 18 pb, confirmando a presenca do sitio abasico na posicao 12 do
oligonucleotideo. Assim, os oligonucleotideos sintetizados contém as modificacdes
especificas desejadas, e estdo adequados para a realizacdo dos ensaios de incisdo da
via BER.

A.
D - Ctrl D-0G
+ . +
Substrato de 30 pp—>
Produto de 19 pbp—>
B.
D-UU D - Ctrl
+ - + -
Substrato de 30 pb —> - . - — —
Produto de 18 pb —> -
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D-AP D - Ctrl

Substratode 30 pb—> = == & -

Produtode 18 pb —> we=

Figura 9. Verificacdo da presenca dos sitios modificados nos susbtratos marcados por meio de reagdes com
enzimas comerciais (New England BioLabs). Foram utilizados 25 fmoles do duplex controle (sem lesdo), OG (com
a base modificada 8-oxoGua), UU (com a base uracila) e AP (com sitio abasico). A presenc¢a da base modificada &
determinada pela formacao de um produto, sendo que na reagdo com oxoguanina DNA glicosilase (Fpg) o produto
tem 19 pares de bases (pb) e nas reag6es com uracil DNA glicosilase (UDG) e AP-endonuclease (APE1) tem 18 pb.
A - Verificagdo da presenca de 8-oxoGua por meio da ocorréncia de incisdo utilizando reagBes padrbes com 2
unidades da enzima Fpg. D - Ctrl - Duplex controle na auséncia da enzima comercial; D - Ctrl * - Duplex controle na
presenca da enzima comercial; D - OG " - Duplex OG na auséncia de Fpg; D - OG * - Duplex OG na presenca de
Fpg. B — Verificacdo da presenca de uracila por meio da ocorréncia de incisdo utilizando rea¢fes padrbes com 1
unidade da enzima UDG. D - UU " - Duplex UU na auséncia de UDG; D - UU * - Duplex UU na presenca de UDG. C —
Verificagdo da presencga de sitio abasico por meio da ocorréncia de inciséo utlizando reacdes padrdes com 1
unidade da enzima APE1. D - AP * - Duplex AP na presenca de APE1; D - AP " - Duplex AP na auséncia de APE1; D

— duplex na auséncia de enzima.
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4.4. Ensaio da atividade de AP endonuclease (APE1)
4.4.1. Medida da atividade de APE1 em cerebelo de individuos com critérios
de excluséao

Vérias enzimas da via BER possuem atividade endonucleolitica para sitios
abasicos, como a atividade AP-liase de glicosilases do tipo Il. Entretanto, o substrato
sintético utilizado nos ensaios descritos aqui contém um tetrahidrofurano, um analogo
reduzido de um sitio abasico natural gerado pela atividade de DNA glicosilases, que é
resistente a atividade AP-liase. Desta forma, a incisdo deste substrato deve ser
atribuida, como grande probabilidade a AP-endonucleases classicas, que reconhecem
ambos os substratos. Como a principal atividade de endonuclease identificada em
mitocondrias humanas tem sido atribuida a APE1l (Chattopadhyay et al., 2006),
passamos, a partir de agora, a designar a atividade de incisdo de substratos contendo
tetrahidrofurano como atividade de APEL1.

Os ensaios das atividades enzimaticas da via BER foram realizados segundo
Weissman et al. (2007). Como foram utilizados oligonucleotideos marcados
fluorimetricamente e ndo marcados radioativamente, como descrito naquele trabalho,
realizou-se a padronizacdo das condi¢cbes do ensaio a fim de se obter resultados em
condi¢cdes experimentais nas quais as reagdes estdo acontecendo na fase linear das
curvas de atividade versus concentracéo de extrato e tempo de incubacao.

Nos ensaios com 0s extratos proteicos, utilizaram-se 50 fmoles de substrato,
ao invés dos 25 fmoles utilizados nos ensaios com enzimas recombinantes (Figura 9)
com a finalidade de aumentar a intensidade das bandas correspondentes aos
substratos e produtos no gel, para que fosse possivel detectar atividades enzimaticas
baixas (menos do que 10%) que resultariam em bandas de produtos de fraca
intensidade. Ao comparar a figura 9 com a figura 10, nota-se que essa modificacédo
aprimorou a qualidade da imagem adquirida, visto que as bandas da figura 10 s&o mais
intensas.

A figura 10 apresenta os resultados da medida da atividade da AP

endonuclease 1 (APE1) in vitro, realizado em duplicata. Foram utilizados extratos
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mitocondriais de cerebelo humano de individuos que ndo preenchem os critérios de
inclusdo, sendo assim, classificados como material de exclusdo. Como visualizado no
painel B da figura 10, a utilizacdo de 10 ng de extrato resultou em aproximadamente
50% de incisdo do substrato, o que esta localizado na faixa linear da curva de atividade.
O painel A apresenta um gel tipico deste ensaio, em que o produto da incisdo por 10 ng
de extrato pode ser visualizado e quantificado eficientemente. Desta forma, utilizou-se
esta concentracao proteica para a realizacdo dos ensaios posteriores.

Além disso, realizou-se a padronizacdo do tempo de incubacdo da reacéo a
37°C, utilizando a concentracao proteica escolhida. O painel D da mesma figura mostra
que 10 minutos de incubacéo resultam em uma atividade de incisdo superior a 40% e
localizada na reta ascendente do gréfico da cinética enzimatica. O produto formado a
partir do reconhecimento e incisdo do sitio AP pode ser visualizado e quantificado

eficientemente nestas condi¢des (painel C da figura 10).

A.

APE Emi (ng) Emi (ng)

+ - 0 5 10 25 50 0O 5 10 25 50
Substrato de 30 pb — ___

-—___ — S— —

Produtode 18 pb —>
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Figura 10. Determinacgéo da atividade de APEL in vitro em fun¢do da concentracdo de extrato mitocondrial e
do tempo de incubagdo com amostras de cerebelo humano. Para cada reagdo, foram utilizados 50 fmoles do
duplex AP (oligonucleotideo com o sitio abéasico). A - Verificagdo da ocorréncia de incisdo, em gel desnaturante, com
diferentes concentracdes do extrato mitocondrial de cerebelo humano. Os substratos foram incubados por 10 minutos
a 37°C com as seguintes concentra¢des de proteinas: 0 ng, 5 ng, 10 ng, 25 ng e 50 ng. APE1 " — duplex AP sem
extrato e na auséncia da enzima comercial; APE1 + — duplex AP na presenca da enzima comercial. B - Grafico da
atividade de incisao da enzima APE1 em diferentes concentrag8es de extrato mitocondrial de cerebelo humano. Este
grafico apresenta a média de um ensaio realizado em duplicata. C - Verificagdo da ocorréncia de incisdo, em gel
desnaturante, com 10 ng de extrato mitocondrial de cerebelo humano em diferentes periodos de tempo. Os
substratos foram incubados a 37°C nos seguintes periodos de tempo: 0, 2, 5, 10, 15, 30 minutos. D - Gréfico da
atividade de inciséo da enzima APE1 em diferentes periodos de tempo. Este gréafico apresenta a média de um ensaio
realizado em duplicata.

4.4.2. Analise da atividade de APE1 em cerebelo dos grupos experimentais

As condi¢cdes estabelecidas no ensaio APE1 utilizando cerebelo humano de
exclusdo foram utilizadas para a medida da atividade de APE1 nas amostras obtidas
dos individuos dos grupos do estudo. O painel B da figura 11 apresenta um gréafico de
dispersdo com as médias da atividade de incisdo do duplex AP por ug de proteina de
cada grupo, bem como a média de cada individuo. Nesse painel, a porcentagem de
incisdo nao esta normalizada com a atividade de citrato sintase (CS). O painel A
apresenta um gel tipico do ensaio, no qual é possivel visualizar a formac¢édo do produto
de incisdo das reacBes com as amostras de cada individuo. O painel C da mesma
figura apresenta os valores da atividade de APE1 normalizados pela atividade de citrato
sintase de cada amostra, que normaliza pelo conteldo mitocondrial relativo de cada
extrato proteico. A andlise dos dados obtidos indica que a média da atividade APE1 do
grupo DA assintomatico € significativamente superior ao dos outros grupos. Isso se
deve ao fato de os extratos mitocondriais obtidos deste grupo apresentarem um
conteudo mitocondrial relativo menor (menor atividade de CS) quando comparado com

0s outros dois grupos, como pode ser visualizado no painel D.
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Figura 11. Medida da atividade de AP endonuclease em extratos mitocondriais de cerebelo humano dos
grupos experimentais. Para cada reagdo, foram utilizados 50 fmoles do duplex AP (oligonucleotideo com o sitio
abasico). A - Verificagdo da ocorréncia de incisédo do duplex AP, em gel desnaturante, por meio da incubacéo com os
extratos mitocondriais dos individuos pertencentes aos grupos experimentais. Os substratos foram incubados por 10

minutos a 37°C com 10 ng de proteina. APE1 " — duplex AP sem extrato e na auséncia da enzima comercial; APE1 +
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— duplex AP na presenca da enzima comercial; Ctrl — grupo controle; DA — grupo dos individuos com a doenca de
Alzheimer; DAass — grupo dos individuos com DA assintomatico. Os nimeros correspondem aos individuos que
estdo classificados na tabela 3. B - Gréafico da atividade de inciséo da enzima APE1 em cerebelo humano dos trés
grupos do estudo sem a normalizagdo com a atividade de citrato sintase. Este grafico apresenta a média + desvio
padrédo de dois ensaios realizados em duplicata. C — Grafico da atividade de incisdo da enzima APE1 em cerebelo
humano normalizado com a atividade de citrato sintase. Este grafico apresenta a média + desvio padrdo de dois
ensaios independentes para cada amostra, realizados em duplicata. D — Grafico da média da atividade de citrato

sintase por mg de proteina dos individuos dos grupos experimentais. * (asterisco) — p<0,05.

