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Resumo

FERNANDES DC. Modulacdo do estado redox em células endoteliais por forcas
hemodinamicas: efeito do “shear stress” na expressdo e atividade da dissulfeto
isomerase protéica [Tese]. Sdo Paulo. Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo, 2007. 125 p.

O shear stress laminar (LS) é o principal mantenedor do tonus vascular. O LS
sustentado aumenta a producdo pela eNOS de NO, que é vasodilatador, anti-
inflamatdrio e anti-aterogénico. Entretanto, aumentos no shear laminar levam a
uma producdo transitéria de superdxido via o complexo NADPH oxidase.
Recentemente nosso grupo demonstrou que a NADPH oxidase é regulada pelos tidis
da Dissulfeto Isomerase Protéica (PDI), pertencente a familia da tioredoxina. Ainda,
a PDI é capaz de internalizar NO exdgeno via reacGes de trans-nitrosacdo. Na
primeira parte deste trabalho, validamos metodologia para medida especifica da
producdo de superodxido e da atividade da NADPH oxidase em células vasculares,
baseada na oxidacdo da dihidroetidina. Na segunda parte, focamos na hipdtese de
gue a modulacdo da atividade da NADPH oxidase pela PDI poderia afetar os niveis
de NO durante o LS sustentado. Células endoteliais de aorta de coelho (RAEC)
submetidas a LS (15 dinas/cm?) em modelo de cone-e-placa por 18h exibiram (vs.
controle estético): a) menor producdo de superdxido (~¥50%); b) menor producdo de
perdxido de hidrogénio em fragdo de membrana estimulada com NADPH (~20%); c)
menor expressao de mRNA das subunidades Nox1 (67%) e Nox4 (45%); d) aumento
da expressdo protéica da eNOS (~50%) e niveis de nitrito no meio de cultura (A =
7.1+2.5 uM); e) Menor expressdo protéica da PDI total e na fragdo de membrana
(~20%) sem alteracBes na razdo PDI fracdo de membrana/PDI total. RAEC foram
transfectadas com plasmideo que codifica PDI selvagem ou mutada nos quatro tidis
do sitio ativo, ambas contendo cauda c-myc. A expressdo forcada (2x) da PDI
mutada mas ndo da selvagem causou aumento dos niveis de nitrito apds LS
(Amutada = 17.2+2.9 uM vs. AWT = 7.0£1.5 uM). Por microscopia confocal
observamos localizaces celulares similares entre a PDI superexpressa selvagem e
mutada. A PDI co-imunoprecipitou com p22phox, subunidade da NADPH oxidase,
mas ndo com eNOS ou caveolina-1, tanto na condicdo estdtica quanto apds LS.
Estudos de fracionamento celular em gradiente de sacarose mostrou que a PDI estd
distribida em diversas fracdes na condicdo estdtica, inclusive as fracGes
enriguecidas em caveolina-1, mas migra para fracGes mais densas que ndo contém
caveolina-1, apds LS. Estes resultados sugerem que a PDI esta envolvida na
regulacdo dos niveis de NO durante a LS por efeitos na atividade da NADPH oxidase.

Descritores: 1.NADPH oxidase 2.Isomerase de dissulfeto da proteina 3.Células
endoteliais 4.Estresse mecanico 5.0xido nitrico 6.Superdxidos 7.Espécies de
oxigénio reativas 8.Estresse oxidativo/fisiologia 9.Endotélio vascular/fisiologia



Abstract

FERNANDES DC. Redox modulation by hemodynamic forces in endothelial cells:
shear stress effects in protein disulfide isomerase expression and activity [Thesis].
Sao Paulo. Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2007. 125 p.

Shear stress is a major determinant of endothelial function. Generally, sustained
laminar shear (LS) leads to eNOS-derived NO production and is vasodilator, anti-
inflammatory and anti-atherogenic. However, increases in LS trigger transient
superoxide production via NADPH oxidase complex. Recently, we showed that
NADPH oxidase undergoes thiol-dependent regulation by thioredoxin superfamily
chaperone Protein Disulfide Isomerase (PDI). PDI is known to promote NO
internalization via trans-nitrosation reactions. In the first part, we validated
superoxide measurement in cells and tissues and NADPH oxidase activity in cell
membrane fraction by analysis of dihydroethidium oxidation. In the second part, we
focused on hypotheses that PDI-dependent support of NADPH oxidase activity
affects NO output during sustained LS. Rabbit aortic endothelial cells (RAEC)
submitted to LS (15 dynes/cm?) in a cone-plate system for 18h exhibited (vs. static
controls): a) Decreased (~50%) superoxide production; b) Decreased (~20%)
NADPH-triggered hydrogen peroxide production in membrane fraction; c)
Decreased mRNA expression of Nox1 (67%) and Nox4 (45%); d) Increased eNOS
expression (¥50%) and nitrite levels in culture medium (A = 7.1+£2.5 uM); e)
Decrease in total and membrane fraction PDI protein expression (~20%) without
changes in membrane fraction/total ratio of PDI. RAEC were transfected with c-myc-
tagged plasmid coding for wild-type PDI (WT) or PDI mutated in 4 thioredoxin-motif
cysteine residues. Forced expression (2-fold) of mutated but not WT PDI led to
increase in nitrite output after LS (Amutated = 17.24+2.9 uM vs. AWT = 7.0£1.5 uM).
Confocal microscopy indicated similar subcellular localization between WT and
mutated PDI. PDI co-imunoprecipitated with p22phox NADPH oxidase subunit, but
not with eNOS or caveolin-1, either in static condition or after LS. Fractionation
studies in sucrose gradients showed that PDI is distributed throughout several
fractions in static condition, including caveolin-1-enriched fractions, but migrates to
higher-density fractions, not containing caveolin-1, during sustained LS. These
results suggest that PDI is involved in regulation of NO output during LS via its
effects on NADPH oxidase activity.

Descriptors: 1.NADPH oxidase 2.Protein disulfide isomerase 3.Endothelial cells
4.Mechanical stress 5.Nitric oxide 6.Superoxides 7.Reactive oxygen species
8.0xidative stress/physiology 9.Vascular endothelium/physiology



Introdugdo Geral

INTRODUGAO GERAL

O estresse de cisalhamento (ou shear stress) é a forca de friccdo gerada do
fluxo sanguineo sobre o endotélio vascular. O shear stress laminar exibe efeitos
ateroprotetores, tais como ativacdo da enzima 6xido nitrico sintase (eNOS),
producdo de éxido nitrico (‘NO), vasodilatacdo, além de inibicio da apoptose e da
adesdo de mondcitos (Berk et al, 1998). De fato, o shear laminar é o principal
agonista fisiolégico da producdo endotelial de *NO. Entretanto, regides de vasos
gue apresentam alteracGes no padrdo do shear stress, que causam distUrbios no
fluxo (sendo o mais comum o padrdo de shear oscilatério), sdo associadas a
predisposicdo para formacdo de placa aterosclerética (Gimbrone et al., 2000). Os
mecanismos pelos quais o shear laminar age como ateroprotetor e o shear
oscilatdrio inicia ou contribui para aterogénese ainda estdo sob debate.
Recentemente foi demonstrado que os dois tipos de shear stress (laminar ou
oscilatério) regulam de forma diferenciada a producdo do radical anion superéxido
(0,") em células endoteliais: enquanto o shear oscilatério aumenta a producg3o de
superéxido pela isoforma Nox1 do complexo NADPH oxidase, o shear laminar gera
um aumento transiente da produgdo superéxido seguido de forte inibicdo (Hwang
et al., 2003). Desta forma, a producdo de superdxido por shear stress pode ter um
papel sinalizador das adaptacdes vasculares relacionadas as diferentes forcas

mecanicas.
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Portanto, tanto a identificacdo de qual espécie reativa é gerada como sua
quantificacdo sdo informacbes importantes, quando ndo essenciais, no
entendimento do modelo de estudo, como é o caso do shear stress. Ainda, de
particular importancia é a medida da atividade da NADPH oxidase. Entretanto, a
identificacdo/quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (dentre elas, de anion
radical superdxido) ndo é trivial, devido a suas altas constantes de velocidade de
reacdo (e consequente baixo tempo de meia vida em ambientes intracelulares),
baixa concentracdo e reacdo cruzada entre as diversas espécies reativas que podem
estar envolvidas (Tarpey et al.,, 2004). Recentemente, foi desenvolvida uma
metodologia mais especifica para deteccdo de superdxido a partir da reacdo deste
radical com o composto dihidroetidina (DHE) por Zhao e colaboradores (2003,
2005), cuja aplicacdo foi parcialmente explorada em sistemas vasculares por Fink e
colaboradores (2004). A DHE é uma molécula amplamente utilizada em microscopia
de fluorescéncia de células e tecidos, por ser permeavel a membranas e, uma vez
oxidada, emitir fluorescéncia na regido do filtro rodamina (Bindokas et al., 1996).
Inicialmente, a fluorescéncia total derivada da oxidacdo da DHE foi atribuida a
formacdo do composto fluorescente etidio, mas recentemente Zhao e
colaboradores mostraram que também é formado outro composto fluorescente, o
2-hidroxietidio (EOH), capaz de emitir fluorescéncia na mesma regido do filtro
rodamina. Portanto, a fluorescéncia total observada no microscépio em células e
tecidos, é uma soma da fluorescéncia de cada um destes dois produtos. Conhecer
quais oxidantes formam EOH e/ou etidio, bem como identifica-los, torna-se

essencial para a interpretacdo correta do significado da fluorescéncia total
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observada no microscépio. A identificacdo (e quantificacdo) dos dois produtos, EOH
e etidio, pode ser resolvida por cromatografia liquida de alta performance com
deteccdo por fluorescéncia (Zhao et al., 2003). Enquanto a formag¢do de EOH em
sistemas bioldgicos foi associada a oxidacdo da DHE especificamente pelo anion
radical superoxido (Zhao et al., 2003; Fink et al., 2004), a formacdo de etidio foi
associada a oxidacao inespecifica por outros oxidantes, ainda pouco explorada (Fink
et al.,, 2004; Zhao et al., 2005). A fim de compreendermos melhor os detalhes
experimentais da técnica, bem como aplicd-la de forma eficiente nos modelos
estudados em nosso grupo de pesquisa, validamos a analise dos produtos de
oxidacdo da DHE para células em cultura e tecidos. Além disso, otimizamos as
condicGes para medir a atividade da NADPH oxidase em células musculares lisas.
Estes experimentos estdo descritos e discutidos no Capitulo I.

Inicialmente, a andlise da oxidacdo da DHE in vitro mostrou que EOH pode
ser formado por sistema xantina/xantina oxidase (gerador de superdxido), e
também por peroxinitrito/CO, e reagente de Fenton em menor grau. Interessante,
peroxidase/H,0, foi capaz de produzir preferencialmente etidio, enquanto H,0,
somente ndo foi capaz de oxidar a DHE a produtos fluorescentes. Em células
musculares lisas (VSMC) estimuladas com angiotensina Il, um conhecido agonista da
NADPH oxidase vascular (Clempus e Griendling, 2006), verificamos um aumento da
formagao de EOH em 60%, que foi inibida por Peg-SOD ou superexpressao de SOD,
sugerindo fortemente que o superdxido é a espécie reativa envolvida neste sistema.
Ainda, mostramos que a incubacdo de DHE com fracdo de membrana estimulada

com NADPH (medida da atividade da NADPH oxidase), aumentou especificamente
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os niveis de EOH quando as células foram previamente estimuladas com
angiotensina Il. Este ensaio foi adaptado para leitor de fluorescéncia de microplaca,
gue consome menos reagente e principalmente, tempo. Também empregamos esta
metodologia em tecidos de artérias iliacas de coelhos normolipidémicos submetidos
a lesdo por superdistensdo de baldo. Durante a reparacao tecidual, aos 14 dias apds
a lesdo, ocorre um aumento da fluorescéncia total derivada da oxida¢cdo da DHE
(Szocz et al., 2002; Leite et al., 2004). Observamos que os niveis de EOH e etidio
aumentam em 1,5- a 2-vezes em relacdo a artéria controle, e Peg-SOD foi capaz de
inibir somente a formacdo de EOH. Interessante, os altos niveis de etidio
observados nas artérias lesadas, e inibidos em 40% por Peg-Cat, sugeriram uma
eventual participacdo de peroxidases neste modelo, ja que in vitro peroxidases
foram capazes de oxidar a DHE quase exclusivamente a etidio. De fato, verificamos
gue a atividade peroxidasica total foi 5-vezes maior nas artérias lesadas em relacdo
as artérias controle. Este trabalho de validacdo da metodologia tornou a analise dos
produtos derivados da DHE por HPLC uma importante ferramenta na andlise dos
efeitos do shear stress em células endoteliais e tem contribuido para diversos
trabalhos de nosso grupo de pesquisa. Ainda, identificamos interferentes que
podem confundir a interpretacdo dos resultados obtidos com células e tecidos,
como a densidade celular inicial e a exposicdo a luz ambiente durante o
procedimento de extracdo dos compostos fluorescentes. Em suma, este método
aumenta a especificidade da andlise de sistemas que geram superdéxido, em especial

em estudos de sistemas vasculares.
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No Capitulo Il descrevemos o estudo sobre a modulacdo do estado redox
durante o shear laminar, com enfoque na dissulfeto isomerase protéica (PDI), uma
tiol oxidorredutase ubiqua e bastante conservada entre as espécies, da superfamilia
da tiorredoxina. Recentemente, nosso laboratério mostrou que a regulacdo do
complexo NADPH oxidase é dependente das cisteinas do sitio ativo da PDI
(Janiszewski et al., 2005). Além da regulacao funcional, a PDI co-imunoprecipita com
as isoformas Nox1, Nox2 e Nox4 da NADPH oxidase, e transloca-se para a fracdo
particulada de membranas quando as VSMC sdo estimuladas com o agonista da
NADPH oxidase angiotensina Il (Janiszewski et al., 2005). Importante, a PDI na
membrana plasmatica é capaz de internalizar 'NO exdgeno, via reacdes de
transnitrosacdo (Zai et al., 1999). Ainda, a isoforma Nox1 encontra-se na membrana
plasmatica de VSMC, mais especificamente, em cavéolas, por co-localizar-se com a
proteina caveolina-1 (Hilenski et al., 2004). Neste mesmo microambiente celular
ocorre a ativacdo da eNOS durante o shear laminar (Gratton et al., 2004) e o shear
laminar sustentado promove aumento do numero de cavéolas em células
endoteliais (Boyd et al., 2003). Dentro deste contexto, investigamos a expressao e a
funcdo da PDI na modulagdo redox dos efeitos do shear stress laminar em células
endoteliais de aorta de coelho (RAEC) em cultura, especialmente dos niveis de *°NO
bioativo.

Apds shear laminar sustentado (por 18h), observamos diminuicdo na
expressdo total da PDI, bem como do mRNA das isoformas Nox1 (67%) e Nox4
(45%) da NADPH oxidase e da atividade da NADPH oxidase (20%) (vs. controle

estatico). Estes dados corroboram com a menor producdo de espécies reativas de
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oxigénio nas RAEC (medida pela oxidacdo da DHE em células por HPLC) e em outros
tipos de células endoteliais (Hwang et al., 2003). Interessante, apds shear laminar
por 1h, a PDI migrou para a fracdo de membrana; periodo em que ha maior
producdo de espécies reativas, possivelmente mediada pela Nox1 (Hwang et al.,
2003).

Para compreendermos melhor o papel da PDI na modula¢do dos niveis de
*NO bioativo durante o shear laminar sustentado, utilizamos RAEC transfectadas
transitoriamente com PDI selvagem ou PDI mutada nos quatro tiois do sitio ativo. A
PDI superexpressa distribuiu-se de forma similar nas células do controle estatico e
apos shear laminar sustentado; entretanto, houve maior concentracdao da PDI
superexpressa (selvagem ou mutada) em fracdo de membrana apds o shear
laminar. As células tranfectadas com PDI mutada apresentaram producdo de “NO
2,5 vezes maior apds shear laminar por 18h, enquanto que a superexpressado da PDI
selvagem ndo alterou os niveis de éxido nitrico, ambos comparados as células n3o
transfectadas submetidas a shear laminar (PDI enddgena). O mais intrigante
entretanto, foi a maior producdo de ROS em 30%, especialmente de H,0,,
observada nas células transfectadas com PDI mutada comparada a PDI selvagem. Os
aumentos simultaneos da producdo de “NO e ROS sugerem que a PDI deve de fato
regular os niveis de 6xido nitrico bioativo durante o shear laminar sustentado, e
esta regulacdo é dependente do estado redox do seu sitio ativo.

Este balanco entre a produc3o de ‘NO e ROS na célula endotelial parece ser
um mecanismo finamente regulado e complexo, pois a adicdo de enzimas

antioxidantes, SOD ou catalase, gerou efeitos opostos na producdo de *NO nas
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células transfectadas com PDI selvagem vs. mutada durante o shear laminar. De
fato, estudos in vitro com VSMC transfectadas mostraram que aumentos na
expressdo da PDI selvagem geram maior atividade da NADPH oxidase,
preferencialmente da producdo de H,0,, que é considerado o principal produto da
isoforma Nox4 (Lassegue e Clempus, 2003). Ja a PDI mutada manteve a produgdo de
H,0, maior que o basal, mas aumentou também em ~30% a producdo de
superéxido. Estes dados, tomados em conjunto aos demais descritos no capitulo Il,
sugerem um complexo e importante papel para PDI durante o shear laminar, pois,
ao regular a atividade da NADPH oxidase e portanto, a concentra¢do estaciondria de
ROS, modularia vias de um servomecanismo que controlaria a produc3o de ‘NO e
ROS, no qual a PDI tem um papel-chave em sua operacdo. Este servomecanismo de

manutencio dos niveis de *NO bioativo é discutido no capitulo Il.



Objetivos

OBIJETIVOS

Os objetivos deste trabalho s3o:

12 parte) Validar a andlise por HPLC dos produtos fluorescentes derivados da
oxidacdo da dihidroetidina em sistemas vasculares. Em particular, adaptar esta

metodologia para quantificar a atividade da NADPH oxidase vascular.

22 parte) Avaliar a expressdo e a fun¢do da dissulfeto isomerase protéica
na modulacdo redox dos efeitos do shear stress laminar em células endoteliais.

Nesta parte, objetiva-se, especificamente:

1-Avaliar a expressao protéica e a localizacdo subcelular da PDI em células

endoteliais em cultura submetidas a shear stress laminar.

2-Avaliar o efeito do shear stress na interacdo entre PDI e subunidades da
NAD(P)H oxidase e migracdo destas proteinas para microdominios

lipidicos (especificamente, cavéolas).

3-Avaliar o efeito do antagonismo da PDlI e da NADPH oxidase na
producdo de ‘NO e das espécies reativas de oxigénio em células

endoteliais submetidas a shear stress laminar.



Materiais e Métodos

Materiais e métodos

Dihidroetidina, reagente AmplexRed® e Lipofectamina® foram adquiridos da
Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA); xantina, xantina oxidase, GSNO, SpermineNONOato
da Calbiochem (San Diego, CA, EUA) e peréxido de hidrogénio da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Todos os outros reagentes, incluindo DNA de timo de bezerro, foram
comprados da Sigma (St. Louis, MO, EUA). Peroxinitrito foi sintetizado a partir da
mistura (1:1) de nitrito de sddio (0,6 M) e peréxido de hidrogénio (0,65 M) e sua
concentracdo foi determinada espectrofotometricamente (€302nm = 1.670 M'lcm'l)
(Beckman et al., 1990). As soluc¢Oes estoque de DHE (10 mM) foram preparadas em
DMSO e armazenadas sob nitrogénio liquido, no escuro, a -20°C. Todas as solucdes
foram preparadas com agua purificada em sistema Milli-Q, e posteriormente
tratadas com Chellex-100 para remoc¢ao de metais de transicdo contaminantes.

Dosagem de proteina em homogenatos foi realizada com kit Protein Assay
(BioRad) baseando-se em curva de calibragdo realizada com solucdo de albumina de
concentracdo conhecida.

