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RESUMO

Schulz, M.L. Investigacdo dos Processos Biolégicos Associados a Producio Enddégena de
Aldeidos Reativos. 2019. 87p. Dissertacdo de Mestrado - Programa de Pds-Graduagdo em

Ciéncias Biologicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Os aldeidos sdo espécies reativas que podem ser produzidos endogenamente por processos como
a lipoperoxidagdo, podendo reagir com lipidios, proteinas e DNA. Diversas evidéncias apontam
para o envolvimento de aldeidos reativos na progressdo de patologias como doencas
cardiovasculares, arteriosclerose e doencas neurodegenerativas. O nosso grupo estuda os
mecanismos de formacgdo, detoxificacdo ¢ reagdo com biomoléculas de aldeidos reativos
endogenos e exdgenos e seu papel em patologias como a esclerose lateral amiotrofica (ALS). Um
dos mecanismos de detoxificacdo desses aldeidos € através da conjuga¢do com a carnosina.

Recentemente, foi observado que a suplementagdo de animais transgénicos ALS SOD%** ¢

om
carnosina via oral resultou em retardo da perda de peso e tendéncia de aumento da sobrevida dos
animais. O presente projeto buscou investigar o possivel papel da carnosina em animais modelo
para ALS. Para isso as modificagdes em DNA induzidas por aldeidos reativos e a formagado de
adutos de carnosina-aldeidos foram analisadas através de metodologia HPLC-MS/MS. Assim
observamos que ratos suplementados com carnosina apresentaram niveis significativamente
menores de proteina carbonilada em musculo e figado. Em figado foram vistos niveis menores
de dois adutos de DNA, 8-oxodGuo el,N>-HO-propanodGuo, em animais suplementados. Em

cérebro foram detectados niveis menores de 1,N>-edGuo. Com relagdo aos adutos carnosina-

aldeidos, foi observado niveis significativamente maiores do aduto CAR-HHE na medula. Os



resultados aqui apresentados, juntamente com outros trabalhos ja publicados no meio cientifico,
sugerem a utilizacdo de sequestradores de aldeidos como uma estratégia terapéutica em

condigdes fisiopatoldgicas nas quais ao acimulo dessas espécies esta comprovado.

Palavras-chave: Aldeidos Endégenos, Adutos de DNA, Carnosina, Esclerose Lateral

Amiotrofica, HPLC-MS/MS.



ABSTRACT

Schulz, M.L. Research on Biological Processes Associated with Endogenous Production of
Reactive Aldehydes. 2019. 87p. Masters Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto

de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Aldehydes are reactive species that can be produced endogenously by processes such as lipid
peroxidation, which can react with lipids, proteins and DNA. Several evidences point to the
involvement of reactive aldehydes in the progression of pathologies such as cardiovascular
diseases, atherosclerosis and neurodegenerative diseases. Our group studies the mechanisms of
formation, detoxification and reaction with biomolecules of endogenous and exogenous reactive
aldehydes and their role in pathologies such as amyotrophic lateral sclerosis (ALS). One of the
detoxification mechanisms of these aldehydes is through carnosine conjugation. Recently, we
observed that oral carnosine supplementation in transgenic ALS SODY*# animals resulted in
delayed weight loss and a tendency to increase the survival of the animals. The present project
investigated the potential role of carnosine in animal models for ALS. Thus, reactive aldehydes
induced DNA modifications and carnosine aldehyde adducts were analyzed by HPLC-MS/MS.
We observed that rats supplemented with carnosine presented significantly lower levels of
protein carbonylation in muscle and liver. Lower levels of two DNA adducts, 8-oxodGuo and 1,
N?-HO-propanodGuo, were observed in liver of the supplemented animals. Lower levels of 1, N*-
edGuo were detected in the brain. Regarding the carnosine-aldehyde adducts, significantly higher
levels of the CAR-HHE adduct were observed in spinal cord. The results presented here together

with other works already published in the literature, suggest the use of aldehyde scavengers as a



therapeutic strategy under pathological conditions in which is proven the accumulation of these

species.

Keywords: Endogenous Aldehydes, DNA Adducts, Carnosine, Amyotrophic Lateral Sclerosis,

HPLC-MS/MS.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACR
ALDH
ALS
CAR
dGuo
DNA
DNPH
SOD1
hSOD1

SOD1 GI3A

ERN
ERO
ESI
GSH
GSSG
GSTs
HHE
HNE

HPLC-ESI-MS/MS

Acroleina

Enzima aldeido desidrogenase

Sigla em inglés para Esclerose Lateral Amiotrofica
Carnosina

2’-Desoxiguanosina

Sigla em inglés para acido desoxirribonucleico
2,4-Dinitrofenilhidrazina

Cu,Zn-Superdxido dismutase

Cu,Zn-Superédxido dismutase humana

Enzima Cu,Zn-superdxido dismutase humana com
substitui¢do da glicina 93 por alanina.

Espécie reativa de nitrogénio

Espécie reativa de oxigénio

Sigla em inglés para lonizagdo por eletrospray
Glutationa reduzida

Glutationa dissulfeto

Glutationa-S-transferase
Trans-4-hidroxi-2(E)-hexenal
Trans-4-hidroxi-2(E)-nonenal

Sigla em inglés para Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas em



MS

SRM

1,N>-HO-MedGuo
['*Ns]-1,N>-HO- MedGuo
8-oxodGuo
['*N5]-8-0x0dGuo
1,N°-HO-propanodGuo
['*Ns]- 1,M?-HO- propanodGuo
1,N’-edGuo

['°N;s]- 1,NM-edGuo
1,N?-propanodGuo

['*Ns 1*C4]- 1,N?- propanodGuo

tandem com ionizagao por eletrospray

Sigla em inglés para Espectrometro de massas

Sigla em inglés para Monitoramento de reagdo simples
1,N*-hidroxi-metil-2’-deoxiguanosina
['*Ns]-1,N?-hidroxi-metil-2’-deoxiguanosina
8-0x0-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina

['*Ns]- 8-0x0-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina
1,N?-hidroxi-propano -2’-desoxiguanosina

['*Ns]- 1,NM2-hidroxi-propano -2’-desoxiguanosina
1,N?-Eteno-2’-desoxiguanosina

['*Ns]- 1,N?>-Eteno-2’-desoxiguanosina
1,N?-(0-Metil,y-hidroxi)propano -2’-desoxiguanosina
[*Ns 13C4]- 1,NM?-(a-Metil,y-hidroxi)propano -2’-

desoxiguanosina
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1. INTRODUCAO

1.1. Estresse Redox

Radicais livres sdo espécies quimicas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados
e por isso participam de reagdes de 6xido-reducdo (redox) envolvendo apenas um elétron por vez.
As espécies ndo radicalares, por sua vez, reagem sempre doando ou recebendo os elétrons em
pares. Os termos cunhados como Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) ou Nitrogénio (ERN)
abrangem tanto radicais livres quanto espécies ndo radicalares, e se referem a moléculas com
ampla reatividade frente as biomoléculas (Augusto, 2006). A reatividade de uma determinada
espécie depende de sua concentragdo no meio em consideragdo, e da constante de velocidade para
espécies ndo radicalares (entre 0,02 L mol s e 4x107 L mol!s™) (Sies, Berndt, & Jones, 2017),
ou do potencial de reducgdo para espécies radicalares (entre -0,80V e 2,31V) (Winterbourn, 2008).

Antioxidantes sdo substancias que “retardam, previnem ou removem danos oxidativos
causados a uma molécula alvo” (Winterbourn, 2008). As defesas antioxidantes podem ser
enzimaticas ou nao enzimaticas. Os antioxidantes ndo enzimaticos sao moléculas de baixo peso
molecular que podem ser endogenas ou provenientes da dieta.

Para manter a homeostase, os organismos vivos precisam lidar com variagdes fisico-
quimicas no ambiente fisioldgico. Oscilagdes do potencial oxidativo das células sdo atualmente
entendidas como processos naturais se forem controladas, condi¢do que foi denominada “Estresse
Oxidativo Basal” ou “Eu-estresse”. Se, porém, houver um desbalango entre espécies oxidantes e
antioxidantes, predominando os oxidantes, a condi¢do ¢ patologica e conhecida como “Estresse
Redox™ (Sies et al., 2017), que € o termo atualmente aceito no lugar de “Estresse Oxidativo”,

porém o termo antigo ainda € bastante difundido na literatura. Neste caso ha aumento de danos



18

as biomoléculas (DNA, proteinas e lipideos) os quais podem implicar no desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas, cardiovasculares, inflamatoérias e cancer.
Para melhor compreensao do desenvolvimento cientifico na area da biologia redox,

apresenta-se a seguir uma narrativa com as principais contribuigdes em ordem cronoldgica.

1.1.1. Breve Historico

As reacdes redox em meio bioldgico comegaram a ser mais profundamente estudadas na
década de 1950 e o foco dos pesquisadores estava em fontes externas de espécies reativas, as
quais estavam associadas unicamente a processos toxicoldgicos. A pesquisadora sul-americana
Rebeca Gerschman propds um mecanismo comum entre os efeitos da irradiacdo ionizante e o
envenenamento a altas pressoes de oxigénio: a formagdo de radicais livres (Gerschman, Gilbert,
Nye, Dwyer, & Fenn, 1954). Poucos depois Denham Harman formulou a “Teoria de
Envelhecimento via Radicais Livres” baseada nas considera¢des de que os radicais livres estdo
presentes na vasta maioria dos organismos vivos, surgem no decurso normal do metabolismo, e
podem vir em menor propor¢ao de fontes de radiag@o ionizante (Harman, 2009).

O estudo das reagdes redox se expandiu para novas dire¢des até entdo ndo consideradas, a
partir de 1969 quando McCord e Fridovich identificaram a enzima superoxido dismutase (SOD)
(McCord & Fridovich, 1969). Ao ser trazido a luz a existéncia de uma enzima especializada em
catalisar a dismuta¢do de um radical, sugeriu-se que a relevancia das reagdes redox seria muito
mais ampla, e passou-se a considerar com grande interesse os radicais livres de origem endogena.

Outra descoberta cientifica importante se deu na década de 1990, quando o radical livre
oxido nitrico (NO") foi identificado como sinalizador natural do sistema nervoso e cardiovascular

pelos pesquisadores R. Furchgott, L. Ignarro e F. Murad, ganhadores do prémio Nobel, e S.
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Moncada (Palmer, Ferrige, & Moncada, 1987).

O conceito de estresse redox foi definido em 1985 por Helmut Sies, como “uma
perturbacdo na balanca prd-oxidante antioxidante, favorecendo o primeiro” (Sies & Cadenas,
1985). Ou seja, foi proposto que pro-oxidantes e antioxidantes devem estar em propor¢ao
equilibrada nos organismos vivos, sendo essenciais para governar a vida através da sinalizacao
redox, € o excesso de espécies oxidantes causa o estresse redox, o qual esta associado a varias

patologias (Sies et al., 2017).

1.1.2. Fontes e Formacao das Espécies Reativas
As espécies reativas sdo formadas por agentes fisico-quimicos presentes no ambiente, ou
por processos bioquimicos que se ddo dentro de organismos vivos. Os principais agentes
exogenos que contribuem diretamente para a formacdo de espécies reativas e alguns exemplos de
espécies reativas associados a eles sdo (Halliwell & Gutteridge, 2007):
1. A radiagdo ionizante, sendo os raios gama e raios X 0s mais energéticos, os quais podem
promover a radiolise da dgua, gerando o radical hidroxila (HO");
2. A polui¢do atmosférica como, por exemplo, o 0zénio troposférico (O3);
3. A exposi¢do a luz UV, cuja energia pode ser absorvida por cromoéforos da pele e ser
transferida para o oxigénio, formando espécies como o oxigénio singlete (102) (Di Mascio et
al., 2019).
Alguns processos enddgenos que geram espécies reativas sao listados a seguir e ilustrados
na Figura 1.1:
1. O metabolismo oxidativo de drogas, catalisado por enzimas da familia citocromo Pa4so e pelas

enzimas alcool e aldeido desidrogenases (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001);
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2. O combate a microrganismos em neutrofilos, utilizando o complexo de NADPH oxidases as
quais geram peroxido de hidrogénio (H20.), e a enzima mieloperoxidase que produz acido
hipocloroso (HCIO) (Winterbourn, Vissers, & Kettle, 2000).

3. A respiracdo mitocondrial, principal fonte endogena de espécies reativas, gera o anion radical
superdxido (O:27) devido ao vazamento de elétrons nos complexos I II e III da cadeia

respiratoria e outras enzimas redox, como algumas desidrogenases (Kowaltowski, 2019).