4.4.3. Medida da atividade de APE1 em cértex temporal de individuos com
critérios de excluséo

As condi¢cfes do ensaio de AP endonuclease in vitro em cortex temporal de
individuos com critérios de exclusdo foram estabelecidos conforme descrito
anteriormente para o cerebelo.

A figura 12 apresenta os resultados das medidas da atividade enzimética em
relacdo a concentracdo de extrato mitocondrial, bem como em fun¢do do tempo de
incubacédo a temperatura de 37°C. Como pode ser observada no painel B, a utilizacao
de uma concentracdo de extrato de 10 ng resulta em uma taxa de incisédo inferior a
10%, o que prejudicaria a visualizacdo do produto e sua quantificacdo. Ja4 a
concentracdo de 25 ng resultou em uma taxa de incisao superior a 15% e localizada na
fase linear da curva de cinética enzimatica. Por isso, a concentracdo escolhida para os
ensaios com cortex temporal foi de 25 ng. Este resultado demonstra a existéncia de
diferencas significativas em atividades de reparo entre regides distintas do cérebro,
como ja observado para amostras murinas (Imam et al., 2006). O painel A da mesma
figura apresenta um gel desnaturante tipico, em que pode ser observada a formacédo do
produto nas diferentes concentracbes de extrato mitocondrial utilizada. O tempo de
incubacdo dessa reacdo enzimatica a 37°C foi de 10 minutos, conforme o ensaio
realizado para o cerebelo.

Com a finalidade de se estabelecer o tempo de incubacdo ideal para o
ensaio de APE1 nessas amostras, realizou-se um ensaio da taxa de incisdo do duplex

AP com 25 ng de extrato mitocondrial de cortex temporal de exclusdo em diferentes
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tempos de incubacédo a temperatura de 37°C. Conforme o gréfico do painel D, o tempo
ideal de incubagé&o para realizar os ensaios foi de 15 minutos, visto que a atividade de
incisdo é superior a 15% e esta localizada na fase linear da curva. O painel C apresenta
um gel tipico mostrando a incisdo do duplex AP na presenca de 25 ng de extrato

mitocondrial de cértex temporal humano em diferentes periodos de incubacao a 37°C.

A.

APE Emi (ng)

+ - 0 5 10 25 50
Substrato de 30 ppb—> O —————

Produtode 18 pb —>  w-

404

% Incisdo do duplex AP

Extrato Protéico (ng)
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Figura 12. Determinacdo da atividade de APEL in vitro em funcdo da concentragcdo de extrato mitocondrial e
do tempo de incubacdo com amostras de cértex temporal humano. Para cada reacdo, foram utilizados 50
fmoles do duplex AP. A - Verificagdo da ocorréncia de incisdo, em gel desnaturante, com diferentes concentragfes
do extrato mitocondrial de cértex temporal humano. Os substratos foram incubados por 10 minutos a 37°C com as
seguintes concentracdes de proteinas: 0 ng, 5 ng, 10 ng, 25 ng e 50 ng. APE1 ~ — duplex AP sem extrato e na
auséncia da enzima comercial; APE1 + — duplex AP na presenga da enzima comercial. B - Grafico da atividade de
incisdo da enzima APE1 em diferentes concentragfes de extrato mitocondrial de cortex temporal humano. Este
grafico apresenta a média + desvio padrédo de dois ensaios realizados em duplicata. C - Verificagdo da ocorréncia de
incisdo, em gel desnaturante, com 25 ng de extrato mitocondrial de cortex temporal humano em diferentes periodos

de tempo. Os substratos foram incubados a 37°C nos seguintes periodos de tempo: 0, 2, 5, 10, 15, 30 minutos. D -
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Grafico da atividade de incisdo da enzima APE1 em diferentes periodos de tempo. Este grafico apresenta a média +

desvio padréo de dois ensaios realizados em duplicata.

4.4.4. Andlise da atividade de APE1l em cortex temporal dos grupos
experimentais

As condic¢des do ensaio da atividade de AP endonuclease estabelecidas para
0 cOrtex temporal foram utilizadas para medir a atividade de APE1 nos individuos dos
grupos experimentais, como pode ser visualizada na figura 13. O painel A da figura
apresenta um gel tipico do ensaio APE1 realizado com 25 ng de extrato mitocondrial
com dois individuos de cada grupo experimental, incubados por 15 minutos a
temperatura de 37°C.

No painel B da figura, esta apresentada a média de incisdo do duplex AP por
ug de proteina de cada grupo, bem como a média de cada individuo. Nesse gréfico, os
valores ndo foram normalizados pela atividade de CS, mostrando que as médias da
taxa de incisdo dos trés grupos sao equivalentes, ndo havendo diferencas entre eles.

Como as médias das atividades de citrato sintase dos trés grupos sao
equivalentes (painel D da figura 13), pode-se afirmar que as atividades de APEL1 entre
0S grupos ndo apresentam diferencas significativas (painel C da figura 13) quando
normalizadas pela CS. Entretanto, observa-se que o grupo DA apresenta um individuo
com atividade de APEL, normalizada por CS ou ndo, muito mais alta do que os outros
individuos do grupo, que se concentram em uma mesma faixa de atividade. E possivel,
portanto, que esse individuo apresente a atividade de APE1l aumentada por alguma
variacdo polimérfica ou de expressao, independente do desenvolvimento da patologia.
Se esse individuo fosse desconsiderado, a atividade média de APE1 em cortex
temporal do grupo DA seria significativamente menor do que dos grupos controle e DA
assintomatico. Desta forma, o numero de individuos de cada grupo experimental esta
sendo aumentado, para justificar, estatisticamente, a eliminacdo de individuos

claramente outlier.
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Figura 13. Medida da atividade de AP endonuclease em extratos mitocondriais de cortex temporal humano
dos grupos experimentais. Para cada reacdo, foram utilizados 50 fmoles do duplex AP. A - Verificagcdo da
ocorréncia de incisdo do duplex AP, em gel desnaturante, por meio da incubacdo com os extratos mitocondriais dos
individuos pertencentes aos grupos experimentais. Os substratos foram incubados por 15 minutos a 37°C com 25 ng
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de proteina. APE1 " — duplex AP sem extrato e na auséncia da enzima comercial; APE1 + — duplex AP na presenca
da enzima comercial; Ctrl — grupo controle; DA — grupo dos individuos com a doenca de Alzheimer; DAass — grupo
dos individuos com DA assintomatico. Os nimeros representam os individuos classificados segundo a tabela 3. B -
Gréfico da atividade de incisédo da enzima APE1 em coértex temporal humano dos trés grupos sem a normalizagéo
com a atividade de citrato sintase. Este grafico apresenta a média * desvio padrdo de dois ensaios realizados em
duplicata. C — Gréfico da atividade de incisdo de APE1 em cortex temporal humano normalizado com a atividade de
citrato sintase. Este grafico apresenta a média + desvio padrdo de dois ensaios realizados em duplicata. D — Grafico

da média da atividade de citrato sintase por mg de proteina dos individuos dos grupos experimentais.

4.5. Correlacéo entre a atividade de APEL e critérios socio-demograficos
4.5.1. Correlagéo entre a atividade de APE1 e aidade

Com a finalidade de verificar se a idade dos individuos exerce influéncia
sobre a atividade de incisdo de APE1, foram calculadas as correlacdes entre a atividade
enzimatica de cada individuo e sua respectiva idade. Os resultados obtidos estédo
apresentados na figura 14, onde se pode observar que existe uma correlagdo negativa
fraca (r= -0,136) entre a atividade encontrada no cerebelo e a idade. No cértex
temporal, a correlacéo € positiva (r= 0,2727), porém também fraca e nao significativa
estatisticamente (p=0,2735). Isso sugere que ndo ha correlacdo entre essas duas

variaveis, nao havendo influéncia da idade na atividade enzimatica.
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Figura 14. Correlac&o entre a atividade de AP endonuclease dos extratos mitocondriais de cerebelo e cortex
temporal e a idade respectiva dos individuos. A — Correlacdo negativa fraca entre a atividade de APE1 do
cerebelo e a idade dos individuos. B - Correlagdo positiva fraca entre a atividade de APE1 do cortex temporal e a
idade dos individuos. As duas correlagfes ndo sdo estatisticamente significativas (p>0,05). r — Coeficiente de

Pearson.

4.5.2. Correlagéo entre a atividade de APEL e a escolaridade

Também foi analisada a correlacdo entre a atividade de APE1 nas duas
regides cerebrais e o nivel educacional de cada individuo, uma vez que a escolaridade
foi sugerida como um fator protetor no desenvolvimento de DA. Como pode ser
visualizada na figura 15, a atividade de APE1 em cerebelo n&o apresentou nenhuma
correlacdo com a escolaridade (r = -0,08601), enquanto que, no coértex temporal
observa-se uma correlagdo positiva fraca (r=0,2259) que, no entanto, ndo foi
significativa estatisticamente. Com isso, pode-se concluir que esse critério também néo

correlaciona linearmente com a atividade enzimatica.
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Figura 15. Correlagdo entre a atividade de AP endonuclease dos extratos mitocondriais de cerebelo e cortex
temporal e a escolaridade respectiva dos individuos. A — Nenhuma correlagdo entre a atividade de APE1 do

cerebelo e a escolaridade dos individuos. B — Correlagcdo positiva fraca entre a atividade de APE1 do cortex
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temporal e a escolaridade dos individuos. As duas correlagdes ndo séo estatisticamente significativas (p>0,05). r -

Coeficiente de Pearson.