Os Meétodos estdo descritos conforme a seqliéncia de resultados
apresentados nos dois capitulos, Capitulo | (itens 1 a 8) e Capitulo Il (itens 9 a 18),
com excecdao dos métodos que foram empregados nos dois Capitulos. Ha a
descricdo breve dos objetivos de cada método. A andlise estatistica (item 19) aplica-

se a todos os resultados descritos, com n > 3.
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1. Andlise da oxidagdo da dihidroetidina in vitro por HPLC

Objetivo: A andlise in vitro da oxida¢do da DHE, uma molécula néo fluorescente,
permitiu determinar quais ROS oxidam a DHE para produtos fluorescentes na regido
do filtro rodamina (Aexc 510nm, Aem 595nm). Os produtos de reacdo foram
analisados por espectrofotometria no visivel e por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). Por HPLC quantificam-se os dois produtos fluorescentes
formados pela oxidagcdo da DHE: 2-hidroxietidio e etidio. Enquanto a formagdo do
primeiro € relacionada a formagdo de Gnion radical superdxido e/ou peroxinitrito
(em presenca de CO,); o seqgundo reflete geracdo de H,O, e/ou maior atividade de

peroxidases (ver Discussdo — Capitulo |).

Dihidroetidina (50 uM) foi oxidada em tampdo fosfato (100 mM, pH 7,4,
DTPA 100 uM) por diferentes sistemas: (a) peréxido de hidrogénio (1-5 mM) na
presenca ou auséncia de sulfato ferroso/EDTA (0,5 mM/0,5 mM); (b) peroxinitrito (1
mM), adicionado em presenca ou auséncia de bicarbonato (25 mM); (c)
HRP/perdxido de hidrogénio (0,2 U/mL/ 5 mM). Todos os sistemas foram incubados
por 30 minutos a 37°C, no escuro, e mantidos em gelo até analise posterior, com
excecdo das incubacdes contendo peroxinitrito, que foram realizadas em 5 minutos.
Neste caso vale ressaltar que o pH do tampao apds a adicdo de peroxinitrito, tanto
em presenca quanto em auséncia de bicarbonato, ndo variou (pH = 7,5 £ 0,1). A
concentracdo de didxido de carbono foi calculada a partir da concentracdo de

bicarbonato adicionada através do pKa 6,4 (Bonini et al., 1999). As amostras foram
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analisadas por HPLC conforme descrido acima e por absorcdo na regido do visivel
(400-600nm) (Espectrofotdmetro Beckman DU-640).

A separacdo dos compostos DHE, EOH e etidio foi realizada como descrita
anteriormente por Zhao et al. (2003), com algumas modificagGes, em sistema HPLC
(Waters) equipado com detectores de absorbancia (varredura de fotodiodo)
(W2996) e de fluorescéncia (W2475). A separacao foi realizada em coluna NovaPak
Cis (3,9 x 150 mm, 5 um de didametro de particula), com gradiente entre acetonitrila
pura e mistura de &gua/acetonitrila (9:1 v/v, contendo acido trifluoracético 0,1%),
com fluxo de 0,4 mL/min. As corridas foram iniciadas com a mistura de
agua/acetonitrila, apdés 10 min aplicou-se gradiente linear com aumento da
proporg¢do de acetonitrila pura até esta mistura chegar em 40% durante os 10 min
seguintes; esta proporg¢ao foi mantida por mais 10 min.

Dihidroetidina foi monitorada por absor¢do na regido UV a 245nm, engquanto
gue os compostos fluorescentes EOH e etidio foram monitorados por deteccdo por
fluorescéncia (hAexc 510 nm, Aem 595 nm). A quantificacdo dos compostos foi
realizada por comparacao das integrais das areas dos picos correspondentes com as
integrais obtidas com padrdes auténticos submetidos as mesmas condi¢des
cromatograficas. A concentracdo dos padrdes foi quantificada pela absortividade
molar de cada composto (etidio €,85,m = 5.740 Micm™ e DHE €65nm = 1.963 Miem
!). O padrio de EOH foi preparado conforme descrito anteriormente (Zhao et al.,
2003). Resumidamente, DHE (50 uM) foi oxidada pelo sistema xantina/xantina
oxidase (0,5 mM/0,05 U/mL) em PBS (Na,HPO4 7,78 mM, KH,PO,4 2,2 mM, NaCl 140

mM, KCl 2,73 mM, pH 7,4) contendo 100 uM DTPA (PBS/DTPA) a 37°C por 30 min.

11
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2-Hidroxietidio foi separado sob as condicdes de separacdo em HPLC descritas
acima, coletado e liofilizado. O residuo cor-de-rosa obtido foi ressuspedido em
DMSO e analisado em espectrofotdmetro (EOH €475,m = 9.400 M’lcm’l) (Zielonka et

al., 2005).

2. Andlise da oxidag¢do da DHE em VSMC

Objetivo: A fluorescéncia total (observada em microscépio de fluorescéncia)
derivada da oxidagdo da DHE permite a andlise da producdo total de ROS em células
em cultura, sem distinguir os diferentes produtos fluorescentes derivados da
oxidag¢do da DHE. Em contrapartida, por HPLC é possivel quantificar os compostos 2-
hidroxietidio e etidio (conforme item 1) formados em células em cultura, e inferir

sobre a identidade das ROS envolvidas.

a) Por fluorescéncia total: Células musculares lisas de aorta de coelho

imortalizadas (VSMC) (Buonassissi et al., 1976) foram crescidas em placa de 24
pocos em meio F-12 suplementado com soro fetal bovino 10%, estreptomicina (100
KUM) e penicilina (100 U/mL) e estimuladas com angiotensina Il (ANG I, 100 nM, 4h).
As células foram lavadas com PBS duas vezes e incubadas com DHE (5 uM) em PBS
por 10 min no escuro. Em alguns casos, VSMC foram previamente incubadas ou ndo
com Peg-SOD (25 U/mL) ou Peg-Cat (200U/mL) por 15 min. As imagens foram
obtidas em microscépio de fluorescéncia (Zeiss Axiovert 200M) com software

Axiovision 3.0, equipado com filtro rodamina (Aexc 546 nm, Aem 590 nm), sempre

12
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comparando-se as laminas de VSMC controles e estimuladas com parametros
previamente fixados.

b) Por separacdo dos compostos fluorescentes em HPLC: VSMC foram

crescidas em placa de 6 pocos e estimuladas com ANG Il (100 nM, 4h). Em alguns
casos, apos 3h da adicdo de ANG II, adicionou-se pela préoxima 1h de estimulo: i)
superoxido dismutase conjugada a polietilenoglicol (25 U/mL, Peg-SOD), ii) catalase
conjugada a polietilenoglicol (200 U/mL, Peg-Cat) ou iii) polietilenoglicol, em
concentracdes correspondentes as estimadas para as proteinas antioxidantes
conjugadas (0,8 a 2,4 nmol/mL). As células foram lavadas duas vezes com PBS,
incubadas em PBS/DTPA (0,5 mL) contendo DHE (50 uM) por 30 min. Vale a pena
ressaltar que as células foram deprivadas de soro fetal bovino apenas nos 30 min
finais, durante a incubacdo com DHE. Finalmente, as células foram novamente
lavadas com PBS para retirada da DHE que ndo foi incorporada, e raspadas em
presenca de 0,5 mL de acetonitrila. O extrato de células foi centrifugado (12.000g
por 10 min a 4°C) para retirada de debris. As células musculares de linhagem que
usamos neste trabalho ndo se desprenderam da placa durante a incubagdo com
DHE; entretanto, observamos que em alguns casos, as VSMC de artéria de coelho
de cultura primaria se soltavam durante este periodo de incubacdo. Portanto,
testamos a substituicdo do PBS/DTPA por tamp&es que contém glicose e calcio,
tampdo Hanks (CaCl, 1,3 mM, MgS0,4 0,8 mM, KCI 5,4 mM, KH,PO4 0,4 mM, NaHCO;
4,3 mM, NaCl 137 mM, Na,HPO,4 0,3 mM, glicose 5,6 mM, pH 7,4) e tampdo Krebs
(CaCl, 0,5 mM, MgS0O,; 1,2 mM, KCl 4,9 mM, KH,PO,; 5,7 mM, NaCl 145 mM,

Na,HPO, 5,7 mM, glicose 5,5 mM, pH 7,4), ambos contendo DTPA 100 M. Os dois
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tampdes foram capazes de inibir o descolamento das células de cultura primaria, e
ndo alteraram as razdes de EOH/DHE e E/DHE de células estimuladas ou ndo com
ANG I, comparando-se com as razdes obtidas com emprego de PBS/DTPA (dados
ndao mostrados). Todas as extracGes foram realizadas em acetonitrila, pois este
solvente foi mais eficiente em extrair EOH do DNA em incubacdes in vitro,
comparado a metanol (a extracdo do etidio foi similar entre os dois solventes, dados
ndao mostrados). Para mantermos a reprodutibilidade, a raspagem das células foi
feita de dois em dois pocos. Os sobrenadantes dos extratos foram secos sob vacuo
(Speed VacR Plus SC-110A, Thermo Savant) e os residuos armazenados a -20°C no
escuro até andlise. As amostras foram ressuspendidas em 120 pl de PBS/DTPA e
injetadas no sistema de HPLC (100 plL). Durante a separagdo cromatografica, a
guantificacdo de DHE remanescente (que ndo reagiu) foi utilizada como controle
interno da extracdo organica. Desta forma, os dados foram expressos como EOH
por DHE consumida (EOH/DHE) e etidio por DHE consumida (E/DHE). A DHE
consumida foi calculada como a diferenga entre a concentracdo inicial adicionada as
células e a DHE remanescente no extrato celular quantificada por HPLC. Como
foram observados recentemente a interferéncia de luz e ultrassom na oxida¢do da
DHE in vitro (Zielonka et al., 2006), comparamos a formac¢do de EOH e etidio em
extratos de VSMC (em acetonitrila) submetidos ou ndo a ultrassom (3 ciclos a 8W
de 15 segundos) e a luz ambiente (30 min em gelo). Enquanto o procedimento de
ultrassom ndo alterou a formacdo dos dois compostos, a incidéncia de luz ambiente

foi capaz de aumentar a razdo EOH/DHE em 4 vezes em relacdo ao extrato mantido
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no escuro. Portanto, todos os experimentos desenvolvidos neste trabalho foram

realizados em auséncia de luz.

3. Transfecgdo transitoria e medida da atividade da SOD1 em VSMC

Objetivo: Experimentos de superexpressdo em células em cultura visam aumentar a
expressdo protéica (e por conseqiiéncia, a atividade total da enzima envolvida) de
determinada proteina, para uma andlise mais detalhista dos efeitos intracelulares
da proteina em questdo. Neste caso, de forma bem simplificada, a superexpressdo
da superoxido dismutase (SOD, enzima que dismuta o Gnion radical superdxido em

dgua e H,0,), implica em menores niveis intracelulares de O,".

a) Transfeccdo transitdria: O vetor de expressdo para células de mamiferos

contendo a seqiiéncia da SOD1 (pCMV, Invitrogen) foi gentilmente cedida pelo Prof.
Mariano Janiszewski, da Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina. VSMC
(3 x 10°) foram crescidas em placas de 6 pocos, e apds 24h seguidas por 1h de
carenciamento (meio F12 sem soro fetal bovino) o meio de cultura foi substituido
por meio de transfeccdo: meio F12 para transfeccdo (sem soro fetal bovino e sem
antibidticos), contendo 5 pg do cDNA e 10 pulL de Lipofectamina 2000 (Invitrogen).
Apébs 8h, o meio de transfeccdo foi substutido por meio F12 contendo soro fetal
bovino 10% e antibidticos. A eficiéncia da transfeccdo transitéria da SOD1 foi
confirmada por aumento da expressdo da SOD1 (por western blot) e de sua

atividade (por inibicio da reducio do citocromo c*').
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b) Medida da atividade da SOD: A atividade da enzima SOD baseia-se na

protecdo (pelo extrato celular que contém SOD) da reducdo de citocromo ¢** em
citocromo ¥, que ocorre pela produco de anion radical superéxido produzido pelo
sistema enzimatico xantina/xantina oxidase. Homogenatos das células (10-15 ug)
foram adicionados a cubeta contendo tampao fosfato (50 mM, pH 7,8 contendo
EDTA 0,1 mM), xantina (0,5 mM), xantina oxidase (cerca de 0,2 U/mL) e citocromo
> (20 UM). Acompanhou-se a absorbancia a 550 nm a 25°C. A redugéo de 50% da
oxidacdo do citocromo ¢ pelo homogenato foi considerada 1U de SOD (Imlay &

Fridovich, 1991).

4. Medida da atividade da NADPH oxidase em fracdo de membrana

Objetivo: A atividade da enzima NADPH oxidase é medida pela detec¢éo de dnion
radical superoxido produzido apds estimulo com NADPH (em solu¢do aerada). Como
esta enzima é encontrada em membranas celulares, os ensaios sGo realizados com

homogenatos de fracGo de membranas.

Homogenatos de fracdo de membrana foram obtidos por ultracentrifugacao
sequiencial como descrito anteriormente (Laurindo et al., 2002). Resumidamente,
células crescidas em placas de 100 mm foram lavadas com PBS gelado, raspadas em
presenca de tampdo de lise A (Tris 50 mM pH 7,4 contendo EDTA 0,1mM, EGTA
0,1mM, aprotinina 10 pg/mL, leupeptina 10 pg/mL e fluoreto de fenilmetilsulfonila

1mM). Os homogenatos foram sonicados (3 ciclos a 8W de 10 segundos),
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centrifugados para retirada de mitocondrias e nucleos (18.000g por 15 min), e os
sobrenadantes foram centrifugados a 100.000g por 1h para obtencdo da fracdo
enriquecida de membranas celulares. As dosagens de proteina foram realizadas
com reagente Bradford (BioRad). As fragdes de membrana foram usadas em ensaios
de atividade da NADPH oxidase analisada por HPLC (a) ou por ensaio de microplaca
contendo DHE (b) ou reagente Amplex Red® (c). Ainda as fragcdes de membranas
foram utilizadas para analise de eventual redox cycling da DHE pelo ensaio de
consumo de oxigénio em presenca de NADPH (item 5 abaixo).

a) Por separacdo dos compostos fluorescentes por HPLC: Fracdo de

membrana (cerca de 20 ug de proteina) foi incubada com DHE (50 uM) a 37°C
(volume final de 120 pL) e NADPH (300 M) no escuro, na presenga ou auséncia de
SOD (20 ug/mL). Apds diferentes tempos de incubagdo, as amostras foram mantidas
em gelo, no escuro, até a andlise por HPLC (volume de inje¢do de 100 pLL).

b) Por fluorescéncia total da DHE em microplaca: Fracdo de membrana (10

ug de proteina) foi incubada com DHE (10 uM) e DNA de timo de bezerro (1,25
ug/mL) em PBS/DTPA, em presencga de NADPH (50 uM), volume final de 120 uL, por
30 min, a 37°C, no escuro. A fluorescéncia total foi medida empregando-se dois
filtros diferentes: (a) rodamina (Aexc 490 nm, Aem 590 nm) e (b) acridina (Aexc 490
nm, Aem 570 nm), em espectrofluorimetro de placa de 96 pocos (Wallac Victor?
1420-Multilabel Counter, EUA, PerkinEImerTM).

c) Por producdo da resorufina: Neste caso, a atividade da NADPH oxidase foi

medida pelo acumulo de H,0,; para isso, fragdo de membrana (20 pg) foi incubada

com NADPH (250 uM) em PBS (pH 7,4 contendo EDTA 1001M) na presenga de HRP
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(10 U/mL) e reagente Amplex Red (250 uM) a 37°C no escuro em placa de 96 pogos
(volume final de 120 pL). A absorbancia foi acompanhada a 575nm por 60min em

leitor de elisa (Spectramax 340, Molecular Devices).

5. Medida de consumo de oxigénio

Objetivo: Por esta metodologia é possivel medir quanto do oxigénio dissolvido em
solugbes aquosas € consumido por minuto em reacbes quimicas ou por

organelas/células permeabilizadas.

As incubacgdes foram feitas em PBS pH 7,4, contendo EDTA 0,1 mM (volume
final de 0,75 mL) em cela de reacdo termostatizada a 37°C, contendo eletrodo de
oxigénio (Clark, Hansatech, Norfolk, Inglaterra) calibrado com adi¢do de ditionito de
sédio (uma ponta de espatula). A concentracdo de saturacdo de oxigénio nesta
temperatura é de 210 uM (Robinson e Coope, 1970). Apds estabilizagdo da linha
base, adicionou-se a cela de reacdo, seqliencialmente, com intervalos de 10 min:
fragdo de membrana (100 pug de proteina); NADH ou NADPH (0,3 — 1 mM); e
lucigenina ou DHE, em diferentes concentrag¢des (0,05 — 1 mM), e acompanhou-se o

consumo de oxigénio por pelo menos 1h.

6. Quantificagdo de heme em homogenatos de VSMC

Objetivo: A quantificagdo de heme reflete os niveis de heme-proteinas nas células.
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Homogenatos de VSMC (cerca de 200 g de proteina) foram incubados com
solugdo de Drabkin (K3Fe(CN)g 600 M/KCN 770 uM/NaHCO3 12 mM) por 10 min a
temperatura ambiente. A quantidade de heme foi estimada
espectrofotometricamente pela formagdo do complexo heme-cianeto (Hm(CN),) (€

sa5nm = 1,13 x 10* M™ cm™) (Drabkin, 1971).

6. Modelo de lesdo arterial por cateter-baldo em iliaca de coelho

Objetivo: Este modelo simula em animais de experimentagdo o procedimento de
angioplastia, e permite comparar os eventos fisiolégicos/bioquimicos que ocorrem
na lesdo da artéria iliaca com a outra iliaca ndo lesada do mesmo animal, apds

alguns dias da intervengdo.

A lesdo por distensdo em artéria iliaca foi realizada em coelhos machos
normolipidémicos (New Zealand White), anestesiados com pentobarbital,
empregando-se um cateter-baldo para angioplastia coronariana, de diametro de
2,75 mm, insuflado a 8 atm, como descrito anteriormente (Laurindo et al., 2002;
Leite et al., 2003). Apds 14 dias da lesdo, os coelhos foram sacrificados com
pentobarbital e a aorta abdominal foi perfundida com PBS para remover todo o
sangue. As artérias iliacas lesada (esquerda) e normal (direita) foram removidas,
limpas e cortadas em segmentos para analise imediata para analise por HPLC,

atividade peroxidasica e fluorescéncia total da DHE por microscopia.
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7. Andlise da oxida¢do da DHE em tecidos

Objetivo: A fluorescéncia total (observada em microscopio de fluorescéncia)
derivada da oxida¢do da DHE permite a andlise da producdo total de ROS em
tecidos, sem distinguir os diferentes produtos de oxidagcdo da DHE formados. Em
contrapartida, por HPLC é possivel quantificar os compostos 2-hidroxietidio e etidio
(conforme item 1) formados em células em cultura, e inferir sobre a identidade das

espécies reativas de oxigénio envolvidas.

a) Por fluorescéncia total: ~ Para andlise de fluorescéncia total, sec¢bes de

tecido (30 wm) foram incubadas com DHE (2 uM) a 37°C por 20 min. Em alguns
casos, as sec¢Bes foram previamente incubadas ou ndo com Peg-SOD (25 U/mL) ou
azida (0,5%) por 15 min. As imagens foram obtidas em microscépio de fluorescéncia
(Zeiss Axiovert 200M) com software Axiovision 3.0, equipado com filtro rodamina
(Aexc 546 nm, Aem 590 nm), sempre se comparando sec¢des de tecido controle e
lesado com parametros previamente fixados.

b) Por separacdo dos compostos fluorescentes por HPLC: Segmentos de

artéria iliaca (cerca de 3 mm de comprimento) foram incubados em 0,5 mL de
PBS/DTPA em presenca ou auséncia de Peg-SOD ou Peg-Cat por 15 min a 37°C; em
seguida adicionou-se DHE (50 uM) e as incubagdes foram mantidas no escuro por
mais 30 min a 37°C. Os segmentos foram lavados em PBS, pulverizados em
almofariz com auxilio de pistilo em presenca de nitrogénio liquido, e o pé foi

transferido para um tubo de 1,5 mL ao qual adicionou-se acetonitrila (0,5 mL). Os
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homogenatos foram sonicados (3 ciclos a 8W de 10 segundos), centrifugados
(12.000g por 10 min) e os sobrenadantes processados e analisados de forma similar

aos extratos obtidos de células musculares lisas descritos anteriormente.