H
Alcool
Desidrogenase
g
Superoxido
Dismutase OO0
e TIRTTTTY -
HCIO < H,0, =" —*_ 1 ClLoon
elo-
peroxidase Lipoperoxidagio

Figura 1.1. Vias de formagdo das principais espécies reativas de oxigé€nio, nitrogénio e carbono. As principais
enzimas que catalisam reacdes de geracdo de ER também estdo indicadas. As substancias em azul indicam espécies
ndo radicalares, e as substdncias em vermelho, as espécies radicais. LH — lipidio; Le — radical alquila; LOOH —
hidroperoxido orgénico.
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1.1.3. Aldeidos em Sistemas Biolégicos

Os aldeidos (fun¢do organica contendo uma carbonila ligada a um hidrogénio) presentes
nos seres vivos podem ser de origem exédgena, quando encontrados em alimentos e poluigdo
atmosférica, ou de origem enddégena quando sdo produzidos in vivo. Os aldeidos gerados em
meio bioldgico sdo, principalmente, produtos de oxidacao de lipideos e de carboidratos (O’Brien,
Siraki, & Shangari, 2005). O acimulo destes produtos de oxidagdo tem sido associado a doencas
como Alzheimer, esquizofrenia, Parkinson, esclerose lateral amiotrofica, arteriosclerose,
diabetes, cancer e AVC (Yin, Xu, & Porter, 2011).

Sao conhecidos dois mecanismos principais pelos quais os aldeidos reagem: por base de
Schiff, quando um grupo amina faz ataque nucleofilico ao carbono da carbonila, ou por adi¢do de
Michael, quando ha abstragdo de um hidrogénio B por qualquer nucleofilo. Alguns aldeidos
produtos de oxidacdo de biomoléculas sdo o,B-insaturados, o que os torna ainda mais
eletrofilicos (chamados de eletrofilos moles), e preferencialmente reagem por adi¢do de Michael
com nucledfilos moles, como grupos tidis ou residuos de cisteina (LoPachin & Gavin, 2014).

As principais vias de metabolizacdo de aldeidos sdo através da agdo das seguintes
enzimas: aldeido desidrogenase (ALDH) que catalisa a oxidacdo dos aldeidos, a superfamilia das
alcool desidrogenases (da qual a enzima aldose redutase faz parte) que promove a redugdo dos
aldeidos, e pela acdo da glutationa-S-transferase (GSTs) que catalisa a conjugacdo de glutationa
reduzida a varios substratos, dentre eles os aldeidos (Baba et al., 2013; O’Brien et al., 2005).
Alternativamente, outros componentes celulares também podem participar das vias de
metabolizacdo de aldeidos, como a conjugacdo com glutationa ou com dipeptideo contendo
histidina como a carnosina (Aldini, Carini, Beretta, Bradamante, & Facino, 2002; Xie, Baba,
Sweeney, & Barski, 2013).

Os exemplos de aldeidos endogenos mais estudados sao:
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HNE: A molécula trans-4-hidroxi-2(E)-nonenal (HNE) foi um dos primeiros aldeidos
identificados como citotoxico. E gerado a partir da oxidagdo de acidos graxos poli-insaturados,
como o 6mega-6. Os mecanismos de formacao de HNE foram revisados por Spickett (Spickett,
2013). As concentracdes de HNE podem chegar a 45uM em plasma e 100 mM no interior de
membranas (Loureiro, Mascio, & Medeiros, 2002).

HHE: Analogo ao HNE, o trans-4-hidroxi-2(E)-hexenal ¢ gerado a partir da oxidagdo de acidos
graxos poli-insaturados, como o 6mega-3 (Long & Picklo, 2010). Apesar de ser menos estudado
do que o HNE, Long et al. demostraram que o HHE reage mais rapidamente com glutationa
reduzida GSH do que HNE (Long, Rosenberger, & Picklo, 2010).

Acroleina: Este aldeido pode ser gerado endogenamente quando ha estresse redox, pode vir da
dieta através de alimentos fritos e produtos alcoolicos, ou pode ser inalado como um poluente
proveniente da exaustdo de automodveis e da fumaca de cigarro. Por sua alta reatividade ¢
considerado uma substancia toxica de alta prioridade para agéncias de protecdo ambiental
(Moghe et al., 2015).

Acetaldeido: pode ser formado a partir da oxidacdo do malonaldeido, no metabolismo do 4lcool,
e também pode ser inalado devido a poluigdao atmosférica e fumaca de cigarro (Hecht, Mclntee,

& Wang, 2001).

1.1.4. Antioxidantes e Detoxificacio de Espécies Reativas
Os mecanismos de defesa contra as espécies reativas sao tdo variados quanto sdo as
propriedades quimicas das proprias espécies reativas (He et al., 2017). As vias de agdo

antioxidante de enzimas e moléculas de baixo peso molecular frequentemente se cruzam,
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formando um complexo sistema para prevenir ou interromper os danos causados pelas espécies

reativas, como mostrado na Figura 1.2:
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Figura 1.2. Principais antioxidantes e vias de detoxificagdo de espécies reativas. As principais enzimas que
catalisam reagdes de degradagdo de espécies reativas estdo indicadas em verde. Os principais antioxidantes de baixo
peso molecular estdo indicados em laranja. X¢ ¢ X — substancia radicalar e ndo radicalar, respectivamente; LOOH —
hidroperoxido organico; LOH — alcool organico; CAR — carnosina.
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1.1.5. Superoéxido Dismutase

Uma vez que o radical superoxido ¢ um subproduto do metabolismo do oxigénio, existe
uma enzima amplamente distribuida nos organismos aerébicos para decompor esta espécie
reativa: a superoxido dismutase (SOD). A dismutacao do anion radical superdxido gera peroxido

de hidrogénio e gas oxigénio como mostrado a seguir (Valentine, Doucette, & Potter, 2005):

SOD-Cu*" + 0, + H" — SODH*-Cu' + O,

SODH'-Cu” + O," + H" — SOD-Cu** + H,0;

20" +2H"> H,02+ 0O,

Estdo descritas trés isoformas da enzima SOD em mamiferos: 1) CuZn-SOD ou SODI,
que esta localizada no citoplasma; 2) EC-SOD ou SOD3 (também contém cobre € zinco como
cofatores), no espago extracelular; e 3) Mn-SOD ou SOD2 nas mitocondrias (Zelko, Mariani, &
Folz, 2002). Por estar relacionada a um interessante modelo animal de esclerose lateral
amiotrofica (item 1.3), apenas a isoforma SOD1 serd abordada neste texto.

A enzima Superdxido Dismutase 1 humana ¢ um dimero de subunidades iguais, cada
subunidade contendo 153 residuos de aminoacidos, possuindo massa molecular total de 32-kDa.
Contém cobre e zinco no sitio ativo. A maior parte estd presente no citosol, sendo encontrada
também nas mitocondrias (espago intra-membranar) e no nucleo (Valentine et al., 2005).

A interagdo da SODI1 com o H2O> pode gerar um forte oxidante, o peroxido
monocarbonato. Essa reacao foi extensivamente estudada e a natureza do oxidante formado,

muito discutida (Hodgson & Fridovich, 1975). Existem fortes evidéncias de que o sistema
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SOD1/H20; oxida HCO3™ formando CO3" (Medinas, Cerchiaro, Trindade, & Augusto, 2007),

oxidante que pode se difundir e oxidar diversos substratos em solugao.

1.1.6. Carnosina

Um antioxidante de grande interesse ¢ a carnosina, pois ¢ encontrado em concentragdes na
faixa milimolar em musculo cardiaco e esquelético em mamiferos, e ¢ detectado na maioria dos
vertebrados. Carnosina ¢ um dipeptideo de r-histidina e B-alanina (Figura 1.3), e leva este nome
porque foi descoberta pela primeira vez em amostras de carne. Variagdes na estrutura da
carnosina, como metilagdo nos nitrogénios imidazdlicos formando os compostos anserina e
ofidina, sdo encontradas em varios organismos (A. A. Boldyrev, Aldini, & Derave, 2013). Até o
momento o perfil de distribui¢do de carnosina entre os tecidos e fluidos corporais foi tragado
somente em camundongos (Kamal, Jiang, Hu, Keep, & Smith, 2009) e em ratos (Aldini, Orioli,
Carini, & Facino, 2004). Em humanos sdo encontradas principalmente a carnosina em musculo,
figado e regides do sistema nervoso central e N-acetil-carnosina nos rins (Artioli, Sale, & Jones,
2018).

A B-alanina ndo ¢ um aminodcido constituinte de proteinas humanas, por isso acredita-se
que a carnosina ndo seja proveniente da degradacdo proteica. A alimentacdo ¢ apontada como a
principal fonte deste B-aminoacido, sendo a degradacdo de uracila pelo figado uma possivel fonte
enddgena. A histidina ¢ um aminodcido essencial e normalmente encontrado em abundancia no
sangue, portanto, a concentragdo de carnosina depende da concentracdo de B-alanina e das taxas
de formacdo e degradagdo enzimaticas catalisadas pela carnosina sintetase e a carnosinase,
respectivamente (A. A. Boldyrev et al., 2013).

Dipeptideos contendo histidina sdo bastante estaveis, suportando temperaturas de até 120
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°C por 20 minutos (Aristoy, Soler, & Toldra, 2004). O tempo de meia-vida da carnosina no
musculo ¢ de 3 a 4 semanas, assim sua distribui¢ao indica os tecidos onde a enzima Carnosina
Sintetase ¢ majoritariamente expressa (Kwiatkowski, Kiersztan, & Drozak, 2018). Em relagao a
degradacao da carnosina, foram identificadas duas metaloproteases: CN1, carnosinase expressa
no sistema nervoso central, ¢ CN2, uma dipeptidase citosolica ndo especifica amplamente
distribuida nos tecidos. Em animais roedores uma enzima ortdloga a CN1 foi encontrada apenas
nos rins (Teufel et al., 2003).

Quando administrada oralmente, parte das moléculas de carnosina ¢ absorvida no
intestino delgado pelo transportador de oligopeptideos PEPT1. No citoplasma dos enterdcitos a
carnosina pode ser hidrolisada pela CN2 liberando ambos os aminoécidos na corrente sanguinea,
ou pode ser transportada através da membrana basolateral chegando intacta no sangue (A. A.
Boldyrev et al., 2013). Uma segunda proteina conhecida no transporte de carnosina ¢ a PEPT2, a
qual estd localizada nas células epiteliais dos tubulos renais para a reabsor¢do de carnosina. A
PEPT2 também esta expressa em células epiteliais do plexo coroide, cortex cerebral, bulbo
olfatorio, olhos, pulmdes, baco e musculo esquelético (Kamal et al., 2009).

A primeira fungdo fisioldgica atribuida a carnosina foi como tampao nos musculos devido
ao anel imidazolico da histidina (pka 6,72). Posteriormente, varios trabalhos atribuiram a
carnosina, a atividade antioxidante sendo por diferentes mecanismos, como quelante de metais,
inibidor da glicoxidagdo e carbonilagdo proteica, bem como capacidade de sequestrar oxigénio
singlete, peroxidos, HOCI e aldeidos (A. A. Boldyrev et al., 2013; Kwiatkowski et al., 2018).

Kim e colaboradores mostraram que ratos suplementados com 0,5% de carnosina
(porcentagem referente ao total da composicao energética da dieta dos animais) apresentaram
maior atividade da SOD em soro, pele e figado. A atividade da enzima glutationa peroxidase

também aumentou no figado dos ratos suplementados (Kim, Kim, Kim, Choi, & Lee, 2011).
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O papel da carnosina como sequestrador biologico de aldeidos esta cada vez mais
discutido na literatura (Aldini et al., 2002; Baba et al., 2013; V. H. Carvalho et al., 2018). Nosso
grupo caracterizou um novo produto da adi¢do de carnosina a um aldeido, a acroleina (V. S.
Bispo, Campos, Di Mascio, & Medeiros, 2016). Estruturas de adutos aldeidicos de carnosina

estao mostradas na Figura 1.3:

0 NH,
H,N Y\/
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Y\/ = ! NH _W» ki
oH N/ -
p-alanina H s Carnosina Nﬁ/
L-histidina Sintetase B

Carnosina

CAR-HHE

Figura 1.3. Formag¢ao da Carnosina in vivo catalisada pela enzima carnosina sintetase, a partir dos aminoacidos p-
alanina e L-histidina. Estrutura dos produtos de alquilagdo da carnosina pelos aldeidos acroleina, HHE e HNE,
indicados em azul. Modificado de (V. S. Bispo et al., 2016).