4.6. Correlacao entre a atividade de APEL e critérios neuropatoldgicos

4.6.1. Correlacao entre a atividade de APEL e o0 estagio de Braak
O estagio de Braak (Braak e Braak, 1991) avalia a quantidade de
emaranhados neurofibrilares no cértex cerebral. E classificado em seis estagios
relacionando a concentracdo dos emaranhados com a progressao da doenca, sendo,
portanto, o niumero | equivalente a menor concentracdo de emaranhados em regifes
cerebrais associadas ao inicio da doenca, e o numero VI equivalente & maior
concentracdo de emaranhados em regides cerebrais associadas a fase tardia. Com a
finalidade de verificar se a atividade de APE1 esta diretamente associada ao acumulo
de emaranhados no cérebro foram realizadas analises de correlacdes tanto no cerebelo
quanto no coértex temporal. Nessas duas regifes, observa-se que a correlacdo € fraca,
ndo existindo, portanto, nenhuma associagdo entre a atividade enzimética e a

severidade do quadro neuropatolégico dos individuos (figura 16).
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Figura 16. Correlac&o entre a atividade de AP endonuclease dos extratos mitocondriais de cerebelo e cortex
temporal e o estagio de Braak respectivo de cada individuo. A — Correlagdo positiva fraca entre a atividade de
APEL1 do cerebelo e o estagio de Braak dos individuos. B - Correlacéo positiva fraca entre a atividade de APE1 do
cértex temporal e o estagio de Braak dos individuos. As duas correlacdes ndo sdo estatisticamente significativas

(p>0,05). r — Coeficiente de Pearson.

4.6.2. Correlacao entre a atividade de APE1 e CERAD

O CERAD é um critério neuropatologico utilizado para avaliar a distribuicdo
de placas neuriticas no coértex cerebral e é classificado em quatro estagios 0, A, B e C,
sendo que 0 corresponde a auséncia de placas; A corresponde ao estagio leve; B indica
fase moderada e C indica uma alta frequéncia de placas.

Como o CERAD avalia um dos achados neuropatolégicos da DA, a
correlacdo entre a atividade de APE1l e o CERAD é importante para verificar uma
possivel influéncia da atividade enzimatica no desenvolvimento e severidade do
acumulo de placas. Como pode ser observado na figura 17, o cerebelo apresenta uma
correlacdo positiva (r= 0,4479) entre atividade de APEl e indice CERAD. Essa

correlacdo, entretanto, ndo atingiu significancia estatistica (p=0,06). No entanto, como o
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namero de individuos analisados ainda é pequeno (18), € possivel que uma analise de
um nuamero maior de individuos atingisse significancia estatistica.

Por outro lado, a andlise dos dados obtidos para as amostras de cortex
temporal ndo indicou nenhuma correlacao (r= -0,084 e p=0,74) entre atividade de APE1
e frequéncia de placas. A diferenca observada na correlacdo entre indice CERAD e
atividade de APE1 entre as duas regides suporta a proposicdo, obtida usando outros
critérios patolégicos e moleculares, de que diferentes regibes cerebrais apresentam
suscetibilidade distinta aos eventos moleculares desencadeados durante o

desenvolvimento da doenca.
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Figura 17. Correlacdo entre a atividade de AP endonuclease dos extratos mitocondriais de cerebelo e cortex
temporal e o CERAD respectivo de cada individuo. A — Correlacéo positiva fraca entre a atividade de APE1 do
cerebelo e o CERAD dos individuos. B - Nenhuma correlagdo entre a atividade de APE1 do cértex temporal e o

CERAD dos individuos. As duas correlagfes ndo séo estatisticamente significativas. r — Coeficiente de Pearson.

4.7. Ensaio da atividade de Uracil DNA glicosilase (UDG)
4.7.1. Medida da atividade de UDG em cerebelo de individuos com critérios
de excluséo
Uma vez que, em mitocéndrias de células de mamiferos, a remocédo de
desoxi-uracilas de DNA dupla fita € atribuida, principalmente, a enzima uracil DNA
glicosilase (UDG) (Kavli et al.,, 2002), considerou-se, neste estudo, a atividade de
incisdo de um substrato contendo uracila presente nos extratos mitocondriais brutos
como a atividade desta enzima. A medida da atividade de UDG in vitro em funcéo de
diferentes concentracdes de proteina cerebelar pode ser visualizada na figura 18. Os
resultados obtidos neste ensaio indicam que a utlizacdo de 5 pg de extrato
mitocondrial, que corresponde a uma taxa de incisdo de aproximadamente 16%, resulta

em uma atividade de incisdo que se localiza na faixa linear da curva de atividade (painel
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B), e portanto, adequada para a realizacdo dos ensaios comparativos entre 0s
diferentes individuos dos grupos experimentais. N&o foram realizados testes com
diferentes tempos de incubacéo para o ensaio da atividade de UDG, uma vez que esse
parametro é bem estabelecido na literatura e corresponde a 1 hora de incubacdo a
37°C.

DCtrl Emi (pg) UDG
0 25 5 75 10 +

Substrato 30 pb B v TS —

Produto18 pb —

% Incisao do duplex UU
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Figura 18. Determinacéo da atividade de UDG in vitro em fun¢éo da concentracéo de extrato mitocondrial em
amostras de cerebelo humano. Para cada reagdo, foram utilizados 50 fmoles do duplex UU (oligonucleotideo com
uracila na posicao 12) que foram incubados por 1 hora a 37°C com as seguintes concentragfes de proteina: 0 ug; 2,5

Mg; 5 ug; 7,5 ug e 10 pg. A — Verificagdo da ocorréncia de incisdo, em gel desnaturante, com concentracdes de
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extrato de cerebelo humano de exclusdo. DCtrl — 50 fmoles do duplex controle incubados com 10 ug de extrato;
uDG * - Duplex UU incubado com a enzima comercial UDG; Emi — Extrato mitocondrial. B — Gréfico da atividade de
incisdo da enzima UDG em diferentes concentracdes de extrato mitocondrial de cerebelo humano de exclusédo. Este
grafico apresenta a média + desvio padrao de dois ensaios independentes.

4.7.2. Andlise da atividade de UDG em cerebelo dos grupos experimentais

As condic¢des estabelecidas no ensaio de UDG utilizando cerebelo humano
de excluséo foram utilizadas para comparar os individuos dos grupos experimentais. O
painel A da figura 19 apresenta um gel desnaturante tipico desse ensaio, em que se
pode notar a formagé&o do produto decorrente da incisdo do duplex (flecha).

O painel B apresenta a média de incisdo do duplex UU por ug de proteina de
cada grupo, bem como a média de cada individuo. Nesse painel, a porcentagem de
incisdo nao estd normalizada com a atividade de CS e observa-se que a atividade de
incisdo do duplex foi bastante inferior nos grupos DA e DA assintomatico quando
comparados com o grupo controle. Os dados normalizados pela atividade de citrato
sintase estao apresentados no painel C, no qual a média da atividade de incisdo ainda
aparece significativamente reduzida nos grupos de DA e DA assintomatico quando
comparado ao grupo controle. E importante ressaltar que o grupo controle apresentou
uma grande variacdo entre os individuos, o que dificulta a analise comparativa.
Entretanto, houve diferenca significativa entre o grupo DA assintomatico e o grupo DA

guando comparados ao controle.
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Figura 19. Atividade de UDG em extratos mitocondriais de cerebelo humano dos grupos experimentais. Para
cada reagéo, foram utilizados 50 fmoles do duplex UU. A - Verificacado da ocorréncia de incisdo do duplex UU, em gel
desnaturante, por meio da incubagdo com os extratos mitocondriais dos individuos pertencentes aos grupos
experimentais. Os substratos foram incubados por 1 hora a 37°C com 5 pg de proteina do grupo controle e 10 pg de
proteina dos grupos DA e DA assintomatico. UDG ~ — duplex UU sem extrato e na auséncia da enzima comercial;

UDG + — duplex UU na presenga da enzima comercial; Ctrl — grupo controle; DA — grupo dos individuos com a
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doenca de Alzheimer; DAass — grupo dos individuos com DA assintomético. B - Grafico da atividade de inciséo da
enzima UDG em cerebelo humano dos trés grupos do estudo sem a normalizacdo com a atividade de citrato sintase.
Este grafico apresenta a média + desvio padrédo de dois ensaios realizados em duplicata. C — Grafico da atividade de
incisdo da enzima UDG em cerebelo humano normalizado com a atividade de citrato sintase. Este grafico apresenta
a média + desvio padrdo de dois ensaios realizados em duplicata. * (asterisco) — p<0.05. As atividades de CS

correspondem as mesmas apresentadas na figura 9.

4.7.3. Medida da atividade de UDG em coértex temporal de individuos com
critérios de excluséo

As condicdes do ensaio de UDG em extratos mitocondriais de cortex
temporal foram estabelecidas usando amostras de individuos do grupo de exclusdo
conforme descrito para a regiao do cerebelo, e estdo apresentadas na figura 20.