8. Medida da atividade peroxiddsica e expressdo da mieloperoxidase

em tecidos

Objetivo: A medida da atividade peroxiddsica total reflete qudo ativas estdo as
peroxidases nas células ou tecido, e aumentos de atividade peroxiddsica total sdo

associados a maior estresse oxidativo.

a) Atividade peroxidésica total: VSMC (3-30 x 10°) crescidas em placas de

150 mm (e previamente lavadas com PBS) ou segmentos de artéria iliaca (cerca de 2
mm) foram incubados em tampdo fosfato (50 mM, pH 6,2), contendo orto-
dianisidina (0,8 mM) e perdxido de hidrogénio (1,5 mM). No caso das VSMC,
adicionou-se saponina (0,1%) ao tampdo e as placas foram submetidas a leve
agitacdo. A velocidade de oxidacdo da orto-dianisidina foi monitorada
espectrofotometricamente. Definiu-se uma unidade de atividade peroxidasica a
quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol/min de orto-dianisidina
oxidada, a 25°C (€ 460nm = 1,13 x 10*m? cm'l) (Bradley et al., 1982).

b) Expressdo da mieloperoxidase: Segmentos de artérias iliacas foram

lavados em PBS, pulverizados em almofariz com auxilio de pistilo em presenca de

nitrogénio liquido, e o pd ressuspendido em tampao de lise B (Tris-base 20 mM pH
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8,0, NaCl 137 mM, NP-40 1%, glicerol 10%, NP-40, contendo inibidores de protease
aprotinina 10 pug/mL, leupeptina 10 ug/mL e fluoreto de fenilmetilsulfonila 1mM).
Os homogenatos foram sonicados (3 ciclos a 8W de 10 segundos), centrifugados
(12.000g por 10 min) para retirada de debris e, as proteinas dos sobrenadantes (30
pg) foram submetidas a separagdo em gel de poliacrilamida 10%. Apds
transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose e marcacdo com
anticorpo anti-mieloperoxidase feito em coelho (Calbiochem, 1:5.000) ou B-actina
(Sigma, 1:2000), as proteinas imunorreativas marcadas com HRP foram reveladas
com kit ECL (Amersham). A densitometria das bandas de peso molecular de 110 kDa
(mieloperoxidase) e 42 kDa (B-actina) foi realizada com o programa Scion®

(Amersham).

9. Shear laminar em células endoteliais em cultura

Objetivo: Este modelo simula em células endoteliais em cultura o mesmo estresse
mecdnico de cisalhamento que o sangue arterial imprime no endotélio, a partir do
movimento unidirecional do meio de cultura. Desta forma, é possivel realizar

experimentos controlados que seriam extremamente dificieis em modelo animal.

As células endoteliais de aorta de coelho (RAEC, linhagem imortalizada)
(Buonassisi e Venter, 1976), foram mantidas em meio F12 suplementado com soro
fetal bovino (10%), estreptomicina (100 uM) e penicilina (100 U/mL). Utilizamos o

equipamento de shear stress de cone-e-placa, em colabora¢do com Dr. Hanjoong
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Jo, da Emory University, EUA (Figura 1). RAEC (1,5 x 10°) foram crescidas em placa
de cultura de 10 cm de diametro (Falcon®) e apos 24h os cones de teflon
esterilizados (sob luz UV por 30 min) foram colocados sobre o meio de cultura (10
mL) das placas para aplicacdo do shear stress. Os cones apresentam uma angulacao
de 0,52 (centro-borda) e baixa resisténcia a liquidos, ideal para simular o shear
stress no meio de cultura (Go et al., 1998). Para gerar o fluxo laminar, aplicou-se
rotacdo de 400 rpm, que corresponde a 15 dinas/cm? por tempos determinados (1h
e 18h). Como controles dos experimentos, comparamos com RAEC em condicdo

estatica, isto é, sem alteragGes hemodinamicas.

Incubadora (37°C, 5% COy)

tampa de teflon £, 15 dinasfcm?
troca \
asosa
) cone de teflon placa (10 cm)
05°

células endoteliais

Figura 1: Representagao esquematica do sistema cone-e-placa para estudo de
shear stress em células em cultura. As células endoteliais de aorta de coelho foram
expostas a shear stress (laminar, fluxo unidirecional de 15 dinas/cm?), pela rotacdo
do cone de teflon (com angulo de 0,5° do centro do cone para as bordas) sobre o
meio de cultura. A temperatura (37°C+1°C) e a concentragdo de CO, (5%) foram
mantidas constantes. O shear stress gerado é calculado considerando-se as
dimensbes da placa de cultura de células (Falcon®) e a viscosidade do meio de
cultura (F-12 contendo 10% de soro fetal bovino) (adaptado de Jo et al., 2006).

23



Materiais e Métodos

10. Quantificagdo de nitrito e nitrato em meio de cultura

Objetivo: Apds shear laminar sustentado, ocorre aumento da produgdo de “NO
devido ao aumento de express@o e atividade da eNOS em células endoteliais. Parte
do ‘NO acumulado é convertido a nitrito e nitrato no meio de cultura. A
quantificagdo de nitrito reflete a atividade enzimdtica da eNOS, enquanto mudancas
nos niveis de nitrato podem implicar na produgdo de peroxinitrito (formado a partir

da reagdo entre “NO e nion radical superdxido).

a) Reacdo de Griess em microplaca: Em 100 pL de meio de cultura adicionou-

se 50 pL de cloreto de N-(1-naftil)etilenodiamina (0,1 %) e 50uL de sulfanilamida (1
% em H3PO4 2,5 %). Apds 10 minutos de incubagdo mediu-se a absorbancia a 540nm
em leitor de elisa e calculou-se a concentracdo de nitrito pela curva de calibracdo
feita em paralelo (1-40 uM) (Saville, 1958).

b) Analisador de Oxido Nitrico: Pelo analisador de “NO (NOA™ 280, Sievers)

foram medidas as concentrag¢Ges de nitrito e nitrato. Para nitrito, a solucdo na cela
de reacdo era composta por KI/HAc (temperatura ambiente) e para nitrato, a
solugdo continha VaCls/HCI (T = 95°C). Apds injecdo de 20uL de meio de cultura, a
concentracdo de nitrito e nitrato foi baseada em curvas de calibracdo feitas no
mesmo dia com solugdes padrdes de NaNO, (0,5 - 7,5 uM) e NaNOs (1-30 puM).

Os resultados estdo apresentados como nmol NOZ'/106 células, a fim de

corrigir eventuais diferencas no volume de meio de cultura apés o shear laminar
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sustentado e nimero de células, especialmente nos experimentos que envolviam

células transfectadas.

11. Purificagdo e nitrosag¢do da PDI recombinante

Objetivo: A purificagdo de qualquer proteina visa a andlise in vitro de aspectos
bioquimicos da mesma em condi¢cées experimentais controladas. Estas proteinas
isoladas podem ser modificadas estruturalmente, como é o caso da alteracdo do

estado redox de cisteinas por nitrosagdo, por exemplo.

O plasmideo contendo a seqiiéncia da PDI (cedido pelo Dr. Bulent Mutus, da
Universidade de Windsor, Canada) foi superexpresso em bactérias E. coli
competentes, apds indugdo com IPTG. Apds lise bacteriana, a purificacdo da PDI foi
realizada por separacdo em coluna de niquel (Ni-CAM™ HC Resin, Sigma), com
eluicdo com imidazol (10 mM), pois a proteina recombinante apresenta cauda Hisé6.
A PDI purificada (10 uM) foi reduzida pela incubagdo com DTT (100 uM) por 30 min
a temperatura ambiente. Os tidis livres da PDI foram quantificados pela reacdo com
5,5-ditiobis(acido 2-nitrobenzéico) (DTNB, 1 mM) em tampao glicina (100 mM, pH
8,5) por 10 min a temperatura ambiente e medida da abosorbancia a 412nm (€ =
1,36 x 104 M-1 cm-1) (Quijano et al., 1997). A PDI reduzida foi nitrosada pela
incubacdo da PDI (9 uM) com NaNO, (90 uM) em HCl (0,5 M) por 30 min a

temperatura ambiente. A remocdo do excesso de reagentes (DTT e NaNQO,) foi
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realizada por intensiva dialise contra tampao fosfato (20 mM, pH 7,4, EDTA 100uM)

a 4°C.

12. Quantificagdo de mRNA por real-time PCR

Objetivo: Por esta técnica é possivel quantificar o mMmRNA codificante de
determinadas proteinas. Atualmente esta técnica é a mais indicada para
quantificagdo da expressdo das isoformas das Noxes, ja que o0s anticorpos
especificos produzidos para cada isoforma apresentam reacdo cruzada com as

demais isoformas.

O mRNA total das RAEC foi purificado com o RNA SpinMini RNA isolation kit GE.
A quantificacdo do mRNA foi feita por absorbancia a 260nm (NanoDrop, marca) e a
pureza confirmada pela andlise das bandas de rRNA em gel de agarose 0,8%
contendo brometo de etidio. O mRNA (3-5 pg) foi convertido em cDNA pela
incubagdo com OligodT 12.1g) (25 ng/uL), dNTP (500 uM de cada), DTT (5 uM), RNAse
OUT (2U/uL) e SuperScript 11, a 42°C por 50 min.

As seqiéncias dos primers das isoformas da NADPH oxidase de células de
coelho foram desenhadas gracas a colaboracdo com Prof. Lassegue (Emory
University, Atlanta, EUA) que ja havia clonado as seqiiéncias das Noxes de coelho e
tornou-as disponiveis para nossos estudos (pois ndo estdo ainda publicadas no
PubMed). Estas sequéncias permitiram a obtencdo de padrdes (em plasmideos) e o

desenho de primers de altas temperaturas para RT-PCR em tempo real, que foram
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gentilmente cedidos ao nosso grupo. Os clones foram obtidos a partir de amostras
de célon (Nox1) e rim (Nox4) de coelho. Os plasmideos foram amplificados em
bactérias competentes e purificados pelo sistema de Kit (MidPrep/Qiagen). As
solucGes de reacdo para as corridas de Real Time PCR foram realizadas com:
plasmideo (entre 10> a 10® cépias/reacdo), primers (200 nM), cDNA (150 ng) e
reagente Sybr MasterMix (Invitrogen) conforme especificacbes sugeridas pelo
fabricante. Os primers utilizados utilizados foram: Nox1, foward
CATCATGGAAGGAAGGAGA, reverse GCTTCCGGATAAACTCCACA; Nox 4, foward
CCACAGACTTGGCTTTGGAT, reverse TACTGGCCAGGTCTTGCTTT; GAPDH, foward
TCACCATCTTCCAGGAGCGA, reverse CACAATGCCGAAGTGGTCGT. As reagbes foram

acompanhadas no equipamento de Real Time modelo RG 3000 (Corbett).

13. Imunoprecipitag¢do

Objetivo: Esta técnica baseia-se na interagdo hidrofébica e/ou covalente entre duas
proteinas; utilizando-se anticorpo contra uma delas, a outra fard parte do
imunocomplexo e poderd ser separada das demais proteinas do homogenato

protéico e ser detectada por western blot, por exemplo.

Homogenato total (0,5 mg) das células endoteliais foi incubado com anticorpo
especifico (5 UL), sob agitagdo a 4°C, overnight. Apds incubagdo com proteina A (GE
Healthcare) por 2h, sob agitacdo, a 4°C, a proteina A (contendo os

imunocomplexos) foi lavada 3 vezes com tampao Tris pH 8,0 (20 mM), contendo
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NaCl (150 mM), glicerol 10%, EDTA (2 mM), EGTA (2 mM) e triton (1%). Tampdo de
amostra (30 pL) foi adicionado a proteina A, e apds desnaturagdo das proteinas a
100°C por 5 min, o tampdo de amostra contendo os imunocomplexos (25 uL) foi
aplicado em gel SDS-PAGE para separacao eletroforética de proteinas seguida de

western blot.

14. Medida da nitrosagdo da PDI por “biotin-switch”

Objetivo: Esta técnica permite marcar as proteinas nitrosadas, ao ligar um
marcador de forma especifica e irreversivel a cada cisteina nitrosada. Este marcador

é analisado depois por western blot.

A medida de nitrosacdo foi realizada conforme Jaffrey e colaboradores
(2001), com poucas alteragdes. Apods LS, as células foram lisadas em presenca de
tampdo HEN (Hepes 250 mM pH 7,7, neocuproina 0,1 mM, EDTA 1 mM, SDS 1%)
contendo N-etilmaleimida 20 mM, chaps 0,5% e inbidores de protease (aprotinina
10 ug/mL, leupeptina 10 ug/mL e fluoreto de fenilmetilsulfonila 1mM), e o extrato
ficou sob agitacdo por 30 min a 4°C. As proteinas foram precipitadas com acetona, e
apods centrifugacdo (14.000g, 20 min, 4°C), foram ressuspensas em tampao HEN. Os
grupos nitrosotidis foram reduzidos com a adicdo de acido ascérbico (10 mM) e
biotinilados com a adicdo de MBP (50 uM) concomitantemente, e o extrato foi
mantido sob agitacdo por 1h a temperatura ambiente. Até este momento todas as

etapas foram realizadas no escuro. As proteinas foram precitadas novamente com
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acetona, e apos centrifugacdo (14.000g, 20 min, 4°C), foram ressuspensas em PBS,
EDTA 0,1 mM contendo inibidores de protease. Os extratos foram submetidos a
separagdo de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) seguido de
western blot, com revelagdo com anticorpo anti-biotina conjugado com HRP

(1:2000, Calbiochem).

15. Fracionamento celular em gradiente de sacarose

Objetivo: O fracionamento celular em gradiente de sacarose, que ndo utiliza
detergentes em sua composicdo, permite analisar as fracbes lipidicas de baixa

densidade, como “lipid rafts” e cavéolas.

O procedimento foi realizado como em Song e colaboradores (1996). Apds
shear, as células foram lavadas com PBS duas vezes, lisadas em presenca de tampao
de lise (Na,CO; 150 mM pH 11, contendo EDTA 1 mM e inibidores de protease
aprotinina 10 pug/mL, leupeptina 10 ug/mL e fluoreto de fenilmetilsulfonila 1mM),
homogenizadas manualmente (10 movimentos), e sonicadas (3 ciclos de 20 seg, a
8W). O extrato foi misturado 1:1 com solucdo de sacarose 90% (em Hepes 20 mM
pH 6,7 contendo NaCl 150 mM) e colocado em tubo préprio para
ultracentrifugagao, e adicionou-se lentamente 6 mL de sacarose 35% e em, seguida,
4 mL de sacarose 5% (ambas em Hepes 20 mM pH 6,7 contendo NaCl 150 mM e
Na,CO3 250 mM). Apds 30h de ultracentrifugacdo a 38000 rpm (rotor TH-64l,

Sorvall) aliquotas de 1 mL foram retiradas, dialisadas exaustivamente contra

29



Materiais e Métodos

tampdo fosfato 10 mM pH 7,4 (para retirada da sacarose), secas sob vacuo
(SpeedVac), ressuspendidas em tampao de amostra e aplicadas em gel de
poliacrilamida para separacdo de proteinas, seguido de procedimento de western
blot. A retirada da sacarose permite uma melhor revelacdo de certas proteinas,

como é o caso da PDI.

16. Microscopia confocal

Objetivo: Este tipo de microscopia se baseia no principio da confocalidade, e
permite analisar apenas um plano da célula/tecido. Apés marcacéo com anticorpos
especificos para determinadas proteinas, é, possivel analisar a localiza¢Go
intracelular e/ou mudancas no padrdo de marcacéo das mesmas. Além disso, é
possivel utilizar dois anticorpos diferentes e analisar se ambos marcam a mesma
regiGo no plano, caracterizando a co-localiza¢do das proteinas no microambiente

celular.

Apos shear laminar, as células contidas nas placas (didmetro 10cm) foram
fixadas com paraformaldeido 4% overnight. As placas foram cortadas com auxilio de
uma espatula quente (5 x 5 cm) e quatro sec¢bes (~ 1-2 cm de didametro) foram
definidas com auxilio da PapPen (Sigma). Apds permeabilizagdo (Nonidet P40 0,1%
em PBS), as células foram incubadas com anticorpo primario (anti-PDI da Stressgen,
1:2000; anti-caveolina-1 da BD Transduction, 1:250; anti-c-myc, 1:1000, Sigma)

diluidos em PBS contendo albumina (1%) overnight a 4°C. Alguns pogos foram
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incubados com um segundo anticorpo primario (anti-Nox1 da Santa Cruz, 1:100) por
1h. Apds incubagcdo com anticorpos secundarios (anti-camundongo conjugado com
Alexa548 ou anti-cabra conjugado com FITC), as células foram incubadas com 4'6-
diamidina-2-fenilindol (DAPI, 10 pg/mL, Sigma) e analisadas em microscépio

confocal Zeiss LSM510 Meta (projeto Multiusuarios Fapesp 04/08908-2).

17. Transfecgdo transitoria da PDI em células endoteliais

Objetivo: Estes experimentos de superexpressdo da PDI visam comparar
ganho/perda da fung¢do da PDI, ao utilizarmos vetores que codificavam a PDI

selvagem ou a PDI mutada nos tidis de seu sitio ativo.

Os plasmideos contendo as sequéncias da PDI selvagem de rato (PDI-wt) ou
da PDI mutada nas quatro cisteinas do sitio ativo (PDI-mut) em pCR3.1 (Invitrogen)
foram cedidos pelo Dr. Tomohiro Nakamura (Neuroscience and Aging Center
Burnham Institute for Medical Research, La Jolla, Califérnia). A PDI mutada
apresenta mutacdo de cisteina para serina nos dois motivos tioredoxina (C36S,
C39S, C383S, C386S), e contém cauda c-myc, sequéncia de 10 aminoacidos inserida
7 aminodacidos antes da seqliéncia KDEL, que permite a sinalizacdo KDEL de
retencdo no reticulo endoplasmatico (Uehara et al.,, 2006). Os plasmideos foram
superexpressos em E. coli DH50 competentes e purificados com kit MaxiPrep

(Qiagen).

31



Materiais e Métodos

RAEC (1,0 x 10°) foram crescidas em placas de cultura de 10 cm de didmetro
(Falcon”). Apds 24h substituiu-se o meio de cultura por 10 mL de meio de
transfeccdo (F12 contendo SFB 10%, 12ug de plasmideo e 25uL de Lipofectamina®,
Invitrogen). Apds 8h, o meio de transfeccdo foi substituido pelo meio de cultura.

Ap0ds 18h, iniciou-se o shear laminar.

18. Andlise da expressdo e fosforilagdo protéicas (western blot)

Objetivo: Andlise da expresséo protéica em células/tecidos é geralmente realizada
pela técnica western blot, na qual as proteinas do homogenato (celular/tecidual)
sdo separadas por tamanho, fixadas em membrana de nitrocelulose e proteinas
especificas sGo marcadas com determinados anticorpos, e analisadas por reacdo

quimiluminescente.

Homogenatos celulares ou fragdo de membrana (30 ug de proteina) foram
submetidos a separacdo em gel de poliacrilamida (10-12%), seguido de
transferéncia para membrana de nitrocelulose e marcacdo com anticorpo primario
overnight e marca¢cdo com anticorpo secunddrio por 1h. A imunomarcacdo foi
revelada por reagdo quimiluminescente (Tris-base 100 mM pH 8,5 contendo luminol
2,5 mM, 4cido p-cumarico 400 uM, H,0, 5,4 mM). Os anticorpos primarios usados
foram: anti-eNOS (feito em coelho, Upstate, 1:2000), anti-PDI (Stressgen, 1:1000),
anti-PDI  (ABR, 1:1000), anti-KDEL (1:1000, Stressgen), anti-caveolina-1 (BD

Transduction, 1:1000), anti-c-myc (Sigma, 1:10000), anti-fosfo-Akt (Santa Cruz,
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1:1000), anti-Akt (Upstate, 1:1000), anti-SOD (Oxis, 1:1000), anti-B-actina (Sigma,
1:2000); anticorpos secundarios conjugados com HRP empregados foram (utilizados
em diluicido duas vezes maior que o anticorpo primario): anti-camundongo
(Calbiochem), anti-coelho (Calbiochem), anti-cabra (Calbiochem). A densitometria
das bandas foi realizada com o programa ImageQuant® 2005 (GE Healthcare).

Para a andlise da fosforilagdo protéica, os homogenatos celulares foram
obtidos pela lise mecéanica das células previamente lavadas com PBS/EDTA 0,1 mM,
em tampdo de lise B (item 9) contendo também inibidores de fosfatases
(ortovanadato de sddio, fluoresto de sddio, glicrofosfato de sddio), seguido de

descanso a 4°C, e retirada de debris (1000g por 5 min).

19. Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média + desvio padrdo da média. As
comparacles estatisticas foram realizadas através de teste t de Student para
valores ndo pareados ou analise de variancias (ANOVA), seguida por teste Student-
Newman Keuls, com significancia estatistica de 5%. O software utilizado foi The

Primer of Biostatistics, de Stanton A. Glantz, versao 3.01, McGraw-Hill, 1992.
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CAPITULO I:

Andlise dos produtos derivados da oxidagdo da dihidroetidina por
HPLC como medida da produgdo de dnion radical superoxido e da

atividade da NADPH oxidase em sistemas vasculares

1. Introducao

A producdo de espécies reativas derivadas de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(RNS) foi, durante muito tempo, associada apenas a processos envolvendo dano
oxidativo a biomoléculas, com conseqliente injuria celular e tecidual. Entretanto,
este paradigma comecou a ser mudado nos anos 60, com a descoberta por McCord
e Fridovich da existéncia da enzima superdxido dismutase (SOD) em sistemas
biolégicos — uma enzima que dismuta o anion radical superdxido (0,") para
peréoxido de hidrogénio (H,0,) e 0O, (McCord e Fridovich, 1969), e foi
definitivamente superado nos anos 80, com a descoberta por Ignarro, Furchgott,
Murad e Moncada, da identidade do fator de relaxamento derivado do endotélio
(EDRF), responsavel pela vasodilatacdo, como sendo o radical livre éxido nitrico
(NO) (Arnold et al. , 1977; Furchgott e Zawadzki, 1980; Ignarro et al., 1987; Palmer
et al., 1988). Desde entdo, somam-se inUmeras evidéncias do importante papel

sinalizador mediado pelas ROS/RNS, por exemplo, via ativacdo por oxidacdo de
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sitios especificos de fatores de transcricdo (como NFkB, AP-1), com conseqliente
aumento da transcricdo de genes que codificam enzimas antioxidantes (como
peroxirredoxinas, SOD, catalase, tiorredoxina, etc,) e/ou enzimas produtoras de
espécies reativas (como a NADPH oxidase) (Liu et al., 2005; Clempus e Griendling,
2006). Ainda, as espécies reativas apresentam importante papel na modula¢do da
atividade de fosfatases e na abertura de canais de potdssio da mitocondria
(Claiborne et al., 1999; Facundo et al., 2006). Recentemente, foi descrita a
dissociacdo de Ras-GDP mediada por anion radical superéxido ou radical “NO,, e
consequente ativacdo de Ras (Heo e Campbell, 2006). Portanto, para um melhor
entendimento de todos os processos que envolvem a producdo de ROS/RNS, torna-
se essencial identifica-las e, se possivel, quantifica-las em cada situacao especifica.
Entretanto, a medida da producdo in situ da producdo das espécies reativas
é bastante complexa. Por exemplo, os niveis intracelulares de anion radical
superdxido deve ser um balanco entre sua producdo basal e sua dismutacdo
catalisada pela SOD (tanto a isoforma citosdlica quanto a mitocondrial), que
culmina em concentragOes estaciondrias que ndo ultrapassam 1 nM (Tarpey et al.,
2004). Além da SOD, ha outros alvos que mantém baixos os niveis de superéxido,
como antioxidantes de baixo peso molecular e a SOD extracelular (Abrahamsson et
al., 1992). Desta forma, em sistemas bioldgicos, o tempo de meia vida das espécies
reativas é curto (da ordem de segundos), o que requer métodos para identifica-las
que sejam eficientes (para competir com os outros alvos intra/extracelulares) e
sensiveis (devido a baixa concentragdo estacionaria). Ainda, o método deve

apresentar acesso intracelular adequado (a fim de refletir a concentracdo
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intracelular) e principalmente, ser especifico. Entretanto, geralmente as substancias
utilizadas na deteccdo de ROS/RNS reagem com mais de uma espécie reativa, o que
impede sua identificacdo inequivoca.

Em sistemas vasculares, a producdo exacerbada de anion radical superoéxido
estd associada a diversas patologias, como disfuncdo endotelial e aterosclerose
(Taniyama e Griendling, 2003). Sua identificacdo direta, por EPR, é dificil devido as
suas baixas concentracdes in vivo e seu baixo tempo de meia-vida. O uso de
captadores de spin para andlise de superdxido é limitado, pois ainda ndo existe um
qgue possibilite sua identificacdo inequivoca (Tarpey et al., 2004). Como o anion
radical superéxido pode ser reduzido ou oxidado, existem técnicas indiretas
(colorimétricas, quimiluminescentes ou fluorescentes), que exploram uma ou outra
via (Tabela 1). Em geral, as moléculas que sdo reduzidas pelo superdxido, como
citocromo-c*, NBT e principalmente, lucigenina, sio passiveis de redox cycling, isto
é, a molécula reduzida é capaz de reagir com o oxigénio dissolvido no meio
reacional e gerar superdxido artifatual (Janiszewski et al., 2002). Ja as moléculas que
sdo oxidadas pelo anion radical superdxido podem ser oxidadas por outras espécies
reativas, tornando a identificagdo pouco especifica.

Dentre as moléculas que exploram a quimica oxidante do superdxido, a
dihidroetidina (DHE) é a que tem sido amplamente utilizada como marcador da
producdo de a&nion radical superdxido, principalmente pela observacdo por
microscopia da fluorescéncia total em células e tecidos (Bindokas et al., 1996; Miller
et al.,, 1998). Isto se deve a alguns estudos em meados da década de 90, que

sugeriram que a DHE seria oxidada pelo superdxido ao produto fluorescente etidio.
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Tabela 1 - Diferentes moléculas empregadas para identificar o radical anion
superoxido. Estas moléculas podem ser reduzidas pelo radical
superdxido (molécula” + 0,” + 2H" — molécula™ + H,0,) ou oxidadas
(molécula™ + 0," — molécula™ + 0,).

Moléculas que exploram a

Moléculas que exploram a quimica

Tipo de ensaio quimica redutora do radical ) . o
o oxidante do radical superdxido
superoxido
Colorimétrico Citocromo ¢ .
. . . Aconitase
(espectrofotométrico) NBT (nitroblue tetrazolium)

Celenterazina

Quimiluminescente Lucigenina CLA (2-metil-6-fenila-3,7-
g dihidroimidazol(1,2-a)pirazina-3-ona)
Luminol
Fluorescente - Dihidroetidina

A DHE difunde-se facilmente pela membrana celular por ser uma molécula
hidrofébica e sem carga, ao contrario de seu produto etidio, que tem carga positiva
(Figura 2) e interage fortemente com os grupos fosfato do DNA (por interagGes
eletrostaticas) e em seguida intercala-se ao DNA das células (via interagdes
hidrofébicas) (Garbett et al., 2004). Estudos iniciais de fluorescéncia total
mostraram que a DHE é oxidada para produto(s) fluorescente(s) especificamente
pelo anion radical superodxido, enquanto que outros oxidantes (como peroxinitrito,
H,0; ou acido hipocloroso) ndo sdo capazes de oxida-la a produto(s) fluorescente(s)
(Bindokas et al., 1996). Além disso, ao contrario da lucigenina, a DHE ndo sofre
redox cycling (Patsoukis et al., 2005) nem interferéncias de redutores como
glutationa (Fink et al., 2004).

Entretanto, Zhao e colaboradores (2003) mostraram que a oxidagdo in vitro
da DHE por superéxido forma um composto fluorescente diferente do etidio, que

pode ser separado por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com
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deteccdo por fluorescéncia. Este novo composto teve sua estrutura caracterizada
como 2-hidroxietideo (EOH) e trata-se da estrutura do etidio com adi¢cdo de uma
hidroxila no carbono 2 do anel fenantreno (Figura 2). A partir destes estudos, a
formacdo do EOH foi associada a oxidacdo especifica da DHE pelo superéxido,
enguanto que a producdo de etidio estaria relacionada a oxidacdo da DHE por
outras espécies reativas (Zhao et al., 2003; Fink et al., 2004). Os mecanismos que
envolvem a oxidacdo da DHE ainda ndo sdo conhecidos, porém, possivelmente

envolve a formac3o de um radical intermediario (DHE®) (Benov et al., 1998).

Z-Hidroxietidio

Figura 2: Estruturas quimicas da dihidroetidina e dos compostos fluorescentes
derivados de sua oxidagdo, etidio e 2-hidroxietidio. Por seu carater hidrofdbico e
ndao possuir carga, a dihidroetidina é capaz de cruzar membranas lipidicas
facilmente. J& os compostos etidio e 2-hidroxietidio, ligam-se fortemente aos
grupos fosfato da cadeia do DNA celular gragas a sua carga positiva, o que confere
aumento da fluorescéncia destes dois compostos.

38



CAPITULO |

Introdugéo

Portanto, a fluorescéncia total derivada da DHE observada por microscopia
em células e tecidos seria, na verdade, a soma dos compostos fluorescentes (etidio
e EOH) e ndo refletiria apenas a producgdo especifica de superdxido, mas, na
verdade, a soma da geracdo de anion radical superéxido e de outras espécies
reativas; isto é, refletiria o estresse oxidativo total. Isto se torna claro ao se
sobrepor os espectros de emissdo dos dois compostos obtidos para o mesmo
comprimento de onda de excitacdo (Aex). Existe grande interferéncia entre os
espectros de emissdo de etidio e EOH para Aex entre 490 — 510 nm (Zhao et al,,
2005).

Desta forma, a fim de estabelecer bases metodoldgicas mais sélidas para
andlise de estresse oxidativo em sistemas vasculares, com énfase na producgdo de
radical anion superéxido, cuja principal fonte em células musculares lisas é a
NADPH oxidase, realizamos uma série de estudos destinada a validar esta técnica

de andlise dos produtos de oxidacdo da dihidroetidina por HPLC.
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2. Resultados

2.1. Estudos in vitro da oxidag¢do da DHE

Os mecanismos pelos quais a DHE é oxidada para EOH, etidio e
possivelmente para outros compostos, ainda ndo s3ao totalmente conhecidos.
Ainda, compreender como a DHE pode ser oxidada por outras espécies reativas que
ndao o radical anion superdxido, pode trazer informacbes interessantes que
complementem o entendimento da geracdo de espécies reativas in situ. Desta
forma, iniciamos os estudos sobre a producdo dos produtos de oxidacdo da DHE in
vitro, por andlise de absorcao no visivel e cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) com deteccdo por fluorescéncia (Figura 3). A oxida¢cdo da DHE por sistema
gerador de anion radical superdxido (xantina/xantina oxidase) gerou EOH com
rendimento de 35% (Tabela 2), valor similar ao obtido por Fink e colaboradores
(2004). Apesar de confirmarmos dados anteriores que tanto peroxinitrito quanto
H,0, ndo sdo capazes de oxidar a DHE a produtos fluorescentes (Bindokas et al.,
1996), observamos que o composto EOH pode ser formado também por
peroxinitrito/CO, e por sistema Fenton (Fe2+—EDTA/H202), em rendimentos de cerca
de 5% e 12%, respectivamente (Figura 3A e Tabela 2). Bastante interessante,
verificamos que o sistema envolvendo peroxidase (HRP/H,0,) também é capaz de
oxidar a DHE, porém quase exclusivamente para etidio. Este resultado estd de

acordo com trabalhos de fluorescéncia total que mostraram que tanto HRP/H,0,
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quanto mieloperoxidase/H,0, s3o capazes de oxidar DHE a compostos

fluorescentes (Papapostolou et al., 2004; Patsoukis et al., 2005).

A. B ] EOHll
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[ )
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Figura 3: Oxidagdo da DHE in vitro. A) Os espectros de absor¢do foram adquiridos
apds a oxidagdo da DHE (100 uM) por diferentes sistemas oxidantes: peréxido de
hidrogénio (H,0,, 1 mM); peroxinitrito (ONOO’, 1 mM) em presenca ou auséncia de
dioxido de carbono (CO,, 2,5 mM), perdxido de hidrogénio na presenca de sulfato
ferroso/EDTA (Fe?*-EDTA/H,0,, 0,5 mM/0,5 mM/5 mM), e peroxidase em presenca
de perdxido de hidrogénio (HRP/H,0,, 0,2 U/mL/ 5 mM). As incubag¢Bes foram
realizadas em tampao fosfato (100 mM, pH 7,4, contendo DTPA 0,1 mM) por 30 min
ou 5 min (no caso das incuba¢cdes com peroxinitrito). B) Perfil cromatografico da
separacdo de 2-hidroxietidio (EOH) e etidio (E) obtido por deteccdo por
fluorescéncia (Aex 510 nm, Aem 595 nm), para as mesmas incubacdes descritas
acima.

Os espectros de absorcdo das diferentes incuba¢des da DHE com sistemas
oxidantes exibiram um perfil similar a absor¢do do etidio (com Amax 470 nm, n3o

mostrado). Entretanto, como ainda n3do sdo conhecidos todos os compostos
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formados nestas incubacdes, é dificil correlacionar a quantificacdo do etidio por
HPLC com a absorbancia obtida a 470 nm. Um dado bastante interessante foi o
espectro obtido quando usamos peroxinitrito, que apresentou uma banda em 430
nm (Figura 3A). Esta banda sugere a formacdo de um produto nitrado derivado da
DHE, e de fato, a reacdo gerou uma coloracdo amarelada pode ser observada no
tubo de reacdo. Ainda, a adicdo de urato (1 mM) inibiu a formacdo desta banda. O
urato inibe a formacdo de produtos nitrados por reagir rapidamente tanto com o
anion peroxinitrito quanto com os radicais dele derivados ("NO, e *‘OH) (Santos et
al., 1999).

Em resumo, os dados obtidos pela andlise in vitro da oxidacdo da DHE,
mostraram que a formacdo de EOH pode refletir a formacdo ndo apenas de anion
radical superéxido, mas também de peroxinitrito, se em presenca de CO, e, de
forma bastante remota, de radical hidroxila (ver discussdo). Entretanto, a relevancia
in vivo destes oxidantes (peroxinitrito e radical hidroxila) deve ser analisada com
cautela em cada modelo experimental e sempre acompanhada de controles
adequados. Mas, sem duvida, estes dados confirmam a importancia da separacao
dos compostos fluorescentes para o desenho de conclusdes mais profundas, pois a
fluorescéncia total observada em células ou tecidos reflete a soma de EOH, etidio e
outros possiveis compostos fluorescentes formados (Figura 3, Papapostolou et al.,

2004; Patsoukis et al., 2005).
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Tabela 2 - Quantificagio de EOH e etidio a partir da incuba¢ao da DHE com
diferentes sistemas oxidantes ®

Sistema EOH (uMm) E (uM)
Xantina/xantina oxidase 34,1+1,2 ND
H,0, ND ND
ONOO ND ND
ONOO7/CO, 53t1,6 1,3+0,1
Fe**-EDTA/H,0, 12,3+2,2 0,8+0,1
HRP/H,0, ND 2,0t0,1

? Dihidroetidina (100 uM) foi incubada em tamp3do fosfato (100 mM, pH 7,4) contendo DTPA (100
puM) com: xantina/xantina oxidase (X/XO, 0,5 mM/0,05 U/mL), perdxido de hidrogénio (H,0,, 1 mM),
peréxido de hidrogénio na presenca de sulfato ferroso/EDTA (Fe’"-EDTA/H,0,, 0,5 mM/0,5 mM);
peroxinitrito (ONOO’, 1 mM) na presenca ou auséncia de didxido de carbono (CO,, 2,5 mM); e
peroxidase/ peréxido de hidrogénio (HRP/H,0,, 0,2 U/mL/5 mM). O tempo de incubac¢do foi de 5
min para peroxinitrito e 30 min para as demais. A concentragdo de dioxide de carbono foi calculada a
partir da concentragdo adicionada de bicarbonato, a partir do pKa 6.4 (Bonini et al., 1999). Os valores
representam média * desvio padrdo da média (n = 4). * n3o detectado (EOH < 1.5 uM e E < 50 nM
sob nossas condi¢Ges cromatograficas).

2.2. Andlise da produg¢do de radical dnion superoxido em células

musculares lisas

Em células musculares lisas, a principal fonte de anion radical superdxido é a
enzima NADPH oxidase, que tem sua atividade aumentada em situagdes
patoldgicas. Um dos seus principais agonistas é a angiotensina Il (ANG II, Clempus e
Griendling, 2006). Entretanto, trabalhos que empregam a medida de superdxido
pela analise de EOH por HPLC basearam-se principalmente em incubacdo de células

com compostos que geram superdxido via redox cycling, como menadiona e
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ceramida (Fink et al., 2004; Zhao et al., 2005). Para analisarmos se a oxidacdo da
DHE poderia refletir os aumentos de superéxido apdés um estimulo fisioldgico,
células estimuladas com ANG Il (100 nM, 4h) foram incubadas com DHE por 15 min
e verificamos que ha forte aumento da fluorescéncia total derivada da DHE em
relacdo as células ndo estimuladas (Figura 4). Ainda, a pré-incubacdo das células
com Peg-Cat e principalmente com Peg-SOD, inibiu esta fluorescéncia (Figura 4). A
fim de analisarmos qual a contribuicdo parcial dos produtos fluorescentes, etidio e
EOH, otimizamos as condi¢cbes de extracdo destes compostos das amostras bem
como sua manipulagdo. Inicialmente, verificamos que 98% da DHE adicionada
exogenamente foi incorporada as células ndo estimuladas (dado ndo mostrado). Em
seguida, comparamos a capacidade de dois solventes, metanol e acetonitrila, em

extrair os compostos fluorescentes de DNA comercial por analise por HPLC.

Peg-SOD Peg-Cat

B ---
- ---

Figura 4: Angiotensina aumenta fluorescéncia total em células musculares lisas. As
imagens de fluorescéncia total foram obtidas apds estimulo das VSMC com ANG Il
(100 nM, 4h). Depois do tratamento com ANG I, as células foram lavadas com PBS e
incubadas com DHE (5 uM, 10min). Em alguns casos, as antes da incubag¢do com
DHE, as células foram pré-incubadas com Peg-SOD (50U/mL) ou Peg-Cat (200U/mlL)
por 15 min.
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Observamos que, enquanto os niveis de etidio se mantiveram similares
entre os dois solventes, a acetonitrila aumentou a quantidade de EOH em 4 vezes
(dado ndo mostrado); portanto, as extracdes foram realizadas com acetonitrila.
Basicamente, apds estimulo, as células foram lavadas para retirada do meio de
cultura, e incubadas com DHE em PBS/DTPA; apds 30 min as células foram raspadas
em acetonitrila e o lisado obtido foi seco, ressuspendido em PBS, e analisado por
HPLC. Durante a separa¢do cromatografica, a quantificacdo de DHE remanescente
(que ndo reagiu durante a incubacdo) foi utilizada como controle interno da
extracdo organica. Desta forma, os dados foram expressos como a razao de EOH por
DHE consumida (EOH/DHE) e razdo de etidio por DHE consumida (E/DHE). A DHE
consumida foi calculada como a diferenca entre a concentracao inicial adicionada as
células e a DHE remanescente quantificada por HPLC. Assim, verificamos que VSMC
estimuladas com ANG Il apresentaram duas vezes mais EOH que as células ndo
estimuladas, com aumento similar nos niveis de etidio (Figura 5). Para verificarmos
a formacado especifica de superdxido™ durante o estimulo com ANG I, as células
foram incubadas por 15 min com Peg-SOD antes da adicdo de DHE. Entretanto, a
adicdo de Peg-SOD aumentou em 40% os niveis de EOH nas células sem estimulo
(dado ndo mostrado). Entretanto, incubacbes de células apenas com
polietilenoglicol por 15 min, em concentracdo andloga a adicionada quando
empregamos Peg-SOD (2,4 nmol/mL), exibiram também um aumento nas razdes
EOH/DHE e E/DHE, enquanto que em células estimuladas com ANG Il, apenas
polietilenoglicol diminuiu estas razées (dados ndo mostrados). De fato, o tempo de

incubacdo de 15 min parece ser critico para a incorporacdo de polietilenoglicol em
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células, por causar distirbios na membrana plasmatica, como demonstrado
anteriormente por Beckman e colaboradores (1988). Para minimizarmos estes
efeitos, incubamos as células com Peg-SOD e Peg-Cat por tempos maiores (1h e 4h)
e verificamos que, como esperado, a adicdo de ambos os compostos diminuiu as
razdes de EOH/DHE e E/DHE em células estimuladas ou ndo com ANG Il (Figura 5).