Barski e colaboradores calcularam as constantes de velocidade da reagao de aldeidos com

os dipeptideos carnosina, anserina ¢ homocarnosina € com o aminoacido histidina. A constante
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de velocidade foi menor para os aldeidos reagindo com histidina, sendo que a reagdo mais
eficiente e completa foi com carnosina (Barski et al., 2013). Os valores de constantes de

velocidade de alguns aldeidos com carnosina estao mostrados a seguir, na Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Constantes de velocidade de reagdes entre aldeidos e carnosina. Modificada de (Barski et al., 2013):

HNE HHE Acroleina 4-oxononenal Octenal

Carnosina
o 0,048 + 0,0025 0,044 + 0,003 0,51 +0,03 0,034+ 0,0009 0,028 + 0,002
M's™h)

A suplementagdo com carnosina como pratica clinica vem sendo estudada com mais
intensidade nos ultimos vinte anos. Apesar de serem necessarios estudos clinicos de maior escala,
algumas pesquisas mostraram resultados bastante promissores do tratamento de doencas usando a
carnosina, as quais foram revisadas por Artioli e colaboradores (Artioli et al., 2018). Boldyrev e
colaboradores notaram que a carnosina potencializa o efeito de DOPA (dihidroxifenilanalina) em
pacientes com doenca de Parkinson (A. Boldyrev et al., 2008). Ha indicios de que a carnosina
retarda a progressdo do diabetes em humanos, pois um grupo de obesos ndo diabéticos que
receberam suplementagdo de carnosina tiveram menores niveis de glicose e insulina apds o teste

de ingestdo de glicose quando comparado a um grupo controle (De Courten et al., 2016).

1.2. Lesoes em DNA

Apesar de apresentar certa estabilidade quimica devido a sua forma natural de dupla
hélice, o DNA nao ¢ inerte. Grupos quimicos das bases nitrogenadas podem ser alterados por

radiacdo, reagdes com compostos endogenos ou exogenos. Lesdes, as quais sdo caracterizadas
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por modifica¢des quimicas na molécula de DNA, se ndo forem reparadas podem causar mutagdes
ou levar a morte celular (Halliwell & Gutteridge, 2007).

A guanina, por exemplo, reage com oxigénio singlete ou radical hidroxila, formando uma
lesao conhecida como 8-ox0-7,8-dihidro-2"-desoxiguanosina (8-oxodGuo) (Figura 1.4). Esta ¢ a
base nitrogenada mais susceptivel a oxidagdo devido ao seu menor potencial de redugdo (Close &

Wardman, 2016).
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Figura 1.4. Formagdo de 8-oxodGuo. Em vermelho estio indicados os atomos de oxigénio com marcacgdes
isotopicas. Adaptado de (Di Mascio et al., 2016).

Estudos in vitro mostraram que esta lesdo ¢ mutagénica, ou seja, se ndo reparada leva a
alteragdes na sequéncia de bases de uma determinada sequéncia génica. Isso ocorre porque a 8-
oxodGuo sofre uma rota¢do em torno da sua ligacdo glicosidica passando de anti para syn. Na
conformag¢do syn a guanina modificada faz interagdes com a adenina ao invés de interagir com a

citosina. Assim, se a modificacdo for mantida até¢ a duplicagdo do DNA, a sequencia das bases
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serd alterada, alterando também a informagdo génica da célula (transversao G — T) (Banda,
Nuiez, Burnside, Bradshaw, & David, 2017). H4, porém, diversos mecanismos in vivo para
reparar este dano quando incorporado ao DNA ou ainda dentre os nucleotideos livres. O sistema
de reparo diminui a frequéncia de muta¢ao em células renais de macacos (COS-7) para 2,5-4,8%

e em E. coli para apenas 1,8% (Moriya, 1993).

1.2.1. Adutos de DNA

Além da oxidagdo, as bases nitrogenadas também podem sofrer alquilagdo por
subprodutos da lipoperoxidagdo, formando adutos de DNA (Medeiros, 2019). Alguns adutos sdo
estudados pelo nosso grupo e padrdes auténticos ja foram sintetizados e caracterizados

anteriormente (Angélica Bianchini Sanchez, 2017) e estdo esquematizados na Figura 1.5.
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Figura 1.5. 2°-Desoxiguanosina e alguns dos produtos de oxidagdo e alquilagdo (adutos). Em vermelho estdo
indicadas as adi¢es quimicas a 2’-desoxiguanosina. R1 = desoxi-ribose.

Um numero crescente de estudo mostra que aldeidos interagem com DNA formando
adutos (Blair, 2008; Medeiros, 2019). Adutos ciclicos do tipo propanoadutos sdo formados a
partir da adi¢do direta de aldeidos como HNE, HHE e acroleina a nucleosideos. Os aldeidos
produtos de lipideos peroxidados podem formar epdxidos (éter ciclico com trés atomos que
formam um anel) os quais também podem reagir com bases do DNA formando os etenoadutos
(1,N?-edGuo).

Nosso grupo caracterizou e demonstrou a formagao de eteno adutos a partir de aldeidos de

peroxidacao lipidica (V. M. Carvalho et al., 2000, 1998; Loureiro, De Arruda Campos, Gomes,
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Di Mascio, & Medeiros, 2004; Loureiro, Di Mascio, Gomes, & Medeiros, 2000). Nestes
trabalhos foram elucidadas diferentes estruturas de produtos de reagdo do aldeido DDE
(trans,trans-2,4-decadienal) com dGuo (2’-desoxiguanosina) e dAdo (2’-desoxiadenosina).
Formaldeido e acetaldeido tem preferéncia para reagir com nucledfilos como o nitrogénio
2 (N2) da 2’-desoxiguanosina, formando propano adutos (LoPachin & Gavin, 2014). Nosso
grupo demostrou a formacao inequivoca deste tipo de aduto de DNA ao tratar células em cultura
com [13C]-acetaldeido (Garcia et al., 2011), e posteriormente em pulmio e cérebro de ratos

expostos ao [°C;]-acetaldeido (Angélica B. Sanchez et al., 2018).

1.2.2. Biomarcadores

Adutos de DNA sdo considerados verdadeiros biomarcadores, pois estdo relacionados a
formacdo de intermedidrios reativos que podem se ligar ao DNA e a outras molécula
(Tretyakova, Villalta, & Kotapati, 2013). Frijihoff e colaboradores fizeram uma revisdo dos
principais biomarcadores de estresse oxidativo e a quais doengas estdo relacionados (Frijhoff et
al., 2015). A oxidagao do nucleosideo 2’-desoxiguanosina foi associado ao cancer e a amiloidose
sistémica. Dentre os biomarcadores de ALS, foram listados: o fator de transcricdo Nrf2, proteinas

carboniladas, malonaldeido e niveis de GSH versus GSSG.

1.3. Esclerose Lateral Amiotrofica

Em 1869 Charcot descreveu pela primeira vez a degeneracdo motora chamada Esclerose

Lateral Amiotrofica (ELA, ou ALS do inglés Amyotrophic Lateral Sclerosis). Trata-se de uma
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doenca caracterizada pela degeneragdo progressiva dos neurdnios motores acarretando atrofia,
paralisia e morte. A doenca se inicia pela paralisia de um membro e progride para outros
membros até que e a morte ocorre por insuficiéncia respiratoria, quando os neurdnios
responsaveis pelo movimento do diafragma sdo atingidos (Charcot & Joffroy, 1869). O inicio da
doenca ou o primeiro diagnostico ¢ feito entre 50 e 60 anos, e por ja se tratar de um estagio
avangado, o paciente tem de 4 a 10 anos de vida apos o diagnostico (Taylor, Brown, &
Cleveland, 2016).

Cinco mil novos casos de ALS sdo diagnosticados por ano nos EUA, e o total mundial
atinge 1,75 casos/100.000 habitantes por ano (Luna, Logroscino, Couratier, & Marin, 2017). No
Brasil a taxa de mortalidade devido a ALS para pessoas acima de 45 anos ¢ de 1,77 a 2,3 /
100.000 pessoas por ano (Moura, Casulari, & Novaes, 2016)

A ALS ¢ uma doenga multifatorial e multissistémica e 90% dos casos sdo esporadicos que
sdo os pacientes sem antecedente familiar, ou seja, sem mutagdes genéticas herdadas. Diversos
trabalhos tém demonstrado que a degeneracao dos neurdnios motores € resultado de mecanismos
complexos envolvendo estresse oxidativo, excitotoxicidade por glutamato (Glu), disfuncdo e
agregacdo de proteinas, problemas no transporte axonal e processos neuro-inflamatorios, os quais
estdo esquematizados na Figura 1.6. Ainda ¢ dificil definir sdo fatores sdo causa, consequéncia ou

associacdo. Forma-se um ciclo vicioso, onde um fator agrava o outro (Barber & Shaw, 2010).
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Figura 1.6. Esquema indicando os mecanismos patologicos associados a ALS. Ao centro esta representado um
neurdnio, no qual sdo destacados: a organela reticulo endoplasmatico, a organela mitocondria, uma célula de
microglia e o terminal do axénio liberando glutamato.

A participagdo de estresse oxidativo na patologia de ALS ¢ evidenciada pela presenca de
danos oxidativos em DNA, proteinas e lipidios nos tecidos de pacientes (Barber & Shaw, 2010;
Bozzo, Mirra, & Carri, 2017).

Os casos familiares de ALS representam 10% dos casos totais, e foram associados a
mutacdes nos genes da enzima SOD1 (SOD1), da proteina angiogenina (ANG), da proteina TDB-
43 (TARDBP), da proteina dinactina (Dinactina), entre outros (Taylor et al., 2016). Mutacdes
pontuais no gene da SOD1 representam cerca de 20% dos casos de ALS familiar e tém recebido
maior aten¢do. Ainda ndo se sabe por que a forma mutante desta proteina abundante e expressa
em todos os tecidos ¢ particularmente toxica para os neurdnios motores, causando ALS. Mais de

uma década de estudos extensivos forneceram fortes evidéncias de que um ‘“ganho de fungao



35

toxica” ao invés da perda da fungdo enzimatica normal da enzima ¢ a causa da doenga. Como a
ALS esporadica e familiar sdo patologicamente indistinguiveis, acredita-se que as fungdes
celulares alteradas como consequéncia da expressao da SOD1 desencadeiam vias que podem ser
ativadas por outros fatores nos casos esporadicos (Schmitt & Agar, 2017).

A mutagao G93A ¢ a mais estudada devido aos camundongos transgénicos criados em
1994 (Gurney et al., 1994). Posteriormente Howland e colaboradores desenvolveram e
caracterizaram ratos Sprague-Dawley transgénicos portando a mutagio SOD1%*# humana
(Howland et al., 2002). Os animais transfectados com SOD1%%** humana desenvolvem o quadro
clinico de ALS, constituindo um excelente modelo para o estudo dos mecanismos da doenga,
enquanto que os animais que super expressam a proteina selvagem SOD humana, ndo apresentam
sinais de doencas relacionadas ao neuronio motor.

Os animais com SODI1 humana mutante sdo hoje o unico modelo disponivel para a
realizagdo de testes pré-clinicos de novas terapias para ALS. Nao ha ainda um tratamento efetivo
para ALS. Hoje, existe somente um medicamento aprovado (Riluzol - Rilutek® Sanofi Aventis),
o qual aumenta a sobrevida do paciente, e diversos tratamentos paliativos (D’Amico, Factor-
Litvak, Santella, & Mitsumoto, 2013).

Recentemente, em um trabalho anterior de nosso grupo, foi observado que a
suplementacdo de animais transgénicos ALS SOD%%** com carnosina via oral resultou em retardo
da perda de peso em consequéncia da atrofia muscular e tendéncia de aumento da sobrevida dos
animais. Investigar os mecanismos responsdveis pelo aumento dessa sobrevida estudando
modificagdes em DNA induzidas por aldeidos reativos e a formacdo de adutos de carnosina-
aldeidos em musculo de animais suplementados com carnosina pode resultar em informagdes
importantes na terapia da ALS. Por ser uma doenga neurodegenerativa, também € interessante

investigar os adutos de DNA e carnosina em tecidos do sistema nervoso central, como cérebro e
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medula.

Além do musculo, cérebro e medula, tecidos que estdo diretamente relacionados com a
doenca, andlises no figado também podem ajudar na compreensdo dos mecanismos moleculares
da protecdo da carnosina. Além de carnosina enddgena ja ter sido detectada no figado (Artioli et
al., 2018), um trabalho recente mostrou que a alteragdes no sistema imune em animais modelo
para ALS afetaram especialmente este 6rgao (Gasco, Zaragoza, Garcia-Redondo, Calvo, & Osta,
2017). Outro trabalho mostrou que os exames histologicos de pacientes com ALS apresentavam
lesdes gordurosas mais pronunciadas em comparacdo com portadores da doenga de Parkinson
(Dupuis et al., 2008).