O painel A apresenta um gel tipico que mostra a formacdo do produto de
incisdo do duplex UU (indicado pela flecha) quando incubado com diferentes
concentracbes de proteina do coértex temporal por 1 hora a temperatura de 37°C. O
painel B da figura apresenta a porcentagem de inciséo do duplex UU em funcéo de
diferentes concentracfes de proteina dos extratos mitocondriais. A concentracdo de 5
Hg de extrato resultou em uma atividade de incisdo de aproximadamente 10%, dentro
da faixa linear da curva de atividade, e foi, portanto, escolhida como a concentracéo
para ser utilizada nos ensaios com as amostras experimentais. Assim como descrito
anteriormente, ndo foram realizadas medidas da atividade enzimatica em funcao do

tempo.
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Figura 20. Determinacéo da atividade de UDG in vitro em fungéo da concentracéo de extrato mitocondrial em
amostras de cortex temporal humano. Para cada reagdo, foram utilizados 50 fmoles do duplex UU que foram
incubados por 1 hora a 37°C com as seguintes concentracdes de proteina: 0 pg; 2,5 pg; 5 ug; 7,5 pg e 10 pg. A —
Verificagcdo da ocorréncia de incisdo, em gel desnaturante, com concentracdes de extrato de cortex temporal humano
de exclus&o. DCtrl — 50 fmoles do duplex controle incubados com 10 pg de extrato; UDG * - Duplex UU incubado
com a enzima comercial UDG; Emi — Extrato mitocondrial. B — Gréfico da atividade de incisdo da enzima UDG em
diferentes concentragdes de extrato mitocondrial de cdrtex temporal humano de exclusédo. Este grafico apresenta a
média + desvio padréo de dois ensaios independentes

4.7.4. Andlise da atividade de UDG em coOrtex temporal dos grupos
experimentais

As condi¢des estabelecidas no ensaio de UDG com as amostras de exclusao
foram utilizadas para medir a atividade dessa enzima nos individuos de cada grupo
experimental, e os resultados estdo apresentados na figura 21.

O painel A apresenta um gel tipico desse ensaio com dois individuos de cada
grupo experimental, em que se pode notar a formacéo do produto de incisdo com
intensidades diferentes para cada amostra.

O painel B mostra a média da taxa de incisdo do duplex UU por ug de

proteina em cada grupo experimental, bem como a distribuicdo de cada individuo
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analisado. Observa-se que o0s grupos DA assintomatico e DA apresentam menor
atividade de incisédo em relagcdo ao grupo controle. Quando os valores da atividade de
incisdo sdo normalizados pelo conteddo mitocondrial, através da atividade de CS, a
atividade enzimatica obtida para os grupos DA e DA assintomatico continua
significativamente inferior ao controle (painel C). Além disso, a atividade média obtida
para o grupo DA também foi significativamente menor do que a obtida para o grupo DA

assintomatico.
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Figura 21. Atividade de UDG em extratos mitocondriais de cortex temporal humano dos grupos
experimentais. Para cada reacdo, foram utilizados 50 fmoles do duplex UU. A - Verifica¢@o da ocorréncia de inciséo
do duplex UU, em gel desnaturante, por meio da incubagcdo com os extratos mitocondriais dos individuos
pertencentes aos grupos experimentais. Os substratos foram incubados por 1 hora a 37°C com 5 pg de proteina do
grupo controle. UDG " — duplex UU sem extrato e na auséncia da enzima comercial; UDG + — duplex UU na presenca
da enzima comercial; Ctrl — grupo controle; DA — grupo dos individuos com a doenca de Alzheimer; DAass — grupo
dos individuos com DA assintomatico. B - Gréafico da atividade de incisdo da enzima UDG em cortex temporal
humano dos trés grupos do estudo sem a normalizagdo com a atividade de citrato sintase. Este gréafico apresenta a
média + desvio padrao de dois ensaios realizados em duplicata. C — Grafico da atividade de incisdo dos grupos
experimentais normalizada com a atividade de citrato sintase. * (asterisco) — p<0.05. As atividades de CS

correspondem as mesmas apresentadas na figura 11.

4.8. Correlacéo entre a atividade de UDG e critérios socio-demograficos
4.8.1. Correlagéo entre a atividade de UDG e aidade
Tanto no cerebelo quanto no coértex temporal, ndo houve correlacéo
significativa entre a atividade de UDG e a idade (r= -0,06 e 0,03, respectivamente),
indicando que a atividade de UDG nessas regifes cerebrais ndo é modulada pela

idade, como pode ser observada na figura 22.
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Figura 22. Correlacdo entre a atividade de UDG dos extratos mitocondriais de cerebelo e cortex temporal e a

idade respectiva dos individuos. A — Nenhuma correla¢éo entre a atividade de UDG do cerebelo e a idade dos
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individuos. B — Nenhuma correlagdo entre a atividade de UDG do cértex temporal e a idade dos individuos. r —

Coeficiente de Pearson.

4.8.2. Correlacéo entre a atividade de UDG e a escolaridade
Tanto no cerebelo quanto no coértex temporal observou-se uma fraca
correlagcdo negativa entre a atividade de UDG e a escolaridade (r= -0,22 e -0,18,
respectivamente). Entretanto, em ambos os tecidos, a correlacdo né&o foi
estatisticamente significativa (p=0,36 e 0,46, respectivamente) (figura 23), indicando
gue a atividade dessa enzima ndo € modulada em resposta a fatores associados com

escolaridade.
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B. Cortex temporal
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Figura 23. Correlacdo entre a atividade de UDG dos extratos mitocondriais de cerebelo e cortex temporal e a
escolaridade respectiva dos individuos. A — Correlagdo negativa fraca entre a atividade de UDG do cerebelo e a
escolaridade dos individuos. B — Correlagdo negativa fraca entre a atividade de UDG do coértex temporal e a
escolaridade dos individuos. As duas correlagdes ndo apresentaram significancia estatistica (p>0,05). r — Coeficiente

de Pearson.

4.9. Correlacéo entre a atividade de UDG e critérios neuropatologicos
4.9.1. Correlacao entre a atividade de UDG e o estagio de Braak
Na figura 24, pode-se observar que existe uma correlacdo inversa entre a
atividade de incisdo de UDG e o estagio de Braak nas duas regides cerebrais (r= -0,49
e -0,43, para cerebelo e cortex, respectivamente). Essa correlacdo negativa foi
estatisticamente significativa (p= 0,03) no cerebelo, mas néo atingiu significancia
estatistica no cortex temporal (p= 0,07). Esses resultados paralelam os resultados
obtidos em outro estudo (Weismann et al., 2007) usando extrato celular total, no qual os
autores encontraram uma correlacdo inversa entre atividade de UDG e o estagio de
Braak dos pacientes. Essa observagdo sugere que a atividade de UDG mitocondrial

pode ser modulada pelo acumulo de emaranhados neurofibrilares, ou, inversamente,
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ser um fator de risco que favorece o acumulo dessas alteragcBes neuropatoldgicas

quando a atividade da enzima esta baixa.
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Figura 24. Correlacdo entre a atividade de UDG dos extratos mitocondriais de cerebelo e cortex temporal e 0
estagio Braak dos individuos. A — Correlagdo negativa estatisticamente significativa entre a atividade de UDG do
cerebelo e o estagio Braak dos individuos (p<0,05). B - Correlagdo negativa moderada entre a atividade de UDG do
cortex temporal e estagio Braak dos individuos. r — Coeficiente de Pearson.

4.9.2. Correlacao entre a atividade de UDG e CERAD
Assim como observado para o critério de Braak, a atividade de incisdo de
UDG apresentou uma correlacédo inversa com o indice CERAD (r= -0,41 e -0,29 para
cerebelo e cértex temporal, respectivamente). Entretanto, em ambos os tecidos, a
correlacdo ndo apresentou significancia estatistica (figura 25), indicando que a
concentragdo de placas neuriticas ndo interfere, ou € modulada, pela atividade dessa

enzima, pelo menos nesse pequeno grupo de individuos analisados.
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B. Cortex temporal
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Figura 25. Correlacdo entre a atividade de UDG dos extratos mitocondriais de cerebelo e cortex temporal e 0
CERAD respectivo de cada individuo. A — Correlagdo negativa moderada entre a atividade de UDG do cerebelo e
os valores de CERAD dos individuos. B — Correlagdo negativa moderada entre a atividade de UDG do cortex
temporal e valores de CERAD dos individuos. As correlagdes ndo sdo estatisticamente significativas (p>0,05). r —
Coeficiente de Pearson.

4.10. Ensaio da atividade de oxoguanina DNA glicosilase (OGG1)
4.10.1. Medida da atividade de OGG1l no cerebelo de individuos com
critérios de exclusédo
Nosso objetivo inicial incluia medir também a atividade da DNA glicosilase
OGG1, que catalisa a remocdo de purinas oxidadas, como 8-oxoGua, nos grupos
experimentais utilizados aqui. No trabalho de Weissman et al. (2007), utilizando extrato
total de cortex, as reacdes enzimaticas com o oligonucleotideo OG foram incubadas por
17 horas a 32°C, utilizando 16 ug de proteina encefalica humana. As condi¢des
experimentais descritas nesse trabalho foram reproduzidas com diferentes
concentracbes de extrato mitocondrial cerebelar humano de exclusédo e o gel obtido

apos a separacéo eletroforética das amostras pode ser visualizado na figura 26. Nessas

Resultados
86



condicdes, ndo foi observada nenhuma inciséo detectavel do substrato. Por isso, foram
realizadas algumas alteracdes no protocolo para aumentar a eficiéncia do processo
enzimatico.