Nestas condi¢Ges, a adicdo de polietilenoglicol ndo alterou a

E
EOH
1 .EOH ANG |l
DE controle
50 18 20 20

minutos

EOFRou E/DHE (nmol/tmol)

+PEG +PEG-SOD +PEG-CAT +PEG +PEG-SOD +PEG-CAT
Controle ANG I

Figura 5: Andlise dos produtos derivados da oxidacio da DHE por HPLC. A
quantificacdo das razdes EOH/DHE e E/DHE foram feitas em extratos de células
musculares lisas; apds estimulo com ANG Il (100 nM, 4h), as células foram
incubadas com DHE (50 uM, 30 min) em PBS/DTPA, lisadas em acetonitrila, os
extratos secos e analisados por HPLC. Em alguns casos, adicionou-se
polietilenoglicol (Peg, 2,4 nmol/mL), Peg-SOD (25 U/mL) ou Peg-Cat (200 U/mL)
apés 3h de estimulo com ANG Il. Inserto: Cromatograma representativo da
separacdo de EOH e etidio em extratos de células musculares lisas estimuladas ou
nao com ANG Il. Os valores sdao média * desvio padrdo da média (n =4). * P < 0,05
versus controle; ** P < 0,05 versus ANG II.
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formacao tanto de EOH quanto de etidio nas células controle, porém, inibiu em 40%
o aumento de EOH/DHE observado nas células estimuladas com ANG Il. Entretanto,
como as inibicGes obtidas com os compostos conjugados ao polietilenoglicol, Peg-
SOD e Peg-Cat, foram maiores que os 40% do polietilieglicol em si, pode-se concluir
que a diferenca (cerca de 30%) corresponde a inibicdo da SOD e da catalase. Em
resumo, apesar do polietileglicol ndo ser um bom controle dos compostos
conjugados (possivelmente por apresentar mais grupos glicol expostos que os
compostos conjugados), nossos resultados contribuiram para um melhor
entendimento do papel da SOD durante o estimulo com ANG Il, por distinguir os
efeitos do polietilenoglicol dos efeitos dos seus compostos conjugados.

Para confirmarmos a formacdo de EOH especificamente a partir do anion
radical superdxido, transfectamos as células com o plasmideo que codifica a SOD1,
gue aumentou sua expressao (Figura 6, inserto) e a atividade total da SOD medida
nos extratos celulares (controle = 9,0 £ 2,5, pCDNA = 11,2 + 1,5, pCDNASOD =15,4+
1,1 U/mg de proteina, n=3). Realmente, nas células que super-expressavam SOD1,
houve uma diminuicdo da razdo EOH/DHE aos niveis basais comparados as células
transfectadas com plasmideo sem inserto. Interessante, o procedimento de
transfeccdo por si aumentou o estresse oxidativo das células, como pode ser
observado pelo aumento de quase duas vezes de EOH (Figura 6), quando
comparados aos valores basais de células ndo transfectadas (Figura 5). O mesmo foi

observado para os niveis de etidio (dados ndo mostrados).
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Figura 6: Efeito do aumento da superexpressdo SOD1 na quantificacio de EOH
apos estimulo com ANG Il. A quantificacdo da razdo EOH/DHE foi realizada em
extratos de células musculares incubadas com lipofectamina somente (controle), ou
transfectadas com o plasmideo vazio (pCDNA3) ou com o plasmideo que codifica a
SOD1 (pCDNA3°??). As células transfectadas apresentaram expressio da SOD1
aumentada (inserto), cujo maior peso molecular é devido a cauda c-myc. Apds 24h
da transfeccdo, as células foram incubadas com angiotensina Il (100 nM, 4h), e
seqliencialmente com DHE (100 M, 30 min). A superexpressdo da SOD diminuiu os
niveis de EOH/DHE para os niveis basais, sem modificar as razdes de E/DHE (dados
nao mostrados). Os valores sdo médias + desvio padrdo da média (n=3). * P < 0,05
versus controle sem ANG Il, ** P < 0,05 versus estimulo com ANG Il nas células
controle.

Em relacdo ao efeito da Peg-Cat apds estimulo com ANG Il (Figura 5), a
inibicio dos dois produtos (EOH e etidio) pareceu contraditéria em relacdo aos
dados obtidos in vitro, que mostraram que H,0;, ndo é capaz de oxidar diretamente
a DHE, mesmo quando usamos altas concentracdes de oxidante (Tabela 2), ou ainda
que, HRP/H,0, oxidam a DHE preferencialmente para etidio. Desta forma,

postulamos que o H,0, poderia sustentar a ativacdo da NADPH oxidase, de acordo
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com a ativacdo bifasica conhecida para alguns agonistas da oxidase, como é o caso
da ANG II. Este perfil bifasico se caracteriza por uma producao inicial de H,0,
importante para manter a atividade tardia da enzima (Djordjevic et al., 2005;
Griendling et al., 2000; Martyn et al., 2006). A fim de analisarmos esta hipétese,
antes do estimulo com ANG Il, as VSMC foram pré-incubadas com Peg-Cat por 1h.
De fato, a pré-incubacdo da Peg-Cat preveniu completamente a atividade da NADPH
oxidase estimulada por ANG Il (dado ndo mostrado), que sugere um papel de
regulacdo sustentada da atividade da oxidase. Este resultado foi também
confirmado em VSMC transfectadas com plamideo que codifica catalase (dado nao
mostrado). Portanto, os efeitos das incubacdes com Peg-Cat refletem
principalmente uma regulacdo celular complexa, ao invés de indicarem a inibicdo da
oxidacdo direta da DHE.

Uma observacdo recorrente foi em relacdo a concentracdo basal de etidio,
gue sempre foi maior (quase duas vezes mais) que de EOH; entretanto, observamos
que esta relacdo variava em outros experimentos. Por exemplo, analisamos
brevemente a oxidacdo da DHE por espécies reativas derivadas ndo somente de
oxigénio, mas também de nitrogénio, e para isso estimulamos as células com
lipopolissacarideo (LPS, 10 ng/mL por 48h, Figura 7), que aumenta a atividade da
NADPH oxidase (Muzaffar et al., 2004) e a expressdao da NOS induzivel (Fleming et
al., 1991). A producdo aumentada de *NO foi verificada pela quantificacdo de nitrito
e nitrato no meio de cultura das células (Tabela 3). Neste caso, o estimulo com LPS
aumentou a formacgdo de EOH em relagdo a etidio, o que sugere maior participacdo

das fontes geradoras de EOH (anion radical superdxido e/ou peroxinitrito/CO,).
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Particularmente neste sistema, é possivel que peroxintrito seja formado, pois o
estimulo com LPS gera a produgdo concomitante dos precursores do peroxinitrito,
superéxido e “NO (k = (19) x 10" M™ s™; Radi et al., 2001). E interessante ressaltar
que a incubacdo de *NO com DHE n3o gera produtos fluorescentes (incubacdo de
GSNO 1mM com DHE 50 uM por 30 min a 37°C, dado ndo mostrado). O tratamento
de VSMC com L-NAME (0,5 mM), inibidor competitivo da NO sintase, antes da
adicdo de DHE, diminuiu a razdo de EOH/DHE em 15% (Figura 7), o que sugere que
parte do EOH formado durante o estimulo com LPS deve ser oriundo da oxidacdo da

DHE por peroxinitrito.
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Figura 7: Analise dos produtos de oxidacdao da DHE apds estimulo com LPS das
células musculares lisas. A quantificacdo das razdes EOH/DHE e E/DHE foram feitas
em extratos de células musculares lisas; apds estimulo com lipopolissacarideo (LPS
10 ng/mL, 48h), as células foram incubadas com DHE (50 uM, 30 min) em
PBS/DTPA, lisadas em acetonitrila, os extratos secos e analisados por HPLC. Em
alguns casos, adicionou-se L-NAME (0,5 mM) 15 min antes da adicdo de DHE. Os
valores sdo a média * desvio padrdo da média de experimento realizado em
triplicata.
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Tabela 3 - Quantificagdao das concentragdes de nitrito e nitrato em meio de cultura
em VSMC estimuladas com ANG Il (100 nM, 4h) ou LPS (10 ng/mL, 48h)°

Nitrito (LM) Nitrato (LM)
controle 4,3+0,6 7,7%x1,6
ANG Il 4,2+0,5 7,3%£1,0
LPS 7,6+1,2 10,0t 3,2

Dosagens realizadas em analisador de NO. Valores sdo média * desvio padrdo da média, n = 3.

Entretanto, o que mais nos chamou a atencdo foi a inversao da relagdo basal
EOH/etidio, ao se comparar os valores obtidos para as células ndo estimuladas no
experimento com LPS (Figura 7) aos valores obtidos com ANG Il (Figura 5). Um fator
gue observamos aumentar os niveis de EOH em VSMC incubadas com DHE foi a luz
ambiente (que pode aumentar sua formacdo em até 4 vezes, dados ndo
mostrados); entretanto, os experimentos foram sempre realizados sob pouca luz
ambiente. Uma das diferencas entre os dois estimulos é o tempo de incubacdo
(ANG Il por 4h versus LPS por 48h) que culmina em grande diferenca na confluéncia
celular. A fim de verificarmos se, de fato, a confluéncia celular poderia interferir nos
niveis basais de EOH e etidio, VSMC foram semeadas em diferentes concentrac¢des
iniciais, < 5 x 10 células/cm? (baixa confluéncia) e > 1 x 10* células/cm? (alta
confluéncia). Apds 48h de crescimento, sem nenhum estimulo, as células foram
incubadas com DHE (100 uM) por 30 min e prosseguimos o procedimento de
extracdo com acetonitrila e analise por HPLC. Observamos que, enquanto a razao
EOH/DHE n3o variava com a confluéncia celular, a razio E/DHE era maior em

cultivos celulares com maior numero de células (Figura 8). A formacdo de etidio
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pode refletir vias de oxidagdo envolvendo peroxidases (Figura 3, Tabela 2 e
Papapostolou et al.,, 2004) e heme-proteinas (Patsoulis et al., 2005). Para
identificarmos alguma possivel via que poderia contribuir para o aumento de etidio,
medimos a atividade total peroxidasica nas células em cultura e quantificamos
heme total no extrato das células (que refletem a quantidade de heme-proteinas).
Enquanto foi observada uma menor atividade peroxidasica total (e também de
glutationa peroxidase, a principal peroxidase em células de mamiferos) nas culturas
celulares de alta confluéncia, a quantidade de heme total medida foi maior nestes
extratos (Tabela 4), o que sugere que o aumento de etidio basal observado (Figura

8) poderia ser, em parte, decorrente de heme-proteinas.

1000,

EOH ou E {(nmalfumoal DHE)

0,3x 104 1,5% 104 3x10*

densidade celular (células/cm?)

Figura 8: Analise dos produtos de oxidagdo da DHE em células musculares lisas em
diferentes densidades celulares. As células foram semeadas em diversas
densidades celulares (0,3-3 x 10* células por cm?), e apdés 48h em cultura,
adicionou-se DHE (100 uM) por 30 min. Apds extragdo com acetonitrila, os produtos
de oxidacdo da DHE foram analisados por HPLC. Os resultados sdo a média de
experimento realizado em duplicata.
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Tabela 4 - Efeito da densidade celular nas atividades da SOD, glutationa

peroxidase, e peroxidasica total e nos niveis de heme em células musculares lisas

Densidade celular ?

Baixa Alta

(< 5 x 10° células/cm?) | (> 1 x 10* células/cm?)

Atividade da SOD ° 209+4,6 32,7110
Atividade da GPx © 1375 70£3

Atividade peroxidasica total d 1,0£2 0,2+0,1
Heme total © 33+3 49+3

? densidade celular inicial, as medidas foram realizadas apds 48h da semeadura; b U/mg de proteina
(determinada pela inibicdo da reducdo do citocromo c3+, Imlay & Fridovich, 1991); ©* uM NADPH
consumido x min™ x mg proteina (Takahashi, 2000); % % versus baixa densidade (determinada pela
oxidacdo da orto-dianisidina, descrita em Métodos); © UM heme/mg proteina (determinada pela
formagdo do cromégeno ferro-heme, Drabkin,1971). Os valores correspondem as médias * desvio
padrdo da média (n = 4).

2.3. Estudo da atividade da atividade da NADPH oxidase pela

oxidag¢do da DHE

A medida da atividade da NADPH oxidase é de grande relevancia para
estudos redox em sistemas vasculares uma vez que esta enzima é a principal fonte
de anion radical superéxido em células musculares lisas. Apesar da importancia de
se distinguir entre as isoformas da NADPH oxidase que contribuem para a geracdo
total de superodxido, a medida da producdo total ainda é muito informativa. O
método mais utilizado é a incubacdo de fragcdo enriquecida de membranas (obtida

por ultracentrifugacdo) com NADPH em presenca de lucigenina. A lucigenina, uma
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vez reduzida para o seu cation-radical (LucH) por uma redutase (principalmente
flavoenzimas, que utilizam o NADH como substrato), sofre uma segunda redugdo ao
reagir (especificamente) com anion radical superdxido e gera o composto instavel
dioxetano, que por sua vez decai espontaneamente para acridona liberando luz,
que é quantificada. Entretanto, o cation-radical formado (LucH*) pode ser oxidado
pelo O, do meio reacional (autooxidacao) e gerar lucigenina e superéxido, processo
denominado redox cycling. Uma alternativa para quantificar a producdo de
superdxido em fracdes de membrana incubadas com NADPH é o uso do EPR com
captador de spin, mas que é menos sensivel.

Ao contrario da lucigenina, a DHE nao sofre redox cycling (Patsoukis et al.,
2005), dado que confirmamos por experimentos de consumo de oxigénio em
incubagdes de fracdes de membrana (100 pg) de células estimuladas com ANG Il
(100 nM) com concentragdes variadas de NADPH (0,3 a 1 mM) em presenca de DHE
ou lucigenina (Figura 9). Nas fracdes de membrana de VSMC estimuladas, mesmo
com a adicdo de altas concentracdes de DHE (até 1mM) ndo observamos consumo
de oxigénio por pelo menos 1h, ao contrdrio da incubacdo feita nas mesmas
condi¢Ges, mas em presenca de lucigenina, que em concentragdo menor (250 uM)
ja apresentou consumo de O, mensuravel (40 UM O, x min® x mg proteina™),
conforme dados ja reportados anteriormente (Janiszewski et al., 2002). A nao
geracdo de anion radical superdxido pela DHE, aliado a geracdo exclusiva de
superdxido pela NADPH oxidase da fracdo de membrana (em detrimento a outras
fontes de espécies reativas de oxigénio encontradas na célula inteira), torna esta

molécula bastante promissora na quantificacdo da atividade da enzima em questao.

54



CAPITULO |

Resultados

De fato, a analise por HPLC dos produtos fluorescentes derivados da DHE das
incubacoes de fracdo de membrana de VSMC estimuladas com ANG Il, em presenca
de NADPH, mostra que é possivel quantificar a NADPH oxidase. A cinética de
formacdo de EOH pela fracdo de membrana estimulada com ANG Il apresentou
tempo 6timo de 30 minutos (Figura 10A, inserto); portanto, as incubagdes foram
realizadas por 30 min a 37°C. Como pode ser observado na Figura 10A, a razdo
E/DHE manteve-se constante, enquanto que a razdo EOH/DHE aumentou em 40-
50% quando as células tinham sido estimuladas. A forte inibicdo da taxa de
formagdo de EOH pela presenga da SOD (20 ug/mL) demonstrou a especificidade da
metodologia empregada. Desta forma, a analise de EOH por HPLC possibilita a

guantificacdo da NADPH oxidase.

Lucigenina (250 uM)

J DHE (1mM)

|1ouM 0,

5min

Figura 9: A dihidroetidina nao sofre redox cycling. Andlise de consumo de O, da
incubacdo de fragdo de membrana (100 pg) de células musculares lisas tratadas
com ANG Il (100 nM, 4h). Apds 10 min para termostatizacdo adicionou-se NADPH
(300 uM). A flecha indica 0 momento da adigdo de lucigenina ou DHE apds 10 min
da adicdo de NADH. Figura representativa de experimento realizado em duplicata.
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Figura 10: Medida da atividade da NADPH oxidase empregando-se a fluorescéncia
derivada da DHE. A) Quantificacdo das razdes EOH/DHE e E/DHE (por HPLC) em
incubacgdes de fragdo de membrana de células musculares lisas (20 pg) com DHE (50
KUM) em PBS/DTPA na presenga de NADPH (300 M) por 30 min a 37°C, na auséncia
ou presenca de SOD (25 U/mL). Inserto: cinética representativa da formacdo de EOH
em fracdo de membrana de células estimuladas com ANG Il (circulos fechados) ou
ndo (circulos abertos). B) Atividade da NADPH oxidase medida pelo ensaio
miniaturizado para microplaca. Fluorescéncia total medida com os filtros rodamina
(Aex 490 nm, Aem 590 nm) e acridina (Aex 490 nm, Aem 570 nm) de incubacdes de
fracdo de membrana (10 ug) com DHE (10 uM) em PBS/DTPA em presenga de
NADPH (50 uM) e DNA (1,25 pg/mL) por 30 min a 37°C, em auséncia e presenga de
SOD (25 U/mL) e DPI (20 uM). Valores representam média *+ desvio padrdo da
média (n = 4). * P < 0,05 versus controle, ** P < 0,05 versus estimulo com ANG Il.
UA, unidades arbitrarias.

Uma vez que a metodologia por HPLC é cara e demanda bastante tempo
(cada corrida cromatografica dura 35 min), buscamos a otimiza¢do da medida para
microplaca de 96 poc¢os com deteccdo em leitor por fluorescéncia. Isto foi possivel

pois o aumento observado no ensaio da NADPH oxidase por HPLC foi apenas da
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razdo EOH/DHE (Figura 10A); portanto, a fluorescéncia total deve refletir apenas a
contribuicdo de EOH. Neste caso, com o intuito de otimizar as condicOes
experimentais, incubamos 10 pg de fracdo de membrana com DHE (10 uM) em
PBS/DTPA em presenga de NADPH (50 uM) por 30 min a 37°C, no escuro, em
auséncia e presenca de DNA (1,25 ug/mL). A presenga do DNA aumenta bastante a
sensibilidade da medida, tornando-se necessdrio para as concentracées baixas dos
reagentes e amostra que utilizamos (dado ndo mostrado). De fato, as incubagdes
contendo fracdo de membrana de células estimuladas com ANG Il apresentaram
fluorescéncia maior que a obtida com fracdo de membrana de células controles, e
foram também fortemente inibidas pela SOD, mostrando uma clara correlagdo com
os dados obtidos por HPLC (compare as Figuras 10A e 10B). As leituras foram
realizadas nos dois filtros, rodamina e acridina, sendo o ultimo reportado como
mais especifico para EOH (Zhao et al., 2003; Zhao et al., 2005). Ainda, a adi¢do do
composto cloreto de difenilenoiod6nio (DPI, 20 uM), um inibidor de flavoproteinas,
foi capaz de inibir a fluorescéncia de forma similar a SOD (Figura 10B), e o composto
tiron (20 pM), um sequestrador de superoxido, inibiu completamente a
fluorescéncia nos dois filtros (dado ndo mostrado). Estes resultados validam os dois
ensaios de medida de atividade da NADPH oxidase (por separagcdo cromatografica e
em microplaca, ambos com deteccdo por fluorescéncia), em fracGes isoladas
enriquecidas de membranas. E importante ressaltar que o ensaio em microplaca
pode apresentar interferéncias em situacdes que ha aumento de etidio (e portanto,
da fluorescéncia total) ou pela geracdo de dnion radical superéxido por outra fonte

gue ndo a NADPH oxidase.
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2.4. Andlise da fluorescéncia total derivada da oxidagdo da

dihidroetidina em tecidos

O maior emprego de DHE em trabalhos da literatura é a deteccdo in situ de
superdxido em tecidos pela andlise da fluorescéncia total derivada da DHE por
microscopia. Em sistemas vasculares, é possivel inclusive visualizar quais regides
especificamente produzem mais espécies reativas. No modelo experimental de
lesdo por catéter-baldo em artéria iliaca de coelho, ja foi demonstrado que, apds 14
dias da lesdo, o tecido da artéria lesada apresenta expressiva fluorescéncia derivada
da DHE na neointima (Figura 11A e Leite et al., 2004), extensiva marcacdo de
proteinas nitradas (Leite et al., 2003) e diminuicdo em 30% da razdo de GSH/GSSG
(dado ndo mostrado) quando comparado ao tecido da artéria iliaca controle. Estes
dados mostram que a lesdo mecanica gera estresse oxidativo e nitrativo no tecido,
0 que parcialmente deve ser decorréncia da maior expressdo proteica das
subunidades do complexo NADPH oxidase encontrado principalmente na neointima
(p22°"* Nox4 e Nox2) (Szocs et al., 2002). A fim de verificarmos se a andlise por
HPLC dos produtos derivados da oxidacdo da DHE poderia contribuir no
entendimento redox da lesdo vascular, procedemos de forma similar a extracdo
realizada com as células musculares lisas. Em concordancia com a microscopia de
fluorescéncia aumentada na artéria lesada, as razdes de EOH/DHE e E/DHE medidas
foram maiores que as razdes obtidas nas artérias iliacas controle (respectivamente

100 e 40%, Figura 11B). Enquanto a adi¢cdo de Peg-SOD inibiu principalmente a
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Figura 11: Fluorescéncia derivada da oxidacio da DHE em artérias iliacas de
coelhos apods lesdao por cateter-baldo. Apds 14 dias da lesdo, os coelhos foram
sacrificados e as artérias esquerda (controle, C) e direita (lesada, L) foram analisadas
imediatamente. A) Microscopia de fluorescéncia (filtro rodamina) de seccbes de
tecido das artérias apds incubagdo com DHE (2 uM, 20 min), em alguns casos, as
seccdes foram incubadas previamente (15 min) com Peg-SOD (25 U/mL) (LS) ou
azida (0,5%) (LA). B) Quantificacdo das razGes EOH/DHE e E/DHE obtidas por HPLC
dos extratos das artérias iliacas. Os segmentos foram incubados com DHE (50 M)
em PBS/DTPA em auséncia ou presenca de inibidores (Peg-SOD 25 U/mL ou Peg-Cat
200 U/mL) por 15 min a 37°C, extraidos com acetonitrila, secos, ressuspendidos em
PBS e analisados por HPLC. Ndo foi possivel realizar a andlise com segmentos
tratados com azida, pois azida interfere na analise por HPLC. Os valores
representam média * desvio padrdo da média (n = 4). * P < 0,05 versus controle, **
P < 0,05 versus lesada.
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razdo EOH/DHE, a adicdo de Peg-Cat inibiu as duas razbes. Ainda, a relacdo
etidio/EOH basal foi pronunciadamente maior nos tecidos em relagdo aos extratos
celulares controles (Figuras 5 e 11). Estes dados sugerem uma importante
participacdo de H,0, na lesdo apds 14 dias, possivelmente pelo envolvimento de
peroxidases, que se mostraram eficientes oxidantes da DHE para etidio in vitro
(Figura 3, Tabela 2).