A hipétese da utilizacdo de sequestradores de aldeidos pode ser uma estratégia
terapéutica que merece ser investigada em situacdes onde ao acumulo dessas espécies estd

indicado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Investigar processos biologicos associados a modificagdo em biomoléculas por aldeidos
reativos ¢ o seu mecanismo de detoxificagdo por carnosina em ratos transgénicos modelo de

ALS.

2.2. Objetivos especificos:

1- Quantificar os adutos DNA-aldeidos bem como o produto de oxidacdo 8-oxodGuo em figado,
cérebro e medula de ratos usados no modelo experimental de ALS suplementados ou nao com
carnosina.

2- Quantificar os adutos carnosina-aldeidos e carnosina livre em figado, musculo e cérebro de
ratos usados no modelo experimental de ALS e suplementa¢do com carnosina.

3- Investigar o possivel papel de carnosina em animais transgénicos com relagdo a progressao da
doenca, pela anélise e comparagdo dos niveis de adutos carnosina-aldeidos e DNA-aldeidos em
figado, musculo, medula e cérebro de ratos transgénicos modelo para ALS suplementados ou nao

com carnosina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

Todas as solu¢des foram preparadas utilizando dgua deionizada obtida de um sistema
Milli-Q (Millipore, Billerica, USA). Os solventes: etanol, metanol, isopropanol e acetonitrila grau
HPLC e MS foram obtidos de J.T. Baker Chemical Co. (Phillipsburg, USA) ou Merck
(Darmstadt, Alemanha). Acido féormico grau MS foi fornecido pela Merck (Darmstadt,
Alemanha). ['°Ns]-8-oxodGuo foi fornecido por Cambridge Isotope Laboratories (Andover,
USA). EDTA, Tris-Triton-X100, cloreto de sodio, proteinase K, ribonucleases A e T1, nucleasse
P1, fosfatase alcalina, dodecilsulfato de sodio (SDS) e mesilato de desferroxamina utilizados sao
da Sigma (St. Louis, USA). Fosfato de potassio, cloreto de magnésio, e sacarose foram
adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Cocktail de inibidor de protease (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Os demais

reagentes citados na metodologia eram do maior grau de pureza disponivel no mercado.

3.2. Equipamentos

Foram utilizados centrifuga modelo 5804 R da Eppendorf (Hamburg, Alemanha), com
rotor de angulo fixo F-45-30-11, ThermoMixer C da Eppendorf (Hamburg, Alemanha). As
medidas de pH foram feitas em um pHmetro da ThermoScientific modelo OrionStar Al11
(Massachusetts, USA). As incubagdes em banho-maria foram feitas em banho modelo 144 da
Fanen (Sao Paulo, Brasil). Foi utilizada balanca analitica da RADWAG (Radom, Poland). O

liofilizador e o concentrador utilizados foram, respectivamente, FreeZone 2.5 Plus e Refrigerated
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CentriVap Concentrator da empresa Labconco (Kansas City, USA). O espectrofotometro
utilizado foi o modelo UV-16508C da Shimadzu (Toquio, Japao). O homogeneizador utilizado
foi o Power Gen 1000 da Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA). Os demais

equipamentos utilizados serao descritos na metodologia.

3.3. Modelo e Experimentaciao Animal

Ratos Sprague-Dawley transgénicos expressando SOD1%%*A humana, obtidos de Taconic
(Germantown, USA), foram usados como modelo para a doenca ALS. De acordo com Howland

et al, a expressdo de 8 vezes mais hSOD19934A

em relagdo a SOD endogena na medula € suficiente
para mimetizar a doenga em ratos de 120-160 dias (Howland et al., 2002).

A experimentagdo animal foi conduzida pelo doutorando Vanderson Bispo (V. da S.
Bispo, 2015). Todos os animais vieram da coldnia do Biotério de Producao e Experimentacdo da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, a
partir de matrizes adquiridas na Taconic (Germantown, USA). Os experimentos obedeceram as
diretrizes e normas preconizadas pela NIH-National Institute of Health, pela Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério — SBCAL e pela lei n® 11.794, Sérgio Arouca de 2008.
Todos os procedimentos foram ainda revisados e aprovados pela Comissio de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Quimica — USP (CEUA/IQ USP 04/2012) (V. da S.
Bispo, 2015).

O estudo experimental comegou com 40 animais machos, sendo 20 deles portadores do

gene hSOD1%%** confirmado por PCR (grupo ALS) e 20 animais selvagens da mesma ninhada

como controles (grupo CTL). Cada grupo foi subdividido em outros dois grupos: os que
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receberam suplementagdo de 1mg de L-carnosina por ml de agua no bebedouro, a partir da 7%
semana de vida (grupo Car), e os animais que ndo receberam a suplementacdo na agua do
bebedouro, conforme mostrado na Figura 3.1. A dgua do bebedouro foi trocada trés vezes por

semana, garantindo a estabilidade da carnosina em agua.

Grupo CTL-Car Grupo ALS-Car

Figura 3.1. Modelo experimental no qual 40 animais foram divididos em quatros grupos: selvagens com e sem
suplementagdo de carnosina (CTL-Car e CTL respectivamente), e ratos transgénicos hSODI1%%A com e sem
suplementagdo de carnosina (ALS-Car e ALS respectivamente). A suplementagdo foi feita na 4gua do bebedouro na
concentragdo de 1mg/ml.

Como esse foi um primeiro estudo sobre efeito da carnosina em ALS, a concentracao da
carnosina oferecida na agua foi ajustada considerando os dados descritos por Herculano e
colaboradores em estudos com camundongos e Alzheimer (Herculano et al., 2013).

A Figura 3.2 (A) indica que a adicdo de carnosina na dgua oferecida aos animais nao
causou recusa e que a quantidade de carnosina consumida entre os grupos que receberam o

suplemento foi praticamente a mesma, em torno de 35 + 5 mg carnosina/animal/semana.
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Figura 3.2. Resumo dos resultados da experimentagdo animal. (A) Acompanhamento do consumo hidrico médio dos
animais a cada semana. (B) Acompanhamento de massa corporal média dos animais pertencentes a cada grupo
experimental: CTL (n=10), CTL-Car (n=8), ALS (n=6) ¢ ALS-Car (n=8). O teste estatistico utilizado para comparar
os grupos CTL e ALS foi o Mann-Whitney, p=0,0093. (C) Grafico de sobrevivéncia estimada por Kaplan-Meier para
os animais ALS suplementados (ALS-Car) ou ndo suplementados com carnosina (ALS). O teste estatistico utilizado
para comparar os dois grupos foi o logrank, p=0,2. Retratamento dos dados anteriormente apresentados por Bispo
(V. daS. Bispo, 2015).

Conforme mostraram trabalhos usando o mesmo modelo experimental (Howland et al.,
2002; Linares et al., 2013) e de acordo com o sistema de avaligdo da doenga proposto por
Matsumoto et al. em ratos transgénicos SODY** (Matsumoto et al., 2006), a progressio da
doenca foi quantificada pela perda de peso dos animais. A Figura 3.2 (B) mostra que os animais

controles apresentaram ganho de massa corporal continua no periodo avaliado. Porém, os animais
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ALS apresentaram um pico de massa por volta dos 110 dias de vida, perdendo massa a partir
desta idade.

Para evitar o sofrimento dos animais, os ratos transgénicos sofreram eutandsia apos
apresentarem 20% de diminuicao de massa em relacdo a maior massa no periodo observado. Os
animais controles sofreram eutanasia com 145 dias de vida. Para o grupo ALS, a sobrevida dos
animais recebendo ou ndo a suplementagdo, foi estimada pelo método de Kaplan-Meier
(Colosimo & Giolo, 2010). Para testar se estas duas populacdes conceituais de animais
apresentam a mesma sobrevivéncia, foi utilizado o teste logrank (Colosimo & Giolo, 2010).
Essas técnicas consideram que, no grupo ALS, podem ser observados ratos que sdo sacrificados
devido a perda de peso (falhas) e, eventualmente, animais que morrem por outras causas ou nao
apresentaram perda de peso ao final dos 145 dias de acompanhamento (censuras).

A comparacdo da sobrevida nos grupos ALS e ALS-Car pode ser vista na Figura 3.2 (C).
Apesar de ndo existir diferenca estatistica entre os grupos ALS e ALS-Car (p = 0,2) observa-se
uma tendéncia de aumento na sobrevida dos animais suplementados.

Ao longo do tratamento alguns ratos ALS foram excluidos do experimento animal por
demorarem a apresentar o fenotipo tipico da doenca, como a perda de peso e a ndo paralisia das
patas dianteiras, que sdo os primeiros membros a serem afetados. Sendo assim, restaram seis
animais no grupo ALS e oito animais no grupo ALS-Car. Depois dos animais serem

eutanasiados, os tecidos foram retirados e estocados em freezer -80°C.

3.4. Extracao de DNA

Algumas modificagdes foram feitas a partir da metodologia desenvolvida pela doutoranda
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Ang¢élica Sanches (Angélica Bianchini Sanchez, 2017).

Cerca de 200 e 300 mg de tecido de figado (I6bulo médio), medula ou cérebro (sem o
cortex e o cerebelo) foram homogeneizados em 4 mL de tampao A (sacarose 320 mM, MgCl, 5
mM, Tris-HCl 10 mM, desferroxamina 0,1 mM, 1% de Triton X-100, pH 7,5) e centrifugados a
1.300 X g (3.500 rpm) por 10 min a 4°C. O precipitado foi ressuspendido em 5 mL de tampao A
e centrifugado novamente nas mesmas condig¢des. O precipitado foi ressuspendido em 2,4 mL de
tampao B (Tris-HCl 10 mM, EDTA-Na; 5 mM, desferroxamina 0,15 mM, pH 8,0) e 75 uL de
uma solugdo de SDS 10% (m/v). A esta solucdo foram adicionados 60 puL. de uma solucdo 10
mg/mL de RNase A (em tampao acetato de s6dio 10 mM, pH 5,0, previamente fervida por 10
min) e 16 pL de uma solucdo 20 U/uL de RNase T1 (em tampao Tris-HCI 10 mM, EDTA-Na; 1
mM, desferroxamina 2,5 mM, pH 7,4). A amostra foi incubada a 37°C por 1 hora. Em seguida,
foram adicionados 675 pL de uma solu¢do de SDS 10% (m/v), e 60 pL de uma solugdo de
proteinase K 20 mg/mL. Apds outra incubagdo a 37°C por 2 horas e centrifugacdo a 12.800 X g
(11.000 rpm) por 15 min, adicionou-se 10% do volume total (cerca de 300 uL) de solugdo de
iodeto de sodio (Nal 7,6 M, Tris-HC1 40 mM, EDTA-Na, 20 mM, desferroxamina 0,3 mM, pH
8,0) ou solugdo de NaCl 5 M nas amostras de figado. Depois de 20 min. de incubagdo a 4°C,
seguiu-se nova centrifugacao a 8.600 X g (9.000 rpm) por 15 min. O sobrenadante foi coletado e
a ele adicionado 5 mL de isopropanol gelado. O tubo foi mantido no freezer (-20°C) por uma
noite para precipitagdo do DNA.

Depois se seguiu uma centrifugagao de 10.600 X g (10.000 rpm) por 15 min. O
precipitado foi coletado e lavado cuidadosamente com 4 mL de isopropanol 100%. Centrifugado
a 1.300 X g (3.500 rpm) por 5 min. a 4°C e descartado o sobrenadante. O mesmo processo foi

repetido para lavagem com 4 mL de isopropanol 60% e 2 mL de etanol 70%. Descartado o
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sobrenadante, o DNA depois de seco no liofilizador SpeedVac, foi ressuspendido em 100 puL de
desferroxamina 3 mM. A concentracdo e pureza foram determinadas, respectivamente, pela
leitura da absorbancia a 260 nm e pela relagio Abs260/Abs280, maior que 1,7 pelo

espectrofotometro DeNovix DS-11+Spectrophotometer (DeNovix, Wilmington, Delaware, USA).