Primeiramente, modificou-se a temperatura de incubacdo para 37°C, que
corresponde a temperatura 6tima da reacao de incisédo por essa glicosilase. Com isso, é
necessario reduzir o tempo de reagdo, para minimizar a degradacdo da enzima por
proteases, e dos substratos por endonucleases presentes no extrato durante a
incubacdo. Além disso, utilizou-se um banho seco com agitacdo para aumentar o
contato entre as moléculas, facilitando assim, a ocorréncia da incisdo. Como podem ser
visualizadas na figura 27, essas alteragbes resultaram na formacdo de produtos de
incisdo detectaveis nessas condicfes experimentais, uma vez que se obteve 30% de
produto nas reacodes utilizando 50 ug de proteina com um tempo de incubacao de 4
horas e 30 minutos (figura 27, painel B).

Outra modificagéo introduzida foi a utilizagcdo de fragdes mitocondriais, ao
invés dos extratos, que esta representado na figura 28. Nessa padronizacao, alteraram-
se as concentracfes dos reagentes, visando o aumento da formacéo de produto. Logo,
a concentracéo final de cada reagente consistiu em: 1 mM EDTA, 20 mM Hepes-KOH
pH 7.4, 2 mM DTT, 5% glicerol, 300 mM KCI. Além disso, utilizou-se um banho com
circulacdo de agua para promover o mesmo efeito do banho com agitacdo, e as
amostras nao foram precipitadas com a finalidade de evitar a perda de material nesse
processo. Também aumentou o tempo de incubacdo com Proteinase K e SDS 0,5%
para 30 minutos. A duracdo da reacédo foi de 5 horas. O gel da figura 28 mostra que
esta ocorrendo incisdo do substrato pela enzima OGG1, porém o aparecimento de
bandas inespecificas com peso molecular préximo ao do produto formado inviabiliza a
quantificacdo correta. Essas bandas inespecificas ndo aparecem no gel logo apds o
processo de marcacéao e purificagdo do substrato, bem como ndo apresentam o mesmo
peso molecular de nucleotideos livres, 0 que indica que podem ser produto de

degradacdo inespecifica do oligonucleotideo marcado.
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Desta forma, as condicdes desse ensaio ainda estdo sendo estabelecidas
para medir a atividade de OGG1l nas amostras dos individuos dos grupos

experimentais.

Oug 12,5 ug 25 pg 50 pg 100 ug Ctrl 100 pg

Substrato 30 pp—> | Wk - - A
W

Produto 19 pb—> w%‘, o

A

Figura 26. Medida da atividade de OGG1 em extratos mitocondrial de cerebelo humano em funcdo da
concentragdo de proteina, segundo a metodologia de Weissman et al. (2007). Para cada reacdo, foram
utilizados 20 fmoles do duplex OG (oligonucleotideo com a base oxidada 8-oxoGua) que foram incubados a 32°C por
17 horas em banho seco sem agitacdo. Foram utilizadas as seguintes concentragdes de extrato mitocondrial de
cerebelo humano de excluséo: 0 pg; 12,5 pg; 25 pg; 50 pg e 100 pg. A incubagdo com Proteinase K (0,25mg/mL) e
SDS 0,5% foi de 15 minutos a 55°C, e posteriormente, as amostras foram precipitadas com etanol gelado. Ctrl 100

Mg — 20 fmoles do duplex controle incubados com 100 pg de extrato.
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Figura 27. Medida da atividade de OGG1l em extratos mitocondrial de cerebelo humano em funcéo da
concentracdo de proteina, com modificagdes nas condi¢cfes experimentais (descrita no texto). Para cada
reacado, foram utilizados 20 fmoles do duplex OG que foram incubados por 4 horas e 30 minutos a 37°C em um
banho com agitacdo. Foram utilizadas as seguintes concentra¢des de proteinas: 0 pg; 12,5 ug; 25 pg; 50 pug e 100
Hg. A incubacdo com Proteinase K (0,25 mg/mL) e SDS 0,5% foi de 15 minutos a 55°C, e posteriormente, as
amostras foram precipitadas. A — Verificagdo da ocorréncia de incisdo pela enzima OGG1 nas diferentes
concentragfes de extrato. Ctrl 100 pg — 20 fmoles do duplex controle incubado com 100 pg de extrato. B — Grafico
da atividade de incisdo da enzima OGG1 em diferentes concentragbes de extrato mitocondrial de cerebelo humano

de excluséo. Este gréafico representa apenas um ensaio enzimatico.

Ctrl Emi

Opg 10pg 25p9 509 Fpg+ Opg 10pg 25ug 5019

Produto 19 pb — -—

Figura 28. Medida da atividade de OGG1 em fracBes mitocondriais de cerebelo humano em func¢do da
concentragao de proteina. Para cada reagdo, foram utilizados 50 fmoles do duplex OG que foram incubados por 5
horas a 37°C em um banho com circulagdo de agua. Foram utilizadas as seguintes concentracdes de proteinas: 0
Mg; 12,5 ug; 25 pg e 50 pg. A incubagao com Proteinase K (0,25 mg/mL) e SDS 0,5% foi de 30 minutos a 55°C, além
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disso, as amostras ndo foram precipitadas. Ctrl - 50 fmoles do duplex controle incubados com diferentes

concentracdes da fracdo; Fpg” - duplex OG incubados com a glicosilase comercial Fpg.
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5. Discussao

G



O cérebro é considerado o 6rgdo mais suscetivel ao dano oxidativo devido
ao fato de: i) apresentar alta concentracdo de acidos graxos insaturados, que podem
facilmente ser oxidados, ii) utilizar uma grande quantidade de oxigénio por unidade de
peso (em torno de 20% do total utilizado pelo individuo), iii) possuir altas concentracfes
de ferro e ascorbato (importantes para a ocorréncia da peroxidacao lipidica) e iv) ndo
ser particularmente enriquecido em defesas antioxidantes (Floyd, 1999). Além disso,
outro fator que contribui para essa vulnerabilidade consiste no fato do neurénio ser uma
célula pés-mitética com limitada capacidade de regeneracao (Bell, 2013).

Muitas evidéncias experimentais sugerem que a disfuncdo mitocondrial
desempenha um papel central na patologia da DA, como: i) a identificacdo de
alteracdes na morfologia mitocondrial; ii) reducdo na capacidade bioenergética,
verificada pela reducdo na expressdo de proteinas relacionadas a cadeia
transportadora de elétrons, do potencial de membrana mitocondrial e da sintese de
ATP; iii) alteracdes na distribuicGo e no trafego mitocondrial, aumentando a
degeneracdo sinaptica; iv) acumulo de lesbes oxidadas no DNAmt; v) bem como
alteracdes na fissdo e fusdo mitocondrial (Chaturvedi e Beal, 2013). Lesdes oxidadas
em DNA podem resultar em eventos mutagénicos, e de fato, algumas das bases
oxidadas encontradas aumentadas em DA, como 8-oxoGua, sdo mutagénicas in vitro e
in vivo. Mutacdes no DNAmMt parecem, por sua vez, desempenhar um papel importante
na disfuncdo mitocondrial verificada na DA, visto que um dos fatores que influenciam o
desenvolvimento da DA esporadica é o acumulo de mutacdes somaticas na regiao
controle do DNAmt, provavelmente resultantes de lesdes formadas pelo aumento de
EROs na mitocondria, e ndo reparadas. Essa correlacdo foi experimentalmente
verificada em cortex frontal de individuos com DA (Coskun et. al, 2004) .

Com base nessas afirmacdes, € fundamental entender como lesdes
acumulam em DNAmt durante o desenvolvimento de DA, e quais 0s possiveis defeitos
moleculares que podem causar esse acumulo. O nimero de modificagbes presentes
em DNA em qualquer dado momento € um balanco entre os eventos que levam a

formacao dessas lesbes e a atividade das vias moleculares que removem ou reparam
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as mesmas. Enquanto varios estudos j& demonstraram que o niumero de bases de DNA
oxidadas, principalmente 8-oxoGua, € maior em DNAmt de pacientes do que em
individuos normais da mesma faixa etaria (Mecocci et al., 1994; Wang et al., 2005), nédo
esta claro na literatura se esse efeito decorre do aumento da taxa de formacédo dessas
modificacdes, ou de uma diminuicdo na taxa de remog¢ao das mesmas.

Durante o processo de agregacdo de AB séo gerados peroxido de hidrogénio
e radical hidroxila, via reacdes com os fons Cu* e Fe?* (Mattson e Chan, 2003). O
estudo de Huang et al. (1999b) mostrou que o Cu®* é reduzido pelo peptideo BA e que a
interacao cobre-BA reduz o oxigénio molecular a peréxido de hidrogénio sob condicbes
de baixa tensdo de O, situacdo semelhante ao parénquima cerebral. Além disso,
também foi observado que a adicdo de Cu®* e de BA em cultura de células neuronais
primarias de ratos aumentou o efeito neurotdxico, com 70% de morte na presenca de
cobre e BA, contra 40% na presenga somente de BA. Outro trabalho dos mesmos
autores demonstrou que o complexo BA-Fe também aumenta a producdo extracelular
de peroxido de hidrogénio que, por sua vez, atravessa a membrana plasmatica,
aumentando a concentracdo de EROs intracelular (Huang et al. 1999a). Esse aumento
de EROs induz a peroxidacdo lipidica da membrana, comprometendo a funcédo de
ATPases transportadoras de ions da membrana e os transportadores de glutamato,
com consequente despolarizacdo da membrana e reducao dos niveis de ATP. Como
resultado desse processo, ocorre 0 aumento da concentracdo intracelular de célcio. A
peroxidacao lipidica também altera a homeostase de calcio por meio de um mecanismo
envolvendo a producdo de 4-hidroxi-2,3-nonenal (HNE), um aldeido gerado como
produto final das reacdes e rearranjos moleculares que ocorrem durante a cadeia de
peroxidacao lipidica. Esse aldeido também esta relacionado com alteracdes da proteina
tau, favorecendo sua hiperfosforilagdo (Mattson e Chan, 2003).