Realmente, a atividade peroxidasica total medida nos segmentos intactos de
artérias lesadas foi cerca de cinco vezes maior em relacdo as artérias controle, e a
atividade foi fortemente inibida quando os segmentos de artéria foram pré-
incubados com azida (0,5%) por 5 min (Figura 12A), que também foi capaz de inibir
a fluorescéncia total derivada da DHE em sec¢Oes de artérias lesadas (Figura 11A).
Esta atividade poderia ser atribuida a infiltrados inflamatérios na lesdo ou até
mesmo a enzima mieloperoxidase remanescente no tecido. Entretanto, nestes
tecidos lesados a expressdo de mieloperoxidase ndo estd aumentada no
homogenato do tecido lesado em relagdo ao controle (Figura 12B) e a marcacao de
macréfagos por imunohistoquimica com RAM11 foi negativa (Figura 12C), este
ultimo dado em acordo com dados ja reportados (Szocs et al., 2002). Uma outra
possibilidade poderia ser a atividade peroxiddsica da SOD, pois nesta fase da lesdo
ha aumento da expressdo da SOD extracelular, combinado a diminuicdo de sua
atividade (Leite et al., 2003). Interessante, a atividade peroxidasica da SOD simulada
in vitro (20 ug/mL/H,0, 1 mM/bicarbonato 25 mM; Bonini et al., 2004) é capaz de
oxidar a DHE a etidio (dados ndo mostrados). Vale notar que a medida da atividade

peroxidasica total ndo foi possivel ser medida em homogenatos de artéria, apenas
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em segmentos intactos, sugerindo que as possiveis peroxidases envolvidas devem
se localizar na matriz extracelular (como é o caso da SOD extracelular) e/ou
dependerem deste microambiente para estarem ativas. Independente de qual(is)
for(em) a(s) peroxidase(s) envolvidas, estes dados mostram que a atividade de

peroxidases é um importante fator na reparacdo redox da resposta vascular a lesao.
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Figura 12: Medida da atividade peroxidasica total em artérias apds 14 dias da
lesdo por cateter-baldo. A) A atividade peroxiddsica foi medida em segmentos
intactos imediatamente apds o sacrificio dos animais. Observou-se a oxidacdo de
orto-dianisidina a 460 nm. B) Western blot de homogenatos de artérias controle e
lesada revelado com anticorpo anti-mieloperoxidase (MPO), e anti-B-actina
(controle de loading). A marcacdo de IgG serve também como controle de loading e
é decorrente do anticorpo primario ter sido feito em coelho. C) Marcagcdo de
macrdéfagos por imunohistoquimica com RAM11. Os valores representam média *
desvio padrao da média (n = 3). * P < 0,05 versus controle, ** P < 0,05 versus lesada.
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3. Discussao

Os resultados descritos neste capitulo mostraram a validacdo da analise dos
produtos derivados da oxidacdo da DHE para quantificar a producdo de anion
radical superdxido em células musculares lisas em cultura e tecidos vasculares.
Também descrevem uma nova metodologia para medir a atividade da NADPH
oxidase em fracdo de membrana de células musculares lisas por HPLC (com
deteccdo por fluorescéncia) ou fluorescéncia total em espectrofluorimetro. Estes
resultados, aliados a trabalhos recentes publicados sobre a metodologia (Zhao et
al., 2003; Fink et al., 2004; Zhao et al., 2005), estendem sua aplicacdo a sistemas
vasculares como uma importante ferramenta para estimativas de producdo de
anion radical superdxido in vivo mais precisas e exatas. Também identificamos
alguns interferentes (endégenos ou exdgenos) da técnica, além de tornarmos a
andlise mais completa, com a interpretacdo da contribuicio do composto etidio
formado. A analise deste produto, apesar de ser relativamente inespecifico, pode
fornecer informacGes relevantes. Vale ressaltar que as condicdes utilizadas
buscaram otimizar a separag¢do/quantificacdo de EOH e etidio, mas poderiam ser
adequadas para priorizar especialmente um dos dois compostos. Por exemplo, a
faixa de Aem ideal para EOH é 570 — 580 nm (Aex 510 nm) e, se empregado, deve
aumentar as diferencas observadas e tornar a quantificacdo mais precisa para
superdxido, se comparada as condi¢cGes que utilizamos. Ainda, outro comprimento

de onda de excitacdo foi proposto recentemente (396 nm) por ser especifico para
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EOH e, neste caso, teria a grande vantagem de possibilitar a distincdo entre os dois
compostos em analises por microscopia de fluorescéncia total (Robinson et al.,
2006). Mas vale ressaltar que, como em nossas analises por HPLC identificamos
concomitantemente EOH e etidio, pudemos compreender melhor o estado redox
celular e inferir sobre a contribuicdo de possiveis vias através da observacdo do
etidio.

Os estudos in vitro de oxidacdo da DHE mostraram que, de fato, a formacao
de EOH ocorre preferencialmente pela oxidacdo da DHE por superdxido (Tabela 2,
Zhao et al., 2003; Fink et al., 2004; Zhao et al., 2005), mas pode ocorrer, em
menores rendimentos, em presenca de peroxinitrito/CO, ou reagente de Fenton
(Fe**-EDTA/H,0,) (Figura 3, Tabela 2). Enquanto a produc3o de peroxinitrito in vivo
é considerada plausivel, apesar de ndo ter sido ainda comprovada, a geracdo de
radicais hidroxila por reagente de Fenton em sistemas bioldgicos esta sob discussao.
Por ser uma espécie muito reativa (Keon/biomolsculas ~ 10° m? s'l), para haver formacao
de EOH derivado da oxidacdo de radical hidroxila em sistemas bioldgicos, p. ex. em
VSMC, as concentracdes de DHE utilizadas teriam que ser da ordem de molar, e ndo
micromolar. Ainda, o mecanismo da rea¢do envolvendo os reagentes de Fenton
(reacdo de Haber-Weiss) ndo esta claro e existe a possibilidade da formag¢do de EOH
ser decorrente da oxidacdo direta da DHE por um intermedidrio reativo (EDTA-
Fe(H,0,)*") (Winterbourn, 1995). Como a DHE n3o é oxidada por peroxinitrito e
H,0, a produtos fluorescentes (Figura 3, Bindokas et al., 1994), nossos dados,

somados aos ja publicados (Zhao et al., 2003; Fink et al., 2004; Zhao et al., 2005),
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mostram que a formacdo de EOH in vivo deve estar relacionada com producdo de
dnion radical superdxido e, em menor grau, peroxinitrito/CO,.

A producdo de produto(s) de coloragdo amarelada pela oxidagdo da DHE por
peroxinitrito in vitro, cujo Amax observado foi de 430 nm, comprimento de onda
caracteristico de compostos nitrados, sugere a formacdo de um nitro-composto
derivado da DHE. Fortalece esta hipdtese o fato de que a adi¢ao de urato (0,5 mM),
gue reage com o anion peroxinitrito, e especialmente com seus radicais derivados
(principalmente com o radical "NO,) (Santos et al., 1999), inibiu tanto a coloracdo
no tubo de ensaio quanto a banda em 430 nm (dado ndo mostrado). A andlise deste
hipotético composto nitrado, se caracterizado e quantificado, poderia contribuir no
melhor entendimento da geracdo de RNS, principalmente peroxinitrito, radical “NO,
e peroxidases (quando em presenca de nitrito).

As vias de oxidacdo da DHE discutidas neste capitulo estdo resumidas na
Figura 13. Conforme corroborado por nossos dados, a formacdo de EOH parece ser
fortemente dependente da producdo de superodxido, com possibilidade de haver
contribuicdo de peroxinitrito/CO,, em situacdes especificas que propiciem a
formacdo deste oxidante. Por sua vez, a(s) via(s) de formacdo de etidio ainda ndo
é(sdo) conhecida(s), mas os resultados apresentados, somados a outros trabalhos
(Papapostolou et al., 2004; Patsoulis et al., 2005), sugerem a participacdo de heme-
proteinas e peroxidases, que ainda precisam de evidéncias adicionais in vivo. Estes
resultados mostram a importancia de ser analisar os produtos derivados da DHE por
HPLC, que aumenta a especificidade da andlise, em detrimento da andlise por

fluorescéncia total. Nossos dados e de outros grupos (Bindokas et al., 1996; Zhao et
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al., 2003) sugerem que H,0, deve ser o precursor principal da formacdo de etidio
em sistemas bioldgicos; portanto, a observacdo por microscopia ou citometria de
fluxo de diminuicdo na intensidade de fluorescéncia total derivada da DHE, pela
adicdo de antioxidantes deve ser analisada com cautela ao se abordar a
contribuicdo do anion radical superdéxido. Até mesmo resultados obtidos com a
adicdo de SOD, pois é bem conhecido que sua presenca diminui a concentracado

estaciondria de H,0, em células (Teixeira et al., 1998). Nossos resultados também

Fontes de ROS
NADPH oxidase

S N

O, H,0,
+No + heme
onfom’co? + peroxidases
EOH e - E

Interferentes extrinsecos:
Densidade celular
Luz ambiente

Figura 13: Representagdao esquematica de possiveis vias endogenas de oxidagao
da DHE, bem como de interferentes extrinsecos. Basicamente, a formacao de 2-
hidroxietideo (EOH) depende principalmente da geracdo de radical &nion
superoéxido (0,7) e, em menor grau, da formagdo de peroxinitrito (ONOO/CO,). Ja a
formacdo de etidio (E) parece correlacionar-se com a atividade de peroxidases e
hemeproteinas, cujo substrato é perdxido de hidrogénio (H,0;); portanto, em
ultima instancia, precursor da formacéo de etidio. Ambas as espécies reativas (0, e
H,0,) podem ser geradas por diversas fontes; mas, no caso de sistemas vasculares,
principalmente pela NADPH oxidase, cuja atividade sustentada depende dos niveis
de H,0, intracelulares. Além da complexa cadeia de rea¢Ges envolvendo a DHE,
durante o processo de analise deve-se ser cauteloso com possiveis interferentes
extrinsecos, como a densidade celular (que é diretamente proporcional a formacao
de etidio) e a luz ambiente (que aumenta os niveis de EOH em VSMC).
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identificaram algumas interacdes intracelulares que poderiam ser interpretadas
erroneamente, em especial o resultado aparente da inibicdo de EOH pela catalase
(Figura 5), que reflete a ativagdo sustentada da NADPH oxidase por H,0,. Ainda,
identificamos fatores extrinsecos que podem afetar de forma significativa a analise
da oxidacdo da DHE em células e tecidos, principalmente a influéncia da confluéncia
celular. Ha raros artigos que abordam a relacdo entre estresse oxidativo e
densidade celular, mas um deles detectou maior estresse oxidativo total em células
neuronais de linhagem quando em maior confluéncia, ao contrario de células de
cultura primdria, cujo estresse oxidativo foi inversamente proporcional a
confluéncia (Limoli et al., 2004). Ainda, verificamos a influéncia da luz ambiente
principalmente nos niveis de EOH em extratos celulares, dado inverso ao reportado
para sistemas in vitro onde se observou aumento de etidio com a incidéncia de luz
(Zielonka et al., 2006). Provavelmente, a discrepancia entre os dois estudos se deve
as inlmeras vias de interconversdo entre os produtos derivados da DHE, ainda nao
conhecidas, aliada a complexidade do sistema in vivo. Inclusive, alguns destes
intermedidrios, se caracterizados, poderiam eventualmente contribuir com
importantes informacdes sobre a geracdo de espécies reativas in vivo. Em suma, a
anadlise por HPLC dos produtos derivados da oxidacdo da DHE pode ser empregada
em inUmeros experimentos envolvendo tecidos/células vasculares, e confere
especificidade e precisdo na andlise da formacdo de radical anion superdéxido ou da
atividade da NADPH oxidase. Entretanto, como toda técnica que busca identificar e
analisar ROS/RNS, é importante salientar a necessidade de se comparar os

resultados obtidos através desta técnica com outras metodologias.
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4. Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho (capitulo 1) podem ser sumarizados

como segue.

1. A validacdo da andlise por HPLC dos produtos fluorescentes derivados da
oxidacdo da dihidroetidina em sistemas vasculares mostra sua
aplicabilidade.

2. A metodologia pode ser adaptada para quantificar a atividade da NADPH
oxidase vascular, tanto por HPLC como em microplaca, ambos por detecgdo
fluorescente.

3. OQutras possiveis fontes geradoras de ROS podem, em situacdes especificas,
contribuir para a producdo de EOH em sistemas bioldgicos (superdxido e
peroxinitrito/CO,) e etidio (peroxidases e heme-proteinas).

4. Alguns importantes interferentes metodoldgicos (densidade celular, luz
ambiente) podem influenciar a quantificacdo dos produtos derivados da
oxidagao da DHE.

5. Em conjunto, estes novos métodos permitem uma andlise mais especifica e
representam um avanco na quantificacdo de ROS em sistemas vasculares.
Estes resultados contribuem significativamente para fortalecer a base de
nossos experimentos e podem ser aplicados a varias outras situacdes

analogas na literatura.
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CAPITULO II:

Envolvimento da Dissulfeto Isomerase Protéica na regulagéo redox
associada a produgdo de oxido nitrico durante shear laminar em

células endoteliais

1. Introdugao

As células endoteliais da parede dos vasos sanguineos estdo constantemente
submetidas a for¢cas hemodindmicas que geram trés estresses mecanicos:
compressivo (devido a pressdo sanguinea), circunferencial (devido a natureza
pulsatil da pressdo arterial), e de cisalhamento (devido a for¢a tangencial do fluxo
sanguineo sobre o endotélio). O estresse de cisalhamento (ou shear stress, do
inglés) é particularmente importante para o endotélio vascular. AlteracGes do shear
stress determinam altera¢Ges vasomotoras instantaneas cuja regulacdo batimento-
a-batimento tende a manter o shear stress constante (Kamiya e Togawa, 1980) e a
otimizar a distribuicdo do fluxo de artérias de condutancia. Desta forma, aumentos
de fluxo sanguineo nesses vasos induzem vasodilatacdo e, inversamente, reducées
de fluxo determinam vasoconstricdo ou revertem um ténus vasodilatador. Estas
alteragbes sdo fortemente dependentes da integridade da fun¢do endotelial,
particularmente da producdo de éxido nitrico ("NO) pela ‘NO sintase endotelial

(eNOS), uma vez que o endotélio é o sensor primario de alteragdes do shear stress
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(De Keulenaer et al., 1998; Stéphanie e Tedgui, 2003) e que o shear stress é o
principal mecanismo fisiolédgico de manutencdo da ativacdo da eNOS (Hendrickson
et al., 1999; Stéphanie e Tedgui, 2003).

Em geral, pode-se dizer que, enquanto o shear stress laminar arterial (15
dinas/cm?), que ocorre essencialmente em regides retas dos vasos, apresenta papel
ateroprotetor, o shear stress oscilatério resultante de um fluxo turbulento ou bi-
direcional (+ 5 dinas/cmz), encontrado principalmente nas bifurcacdes de artérias,
caracteriza-se como aterogénico (Gimbrone et al., 2000). De fato, a ocorréncia de
lesdes ateroscleréticas em ramificacdes de vasos e sua associacdo com shear stress
oscilatério e/ou baixo shear stress laminar (<15 dinas/cmz) é conhecida ha decadas
(Caro et al.,, 1969); entretanto, os mecanismos responsaveis por esta associacdo
ainda estdo sob investigacao.

Os efeitos fisioldgicos opostos de shear laminar e shear oscilatério estdo
descritos na Figura 14. A exposicdo de células endoteliais ao shear laminar traduz-se
em respostas ateroprotetoras, tais como, inibicdo de trombose, inibicdo de adesdo
de plaguetas e recrutamento de mondcitos, inibicio de apoptose das células
endoteliais (Traub e Berk, 1998) e reducdo da proliferacdo de células neointimais
(Rajagopalan et al., 1996; Wentzel et al., 2001; Kohler et al., 1991). Em contraste, o
shear oscilatério induz no endotélio respostas pré-inflamatorias e pré-aterogénicas,
como trombose, adesdo de leucécitos, e apoptose das células endoteliais (Traub e
Berk, 1998). Varias sdo as modificagcdes induzidas pelo shear stress em células
endoteliais; resumidamente destacam-se, a curto prazo, a liberacdo de uma série de

fatores vasoativos, que apresentam efeitos pronunciados na funcdo das células
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musculares lisas e a ativacdo de varios fatores de transcricdo (como NFkB e Nrf2) e
moléculas de sinalizagdo (como as MAPKs e ERK1/2); e a médio prazo a transcri¢cdo
de varios genes relacionados a sinalizacdo intracelular, citoesqueleto, matriz
extracelular, metabolismo e angiogénese (Cullen et al., 2002; Abumiya et al., 2002;

Nagel et al., 1999).

Shear Laminar X Shear Oscilatorio

Mecanosensores

Sinalizac&o celular

_"::::;11:_&

Expresséo génica .

[
1

célula endotelial

Ateroprotetor Aterogénico
NO, PGI2 ROS, PDGF
™, TGFB ET-1, ANG II, BMP4
Farmato celular Praliferagdo Apoptose Adesao de

Ténus wascular \ / monocitos/deucocitas

Vaso sadio 4= Aterosclerose

Figura 14: Os diferentes efeitos da shear laminar e shear oscilatério na fungdo
celular e aterosclerose. As linhas pontilhadas simbolizam o citoesqueleto da célula
endotelial. O shear laminar e o shear oscilatério sdo reconhecidos pela célula
endotelial por sistemas mecanosensores como o citoesqueleto, integrinas, juncdes
célula-célula, cavéolas, glicocalix da superficie celular, proteinas G, e canais iGnicos.
Os mecanosinais iniciam cascatas de sinalizacdo que regulam a producdo de fatores
vasotivos. Enquanto o shear laminar estimula a producdo de fatores
ateroprotetores, o shear oscilatério estimula a producdo de fatores aterogénicos; e
o balanco destes fatores determina a propensdo do vaso de se manter sadio ou
desenvolver placas ateroscleréticas. PGI2, prostaciclina; TM, trombomodulina;
TGFpB, fator de crescimento de transformagdo [; PDGF, fator de crescimento
derivado de plaquetas; ET-1, endotelina-1; BMP4, proteina morfogénica dssea 4
(adaptado de Jo et al., 2006).
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Uma das principais vias moduladas pelo shear stress laminar, se ndo a
principal, é a ativacdo da eNOS. Esta enzima localiza-se na membrana plasmatica
devido as suas alteracbes co/pds-transducionais (N-miristoilacdo e palmitoilagdo).
Nas células endoteliais, esta ativacdo ocorre em microdominios lipidicos especificos
da membrana plasmatica denominados cavéolas, que sdo enriquecidos com
colesterol, esfingolipides e principalmente, com a proteina caveolina-1 (Gratton et
al., 2004). Esta proteina regula negativamente a eNOS, e, apds estimulos como o
shear laminar, a eNOS dissocia-se da caveolina-1 e interage com a calmodulina e a
chaperona Hsp90, e inicia a sintese de “NO (Corson et al., 1996; Dimmeler et al.,
1999; Garcia-Cardena et al., 1998). O importante papel do “NO produzido pelas
células endoteliais como mediador dos efeitos celulares e fisiolégicos do shear
stress sugere um papel geral de processos de oxi-reducdo na transducdo de

estimulos mecanicos em células endoteliais.