3.5. Hidrolise Enzimatica de DNA

A 150 pg de DNA foram adicionados 5 uL de tampao acetato de sédio (3,0 M, pH 5,0),
25 puL de nuclease P1 (0,4 U/uL) e 7,6 uL de uma solucdo contendo todos os padrdes internos dos
adutos utilizando 2’-desoxiguanosina isotopicamente marcada ['°Ns] (100 fmol/uL de 8-
oxodGuo, 1,N°-HO-MedGuo, 1,N’>-HO- propanodGuo, 1 fmol/uL de 1,N?-edGuo, 2 fmol/ pL de
1,N?-propanodGuo). Depois de misturada em vortex e centrifugada com o mini-centrifuga, a
mistura foi incubada por 1 hora e 30 min. a 37°C no escuro e agitacdo de 550 rpm. Em seguida,
adicionou-se 7 pL de tampao Tris-HCI (3,0 M, pH 7,4), 5 uL de tampao para fosfatase alcalina
(Tris-HCI1 10 mM pH 8,0, MgCl, 5SmM, ZnCl; 0,2 mM e 50% de glicerol, pH 6,0) e 25 pL de
fosfatase alcalina (0,2 U/uL). Seguiu-se a incubagdo a 37°C por 1 hora e agitacdo de 550 rpm. As
amostras foram avolumadas para 210 pl e injetados 100 pL no HPLC-ESI+-MS/MS. Os
resultados foram normalizados pela concentracao de 2’-desoxiguanosina (dGuo) ndo modificada,
quantificada em HPLC Agilent (Califérnia, USA) pelo detector de arranjo de diodo Agilent 1200
DAD G1315C. As medidas de dGuo foram feitas simultancamente a detec¢do dos adutos de
DNA, descrita na se¢do 3.6. Esta metodologia descrita originalmente no trabalho de Fiala e
colaboradores (Fiala, Conaway, & Mathis, 1989) e adaptada posteriormente em nosso grupo

(Angélica Bianchini Sanchez, 2017).
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3.6. Quantificacio de Adutos de DNA por HPLC-ESI'-MS/MS

Para a separacdo dos adutos foi utilizado um sistema HPLC Agilent (Agilent
Technologies, Santa Clara, Califérnia, USA) constituido por um auto injetor Agilent 1200 High
Performance resfriado a 4 °C, Bomba Agilent 1200 Binary Pump SL, detector Agilent 1200 DAD
G1315C, forno de coluna Agilent 1200 G1216B a 30 °C e uma valvula automatica para
redirecionamento de fluxo em alta pressao. Foram empregados todos os padrdes internos dos
adutos utilizando 2’- desoxiguanosina isotopicamente marcada ['°Ns]. Os adutos de DNA foram,
separados inicialmente em coluna analitica Luna C18(2) 250 mm x 4.6 mm id., 5 um
(Phenomenex, Torrance, CA), de acordo com o método gradiente de 4gua e acetonitrila contendo

0,1% de acido formico, descrito na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Gradiente de acido formico 0,1% em solugdo aquosa, e acido formico 0,1% em acetonitrila utilizado

durante a analise em sistema HPLC-EST*-MS/MS para detec¢do dos adutos de DNA:

Tempo /min % ACN Fluxo /(nL/min)

0,01 5,0 500
10,00 12,0 250
15,00 12,0 250
40,00 40,0 250
41,00 95,0 500
45,00 95,0 500
46,00 5,0 500

50,00 5,0 500
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Uma segunda bomba Agilent 1200 Isocratic Pump SL foi usada para alimentar a segunda
coluna Luna C18(2) 150 mm x 2 mm i.d.,, 3 um (Phenomenex, Torrance, CA), com fluxo
isocratico de 250 pL/min e solucdo de 20% de acetonitrila contendo 0.1% &cido férmico, que
estava sendo usada para manter um fluxo constante para o espectrometro de massa durante a
analise. Uma valvula para direcionar o fluxo troca duas vezes de posi¢ao: aos 17 min, permitindo
que o eluente da primeira coluna, que até o momento era descartado, entre na segunda coluna e
em seguida no espectrometro de massa, ¢ aos 40 min, permitindo a lavagem e o equilibrio da

primeira coluna, como mostrado na Figura 3.3. O tempo total desta andlise ¢ de 50 min.

4000 QTRAP
Espectrometro
de Massas

o _|
C Detector P y
UV-Vis

Figura 3.3. Esquema representativo da configuragdo do método HPLC-ESI*-MS/MS para detec¢do de adutos de
DNA. A, B e C representam os modulos do HPLC que bombeiam respectivamente os solventes: dgua com 0,1% de
acido formico, acetonitrila com 0,1% de acido férmico, e agua com 20% de acetonitrila e 0.1% acido férmico. Os
numeros 1 e 2 representam respectivamente as colunas cromatograficas: Luna C18(2) 250 mm x 4.6 mm i.d., 5 pm e
Luna C18(2) 150 mm x 2 mm i.d., 3 pm.

Os adutos foram analisados com ionizagdo por electrospray (ESI) no modo positivo e
deteccdo por monitoramento de reag¢do selecionada (SRM) em um espectrometro de massa triplo
quadrupolo API 4000 Q-TRAP (AB Sciex, Washington D.C., WA) sendo o terceiro quadrupolo

uma camara hibrida ion trap. As transi¢des escolhidas para os ions estdo dispostas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Transi¢des selecionadas a partir de otimizag@o para os adutos de DNA e os respectivos padrdes internos

analisados por HPLC-ESI*-MS/MS:

Aduto

Transicoes

[M+H]*

Padrao Interno

Transicoes

[M+H]*

1,M?-HO-MedGuo

298,100—181,900
298,100—164,000

['*Ns]-1,N°-HO-
MedGuo

303,100—186,900
303,100—169,000

8-0x0dGuo

284,100—167,900
284,100—140,000

[1°Ns]-8-0x0dGuo

289,100—172,900
289,100—145,000

1,N?-HO-

propanodGuo

324,100—208,000
324,100—189,900

[5Ns]- 1,N-HO-

propanodGuo

329,100—213,000
329,100—194,900

1,N?-edGuo

292,100—176,000
292,100—121,000
292,100—148,000

['°Ns]- 1,NM-edGuo

297,100—181,000
297,100—153,000

1,N?-propanodGuo

338,100—222,000
338,100—178,000

[15N5 13c4]_ 1,N2-

propanodGuo

347,100—»231,000
347,100—~185,000

Todos os parametros do espectrometro de massa foram ajustados para aquisicao da
melhor transi¢do [M+H]" — [M+H-2-D-erythro-pentose]” como transi¢do de maior intensidade e
portanto, de quantificacdo, além de uma segunda ou terceira transicdo para confirmagdo
estrutural. A curtain gas foi de 20 psi, temperatura 550 °C, gés de nebulizagdo e gas auxiliar 40
psi, voltagem aplicada no spray de ions na Fonte Turbo Ion Spray +5500 V, gas de colisao alto,
aquecimento da Interface Heater ativado em 100 °C e o potencial de entrada fixado em 10 V. Os
dados foram adquiridos e tratados com o software Analyst 1.6 (AB Sciex, Washington D.C.,

WA).
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3.6.1. Curvas de Calibraciao

Foram construidas curvas de calibragdo para cada um dos cinco em relagao aos padroes
isotopicamente marcados correspondentes. As concentracdes dos padrdes variaram de 0,1 nM a
50 nM, sendo adicionados em cada amostra os padrdes isotopicamente marcados na concentragao
aproximada dos mesmos nas amostras para que nao houvesse supressao. Cada curva foi
construida pela relagdo entre as areas de cada aduto e seu respectivo padrao marcado versus a
quantidade de padrao ndo marcado adicionado.

Também foi feita uma curva de 2’-desoxiguanosina ndo modificada para normalizar os
dados adquiridos por MS para cada amostra. A concentracdao o de 2’-desoxiguanosina (dGuo) foi

quantificada pela area da absorbancia no comprimento de onda de 254 nm.

3.7. Extrac¢ao de Carnosina e seus Adutos

A extragcdo e a andlise de carnosina e seus adutos foram feitas conforme descrito por
Victor Carvalho et al. (V. H. Carvalho et al., 2018) com algumas modificagdes.

Aliquotas de figado (I6bulo médio), musculo (pata traseira), medula ou cortex (lado
direito) (200 mg) foram homogeneizadas em tampao C (KH2PO4 150 mM pH 6.0, EDTA-Nax 1
mM, DTT 1 mM, e mistura de inibidor de protease diluida 1:1000 (Sigma, MO)) em volume (uL)
igual a 3 vezes o valor da massa (mg) do tecido de cada amostra. Os padrdes internos CARd4,
CAR-HHEds e CAR-HNEd;; foram adicionados para concentragdo final de 10 nM. Entdo o
homogenato foi submetido a centrifugagao 13.000 X g (11.000 rpm) por 20 min e o sobrenadante
foi coletado. Uma parte do sobrenadante (aprox. 100 pL) foi reservada para posterior analise da

concentragdo de proteina através do método colorimétrico por rea¢do com o acido bicinconinico
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usando o kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA) — instru¢des indicadas pelo fabricante. Outra parte do sobrenadante foi reservada para a
determinagcdo de proteina carbonilada (item 3.8). A absorbancia foi medida usando o
equipamento espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Massachusetts, USA)

Em 100 pL do sobrenadante foram adicionados 3 pL de HCIO4 70% (v/v) para precipitar
proteinas da amostra e deixar apenas os peptideos menores. Apds agitacao em vortex a solugao
foi deixada em repouso a 4°C por 15 min. e centrifugada a 13.000 X g (11.000 rpm) por 10 min.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o pH foi ajustado para 5 usando solucdo
NaOH 10 M. Antes de ser analisada no sistema HPLC-MS/MS, a amostra foi filtrada em
membrana de 0,1 um usando tubos de filtragdo e centrifugacdo Millipore Cat No. UFC30VV00
(Millipore, Bedford, Massachusetts) por centrifuga¢do a 13.000 X g (11.000 rpm) por 10 min.

A andlise da concentracdo de carnosina e seus adutos foi feita conforme a metodologia

descrita no item 3.9.

3.8. Quantificacao de Proteina Carbonilada

O contetdo de proteina carbonilada foi quantificado espectrofotometricamente usando o
derivatizante 2,4-dinitro-fenilhidrazina (DNPH) como descrito por Colombo et al. (Colombo et
al., 2016). O primeiro sobrenadante obtido na extracdo descrita na se¢do 3.8 (antes da
precipitacdo de proteina), foi diluido com tampao C para a concentragdo final de 1 mg de
proteina/mL de volume final de 1 mL. Entdo foram feitas duas aliquotas de 400 pL desta solugao
e adicionados 200 uL de DNPH 10 mM (em HCI 2 M) em uma aliquota, e 200 uL de HC1 2 M

em outra aliquota e o protocolo seque igual para ambas as solugdes. Apds misturar as solugdes
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em vortex e incuba-las no escuro a 1000 rpm por 1 hora a 25°C, foram adicionados 600 pL de
acido tricloroacético (TCA) 10% (v/v) e as amostras foram incubadas por 15 min. a 4°C. Depois
as amostras foram centrifugas a 15.000 X g por 20 min. e o sobrenadante foi descartado.
Adicionou-se 1 mL de TCA em cada precipitado ¢ homogeneizou-se as amostras em vortex, €
foram centrifugadas a 15.000 X g por 5 min. O precipitado foi lavado com 1 mL de solucao
etanol e acetato de etila 1:1 e centrifugado a 15.000 X g por 5 min. e o sobrenadante descartado.
A lavagem se repetiu até o precipitado ndo apresentar colorac¢do, que indica que todo o DNPH
livre foi removido.

O precipitado final foi submetido a secagem em um concentrador a vacuo para a
evaporacao do solvente (aprox. 5 min. para ndo ressecar o solido) e ressuspendido em 1 mL de
cloreto de guanidina 6 M. A absorbancia das solu¢des foi medida em duplicata usando placa de
96 pocos (200 pL de volume em cada pogo — caminho Optico = 0,5 cm) e leitor de microplaca
Espectrofotometro Infinite M200 (TECAN, Ménnedorf, Sui¢a) no comprimento de onda 366 nm.
A diferenga entre a absorbancia da amostra tratada com DNPH e a tratada com HCI foi usada
para o calculo de proteina carbonilada conforme mostra a seguinte equagao:

[Proteina Carbonilada (uM)] = (Abspnpy—-nci/(0.022 uM~1 cm™! x 0.5 cm))

3.9. Quantificacdo de Carnosina e seus adutos por HPLC-ESI*-MS/MS

A metodologia HPLC-MS/MS para a andlise e quantificacdo de carnosina e seus adutos
utilizada neste trabalho foi conforme descrito por Victor Carvalho et al. (V. H. Carvalho et al.,
2018) com algumas modificacdes.