A concentragdo intracelular de calcio desempenha um papel fundamental no
controle de processos fisiologicos normais em varios tipos celulares, mas
principalmente em células nervosas, onde tem como principais fungdes: o transporte e o

controle da liberacdo de vesiculas de neurotransmissores. Além disso, alteracdes na
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concentracédo intracelular de calcio promovem a sintese de ATP a partir da estimulacao
das enzimas do ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa. Por outro lado, alteragbes na
homeostase intracelular de calcio estdo associadas a disfuncdo mitocondrial, com
aumento na producdo de EROs pela mitocdondria, e exicitotoxicidade de glutamato
(Adam-Vizi e Starkov, 2010). Esse aumento de EROs na mitocondria torna o DNAmt
mais suscetivel ao estresse oxidativo, com consequente formagcédo de bases oxidadas.
Dessa forma, € possivel propor um cenario em que o acumulo de AR extracelular
resulta em estresse oxidativo intracelular, alteracbes na homeostase de calcio, e
consequentemente, estresse oxidativo mitocondrial. Com isso, o acumulo de lesfes
oxidadas em DNAmt causa alteracdes funcionais na fosforilacdo oxidativa, uma vez que
este DNA codifica 13 proteinas componentes de 4 dos 5 complexos proteicos da
fosforilacdo oxidativa. Ao fim, se estabelece um ciclo vicioso, no qual esse acumulo de
lesGes resulta em maior producdo de EROs pela mitocondria, perpetuando o ciclo de
formacdo de lesbes e contribuindo para a progressdo do estado patolégico
(Kowaltowski et al., 2009).

Por outro lado, poucos estudos investigaram alteracdes na atividade das vias
moleculares que removem essas lesbes, e, até a preparacdo desta dissertacéao,
nenhum estudo investigando alteragbes em reparo de DNA em mitocOndrias de
individuos acometidos pela doenca de Alzheimer havia sido publicado. Um estudo
anterior do nosso grupo, em colaboracdo com o grupo do Dr. Vilhelm A. Bohr, do
National Institute in Aging, NIH, USA, utilizou extratos celulares totais de individuos
cognitivamente normais, com comprometimento cognitivo leve (CCL) e pacientes DA, e
observou uma diminuicdo bastante significativa da atividade de UDG e na atividade de
BER total nos pacientes de DA, quando comparados com 0s individuos normais. Além
disso, foi encontrada uma forte correlacdo negativa entre o estagio Braak e a atividade
de BER nesses trés grupos, 0 que levou a proposicdo de que a atividade de BER do
individuo pode ser um fator de suscetibilidade importante para o desenvolvimento da
patologia. Esse estudo, no entanto, ndo diferenciou as atividades de BER nuclear e

mitocondrial.
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Como o DNAmt parece ser preferencialmente oxidado em DA, e a disfuncao
mitocondrial é um dos eventos celulares mais recorrentes em doencgas
neurodegenerativas, o0 presente estudo comparou, especificamente, as atividades de
duas enzimas essenciais na via BER em extratos mitocondriais de individuos normais e
DA. Além disso, incluiu-se outro grupo de individuos, os DA assintomaticos, que
apresentam altas concentracdes de placas e emaranhados, mas nao apresentam
comprometimento cognitivo. Esses individuos permitem testar a hipétese de que alta
atividade de BER oferece protecdo contra os efeitos deletérios dos marcadores
neuropatolégicos, diminuindo, portanto, os efeitos clinicos desses eventos moleculares.

Devido a grande complexidade fenotipica e fisiopatoldégica da deméncia, a
clara categorizacdo dos grupos experimentais quanto aos dados clinicos e patologicos
é fundamental. Dentre as amostras selecionadas, trés individuos estédo fora do padréo
das caracteristicas exigidas pela sua classificagdo, e correspondem aos individuos do
grupo de DA assintoméatico que apresentam deméncia mista, ou seja, a presenca de
mais de um tipo de neuropatologia, sendo que a mais frequente é a associacdo da
deméncia vascular com a DA (Jellinger e Attems, 2007).

Apesar de existirem poucos estudos sobre deméncia mista, evidéncias
apontam que em grupos de individuos com idade muito avancada, nos quais a
ocorréncia de DA é muito comum, existe uma frequéncia significativa de outras
deméncias associadas (Schneider et al., 2009). Entretanto, a dificuldade de se
determinar um limiar entre a DA pura e a deméncia mista, além da pouca
disponibilidade de casos pertencentes ao grupo de DA assintomatico, justificou a
inclusdo desses sujeitos na andalise dos dados. Além disso, vale ressaltar que esses
trés individuos podem ser informativos para o estudo, uma vez que a cognicdo esta
preservada mesmo perante a existéncia de mais de um fator de lesdo neuronal. Desta
forma, esses individuos representariam um importante teste para a hipétese de que
alteracbes na eficiéncia do reparo modulam o resultado clinico de alteracdes

moleculares e celulares que resultam no acimulo de indicadores neuropatolégicos.
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Dentre os fatores ambientais e de estilo de vida que podem modular a
suscetibilidade ao desenvolvimento de DA, o nimero de anos de escolaridade parece
desempenhar um papel importante. Estudos longitudinais com um grande numero de
sujeitos apontam que o alto nivel educacional confere um efeito protetor contra o risco
de desenvolvimento da DA (Sattler et al.,, 2012; Wilson et al., 2002). Nos individuos
selecionados para este estudo, a média do nivel de escolaridade do grupo de DA
assintomatico é maior do que o observado tanto para os individuos com DA quanto os
normais. Entretanto, como ndo houve diferencas significativas entre o nivel educacional
nos trés grupos e nem correlagdes entre as atividades enziméticas e os anos de estudo,
nao se pode afirmar que, em nOSSO grupo experimental, a escolaridade atuou como um
efeito protetor contra o desenvolvimento da DA. E importante ressaltar que o niimero
amostral utilizado aqui foi pequeno, com grandes variacfes interindividuais. Desta
forma, os nossos resultados, sozinhos, ndo séo suficientes para descartar um efeito
protetor da escolaridade sobre as manifestacdes clinicas da DA, ou qualquer
associacao desse critério com atividades de reparo de DNA mitocondrial.

Outro estudo aponta que as manifestacdes clinicas da DA em pacientes com
elevado nivel educacional sdo comparaveis as dos pacientes com baixo nivel
educacional e com menor frequéncia de achados neuropatolégicos. A partir disso, foi
proposto que os pacientes com mais anos de estudo possuem maior reserva cognitiva
(Stern et al.,, 1992). O termo reserva cognitiva é definida como a capacidade de
aperfeicoar ou maximizar o desempenho cognitivo por meio do uso de diferentes redes
cerebrais, refletindo na utilizacdo de estratégias cognitivas alternativas (Stern et al.,
2002). A partir desse conceito, pode-se propor que os individuos com DA assintomatico
teriam adquirido maior reserva cognitiva ao longo do processo de envelhecimento,
permitindo dessa forma, tolerar maior grau de lesdes sem desenvolver a doenca. Nesse
contexto, uma das hipéteses testadas seria de que atividade de reparo de DNA mais
eficiente poderia contribuir para uma maior reserva cognitiva, uma vez que reduziria a

guantidade de lesdes cerebrais e, por conseguinte de dano cognitivo, permitindo assim,
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maior flexibilidade na utilizagdo de diferentes redes cerebrais. Esta racional justificou a
inclusé@o do grupo assintomatico no estudo.

A atividade da via de reparo por excisdo de bases nas amostras
experimentais foi medida utilizando ensaios in vitro, j& muito bem validados na literatura.
Para tanto, utilizou-se a metodologia descrita em Weissman et al. (2007) com a
modificacdo de que a marcacao radioativa dos substratos foi substituida pela marcacéo
fluorescente. A utilizacdo de fluoréforos ao invés de isGtopos radioativos apresenta
muitas vantagens, incluindo: i) a auséncia de contaminacgéo da area de manipulacao, ii)
ndo oferece riscos a saude do executor, iii) ndo necessita de licenca para o seu
manuseio, iv) ndo gera lixo radioativo, que nescessita de descarte especifico, v) além
de ndo apresentar decaimento do sinal emitido pelo fluor6foro (Anderson et al., 2008).
Com isso, 0s ensaios in vitro ndo ficam restritos a serem realizados dentro do tempo de
meia vida do radiois6topo, reduzindo assim o custo do substrato.

Uma vez que a marcagao dos substratos e o processamento das amostras,
em NnossSo caso para obter extratos mitocondriais altamente purificados, eram diferentes
dos utilizados no estudo de Weissman e colaboradores (2007), foram realizadas
padronizacdes das condi¢cdes dos ensaios in vitro para medir as atividades das enzimas
AP endonuclease e das DNA glicosilases UDG e OGG1l. Em todos os casos, foi
detectada atividade especifica de cada enzima, como evidenciado pela existéncia de
produto formado a partir da clivagem dos substratos especificos nas posi¢des contendo
as modificacbes, em extratos mitocondriais de cérebro humano. A presenca das
modificacdes especificas em cada substrato foi confirmada em ensaios utilizando
enzimas recombinantes. Entretanto, a presenca de bandas inespecificas com o0 mesmo
peso molecular do produto formado pela clivagem de OGGL1 interfere na sua
quantificacdo, sendo, portanto, necessaria a realizacdo de ensaios adicionais com a
finalidade de retirar essas bandas.