1.1. Formagdo de espécies reativas durante o shear stress em células

endoteliais: envolvimento da NADPH oxidase

A producdo de ROS em células vasculares é decorrente da atividade de
varios sistemas enzimaticos (Halliwell e Gutteridge, 2000). Dentre estes, detaca-se o
complexo NADPH oxidase, cujos produtos primario (anion radical superéxido) e

secundario (H,0,, derivado da dismutacdo do superodxido pela enzima SOD) tém
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sido relacionados a processos de sinalizacdo redox (Clempus e Griendling, 2006),
tanto em situagOes fisioldgicas quanto em diversas patologias, particularmente a
aterosclerose, hipercolesterolemia, diabetes e hipertensdo (Guzik et al., 2000;
Rajagopalan et al., 1996). O shear stress aumenta a producdo de ROS quando o
endotélio é submetido a aumentos do fluxo laminar, como inicialmente observado
em vasos sanguineos isolados por deteccdo indireta do radical superdxido por
espectroscopia de ressonancia paramagnética (Laurindo et al., 1994). Enquanto este
aumento é transitorio, o shear stress oscilatério produz maiores niveis de ROS (se
comparado ao shear laminar) de forma sustentada (Hwang et al., 2003). Esta
produgio é dependente da subunidade p47°" da NADPH oxidase, como observado
em células endoteliais de aorta de camundongos p47phox nocaute (Hwang et al.,
2003).

O complexo NADPH oxidase compde-se de diversas subunidades, e no
sistema vascular apresenta, conforme o tipo celular, combinac¢des de trés isoformas
distintas (Tabela 5). Devido ao papel central da NADPH oxidase vascular na
transducdo de sinais do vaso, inimeros estudos buscam compreender as vias
responsaveis por sua ativacdo e regulacdo frente aos diversos estimulos conhecidos
(dentre eles o shear stress) e, objetivam responder algumas questdes-chave: i) quais
isoformas/subunidades (Tabela 5) estdo envolvidas; ii) como ocorre a montagem da
NADPH oxidase apds determinado estimulo; iii) qual a compartimentalizagdo celular
e o trafego subcelular das subunidades envolvidas; e, no caso deste trabalho em
particular, iv) a regulacdo do complexo por tidis redox-sensiveis durante a ativacao

e manutencdo da atividade da NADPH oxidase. Em particular, a localizacdo
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subcelular preferencial difere para as isoformas Nox1, que se distribui em cavéolas,
e Nox4, que migra do reticulo endoplasmdtico para complexos de adesdo focal
(Hilenski et al., 2004; Ushio-Fukai, 2006). Considerando que ambos os
subcompartimentos tém papel especifico conhecido na mecanotransdugao (Ushio-
Fukai, 2006), é possivel que a interagdo destes com as correspondentes isoformas
da Nox tenha papel na adaptacao de células vasculares a distintos padrdes de shear

stress.

Tabela 5 - NADPH oxidase vascular.

Subunidades

Cataliticas

22phox 22phox P22phox
Subunidades P P

regulatdrias Noxol p47°"o )
: i Noxal p67phox ]
associadas .

p40P"%(?)

Obs.: A dependéncia da presenca da subunidade p40°™ na atividade da NADPH oxidase ainda
ndo estd clara.

O processo de ativacdo das trés isoformas do complexo NADPH oxidase
vascular (Nox1, Nox2 e Nox4) tem sido intensamente investigado; estas isoformas
dependem de diferentes subunidades regulatérias, e postula-se que apresentem
diferentes perfis. A Nox4, isoforma predominantemente expressa em células
endoteliais, é a isoforma de atividade basal, enquanto as isoformas Nox1 e Nox2
sdo ativadas em determinadas situacdes/estimulos, e parecem apresentar atividade
enzimdatica maior que da Nox4 (Ushio-Fukai, 2006; Lassegue e Clempus, 2003).

Neste contexto, a isoforma Nox4 tem sido associada a diferenciacdo e senescéncia,
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enguanto que a Noxl tem sido associada a proliferacdo e migracdo de células

musculares lisas (Clempus et al., 2007; Ushio-Fukai, 2006).

1.2. Envolvimento da dissulfeto isomerase protéica na modulag¢do

redox em células vasculares

Recentemente, nosso laboratério demonstrou outro tipo de regulacdo da
atividade da NADPH oxidase, dependente de sua interacdo fisica/funcional com a
dissulfeto isomerase proteica (PDI, Janiszewski et al., 2005). Além de subunidades
da NADPH oxidase (Noxl, Nox2 e Nox4 e p22°") co-localizarem e
imunoprecipitarem com a PDI, a atividade do complexo é fortemente influenciada
por esta tiol-proteina, ja que o oligonucleotideo antisenso da PDI foi capaz de inibir
em 60% a atividade do complexo NADPH oxidase induzida por angiotensina Il em
células musculares lisas (Janiszewski et al., 2005). A importancia da interacdo entre
PDI/p22°" na regulacio da NADPH oxidase é reforcada pela sua ocorréncia
também em macrdfagos e neutrdfilos (Santos et al.,, 2006; Silva et al., 2006);
entretanto, os mecanismos pelos quais a PDI regula a atividade da NADPH oxidase
ainda estdo sob investigacao.

A regulacdo da NADPH oxidase vascular é mais uma entre as vdrias
atividades da PDI, uma proteina ubiqua e essencial a células de mamiferos, e
pertencente a super-familia da tiorredoxina. A PDI é bastante conservada entre as

espécies e abundante no lumen do reticulo endoplasmatico, aonde pode alcancar
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concentracoes da ordem de mM (Zapun et al., 1992). Sua estrutura apresenta seis
cisteinas, quatro pertencentes aos dois motivos tiorredoxina-simile redox-sensiveis
(Cys-Gly-His-Cys), responsaveis por suas atividades isomerase/oxidoredutase. Em
adicdo, a PDI apresenta atividade chaperona de proteinas nascentes como
imunoglobulinas e pro-colageno (Noiva, 1999). Ainda, a PDI pode migrar para a
membrana plasmatica, frente a determinados estimulos, como é o caso da
angiotensina Il (Janiszewski et al., 2005).

Na superficie celular, a PDI age principalmente como redutora de tidis
protéicos (Jiang et al., 1999), e apresenta importante papel na internalizagdo de *NO
exogeno (oriundo de nitrosotidis) via reacdes de transnitrosacdo (Zai et al., 1999).
Neste caso, a redugdo dos niveis de PDI (apds transfeccdo com antisenso da PDI)
diminuiu em 70% a formacdo intracelular de GMP ciclico em células
eritroleucémicas, sugerindo ser esta via importante fisiologicamente para o
transporte do ‘NO (Zai et al., 1999; Ramachandram et al., 2001). Uma vez nitrosada,
a PDI apresenta, pelo menos in vitro, reducdo de suas atividades isomerase e
chaperona (Sliskovic et al., 2005; Uehara et al., 2006) e a formacao da PDI nitrosada
in vivo, especificamente em células neuronais, foi associada a neurotoxicidade
(Uehara et al., 2006). O acumulo de proteinas mal-formadas gera uma resposta de
estresse do reticulo endoplasmatico, que por meio de uma cascata de sinais
denominado “resposta a proteinas mal enoveladas” (ou UPR), culmina na inibicdo
das vias de traducdo de proteinas nascentes e super expressdo de chaperonas
residentes do reticulo endoplasmadtico (grp78, grp94, calrreticulina), e pode evoluir

para apoptose celular (Rutkowski et al., 2006).
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Dentro deste contexto, o shear laminar sustentado é uma situacdo de
especial importancia na modulacdo de espécies reativas, pois hd producao
concomitante de “NO (pela eNOS) e anion radical superéxido (pela NADPH oxidase).
Estudar, em modelo de shear laminar qual o papel exercido pela PDI, que coopera
com a NADPH oxidase e pode ter sua fungao alterada pela nitrosacdo, é o principal

objetivo deste capitulo.
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2. Resultados

Células endoteliais de aorta de coelho (RAEC), linhagem desenvolvida por
Buonassissi e Venter (1975) foram submetidas a shear laminar em sistema cone-e-
placa (Figura 1) (Go et al., 1998) desenvolvido no laboratério de Mecanobiologia

Vascular do Prof. Hanjoong Jo (Emory University, EUA).

2.1. Expressdo e compartimentaliza¢do da PDI durante shear laminar

Inicialmente verificamos em homogenatos de RAEC a expressao total da PDI,
gue diminuiu apés 1h de shear laminar e permaneceu em niveis menores apds 18h
comparado as células em cultura estatica (Figura 15A). Em fracdes celulares
separadas por centrifugacdo (nucleo + mitocondria, fracdo de membrana, ou fracdo
soltuvel) ndo houve variacdo da expressdo da PDI apds shear laminar sustentado
(Figura 15B). Ao contrario, em fracdo de membrana observou-se um aumento da
PDI em fracdo de membrana apds 1h de shear laminar, e diminuicdo apds shear
laminar sustentado (Figura 15C). A razdo PDI de fracdo membrana/PDI total ndo
variou entre shear laminar de 18h e o controle estatico, mas foi maior entre shear
laminar de 1h vs. controle estatico (Figura 15D), sugerindo uma eventual

translocacdo da PDI para a fragdo de membrana no inicio do shear laminar, com
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Figura 15: Expressao e trafego da PDI em RAEC apds shear laminar sustentado.
Analise por western blot da expressdo da PDI apds shear laminar de 1h ou 18h em
homogenatos celulares (A), em fracdo de membrana (B) ou em fragées celulares (C)
nucleo+mitocéndria (N/Mit), fracdo de membrana (M), e fracdo solavel (S).
Stressgen e ABR sdo duas marcas diferentes de anticorpos contra PDI, que
reconhecem sitios diferentes da proteina. A quantificacdo da expressdo proteica
estd exibida graficamente, a partir dos valores obtidos por densitometria e
corrigidos pelo controle de carregamento, B-actina. (D) Razdo PDI de fragdo
membrana/PDI total. n=3.
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reducdo da expressdo total da PDI apds manutencdo do shear. A migracdo da PDI
tem sido observada em diversos tipos celulares como macroéfagos durante a
fagocitose (Santos et al., 2006) ou em células musculares lisas, apds estimulo com
angiotensina Il (Janiszewski et al., 2005).

A mecanotransducdo de sinal durante o shear laminar envolve plataformas
lipidicas encontradas na membrana plasmatica, como por exemplo a ativacdo da
eNOS em cavéolas. Observamos por microscopia confocal co-localizacdo da
principal proteina de cavéolas, caveolina-1, com a isoforma Nox1, em condicdo
estatica e maior marcagdo apds shear laminar sustentado (Figura 16). A interacdo
fisica entre a isoforma Nox1 e caveolina-1 ja foi descrita anteriomente em VSMC
(Hilenski et al., 2004). J4 o aumento da co-localizacdo Nox1/caveolina-1 pode ser
decorrente do aumento do numero de cavéolas no lado abluminal da célula
endotelial durante o shear laminar (Boyd et al., 2003).

Como a PDI assiste a NADPH oxidase e a isoforma Nox1 estd presente em
cavéolas, analisamos se a PDI estaria presente em cavéolas. Para isso, realizamos
estudos de imunoprecipitacdo e fracionamento celular em gradiente de sacarose.
N3o realizamos experimentos de microscopia confocal entre PDI e caveolina-1 pois
os anticorpos secundarios para PDI e caveolina-1 sdo os mesmo, impossibilitando a
andlise de uma eventual co-localizacdo. Enquanto ndo observamos interagao fisica
entre PDI/caveolina-1 por imunoprecipitacdo (IP: caveolina-1, I1B: PDI; dado n3o
mostrado), verificamos a presenca da PDI tanto em fragGes enriquecidas com
caveolina-1 quanto nas demais (Figura 17). Interessante, o padrdo de distribuicdo

da PDI variou apds o shear laminar sustentado, de fracGes de baixa densidade de
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Figura 16: Co-localizagdo de Nox1 (verde) e caveolina-1 (vermelho) em RAEC
submetidas a shear laminar sustentado. Apds shear laminar, as RAEC foram fixadas
com paraformaldeido, marcadas com anti-Nox1l e seqliencialmente com anti-
caveolina-1. A sobreposicdo das imagens mostra a co-localizacdo das duas proteinas
(amarelo). Imagens obtidas em microscépio confocal Zeiss LSM510 Meta, aumento =
630x.
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Figura 17: Distribuicao da PDI apés fracionamente celular em gradiente de
sacarose de homogenatos protéicos de RAEC submetidas a shear laminar
sustentado. Apds shear laminar por 18h, RAEC foram lisadas e o extrato celular
submetido a ultracentrifugagdo em gradiente de sacarose (5-45%). Das 12 aliquotas
obtidas, as 7 primeiras foram dialisadas e secas sob vacuo, e ressuspendidas em
tampdo de amostra para analise por SDS-Page seguida de western blot. A PDI estd
presente em todas as fracGes, mas sua distribuicdo é diferente entre o controle
estatico e apds shear laminar. Western blot representativo, n = 3.
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sacarose (fracbes #1-3) na condicdo estdtica para fracGes de alta densidade de
sacarose (fracGes #6 e #7). Desta forma, durante o shear laminar, a PDI migraria de
compartimentos celulares lipidicos de menor densidade que cavéolas e lipids rafts
(encontrados nas fragcbes #4 e #5) para microambiente lipidicos de maior
densidade. A identidade destas fragGes ainda precisa ser confirmada, mas é possivel
gue a PDI inicialmente esteja presente em corpos lipidicos (lipid bodies), estruturas
gue apresentam importante papel durante processos inflamatérios (Bozza e
Bandeira-Melo, 2005), e migre durante o shear laminar para dominios como
adesdes focais, complexos protéicos que conectam o citoesqueleto a matriz
extracelular, e estdo envolvidos em eventos de mecanosinalizacdo, tais como

adesdo, migracdo e motilidade celulares (Zamir e Geiser, 2001).

2.2. Estado redox celular apos shear laminar sustentado

Apés shear laminar sustentado as RAEC apresentaram maior expressao
protéica da eNOS e aumento dos niveis de nitrito e nitrato no meio de cultura,
comparado as células em condicdo estdtica (Figura 18A e B). Entretanto, estas
células endoteliais ndo alinharam apds 18h de shear, ao contrdrio de células de
cultura primaria de corddao umbilical humano (Figura 18C), mesmo alterando-se

algumas condigOes experimentais, como concentrac¢do de soro fetal bovino e tempo

81



CAPITULO I

Resultados
30 —
- |
|
= ; .
® 0 " —io * .
g1 = -
3o B L
Z 04 i P
&= LW
P
. HIIVEC R

Figura 18: Modulagdo da producdo de dxido nitrico e expressdo da eNOS apds
shear laminar sustentado em RAEC em sistema cone-e-placa. A) Expressdo da
eNOS em homogenatos celulares, com a quantificagdo das bandas por
densitometria (abaixo) B) Quantificacdo de nitrito e nitrato em meio de cultura (por
analisador de NO). Os valores sdo média * desvio padrdo da média (n = 3). * P <
0,05 vs. controle estatico (St). C) Comparagdo da organizacdo celular apds shear
laminar sustentado entre HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) e RAEC
por microscopia optica. As flechas brancas indicam a direcao do fluxo.
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Figura 19: Estado redox das células endoteliais submetidas ao shear laminar
sustentado. A) Quantificacdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio totais
apoés shear laminar por 18h, através da medida da producdo de 2-hidroxietidio
(EOH, medido como razdo EOH/DHE) e etidio (E) por HPLC. Apds o shear laminar, as
células foram incubadas com DHE por 30 min a 37°C, extraidas com acetonitrila,
secas e analisadas por HPLC. B) Atividade da SOD (medida por reducdo do
citocromo ¢**) medida no homogenato total; C) Quantificacio do mRNA das
subunidades Nox1 e Nox4 por real-time PCR; D) Producdo de H,0, em fracOes de
membrana medida por oxidacdo da resorufina. Os valores sdo média * desvio
padrdo da média (n = 3). * P < 0,05 vs. controle estatico (St).
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de shear laminar (dados ndo mostrados). O ndo alinhamento das RAEC ja foi
descrito anteriormente (Miyakawa et al., 2004).

A produgdo de ROS apresentou-se menor em 50% apds shear laminar,
principalmente do radical superéxido, medido pela formacdo de 2-EOH (Figura 19A)
sem alteracdo da producdo de etidio (vs. controle estatico). A menor producdo de
superéxido também ja foi observada em células endoteliais de cultura primaria
(MAEC, mouse thoracic aorta endothelial cells) por EPR indireto em extrato celular
(Hwang et al., 2003). A menor producdo de superdxido total durante o shear
laminar sustentado deve ser uma conseqliéncia de diversos fatores, como: i)
aumento da atividade da SOD (~20%; Figura 19B), conforme ja demonstrado para
HAEC (human aortic endothelial cells; Inoue et al., 1996); ii) menor quantidade de
MRNA das subunidades Nox1 (67%) e Nox4 (45%) (Figura 19D), também conforme
observado em MAEC (Jo et al., 2006), iii) e menor atividade da NADPH oxidase
endotelial (~20%, medida pela producdo de H,0, em fracdo de membrana
estimulada com NADPH; Figura 19C).

Intrigante, ao medirmos a atividade da NADPH oxidase pela oxidacdo da DHE
nestas mesmas preparacdes de fracdo de membrana estimuladas com NADPH,
observamos um aumento de ~2,5 vezes na razdo EOH/DHE (Figura 19D vs. Figura
20A), o que sugere uma possivel interferéncia de outra fonte de radical superéxido
nestas condicGes experimentais. A fonte de superdxido mais provavel seria a
préopria eNOS, proteina localizada na membrana plasmatica, cuja expressdo esta
aumentada apds shear laminar sustentado (Figura 18A). A eNOS desacopla-se em

situacdes de baixas concentracdes de substrato e/ou co-fatores necessarios para
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sua atividade enzimdtica, i.e., conversdo de L-arginina a citrulina e "NO (Vasquez-
Vivar et al., 1998). De fato, quando o shear laminar foi realizado em presenca do
inibidor da eNOS, N-metil-L-arginina (NMA, 100iLM) observou-se uma diminuigdo
em 30% da oxidacdo da DHE pela fragdo de membrana estimulada por NADPH,
comparando-se ao shear laminar (Figura 20B). Portanto, o emprego de fracdes de
membrana que contenham outras fontes de radical superdxido além da NADPH
oxidase, pode gerar dados passiveis de interpretacdo incompleta ou mesmo

superestimativas da atividade da NADPH oxidase.
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Figura 20: Interferéncia da eNOS desacoplada na medida de producio de
superoxido em fracoes de membrana estimuladas com NADPH. Medidas da
producdo de espécies reativas de oxigénio em fracdo de membrana incubadas com
NADPH por 30 min a 37°C. A) Quantificacdo de 2-hidroxietidio por HPLC, B) Medida
da oxidacdo da DHE (fluorescéncia total) por fracdo de membrana de células
endoteliais estdticas ou submetidas a shear laminar em presenca de inibidor da
eNOS N®-Metil-L-arginina (100uM). Os valores s3o médias + desvio padrdo da
média (n = 3). * P < 0,05 vs. controle estatico (St), ** P < 0,05 vs. LS 18h.
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O menor estado oxidativo total das células endoteliais submetidas a shear
laminar sustentado pode ser relacionado a menor estresse do reticulo
endoplasmatico, uma vez que ambos estdo associados em condicdes patoldgicas,
como aterosclerose e resisténcia a insulina (Kaufman, 2002). Desta forma
investigamos a expressdo de marcadores de estresse do reticulo endoplasmatico,
i.e., proteinas que contém a seqliéncia de retencdo no reticulo endoplasmatico
(KDEL). De fato, a expressao da chaperona grp78, que apresenta papel central na
resposta de proteinas mal enoveladas associadas ao estresse do reticulo
endoplasmatico, apresentou expressdo diminuida apds o shear laminar, realizado
tanto por 1h quanto por 18h (Figura 21), enquanto que a chaperona grp94, outra
proteina residente do reticulo endoplasmatico, apresentou expressdo inalterada
apods shear laminar (por 1h ou 18h, dado ndo mostrado). Portanto, durante o shear
laminar sustentado, que apresenta menor estresse oxidativo (Figura 19 e Hwang et
al., 2003), nossos dados sugerem que o estresse do reticulo também esta

diminuido.