Para a separacdo dos analitos de interesse foi utilizado um sistema HPLC Agilent (Agilent
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Technologies, Santa Clara, Califérnia, USA) constituido por um auto injetor Agilent 1200 High
Performance resfriado a 4 °C, Bomba Agilent 1200 Binary Pump SL, detector Agilent 1200 DAD
G1315C, forno de coluna Agilent 1200 G1216B a 45 °C e uma valvula automaética para
redirecionamento de fluxo em alta pressdao. Foram empregados todos dois padrdes internos de
adutos de carnosina e carnosina isotopicamente marcada com deutério. Os analitos foram
separados inicialmente em coluna analitica Kinetex C18 100 mm x 4.6 mm id., 2,6 pm
(Phenomenex, Torrance, CA), de acordo com o método gradiente de acetato de amoénio 5 mM pH

5,5 e acetonitrila, descrito na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Gradiente de acetato de amoénio 5 mM pH 5,5 e acetonitrila utilizado durante a analise em sistema

HPLC-ESI*-MS/MS para detecgdo de carnosina e seus adutos:

Tempo /min % ACN Fluxo /(nL/min)

0,01 10,0 150
6,00 10,0 150
10,00 90,0 300
15,00 90,0 300
20,00 10,0 150
30,00 10,0 150

Uma segunda bomba Shimadzu 10-AVp Isocratic Pump (Shimadzu, Toquio, Japao) foi
usada para alimentar a segunda coluna analitica Kinetex C18 100 mm x 2.1 mm i.d., 2,6 um
(Phenomenex, Torrance, CA) com fluxo isocratico de 150 pL/min e solucdo de acetato de

amoénio 5 mM pH 5,5 com 10% de acetonitrila, que estava sendo usada para manter um fluxo
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constante para o espectrometro de massa durante a andlise. Uma valvula para direcionar o fluxo
troca duas vezes de posi¢cdo: aos 3 min, permitindo que o eluente da primeira coluna, que até o
momento era descartado, entre na segunda coluna e em seguida no espectrometro de massa, € aos
14 min, permitindo a lavagem e o equilibrio da primeira coluna, como mostrado na Figura 3.4. O

tempo total desta analise ¢ de 30 min.

Forno:

[

6500 QTRAP
SR —. Espectrémetro

] de Massas
Detector P q
UV-Vis

Figura 3.4. Esquema representativo da configuragdo do método HPLC-ESI*'-MS/MS para detec¢do de carnosina e
seus adutos. A, B e C representam os médulos do HPLC que bombeiam respectivamente os solventes: acetato de
amonio 5 mM e pH 5,5, acetonitrila, e acetato de amoénio 5 mM com 10% de acetonitrila. Os nameros 1 ¢ 2
representam respectivamente as colunas cromatograficas: Kinetex C18 100 mm x 4,6 mm i.d., 2,6 um e Kinetex C18
100 mm x 2,1 mm i.d., 2,6 pm.

G

N/

Os adutos foram analisados com ionizagdo por electrospray (ESI) no modo positivo e
deteccao por monitoramento de reacdo selecionada (SRM) em um espectrometro de massa triplo
quadrupolo API 6500 Q-TRAP (AB Sciex, Washington D.C., WA) sendo o terceiro quadrupolo

uma camara hibrida ion trap. As transi¢des escolhidas para os ions estdo dispostas na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Transi¢Ges selecionadas a partir de otimizagdo para carnosina e seus adutos, e os respectivos padrdes

internos analisados por HPLC-ESI*-MS/MS:

Aduto Transicoes Padrao Interno Transicoes
[M+H]* [M+H]*
Carnosina 227,062—110,085  Carnosina-ds4 231,000—110,000
227,062—210,000 231,000—214,000
Carnosina- 303,148—110,100  Carnosina- 346,137—329,300
Acroleina 303,148—166,100 HHE-ds 346,137—229,100
303,148—210,100 346,137—110,100
Carnosina- 341,034—324,200  Carnosina- 346,137—329,300
HHE 341,034—224,000 HHE-ds 346,137—229,100
341,034—110,000 346,137—110,100
Carnosina- 383,205—366,200  Carnosina- 394,289—377,200
HNE 383,205—266,000 HNE- di 394,289—277,000

383,205—110,100

394,289—110,100

Todos os parametros do espectrometro de massa foram ajustados para aquisi¢ao de uma
transi¢do de maior intensidade e, portanto, de quantificagdo, além de uma segunda ou terceira
transi¢do para confirmacao estrutural. A curtain gas foi de 15 psi, temperatura 500 °C, gés de
nebulizagdo e gas auxiliar 50 psi, voltagem aplicada no spray de ions na Fonte Turbo Ion Spray
+5500 V, gas de colisdo alto, aquecimento da Interface Heater ativado em 100 °C e o potencial
de entrada fixado em 10 V. Os dados foram adquiridos e tratados com o software Analyst 1.6

(AB Sciex, Washington D.C., WA).
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3.10. Analises Estatisticas

O tratamento dos dados adquiridos por espectrometria de massas e os calculos feitos para
determinar as concentracoes de cada aduto foram feitos conforme descrito no trabalho de Traube
e colaboradores (Traube et al., 2019).

O teste estatistico utilizado para analisar a curva de sobrevivéncia estimada pelo método
de Kaplan-Meier (Figura 3.2) foi o teste logrank, através do programa RStudio, versao 1.1.456
(RStudio Team (2016) RStudio: Integrated Development for R. RStudio, Inc., Boston,
Massachusetts, USA, http://www.rstudio.com/). Os graficos mostrados nas Figuras 4.1, 4.2, 4.3 ¢
4.5 foram gerados pelo programa Microsoft Excel, versdo 14.0.7190.5000 (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, USA).

Todos os demais graficos e andlises estatisticas apresentadas neste trabalho foram feitas
usando o GraphPad Prism versdo 5.01 para Windows (GraphPad Software, San Diego California
USA, www.graphpad.com). Na comparagdo de grupos foi usado o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney, duas caldas para p-valores e intervalo de confianca igual a 95%. Nos graficos de
quantificagdo de adutos de DNA, carnosina e proteina carbonilada, cada ponto representa um
animal, a barra horizontal maior indica a média do grupo, e as barras horizontais menores

indicam o erro padrao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento da Metodologia para Quantificacio de Adutos de

DNA por HPLC-ESI"™-MS/MS

O método para deteccdo simultdnea das cinco modificagdes de DNA (Figura 1.5) foi
modificado e padronizado utilizando como base uma metodologia estabelecida anteriormente
(Angélica Bianchini Sanchez, 2017). Parametros foram modificados para adaptar a metodologia a
analise das amostras bioldgicas, pois apesar de passarem por lavagens (itens 3.4 e 3.5), as
solugdes podem conter interferentes que prejudicam a anélise. Foi usado o padrio interno ['°Ns
3C4]- 1,N?-propanodGuo pois na matriz biolégica haviam moléculas com as mesmas transi¢des
do padrio ['°Ns]- 1,N?-propanodGuo.

Um cromatograma representativo de DNA hidrolisado ¢ mostrado na Figura 4.1. A
deteccao por absorbancia no UV no comprimento de onda 260 nm, ¢ mostrada no lado direito
superior da mesma figura. Os quatro sinais em forma de pico no cromatograma de absorbancia
em 260 nm indicam que a hidrdlise do DNA foi bem sucedida, pois os quatro nucleosideos sao
detectados e estdo bem separados.

Os dados foram adquiridos pelo espectrometro de massas no modo de monitoramento de
reacdo selecionada (SRM). Neste modo o ion precursor € isolado, fragmentado e posteriormente
apenas os ions produtos selecionados sao monitorados. Cada par ‘ion precursor’ e ‘um de seus
fragmentos’ constitui uma transi¢do (curva do cromatograma de massas). Na presente
metodologia foram selecionadas pelo menos duas transigoes de massa previamente estabelecidas
para cada molécula (Tabela 3.2) A transicdo mais intensa ¢ usada para a o calculo da area do

pico, para quantificacdo da substincia na amostra e por isso chamada de transicdo de



56

quantificagdo. Com o objetivo de confirmar a identidade da molécula alvo na amostra, foram
estabelecidas transi¢cdes de confirmagao com base no padrao de fragmentagdo dos padroes. Estas
transigdes estdo indicadas como linhas mais claras e mais escuras, respectivamente no

cromatograma (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Cromatograma representativo da metodologia estabelecida para detectar cinco modificacdes de dGuo
usando amostra de DNA com os padrdes de cada aduto. Na primeira parte do cromatograma (de 5 até 22 minutos)
sdo detectados os nucleosideos ndo modificados, por absorbancia em 260 nm. O primeiro aduto ¢ eluido aos 21 min
e o ultimo, o isémero 6S e 8S, aos 35 e 36,5 min, os quais sdao detectados pelo espectrometro de massas. As linhas
mais intensas e as mais claras de cada pico representam a transicdo de quantificagdo e a transi¢do de confirmagao,
respectivamente.
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A Figura 4.1 mostra a deteccdo de todos os adutos com separacdo por linha de base
indicando, portanto, que o método foi desenvolvido com sucesso e permite a quantificacao
simultanea dos cinco adutos de DNA. Este método ¢ chamado de Adutoma, pois permite analisar
de uma s6 vez um amplo espectro de modificagdes na 2’-desoxiguanosina, podendo assim

conhecer o perfil de adutos de DNA em determinada amostra.

4.1.1. Curvas de Calibracao

Para quantificagdo precisa e reprodutivel por espectrometria de massas, € comumente
usada a técnica de diluicdo isotdpica. Esta consiste em adicionar moléculas analogas, ou mais
parecidas possivel com o analito de interesse, de preferéncia utiliza-se padrao auténtico, isso €, a
mesma molécula com um ou mais dtomos isotopicamente marcados. Chamados de padrdes
isotopicos, eles sdo adicionados em quantidade conhecida durante a preparagdo da amostra. As
vantagens sdo: minimizagao das perdas do analito durante o processamento da amostra e corre¢ao
das diferencas de ionizacdo nas fontes ESI (eletrospray ionization) (Tretyakova et al., 2013).
Como em outros métodos de quantificagdo, para a espectrometria de massas também ¢ necessario
construir de curvas de calibragdo. Assim valores obtidos a partir da andlise de amostras sao
interpolados na curva e uma quantidade absoluta ¢ obtida (Traube et al., 2019).

Portanto, ¢ necessaria a sintese, purificacdo e caracteriza¢do prévia de cada molécula alvo
que se deseja quantificar em amostras: o padrdo isotopicamente marcado (para a técnica de
dilui¢do isotopica), e o padrdo ndo marcado (para as curvas de calibragdo e otimizacdo dos
parametros de ionizagdo e fragmentacdo no espectrometro de massa). Os padrdes utilizados neste
trabalho foram previamente sintetizados, purificados e caracterizados pela Dra. Angélica B.

Sanchez (Angélica Bianchini Sanchez, 2017).
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As curvas de calibragdo foram construidas e injetadas a cada periodo de uso do
espectrometro de massas para analise dos adutos de DNA. Isso ¢ importante para garantir que
desvios na sensibilidade do equipamento ndo influenciem os valores de quantificagdo dos analitos
nas amostras. Na Figura 4.2 estd representada uma curva para cada um dos adutos de DNA. As
curvas foram feitas em agua, usando concentragdes crescentes conhecidas de cada padrao. Para
cada ponto da curva foram adicionados os padrdes auténticos isotopicamente marcados em
concentracao fixa. A curva de dGuo foi calculada a partir da area do pico de absor¢do em 254
nm, comprimento de absor¢ao maxima deste nucleosideo.

As equagdes de reta foram usadas para o calculo da concentracdo dos analitos em
amostras biologicas. Os valores de R?, também chamados de coeficiente de determinacio,

mostram a linearidade da relacdo entre a razao das areas e a concentracao de cada analito.
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Figura 4.2. (A-E) Curvas de calibrag@o para cada aduto de DNA usando o método da dilui¢ao isotdpica. (F) Curva
de calibracdo para o nucleosideo dGuo. As equagdes de reta e os valores correspondentes de R? estdo indicados em
cada grafico.
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4.1.2. Limites de Deteccio e Quantificacao

“O limite de quantificagdo € a menor concentragdo ou teor que pode ser quantificada com
a maior incerteza aceitavel ou Incerteza Maxima Aceitavel” (Manual de Garatia da Qualidade
Analitica, 2011). Para técnicas analiticas que apresentam ruido na linha de base, como o ruido
basal proveniente a fonte de ionizacao usada na espectrometria de massas acoplada a HPLC, ¢
necessario estabelecer um critério para determinar qual sera a ‘incerteza maxima aceitavel’.