A relacéo entre o nivel funcional da via de reparo BER e a integridade das
células nervosas, tanto no envelhecimento normal quanto na doenca de Alzheimer, é

sugerida em alguns estudos anteriores (Stevnsner et al., 2002; Weissman et al., 2007;
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Weissman et al., 2009; Gredilla et al., 2012). O estudo de Weissman et al. (2009)
comparou a atividade de BER em diferentes regides cerebrais em dois grupos de
camundongos transgénicos expressando as seguintes proteinas humanas: i) APPsye, @
proteina precursora de AB com uma mutacdo (Glu693GIn) inicialmente identificada em
casos de DA familiar em uma familia sueca, e ii) 3XTgAD, que expressa a APPsye, a
proteina tau e a presenilina-1 mutadas, modelo animal de DA muito utilizado em
estudos fisiolégicos e comportamentais. Também comparou os dois modelos de
camundongos em fase pré-sintomatica (3 meses) e sintomatica (10 meses). Os
resultados obtidos nesse estudo mostraram que as atividades de incisao de 8-oxoGua,
de 5-OH-C e de uracila ndo apresentaram alteracdes nas regides cerebrais associadas
a DA. Outro estudo mostrou que fracdes sinaptossomais do camundongo transgénico
3XTgAD também ndo apresentaram alteracdes na atividade de BER, porém reducéo
tanto da atividade quanto da expressédo das enzimas da via BER mitocondrial foram
verificadas em ratos normais com idade avancada (Gredilla et al., 2012). Uma vez que
os resultados obtidos nos modelos murinos diferem dos resultados obtidos em cérebros
humanos, os dois estudos sugerem que a preservacao da via BER impede a morte das
células nervosas resultante do acumulo das placas e dos emaranhados, justificando
assim a auséncia de morte neuronal observada nos modelos animais de DA.

Os resultados apresentados no presente estudo ainda ndo podem ser
interpretados com rigor, uma vez que 0 numero de amostras analisadas para cada
grupo experimental € limitado. No entanto, sugerem que as atividades de APE1 no
cerebelo do grupo DA assintoméatico estdo elevadas, significativamente, em relacdo ao
grupo controle e ao grupo DA. A atividade do grupo DA foi equivalente & do grupo
controle, o que corrobora com os resultados obtidos em extrato celular total (Weissman
et al., 2007). Por outro lado, em cértex temporal os trés grupos apresentaram niveis de
atividade equivalentes, porém com valores menores aos medidos no cerebelo.

A enzima APE1l exerce um papel muito importante na viabilidade celular
guando a célula é exposta ao estresse oxidativo. Cultura de células HeLa submetidas a

baixas doses de HCIO apresentaram um aumento significativo nos niveis de RNAm de
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APE1, tornando-se mais resistentes a um segundo tratamento com agentes oxidativos.
Os autores sugeriram que o aumento de APE1 induzido por EROs torna as células mais
resistentes devido ao aumento da atividade de reparo de sitios abasicos e de quebras
de fitas simples por meio da via BER. Esse fendmeno foi denominado como “resposta
adaptativa” (Ramana et al., 1998). J& o estudo de Li et al. (2012) mostrou que, em
resposta ao estresse oxidativo, a enzima APEL nuclear altera a expressédo de genes
mitocondriais codificados no nucleo por meio de um controle redox de NRF1 (Nuclear
respiratory factor 1), fator de transcricdo relacionado a regulagdo mitocondrial,
sugerindo que essa interacdo pode aumentar os niveis mitocondriais de APE1 e elevar
a atividade de reparo do DNAmt.

Em células primarias de hipocampo e de neurbnios sensoriais de ratos
adultos, a enzima APEl esta envolvida na prevencdo da neurotoxicidade. A
superexpressao da enzima selvagem e de um mutante deficiente na atividade redox,
mas competente na atividade de reparo (Apel-C65A), resultou na protecdo contra o
dano oxidativo gerado por meio da exposicdo ao H,O,. Nas células Apel-C65A a
protecdo atingiu niveis intermediarios, o que levou a conclusao de que tanto a funcéo
de reparo quanto a funcdo redox de APE1l sdo importantes para a sobrevivéncia
neuronal (Vasko et al., 2005).

Com base no envolvimento de APE1l na prevencdo da neurotoxicidade
causada por dano oxidativo, poderiamos especular que a alta atividade de APE1l
observada no cerebelo do grupo com DA assintomatico protege as células nervosas
contra os insultos gerados pelo acumulo das placas e dos emaranhados, restringindo
dessa forma, o desenvolvimento do quadro clinico. J& no grupo com DA, a menor
atividade APE1l, em relacdo ao grupo assintomatico, tornaria as células mais
suscetiveis ao dano oxidativo, o0 que pode ser um dos fatores determinantes na
progressao da doenca. Entretanto, no cortex temporal, observou-se que a atividade de
APE1 ndo varia entre 0s trés grupos e apresenta valores de incisdo menores do que 0s
observados no cerebelo, indicando dessa forma, que regides cerebrais apresentam

suscetibilidade distinta aos eventos moleculares desencadeados durante o
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desenvolvimento da doenca. A menor atividade basal de APE1l em cortex poderia
contribuir para o fato de que essa regido apresenta intensa morte neuronal em DA
enquanto o cerebelo é mais preservado, mesmo em situagcdes em que ambas as
regides estivessem sujeitas a formacéao de placas e emaranhados.

Por outro lado, a atividade de UDG esta significativamente reduzida em
individuos com DA nas duas regides cerebrais testadas. Em cerebelo, tanto o grupo DA
quanto o grupo DA assintomatico apresentaram atividade enzimatica reduzida quando
comparados ao grupo controle. Resultados similares também foram observados em
extratos celulares totais de cerebelo por Weissman et al. (2007), bem como a reducao
nos niveis da expresséo proteica dessa enzima. Ja no cortex temporal, a atividade de
UDG foi significativamente menor em DA quando comparada tanto com o grupo
controle quanto com 0 grupo assintomatico. Este resultado sugere que a atividade de
UDG pode, através de mecanismos ainda nédo identificados, determinar o resultado
clinico das lesbes neuropatologicas observadas tanto nos individuos sintomaticos
guanto nos assintomaticos.

A enzima UDG exerce um papel fundamental na manuntencao da viabilidade
de células nervosas, visto que a auséncia de expressao dessa enzima induz apoptose
em cultura de células neuronais de hipocampo de ratos (Kruman et al., 2004). Além
disso, a andlise da expressao de UDG em resposta ao estresse oxidativo mostrou
respostas diferentes quanto as isoformas nuclear e mitocondrial. Ao comparar a
expressao génica (RNAmM) de UDG em células HelLa na presenca e na auséncia de
perdxido de hidrogénio, observou-se um aumento de 2,2 vezes da expressao da UDG
mitocondrial em células expostas enquanto que nao houve alteracdo na expressao da
UDG nuclear. Os autores sugerem que esse aumento na expressdo de UDG
mitocondrial exerce um papel importante na defesa contra o estresse oxidativo (Akbari
et al., 2007), o que suportaria o fato desta enzima ser importante para a manutencéo da
viabilidade neuronal, uma vez que essas ceélulas estdo constantemente expostas a

condi¢cbes oxidantes.
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Estudos epidemiolégicos relacionam elevadas concentracbes de
homocisteina no plasma sanguineo ao risco de desenvolvimento de DA, uma vez que a
homocisteina € um indicativo de deficiéncia de acido folico na dieta que altera as
funcdes cognitivas por meio de alteracdes em reacbes de metilacdo (Ravaglia et al.,
2005; Seshadri et al., 2002). O &cido folico ou folato, importante doador de grupos metil,
€ essencial também para a integridade genbmica, visto que sua deficiéncia leva a
incorporacdo aumentada de uracilas em DNA, que, por sua vez, podem desencadear a
formacdo de outras lesbes em DNA, resultantes de processamento incompleto das
uracilas, ou podem funcionar como sinal para a inducao de processos de morte celular
(Hinterberger e Fischer, 2013). Kruman et al. (2002) verificou que células primarias
neuronais mantidas em um meio deficiente em acido félico apresentaram um aumento
da vulnerabilidade a toxicidade do peptideo BA em relagdo ao controle. Ademais, esse
estudo mostrou que neurdnios do hipocampo de camundongos expressando APPsye
exibiram maior vulnerabilidade ao acumulo de lesées em DNA e/ou excitotoxicidade
gquando mantidos em uma dieta deficiente em folato, sugerindo que essa
vulnerabilidade esta associada a reducao do reparo de DNA.

Baseado nessas informacgdes, a reducéo da atividade de UDG verificada nos
grupos DA assintomético e DA pode comprometer a viabilidade das células nervosas,
visto que a deficiéncia do reparo de uracilas torna essas células mais suscetiveis a
toxicidade das placas neuriticas e ao estresse oxidativo. No cortex temporal, a reducéo
da atividade de UDG foi mais significativa no grupo DA, sugerindo que 0 grupo
assintomatico poderia apresentar vantagens na protecdo contra as lesbes
caracteristicas da DA por possuir maior atividade dessa DNA glicosilase. Entretanto,
essas conclusfes precisam ser suportadas por dados adicionais, como a analise da
expressdo das proteinas de reparo de DNA, bem como o aumento do numero de
individuos dos grupos experimentais.