Nesta técnica, normalmente o critério usado é a razdo entre o sinal e o ruido.
Experimentalmente o limite de quantificagao foi determinado como razao sinal/ruido maior ou
igual a 6. O limite de detec¢do foi estabelecido como razdo sinal/ruido maior ou igual a 3. Os

valores de concentragao correspondentes aos limites de detecgdo e quantificagdo estao listados na

Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Limites de detec¢@o e quantificagdo de cada aduto de DNA.

Aduto Limite de Limite de
Deteccao Quantificacao
1,N’-HO-MedGuo 300 fmol 600 fmol
8-oxodGuo 300 fmol 600 fmol
1,N’-HO- propanodGuo 5 fmol 10 fmol
1,M-edGuo 3 fmol 6 fmol
1,N?-propanodGuo 3 fmol 6 fmol

4.2. Instabilidade Quimica do Aduto 1,N’-HO-MedGuo

O aduto 1,N°-HO-MedGuo enddgeno foi detectado em todos os grupos de ratos em figado
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e cérebro, mas seu padrao isotopico correspondente, adicionado no inicio da hidrolise do DNA
(item 3.5), apresentou pico com formato e area insatisfatorios em todas as analises de amostras de
DNA hidrolisado. A Figura 4.3 mostra o perfil cromatografico deste aduto. Posteriormente foi
confirmado que este aduto ¢ instavel e se degrada durante o processo de hidrolise do DNA,
durante os periodos de incubagéo a 37°C. E possivel que o padrio isotopico seja mais degradado
pois fica por mais tempo em solu¢do na forma hidrolisada, o que o torna mais reativo do que o

mesmo composto que € posteriormente hidrolisado do DNA.
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Figura 4.3. Cromatogramas representativos da analise de 1,N>-HO-MedGuo em DNA de figado de rato controle sem
suplementagdo. A esquerda esta o aduto endogeno; a direita esta padro isotopico.

Yu e colaboradores ja haviam mostrado que este composto ¢ instavel, e por isso para
medi-lo € necessario fazer a reducdo quimica com cianoborohidreto de s6dio (NaCNBH3) (Yu et
al., 2015). Portanto, considerando a instabilidade deste composto e a impossibilidade de reduzir
apenas este aduto, mantendo os demais sem modificacdo quimica, os dados de 1,N>-HO-MedGuo

ndo foram considerados nas andlises dos DNA dos ratos na perspectiva de utilizar o adutoma.
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4.3. Modelo e Experimentacdo Animal

Como ja descrito anteriormente (Item 3.3), toda a experimentagdo com os animais ja
havia sido conduzida pelo doutorando Vanderson Bispo (V. da S. Bispo, 2015) e os dados de
consumo hidrico, massa corporal dos animais e porcentagem de sobrevivéncia foram
apresentados na sua tese de doutorado. Porém um novo tratamento estatistico desses dados de
experimentacdo foi efetuado como parte deste projeto de mestrado com a ajuda da pos-
doutoranda Ana Helena Sales de Oliveira. Esses dados estdo reapresentados em Materiais e

Meétodos (item 3.3) para facilitar a compreensdo dos resultados agora obtidos.

4.4. Quantificacio de Adutos de DNA em Figado

Os adutos de DNA foram analisados através da metodologia Adutoma (Item 4.1) com o
objetivo de investigar possivel papel de carnosina em animais transgénicos com relacdo a
progressao da doenca.

A Figura 4.4 mostra um cromatograma representativo da andlise simultanea de quatro
modificacdes em DNA detectadas pelo método descrito no item 4.1 em figado de rato controle.
Observamos que nem todos os adutos sao detectados nesses tecidos.

A concentragdo dos adutos 1,N°-edGuo e 1,N’-propanodGuo ficaram abaixo dos limites
de detecgdo, porém seus respectivos padrdes isotopicos foram detectados, confirmando nao haver
problema com o método de hidrolise e andlise HPLC-MS/MS. As quantidades de DNA injetados
para analise das amostras variou entre 1 e 30 nmol, dependendo do rendimento da extra¢do de

DNA.
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Figura 4.4. Cromatogramas representativos da analise de Adutoma de aproximadamente Inmol de DNA de figado
de rato controle sem suplementacdo. A esquerda estdo cada um dos adutos endogenos; a direita estdo os respectivos
padrdes isotopicos.
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A Figura 4.5 compara os niveis das modificacdes de dGuo nos diferentes grupos: controle
(CTL), controle suplementado com carnosina (CTL-Car), transgénicos SODY?A (ALS) e
transgénicos SOD%*** suplementados com carnosina (ALS-Car) em figado. Neste tecido o nivel
de 8-oxodGuo, um conhecido biomarcador de estresse redox, apresenta uma diminui¢ao de cinco
vezes nos animais CTL-Car em relagdo aos controles ndo suplementados. Nos animais ALS a
diferenca nos niveis de 8-oxodGuo ¢ quatro vezes menor nos animais ALS-Car. Carnosina tem
sido reconhecida como um dipeptideo neuro-protetor e parte dessa prote¢ao ¢ atribuida a sua
atividade antioxidante (Fouad, Qutub, Al Rashed, & Al-Melhim, 2017; Kim et al., 2011).
Portanto, niveis menores de 8-oxodGuo nos animais suplementados, confirmam essa agdo

antioxidante da carnosina nesses animais.
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Figura 4.5. Niveis de duas modificagdes de dGuo detectadas em DNA de Figado dos ratos. O teste estatistico
utilizado para comparar os grupos foi Mann-Whitney. Figado 8-oxodGuo: **corresponde a p=0,0022; *corresponde
a p=0,02. Figado 1,N?>-HO-propanodGuo: **corresponde a p=0,0025; ND corresponde a ‘ndo detectado’.
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Comparando os grupos CTL e ALS nota-se que os niveis de 8-oxodGuo no figado dos
animais ALS sdo, aparentemente, um pouco menores. Apesar desses dados nao serem
estatisticamente diferentes, podem refletir uma tendéncia que poderia ser explicada pela oxidagao
posterior da 8-oxodGuo, uma vez que, por apresentar potencial de oxidagdo menor que qualquer
nucleosideo natural, torna-se alvo de outros oxidantes em ambiente em estresse redox (Burrows
& Muller, 1998; Martinez, 2003).

Percebe-se também que a concentracdo de 8-oxodGuo em figado estd maior (média 30
modificagdes 8-oxodGuo/10° dGuo) do que o nivel basal médio apresentado pelo Comité
Europeu de padrdoes em Danos Oxidativos ao DNA — sigla em inglés ESCODD — que ficou em
4,24 /10° dGuo (ESCODD, Gedik, & Collins, 2005). Esta diferenca de aproximadamente dez
vezes pode ser explicada por uma mudanga de protocolo. Durante a extragdo do DNA de figado
foi utilizado o sal NaCl na precipitacdo do DNA, de acordo com protocolo ja estabelecido no
laboratdrio (Angélica Bianchini Sanchez, 2017). Porém, outro trabalho que usou Nal na extracao
de DNA de figado de ratos controles obteve média de 30 modificagdes 8-oxodGuo/10° dGuo
(Lodovici, Bigagli, Luceri, Manni, & Zaid, 2011), grandeza mais proxima do valor apresentado
aqui neste trabalho. Isso indica que no figado possam ocorrer mais reagdes que gerem espécies
reativas, oxidando mais o seu DNA.

No figado dos animais ALS também foi observado um nivel aproximadamente quatro
vezes maior de 1,N2-HO-propanodGuo, o aduto obtido pela reagdo de dGuo com a acroleina, um
aldeido a,pB-insaturado produto da lipoperoxidagdo. Este aduto ndo foi detectado nos grupos CTL-
Car e ALS-Car (Figura 4.4), indicando, novamente, um efeito protetor da carnosina. Em ALS sao
descritas alteragdes neuro-inflamatdrias, assim com elevagdo nos niveis de moléculas pro-
inflamatoérias (D’ Ambrosi, Cozzolino, & Carri, 2017). A lipoperoxidagdo esta aumentada o que

pode acarretar perda neuronal (Blasco et al.,, 2017). Outro trabalho mostrou que a resposta
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inflamatoéria devido a neurodegeneragao afeta especialmente o figado e o musculo (Gasco et al.,
2017). Em decorréncia, pode haver aumento de oxidacao lipidica e formagao de aldeidos, como a
acroleina, portanto este aduto pode ser considerado um biomarcador para o estresse redox

De acordo com a pesquisa que fizemos, ndao ha dados que relacione a acroleina no figado
de animais ou humanos com ALS. Porém, ja foi mostrado aumento de acroleina em cérebro post
mortem de pacientes com Alzheimer (Williams, Lynn, Markesbery, & Lovell, 2006). Ja foi
demonstrado, também, que a acroleina causa agregados de neuro-filamentos (Jeong & Kang,

2008).

4.5. Quantificacdo de Adutos de DNA em Cérebro

Para a extracdo de DNA do cérebro foi utilizado o método descrito por Hamilton e
colaboradores (Hamilton et al., 2001) usando Nal. na tentativa de diminuir a oxidagdo do DNA
durante os procedimentos. O iodeto de sodio ¢ um sal caotropico, ou seja, ¢ capaz de romper
ligacdes de hidrogénio em solugdo aquosa, afetando a estrutura nativa do DNA e proteinas.
Assim a precipitagdo de proteinas ¢ melhor e a pureza do DNA ¢ maior.

A Figura 4.6 mostra que houve significativa diminui¢do de 8-oxodGuo no cérebro dos
animais ALS em relagdo aos CTL, bem como ALS-Car em relagao aos CTL-Car. Essa tendéncia
também foi vista em figado, porém menos pronunciada, podendo ser explicada da mesma forma,
ou seja pela adicional oxidac¢do de 8-oxodGuo formando o 6xido oxalurico (Martinez, 2003). Por
outro lado, os niveis de 8-oxodGuo em cérebro, diferentemente do figado, ndo variaram com a
suplementag¢do. Portanto, mesmo que esteja ocorrendo a subsequente oxidacdo de 8-oxodGuo, ha

indicios de que e a suplementagdo com carnosina ndo impede esta oxidagao.
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Figura 4.6. Niveis de duas modificagdes de dGuo detectadas em DNA de Cérebro dos ratos. O teste estatistico
utilizado para comparar os grupos foi Mann-Whitney. Cérebro 8-oxodGuo: CTL e ALS **corresponde a p=0,0047 e

CTL-Car e ALS-Car **corresponde a p=0,0019; ‘ns’ corresponde a ‘nfo significativo’. Cérebro 1,N?-edGuo:
*corresponde a p=0,02; ND corresponde a ‘ndo detectado’.

Percebe-se aumento significativo do aduto 1,N?-edGuo no cérebro dos animais ALS em
relacdo aos animais ALS que receberam a suplementagdao com carnosina. O aduto exociclico
1,N*-edGuo, classico marcador de peroxidacao lipidica, detectado no cérebro, corrobora o
estresse redox nesse tecido e aponta para o possivel efeito protetor da carnosina nesse tecido. A
doenca ALS afeta primeiramente cérebro, que ¢ também o tecido mais rico em lipideos (Blasco et
al., 2017).

Em trabalho anterior do nosso grupo foi mostrado aumento 8-oxodGuo e 1,N*-edGuo no
DNA de timo de bezerro incubado com SODI1 na presenca de perdxido de hidrogénio (Livea
Fujita Barbosa, Garcia, D1 Mascio, & De Medeiros, 2009). Maior atividade da proteina p53 foi
também observada utilizando cultura de células de neuroblastoma transfectados com SOD19%4,
indicando que o acimulo de lesdes no DNA pode desencadear o processo de apoptose neste

modelo celular de ALS. Observou-se que a SODI1 pode estar associada a cromatina, € que a
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SOD19A possui maior afinidade pelo DNA e maior atividade peroxidasica no nucleo. Estes
resultados indicam que as lesdes no DNA observadas no modelo celular de ALS podem ser
diretamente promovidas pela SOD1 mutante (Livea F. Barbosa et al., 2010).

Outro trabalho do grupo mostrou que os niveis de aldeido a,B-insaturado livre no cérebro
aumenta nos ratos ALS sintomaticos, ou seja, depois que alcangam o peso maximo e comegam a
manifestar os sintomas da doenca (Freitas, 2014). Estes dados corroboram o resultado
apresentado sobre o aumento dos niveis de 1,N>-edGuo em animal ALS. Nosso resultado
também mostra evidéncia do papel de detoxificagdao de aldeidos exercido pela carnosina.

As analises de adutos de DNA em musculo estdo em andamento, sendo realizadas

majoritariamente pela técnica do laboratério Joice Rodrigues.