A correlacdo entre a atividade de UDG e os critérios neuropatoldgicos
revelaram resultados importantes para a compreenséo da fisiopatologia da deméncia. A

correlacdo entre o critério de Braak e a atividade de UDG apresentou-se
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significativamente negativa na regido do cerebelo e ndo significativa no cortex temporal
(p=0,07). No trabalho de Weissman et al. (2007) também foi observada uma correlacéo
negativa significativa entre a atividade de UDG e o estagio de Braak, o que levou os
autores a especular que a perda da eficiéncia da atividade de reparo pela via BER
aumenta a suscetibilidade das células nervosas aos efeitos das placas e dos
emaranhados, permitindo assim, o desenvolvimento da doenga. Nossos dados
confirmam e expandem essa hipotese, sugerindo ainda que, a atividade de UDG pode
ser determinante no estado cognitivo durante o desenvolvimento da doenca. Além
disso, sugerem que o reparo de uracilas em DNAmt pode ter um papel fundamental no
mecanismo fisiopatoldgico, o que nao foi identificado no estudo anterior.

Com relacdo ao CERAD, a atividade de UDG e esse critério apresentaram
correlagdes negativas nas duas regifes analisadas, sugerindo uma tendéncia a ser
significativa no cerebelo (p=0,08). Em extrato total, Weissman e colaboradores (2007)
ndo encontraram correlacdo entre o numero de placas neuriticas e a atividade de UDG.
Essa diferenca entre os dois estudos pode ser um indicativo de que as proteinas de
reparo de DNA mitocondrial estdo mais correlacionadas aos achados neuropatoldgicos
do que as proteinas de extrato total, uma vez que a mitocondria, por exercer um papel
central na sobrevivéncia das células nervosas, apresenta inUmeras modificacdes
morfolégicas e funcionais decorrentes do processo de desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, como a DA.

Portanto, o presente estudo é de suma importancia para a compreensao dos
mecanismos moleculares envolvidos na doenca de Alzheimer, visto que mostrou
diferencas nas atividades de duas importantes enzimas da via BER, APE1 e UDG, em
extratos mitocondriais tanto de individuos com DA quanto em individuos que
apresentam uma protecdo contra as lesdes neuronais. Além disso, as diferencas
encontradas nas alteracdes de atividade de reparo entre o cerebelo e o cortex temporal,
regido ligada a fisiopatologia da doenca, sugerem que diferencas basais entre as
regides cerebrais, bem como na eficiéncia das atividades de reparo, podem, em ultima

instancia, serem determinantes importantes na suscetibilidade de uma determinada
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regido ao desenvolvimento de alteragcdes funcionais caracteristicas do quadro

patolégico.
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6. Conclusoes




Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que:

A metodologia desenvolvida, na qual oligonucleotideos marcados com
fluoréforos séo utilizados como substratos para verificar a atividade das enzimas
da via BER, mostrou-se eficiente na deteccdo dos produtos formados pela
reacao enzimatica em extratos mitocondriais de cérebros humanos;

A atividade da enzima AP endonuclease apresentou niveis significativamente
elevados nos extratos mitocondriais de cerebelo do grupo DA assintomatico,
indicando que a preservacdo dessa enzima pode proteger contra as lesdes
geradas a partir do acumulo de placas e emaranhados, retardando a
manifestacdo clinica dessa doenca;

No cértex temporal, a atividade de APE1 ndo apresentou variagdo entre os trés
grupos analisados, porém a média da taxa de incisdo foi menor do que o
observado no cerebelo, indicando que as regides cerebrais apresentam
suscetibilidade diferente aos danos decorrentes do desenvolvimento da doenca;
As correlacbes entre a atividade de APELl e os critérios neuropatoldgicos
mostraram-se positivas e fracas nas duas regides encefalicas, o que indica que a
concentracdo das placas e dos emaranhados nédo exerce influéncia nessa
atividade enzimética;

A atividade da uracil-DNA glicosilase apresentou-se significativamente diminuida
nos extratos mitocondriais de cerebelo tanto no grupo DA assintomatico quanto
no grupo DA, o que pode comprometer a viabilidade neuronal, tornando essas
células mais propensas ao dano. Esse resultado estd em acordo com resultados
apresentados por Weissman et al. (2007) em que foi observado uma reducéo da
atividade de UDG em extrato total de cerebelo de individuos com DA.

No cortex temporal, os niveis da atividade de UDG foram significativamente
menores no grupo DA, indicando que os individuos com DA assintomatico
apresentam um grau de preservacdo dessa DNA (glicosilase, o que pode

contribuir para o retardo do desenvolvimento da doencga.
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e A correlacdo negativa entre a atividade de UDG e o critério de Braak no cerebelo
e no cortex temporal sugere que deficiéncias da via de reparo BER podem
aumentar a suscetibilidade das células nervosas a acéo toxica dos emaranhados
neurofibrilares.

e A atividade de UDG e o critério CERAD apresentaram uma correlacdo negativa
nas duas regifes encefalicas, possuindo uma tendéncia a ser significativa no
cerebelo. Isso indica que esta atividade pode estar envolvida na protecdo contra

a acdao citotoxica de placas neuriticas.
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8. Anexos
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DIRETORIA CLINICA

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos

de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
16.06.04, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 285/04, intitulado:
“Correlagdo Andatomo-Funcional das Alteracdes Cerebrais no
Envelhecimento: Um estudo quantitativo em material de necrépsia”
apresentado pelo Departamento de PATOLOGIA, inclusive o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Wilson Jacob Filho
Pesquisador(a) Executante: Dra. Lea Tenenholz Grinberg

CAPPesq, 16 de Junho de 2004.

PROF. lllé éégszO LEONE

Vice-Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

OBSERVACAO: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os relatdrios
parciais e final sobre a pesquisa (Resolu¢cGo do Conselho Nacional de
Sadde n® 196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra "c”)



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I -DADOS DE IDENTIFICACAD DO SUJEITD DA PESQUISA DU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTD DE TOENTIDADE Mo
weeefecuseneefoeeene  ENDERECO

.. SEXO : .M . F . DATA NASCIMENTO:
MD

" BAIRRO:

. CEPiunresvesssssssssssrenssssssssmssnmensss TELEFONE:  DDD {aunsassunens)

2.RESPONSAVEL LEGAL
MATUREZA (grau de para‘ﬂae:sm, tutor, curador etc.)
B0 M. F . DATA HASCIHENTCJ wneveef vesnnnefeeeeen  ENDEREGO:

CEP: N ) = B = a0 | | =H DDD

II -DADOS SOBRE A PESQUISA CTIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Cﬂﬂﬂﬂ.ﬂ{m ANATOMO -FUNCIONAL DAS AI_TEH‘.IM;CE
CEREBRAIS NO ENVELHECIMENTO: Lim estudo quantitative em material de necropsia

2. PESQUISADOR: Lea Tenenholz Grinberg CARGOJFUNCAQ: Médica-pesquisadora
INSCRICAO CONSELHO REGIOMAL N© 105290 UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento
de Patologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA
PESQUISA:
SEM RISCO X. RISCO MINIMO . RISCO MEDIO . RISCD BAINO . RISCO

MAIOR .



Il -REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE
LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

Muito obrigada por sua atencao.

Estamos realizando um estudo para identificar como o envelhecimento ocorre no cérebro. Este
estudo é muito importante porque ainda ndo sabemos direito porque as pessoas tém deméncia ou
ficam mais esquecidas ou tremendo. Este trabalho também ir4 ajudar a descobrir a causa de morte
de seu parente. Tratamentos novos para as doencas sO sdo descorbertos fazendo estudos como
este.

Este estudo ira funcionar da seguinte maneira:

O(a) Senhor(a) sera entrevistado por um enfermeiro (a) a respeito de seu parente que
faleceu. As perguntas sdo simples, porém é importante que o(a) senhor(a) pense por
dois minutos antes de responder e que seja 0 mais exato possivel. Caso nado saiba a
resposta, diga “nao sei’.

Durante a autopsia serdo amostrados fragmentos de sistema nervoso central e de
orgdos, cujo comprometimento podem afetar a funcéo cerebral, incluindo: coracdo, rim
e carétidas , além de amostras de sangue. Todos 0s materiais serdo analisados com
bastante cuidado e armazenados para estudos futuros nas areas de anatomia,
bioquimica, genética e imagem. Os resultados serdo comparados com as respostas que
o(a) senhor(a) respondeu. Nao sera feito nada a mais que o procedimento normal da
autopsia e a aparéncia externa do corpo nao sera alterada.

Com sua colaboracdo, poderemos saber se existiam alteracdes no cérebro de seu
familiar que pudessem ser responsaveis por provocar doencas. Desta forma, outras
pessoas poderdo ser beneficiadas por conhecermos melhor doencas com Alzheimer e
mal de Parkinson. Algumas das doencas passam de pai para filho e, além disso, podem
afetar grande parte da populacdo. Entdo, os resultados que conseguiremos poderéao
ajudar muitas pessoas a néao ficarem doentes.

Ndo ha nenhum risco neste estudo, porque o(a) senhor(a) ndo precisara voltar aqui
novamente e este estudo ndo atrasara a realizacao da autépsia.

IV -ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

Qualguer duvida que o(a) senhor(a) tenha sera esclarecida pela propria médica
responsavel pelo trabalho, os resultados estardo disponiveis somente a(o) senhor(a). A
gualguer momento, se for sua vontade, o seu familiar pode ser retirado da pesquisa e
todas as informacdes obtidas serdo sigilosas. Uma copia deste documento sera
entregue a(o) senhor(a)

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO

A responsavel pela pesquisa em caso de duvidas €, Dra. Lea Tenenholz Grinberg CRM-
SP: 105290 Telefone: (011) 3066 7322

VI -CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
gue me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa



Sao Paulo, de de 200 . Horario do término:

assinatura do participante da pesquisa ou responsavel legal

assinatura do pesquisador (carimbo ou nome Legivel)