4.6. Carnosina Livre

Com o objetivo de verificar se a suplementacdo modificou os niveis de L-carnosina, os
tecidos foram processados conforme descrito em Materiais ¢ Métodos (item 3.7) e analisados
utilizando a metodologia descrita no item 3.9. Os resultados estdo mostrados a seguir na Figura

4.7.
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Figura 4.7. Niveis de carnosina detectados em musculo, figado, cortex e medula dos ratos. O teste estatistico
utilizado para comparar os grupos foi Mann-Whitney. Misculo: CTL e ALS **corresponde a p=0,0030; CTL-Car e
ALS-Car **corresponde a p=0,0019. Figado: CTL e ALS *corresponde a p=0,0160; CTL-Car e ALS-Car
*corresponde a p=0,0401; Medula: *corresponde a p=0,0152.

Observa-se que os niveis de carnosina sdo significativamente menores nos ratos ALS em
todos os tecidos testados (com excecdo do cortex) e que a suplementacdo ndo aumentou a
concentragdo de carnosina nesses tecidos analisados quando comparado os grupos CTL e CTL-
Car, ou ALS e ALS-Car. Como esse foi um primeiro estudo sobre efeito da carnosina em ALS, a
concentracdo da carnosina oferecida na 4dgua foi ajustada considerando os dados descritos por
Herculano e colaboradores em estudos com camundongos e Alzheimer (Herculano et al., 2013),

portanto, pode ndo ser a concentragdo o0tima para serem observados os melhores efeitos em ratos
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selvagens e ratos transgénicos SOD®®*A, Também pode indicar problema de absorcio da
molécula em decorréncia da doenga, porém mais estudos precisam ser feitos para elucidar esta
hipotese.

Um trabalho recente usou a mesma dose de suplementagdo de carnosina em rato que nos
utilizamos no presente trabalho, aproximadamente 35 + 5 mg carnosina/animal/semana, porém a
administracdo nao foi oral e sim por inje¢dao intraperitoneal. Com apenas duas semanas de
suplementagdo os autores detectaram diminui¢ao da enzima alanina aminotrasferase em soro e
diminui¢do de malonaldeido, 6xido nitrico, TNF-a, no figado (Fouad, Qutub, Al Rashed, &amp;
Al-Melhim, 2017) .

Em musculo, figado e medula observamos diminuicdo significativa nos niveis de
carnosina nos animais modelos para ALS quando comparados com os animais controle tanto
CTL versus CTL-Car, quanto ALS versus ALS-Car. Stuerenburg e Kunze ja haviam mostrado
que biopsias de musculo de pacientes ALS apresentam decréscimo significativo de carnosina, e
sugerem que isso se deva a denervacdo relacionada a doenca (Stuerenburg & Kunze, 1999). A
diminui¢do de carnosina livre em ALS (Figura 4.7) sugere um possivel consumo de carnosina por

outras vias, como oxidagdo e conjugagao com biomoléculas.

4.7. Extracao de DNA e Carnosina e seus Adutos da Medula

Para que os niveis de adutos de DNA e de carnosina pudessem ser comparados e para que
houvesse reprodutibilidade entre os individuos, foi necessario garantir que as regides da medula
da qual seriam extraidas as massas de tecido ndo fossem diferentes. Para isso os protocolos

descritos nos itens 3.7 e 3.9 foram ligeiramente modificados: as medulas foram inicialmente
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submetidas a homogeneizacdo sem a adicado de tampao A ou tampao C. Depois foram pesados
200 mg para extracao de adutos DNA e 200 mg para extracdo de adutos de carnosina, € entao
adicionados os respectivos tampoes em cada aliquota.

Infelizmente as concentracdes de DNA apds a extracdo ficaram muito baixas (entre 43 e
420 ng de DNA/uL), isso pode ser porque a medula ¢ constituida majoritariamente de axonios,
tendo assim pouco corpo neuronal, onde esta o nucleo e assim, o DNA.

Ha bastante interesse no aduto de carnosina com acroleina, pois a reacdo com este

aldeido tem maior constante de velocidade em relacdo ao HHE e ao HNE (Barski et al., 2013).
Porém, ao investigar este aduto na medula, descobrimos que ha um ou mais interferentes na
matriz bioldgica que suprimem o sinal do composto CAR-ACR em aproximadamente 50 vezes
(dado nao mostrado). Devido este problema de detec¢do do aduto, a razdo entre a intensidade do
sinal e do ruido ficou abaixo do limite de deteccdo em algumas amostras. A investigagdo de
CAR-ACR em medula continua sendo feita pelo aluno de iniciagdo cientifica, Adriano P. A. de
Oliveira.

O nivel do aduto de carnosina com HHE diminui nos animais ALS quando comparados
com os controles, mas aumentou nos ratos ALS suplementados com carnosina (Figura 4.8). Este
resultado indica que a carnosina esta participando do mecanismo de detoxificagdo, se ligando a

este aldeido e impedindo que este se ligue a DNA e proteinas.
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Figura 4.8. Niveis do aduto de carnosina com o aldeido HHE em Medula dos ratos separados nos grupos. O teste
estatistico utilizado para comparar os grupos foi Mann-Whitney. CAR-ACR: **corresponde a p=0,0022. CAR-HHE:
CTL e ALS *corresponde a p=0,0103 ALS e ALS-Car *corresponde a p=0,0293.

Usando medulas obtidas de autdpsias de pacientes, Shibata e colaboradores fizeram
andlises de proteinas ligadas a HHE por técnica de imuno-histoquimica. Comparando os
pacientes ALS com individuos sem problemas neurologicos, foi detectado aciimulo de proteinas
ligadas a HHE no grupo ALS (Shibata et al., 2004). Este dado corrobora a hipotese de esteja
sendo formado mais do aldeido HHE na medula devido a peroxidacdo lipidica relacionada a
doenca ALS, também em humanos.

Este mesmo aduto, CAR-HHE, também foi detectado no cortex dos animais na
concentragdo média de 0,2 pmol de CAR-HHE por mg de proteina. Porém a concentrag¢do nao foi
estatisticamente diferente comparando quaisquer dos quatro grupos, dois a dois. Andlises dos
adutos de carnosina figado e em musculo foram feitos em colaboragdo com a pds-doutoranda

Ana Helena Sales. Nestes tecidos nao foram vistas diferengas significativas de adutos de
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carnosina quando comparados os animais ALS e CTL, ou em relacdao ao tratamento. Por isso os

dados nao estdo apresentados aqui.

4.8. Proteina Carbonilada

Umas das modificacdes em que as proteinas podem sofrer quando sdo oxidadas ¢ a
formacdo de grupos carbonila. Estes grupos reativos podem se originar da oxidacao direta de
residuos de aminoacidos, hidrélise da cadeia principal por ataque radicalar, adigdes de Michael
(cisteina, lisina e histidina sd@o nucledfilos para atacar aldeidos) e glicacdo através de adi¢do de
produtos de oxidagdo de acucares as proteinas (Colombo et al., 2016). Portanto niveis de proteina
carbonilada sdo utilizados como indicadores do estado redox de um determinado microambiente
bioldgico. Em trabalho anterior Andrus et al. (Andrus, Fleck, Gurney, & Hall, 1998) mostraram
que a concentragdo de proteina carbonilada ¢ maior na medula de animais transgénicos modelo
para ALS (SOD1%*) do que em animais selvagens. Estes autores observaram uma diferenca
cerca de duas vezes maior nos animais ALS no primeiro més de vida. J4 aos 120 dias, idade que
os animais ALS ja estdo bastante afetados pela doenca, o contetido de proteina carbonilada foi
seis vezes maior em relagdo aos animais selvagens.

Os niveis de proteina carbonilada foram medidos em figado e musculo dos ratos conforme
a metodologia descrita no item 3.8. A parte experimental foi conduzida majoritariamente pela pds
doutoranda Ana Helena Sales. Em musculo foi observado aumento da concentracdo de proteina
carbonilada nos animais ALS em relacdo aos animais controle (CTL) (Figura 4.9-B).

O tratamento com carnosina resultou em diminuigdo do total de proteinas carboniladas em
animais transgénicos, tanto em figado quanto em musculo (Figura 4.9). Em figado o efeito de

diminuicdo de proteinas carboniladas pela carnosina foi observado também nos animais
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selvagens, indicando que o dipeptideo pode ter efeito protetor em condi¢des de estresse oxidativo
nao cronicas.

Os niveis detectados de proteina carbonilada foram maiores em musculo do que em
figado (Figura 4.9), indicando que o estresse oxidativo deve estar mais acentuado em musculo.
Isso esta de acordo com a atual compreensdo da doenga, cujo principal fendmeno bioldgico € a
morte dos neurdnios motores. Infelizmente ndo foi possivel detectar a concentracao de proteinas

carboniladas em medula e cérebro.
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Figura 4.9. Concentracdo de Proteinas Carboniladas em (A) Figado e (B) Musculo. (A) *** Grupos sdo
significativamente diferentes de acordo com o teste ndo paramétrico Mann Whitney test (P<0,0009). Os grupos CTL
e ALS ndo apresentaram diferenca significativa. (B) ** Grupos sdo significativamente diferentes de acordo com o
teste ndo paramétrico Mann Whitney test (P<0,0027). Os grupos CTL e ALS, bem como os grupos CTL-Car e ALS-
Car ndo apresentaram diferenga significativa entre eles.

Carbonila¢dao de enzimas pode diminuir ou at¢ mesmo extinguir sua atividade catalitica.

Proteinas com este tipo de modificagdo também podem formar agregados de alto peso molecular,
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que sdo menos suscetiveis a degradagdo por proteassoma, podendo até mesmo inibir a fungao de
proteases (Nystrom, 2005). Os agregados proteicos sdo toxicos e estdo associados a varias
doencas neurodegenerativas, inclusive ALS.

Nossos dados sustentam a hipotese de que ALS ¢ uma doenga com um desbalango no
equilibrio redox, principalmente em musculo, indica que o tratamento com antioxidantes como a
carnosina podem corrigir o desequilibrio, e sugere um mecanismo para o desenvolvimento de
ALS esporadica: através da formacdo de agregados proteicos devido a carbonilacdo. De fato,
Linares et al. (Linares et al., 2013) mostraram que o tratamento com tempol em ratos modelo
ALS reduziu os niveis de hSODY%%** carbonilada em relagdo aos animais ALS ndo tratados, e
estendeu moderadamente o tempo de vida dos animais sugerindo que nitréxidos ciclicos teriam

papel antioxidante em ALS.
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5. CONCLUSOES

No presente estudo os niveis de carnosina livre, adutos carnosina-aldeidos, adutos de
DNA-aldeidos, lesdes obtidas por oxidagdo no DNA, e de proteina carbonilada foram analisados
em tecidos de ratos controle e ratos transgénicos SOD“?** modelo para ALS.

Para isso, um método baseado em HPLC-MS/MS foi otimizado para a quantificacao
simultdnea de quatro adutos de DNA e um produto de oxidacdo da 2’-desoxiguanosina em uma
mesma corrida. Esse método permitiu a quantificagao ultrassensivel desses adutos de DNA em
ratos transgénicos modelo para ALS. Aplicamos outra metodologia HPLC-MS/MS também
bastante sensivel para a analise de carnosina e adutos de carnosina-aldeido nos diferentes tecidos.

A Figura 5.1 sumariza os principais resultados obtidos nessas andlises. Resumidamente,
os ratos suplementados com carnosina apresentaram niveis significativamente menores de
proteina carbonilada em musculo e figado. Em figado foram vistos niveis menores de dois
adutos de DNA, 8-oxodGuo el,N>-HO-propanodGuo, em animais suplementados. Em cérebro

foram detectados niveis menores de 1,N>-edGuo.
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Figura 5.1. Resumo dos resultados obtidos neste trabalho de mestrado.

Esses adutos de DNA estdo relacionados ao estresse redox, bem como os niveis de
proteina carbonilada. A reducdo destes potenciais biomarcadores de estresse redox promovida
pela carnosina pode apontar para mecanismos antioxidantes dessa molécula.

Com relacdo aos adutos carnosina-aldeidos, foi observado somente niveis
significativamente maiores do aduto CAR-HHE na medula, apontando para o papel da carnosina
na detoxificacdo de aldeidos reativos in vivo. Apesar de termos observado apenas um aduto de
Carnosina-aldeido alterado, ¢ a primeira vez que esse tipo de aduto ¢ detectado no modelo de
ALS e merece investigacdo futura para um possivel efeito terapéutico dessa molécula.

Em conclusdo, os resultados aqui apresentados indicam acdo antioxidante da carnosina
nos ratos ALS diminuindo adutos de DNA e possuindo ag@o detoxificante ao sequestrar HHE na
medula dos animais ALS suplementados. Também  sugere adutos de DNA como

biomarcadores para patologias relacionadas ao estresse redox, como ALS.
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