St  LS1h LS18h

- -

KDEL (grp 78)
S-acting

Figura 21: Expressdo da chaperona grp78 apds shear laminar sustentado. Analise
por western blot da grp78, que apresenta papel central na resposta de proteinas
mal enoveladas. A expressdo da chaperona grp94, outra chaperona residente do
reticulo endoplasmatico, apresentou-se inalterada apds o shear laminar (dado ndo
mostrado).
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2.3. Modulagéo da atividade da NADPH oxidase vascular pela PDI

Durante o shear laminar sustentado, ocorre uma diminuicdo da expressao
das isoformas das Noxes, e menor expressdo da PDI (Figuras 15 e 19). Mesmo sendo
menos expressa, a PDI interage fisicamente com a subunidade p22phox do complexo
NADPH oxidase, como observado por co-imunoprecipitacdo (Figura 22). Esta

interacdo ja foi demonstrada em células musculares lisas estimuladas ou ndo com
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Figura 22: Co-imunoprecipitagio de PDI com p22°"™* em células endoteliais. ApGs

shear laminar por 18h (LS) ou tratamento com angiotensina Il (All, 100 nM, 4h),
RAEC foram lisadas e o extrato total incubado com anticorpo anti-PDI ou anti-
p22phox overnight, seguido de proteina G por 2h. Os imunocomplexos foram
lavados, ressuspendidos em tampdo de amostra e aplicados em gel de
poliacrilamida 15% (a esquerda) ou 8% (a direita) para analise por western blot. Os
graficos mostram a quantificacdo das bandas por densitometria de p22°" ou PDI,
corrigidas respectivamente pelas bandas de IgG cadeia leve ou pesada. Controle (C,
RAEC sem tratamento, em condicdo estatica), angiotensina Il (All), shear laminar
sustentado (LS), controle negativo (neg, incubagcGes em auséncia de extrato celular).
n=2.
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ANG Il (Nox1, Nox4 e p22°"; Janiszewski et al., 2005), em neutréfilos humanos
(Nox2, p22P"* p4a7°"™* e p67°" Silva et al., 2006) e macréfagos murinos 1774
(p22”h°", Santos et al., 2007), nestes dois Ultimos principamente apds ativagdo com
acetato de forbol-miristato (PMA).

A interacdo fisica entre PDI e NADPH oxidase implica na possibilidade de
regulacdo da atividade da NADPH oxidase pelos tidis da PDI, como ja demonstrado
em células musculares lisas (Janiszewski et al., 2005). O mesmo ocorre em células
endoteliais; tanto as atividades da NADPH oxidase basal como estimulada por ANG
Il sdo diminuidas em presenca de &acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzdico) (DTNB), um

oxidante de tidis, ou do anticorpo neutralizante anti-PDI (Figura 23).
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Figura 23: Efeito de diversos antagonistas da PDI na atividade da NADPH oxidase
de RAEC. Fracdo de membrana de RAEC estimuladas ou ndo com angiotensina (ANG
II, 100 nM, 6h) foram incubadas com NADPH e mediu-se a atividade da NADPH
oxidase pela oxidacdo total da DHE em microplaca. Em alguns pocgos, os
homogenatos de fracdo de membrana foram incubados com DTNB (oxidante de
tidis, 500 UM) ou o anticorpo neutralizante anti-PDI (1:100) por 15 min antes da
adicdo dos demais reagentes. Os valores sdo média * desvio padrdo da média (n =
3). * P < 0,05 vs. controle; # P < 0,05 vs. ANG II.
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Desta forma, a PDI parece agir como um importante sensor do estado redox
celular e/ou da propria producdo de ROS, e alterar a producdo de ROS pela NADPH
oxidase, dependendo de sua conformacdo. As alteracdes redox as quais a PDI
estaria submetida sdo oxidacdo, reducdo, glutatiolacdo, e nitrosacdo. Durante o
shear laminar sustentado, ocorre aumento da nitrosacdao basal de tiol-proteinas,
como ja demonstrado para caspase-3, tiorredoxina e p2lras, com alteracdo de
atividade das mesmas (Hoffmann et al., 2003). De fato, verificamos aumento de
~20% na nitrosacdo da PDI apds shear laminar (razdo PDI biotinilada (i.e.,

nitrosada)/PDI total vs. controle estatico; Figura 24).

B-actina ——» -‘

Figura 24: Marcagdo de proteinas biotiniladas apds shear laminar em RAEC.
Acima: Marcacdo de proteinas biotiniladas no homogenato total de RAEC
submetidas ou ndo ao LS 18h (o quadro marca a banda reconhecida pelo anticorpo
anti-PDI (Meio). Como controle de carregamento, a mesma membrana foi marcada
com anti-B-actina. n=1.
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In vitro, a nitrosacdo da PDI diminui sua atividade isomerase e chaperona
(Ramachandran et al., 2001; Uehara et al.,, 2006); entretanto, ainda ndo ha
informacdes sobre como esta alteracdo fisica da PDI refletiria na atividade da
NADPH oxidase. Para compreendermos melhor esta modulacao, realizamos alguns
experimentos em células musculares lisas. Conforme Figura 25A, a adicdo de éxido
nitrico exégeno (por adicdo de SpermineNONOato ou GSNO) induziu uma inibicdo
parcial porém sustentada, mesmo apds serem retirados do meio de cultura, em
cerca de 20-40% da atividade da NADPH oxidase. Entretanto, a inibicdo foi
observada somente em concentracbes = 10 uM dos compostos empregados,
sugerindo que reagbes oxidativas secunddrias oxidaram a PDI, resultando em
comportamento analogo a adicdo de DTNB nas fracdes de membrana de VSMC
(Janiszewski et al., 2005) e em células endoteliais (Figura 23). Ao contrério da adicdo
de "NO exdgeno, a adicdo de PDI nitrosada a fracdo de membrana de VSMC
aumentou significativamente a atividade basal da NADPH oxidase enquanto nao
houve alteracdo com a adi¢cdo de PDI reduzida (Figura 25B).

Para compreendermos melhor como altera¢cdes redox da PDI poderiam
interferir na atividade da NADPH oxidase, transfectamos VSMC com plasmideos que
codificavam PDI selvagem (PDI-wt) ou PDI mutada (PDI-mut) nos quatro tidis redox
sensiveis (cisteinas 36, 39, 383, 386) (Uehara et al., 2006). Apds isolarmos a fracdo
de membranas, medimos a atividade da NADPH oxidase por dois métodos
diferentes: a oxidacdo da DHE em microplaca, que quantifica preferencialmente
superéxido, e a oxidacdo da resorufina, que quantifica a producdo de H,0,. A

superexpressao da PDI-wt ou PDI-mut aumentou fortemente a producdo basal de
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H,0, pela NADPH oxidase, em maior intensidade que o estimulo com ANG Il (Figura
26). J4 a superexpressdao da PDI gerou resultados antagbnicos na producdo de
superéxido pela NADPH oxidase; enquanto a PDI-wt inibiu em ~50%, a PDI-mut

aumentou atividade em ~30%.
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Figura 25: Interferéncia do éxido nitrico na atividade da NADPH oxidase. Fracdo de
membrana (15 pg proteina total) de células musculares lisas foi incubada com
NADPH (300 uM) por 30 min em presenca de DHE (50 uM), e a mediu-se a
formacdo do produto 2-hidroxietideo por microplaca (A) ou HPLC (B). A) Apds 2h da
adicdo dos doadores de 6xido nitrico ao meio de cultura, as células foram lavadas
com PBS, e fragcdo de membrana separada. B) Fracdo de membrana foi incubada
com 1,5 ug de PDI reduzida (~ 6 -SH/PDI) ou nitrosada (~ 2,5 -SNO/PDI) por x
minutos antes da adicdo dos demais reagentes para medida da atividade da NADPH
oxidase. Os valores sdo média *+ desvio padrdo da média (n = 3). * P < 0,05 vs.
controle.

A partir dos resultados apresentados (Figuras 25 e 26), pode-se sugerir que o

aumento da producdo de superdxido pela NADPH oxidase observada com a

superexpressdao da PDI mutada ou pela adicdo de PDI nitrosada a fracdo de
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membrana deve ocorrer por mecanismos analogos, pois a conformacdo de ambas
as proteinas deve ser similar, comparando-se a mutacdo de cisteina por serina (PDI-
SH por PDI-CH,0H) com a nitrosacdo da PDI (PDI-SNO). Em contrapartida, a PDI
contendo os tidis reduzidos/preservados ndo alterou ou diminui a atividade da
NADPH oxidase basal (producdo de superdxido). Juntamente com a maior producdo
de H,0, pela NADPH oxidase, estes dados podem sugerir que a maior expressdo da
PDI-wt poderia estar ligada a uma maior expressdo e/ou montagem/migracdo da

Nox4 para a membrana celular. Esta hipdtese estaria de acordo com recentes
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Figura 26: Medida da atividade da NADPH oxidase apds superexpressdo de PDI
selvagem (PDI-wt) ou mutada (PDI-mut). VSMC transfectadas (transfecgdo
transitoria) foram estimuladas ou ndo com angiotensina Il (ANG 1l, 100 nM, 4h). A
fracdo de membrana (15 pg proteina total) destas células foi incubada com NADPH
(300 uM) por 30 min em presencga de DHE (50 uM), e a mediu-se a formagdo do
produto 2-hidroxietideo (A) ou em presenca de reagente AmplexRed e
acompanhou-se a absorbancia a 575 nm (B), ambos em microplaca. O controle da
transfec¢do foi analisado por expressdo protéica da PDI e/ou c-myc (dado ndo
mostrado). Os valores sdo média * desvio padrdo da média (n = 3).
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resultados do nosso laboratdrio, que mostram uma estreita relacdo entre PDI-Nox4,
via migracdo da PDI para fracdo de membrana e aumento de estresse oxidativo em

diferentes modelos de estudo em VSMC (Santos et al., 2006; Wosniak et al., 2006).

2.4. Envolvimento da PDI na manuteng¢do dos niveis de oxido nitrico

bioativo durante shear laminar

Como parte da PDI esta nitrosada durante o shear laminar sustentado, e esta
modificacdo pds-traducional da PDI altera a atividade da NADPH oxidase vascular
(Figuras 24 e 25B), investigamos o papel da PDI na producdo de ROS durante o
shear laminar. Para isso, transfectamos as RAEC com PDI-wt ou PDI-mut, e apés 24h
iniciamos o shear laminar. A microscopia confocal confirmou a eficiéncia da
tranfeccdo pela forte marcacdo da PDI nas células que foram transfectadas, tanto
com anticorpo para PDI (Figura 27) quanto para c-myc, uma vez que as proteinas
superexpressas contém cauda c-myc na porcdo C-terminal (dado ndo mostrado).
Importante, a distribuicdo celular da PDI superexpressa (wt ou mut) foi similar a da
PDI enddgena. A marcacdo difusa da PDI endégena na condicdo estdtica passou a
granular apds o shear laminar sustentado, principalmente apds a superexpressao, o
gue sugere uma eventual transloca¢do da PDI de regiGes menos acessiveis a regides
mais expostas ao anticorpo, ja que por western blot observamos uma menor
expressdo total da PDI apds shear laminar sustentado (Figura 15), e/ou a perda da

marcacdo da PDI que estaria presente em dominios lipidicos, que sdao perdidos
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Figura 27. Distribuicao da PDI apds shear laminar em RAEC transfectadas com PDI
selvagem (PDI-wt) ou PDI mutada (PDI-mut). Apds shear laminar, as RAEC foram
fixadas com paraformaldeido, marcadas com anticorpo anti-PDlI e anticorpo
secindario conjugado com o fluoréforo Alexa488 (Invitrogen). Imagens obtidas em
microscopio confocal Zeiss LSM510 Meta, aumento = 400x, zoom = 4x.
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Figura 28. Superexpressao da PDI selvagem (PDI-wt) ou PDI mutada (PDI-mut) nas
RAEC apds shear laminar sustentado. Apds 24h do procedimento de transfecgdo
(por 8h em presenga de 12 pg de plasmideo) as RAEC foram submetidas a shear
laminar por 18h e analisou-se a expressdo da PDI nos extratos totais e na fragdes
enriquecidas de membranas (fracdo “100.000 g”) por western blot.

durante o processo de fixacdo para microscopia. Por western blot, também
confirmamos a eficiéncia da transfeccdo pela andlise da expressdo da PDI, que
aumentou cerca de duas vezes nas células transfectadas vs. células controle, tanto
no extrato total quanto em fracdo de membrana (Figura 28).

O envolvimento da PDI na produgdo de *NO durante o shear laminar fica claro
na Figura 29. Com a superexpressdo da PDI-mut observou-se maiores niveis de
nitrito no meio de cultura, ao contrario das células transfectadas com PDI-wt, que
n3o alterou a producdo de *NO. Como o éxido nitrico antagoniza os efeitos do
radical superdxido in vitro, uma vez que a reacdo entre os dois radicais é da ordem
de grandeza da difus3o em solucdes aquosas (k ~ 10'°, Radi et al., 2001), medimos a

producdo de ROS pela oxidacdo da DHE nestas células.
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Surpreendentemente, ocorreu um aumento da producdo de etidio nas células que
superexpressavam PDI-mut vs. PDI-wt em cerca de 30% apds shear laminar
sustentado, enquanto observou-se uma tendéncia de aumento ndo significativa da
producdo de 2-EOH entre os mesmos grupos (Figura 29B). Um aumento simultadneo
de ROS e °NO implicaria na formacdo de espécies capazes de nitrar proteinas,
especialmente peroxinitrito. E importante ressaltar que a PDI ndo parece modular a
atividade da eNOS diretamente, uma vez que a PDI ndo formou complexos
protéicos com a eNOS, conforme observado por experimentos de
imunoprecipitacdo (IP: eNOS, IB: PDI) em condicdo estdtica e apds shear laminar
(dados ndo mostrado). Além disso, a adicdo de SOD (por co-transfeccdo ou adicdo
das enzimas peguiladas horas antes de iniciar o shear laminar) resultou em efeitos
opostos nos niveis de “NO biativo entre PDI-wt e PDI-mut (Figura 30). O aumento
dos niveis de nitrito em decorréncia da presenca de SOD observada nas células que
superexpressavam PDI-mut era esperado, uma vez que a maior dismutacdo de
superdxido, promoveria menor competicdo pelo ‘NO. Entretanto, nas células
tranfectadas com PDI-wt, a forte inibicdo promovida pela presenca da SOD poderia
sugerir um efeito potencial de ROS estimulando a fosofrilacdo da eNOS e aumento
da producdo de éxido nitrico durante o shear laminar. Como este comportamento
na producdo de "NO também foi observado em presenca de catalase ou apés 1h de
shear laminar em presenca de Peg-SOD (dados ndo mostrados), seria possivel que o
aumento nos niveis protéicos de PDI pela superexpressdo teriam modulado
indiretamente a producdo de “NO pela eNOS via fosforilacio da eNOS mediada por

ROS (ver Discussdo do Capitulo Il).
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Figura 29. Produgdao de o6xido nitrico e ROS apds shear laminar em RAEC
transfectadas com PDI selvagem (PDI-wt) ou mutada (PDI-mut). Apds transfecgdo
das RAEC (por 8h em presenca de 12 ug de plasmideo), as células foram submetidas
ou ndo ao LS por 18h. A) Quantificacao de nitrito no meio de cultura por analisador
de NO. Inserto: Razdo nitrato/nitrito. B) Quantificacdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio totais apds shear laminar por 18h, através da medida da
producdo de 2-hidroxietidio (EOH) e etidio por HPLC. Apds o shear laminar, as
células foram incubadas com DHE por 30 min a 37°C, extraidas com acetonitrila,
secas e analisadas por HPLC. Os valores sdao médias * desvio padrdo da média (n =
3). * P < 0,05 vs. PDI-wt apés shear; C = somente Lipofectamina’.
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Figura 30. Efeito da SOD na produgao de 6xido nitrico apds shear laminar em RAEC
transfectadas com PDI selvagem (PDI-wt) ou mutada (PDI-mut). Quantificacao de
nitrito no meio de cultura por analisador de NO. Apds co-transfec¢do das RAEC (por
8h em presenca de 12 pg de cada plasmideo, PDI e SOD), as células foram

submetidas ao LS por 18h. A eficiéncia da co-transfeccao foi verificada por western
blot (dado ndo mostrado).

A fim de medirmos de forma indireta a ativacdo da eNOS durante o shear
laminar, escolhemos a cldssica ativacdo da eNOS pelo shear laminar agudo da via
PI3K/Akt/eNOS; a Akt uma vez fosforilada (Ser*’®), fosforila a eNOS (Ser''’’)
(Dimmler et al., 1999). Conforme Figura 31A, observamos um aumento da
fosforilacdo da Akt nas células transfectadas com a PDI-wt enquanto que a PDI-mut
nao alterou a fosforilagdo da Akt em relacdo aos niveis basais das células ndo
tranfectadas apds 1h de shear laminar. Interessante, em presenca de Peg-SOD
houve reducdo da fosforilacdo da Akt promovida pela superexpressdo da PDI-wt.
Estes dados sugerem que, pelo menos durante o inicio do shear laminar, em que ha

aumento transiente da producdo de ROS dependente da NADPH oxidase, as células

98



CAPITULO I

Resultados

transfectadas com PDI-wt apresentam maior produgdo de °NO, e possivelmente da
atividade da NADPH oxidase, em linha com os dados obtidos com shear laminar

sustentado para a PDI-mut (aumento concomitante de *NO e ROS, Figura 29).
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Figura 31. Fosforilagdo da Akt apds 1h de shear laminar. A) Apds transfeccdo das
RAEC com PDI selvagem (PDI-wt) ou mutada (PDI-mut) (por 8h em presenca de 12
lg de plasmideo), as células foram carenciadas por 12h, adicionou-se Peg-SOD (10
U/mL) 6h antes de iniciar o shear laminar. B) Apds carenciamento (por 12h),
adicionou-se Peg-SOD (10 U/mL) e Peg-Cat (50 U/mL) 6h antes de iniciar o shear. Em
(A) e (B), apds shear, as células foram lisadas e a fosforilagdo da Akt (Ser*”®) e a Akt
total foram analisadas no homogenato protéico por western blot.
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Entretanto, apesar de outros estimulos, como ANG Il, ativarem a Akt via producdo
de H,0, via NADPH oxidase em células endoteliais (Cai et al., 2002), ndo ha
evidéncias sobre que regulacdo redox da fosforilacdo da Akt durante o shear
laminar. Desta forma, realizamos o shear laminar em presenca de SOD e catalase
(ambas peguiladas) que de fato, inibiram a fosforilacdo da Akt observada apds 1h
do inicio do shear (Figura 31B). Conforme ja reportado, é possivel acompanhar a
fosforilagcdo da Akt até 1h apds shear, que volta aos niveis basais com a manutencao

do shear laminar (Go et al., 2001).
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3. Discussao

Os resultados descritos neste capitulo mostram que a PDI exerce importante
papel durante o shear laminar, controlando os niveis auto-regulados de *NO. Esta
atividade decorre do controle fino da regulacdo da atividade da NADPH oxidase,
gue por sua vez, exerce um balanco entre a atividade da eNOS e da producdo de
ROS. Os experimentos desenvolvidos inicialmente validaram o sistema cone-e-placa
na aplicacdo de shear laminar em células endoteliais em cultura (Figuras 18 e 19),
bem como confirmaram neste tipo celular importantes observacdes experimentais
sobre a interacdo NADPH oxidase e PDI realizadas anteriormente em células
musculares lisas e neutrofilos (Janiszewski et al., 2005; Silva et al., 2006) (Figuras 22
e 23).

A PDI parece estar associada diretamente a producdo de ROS nas células
endoteliais submetidas a shear laminar, uma vez que sua expressdao é menor apds
18h de shear, periodo em que ha diminuicdo em 50% das ROS totais (Figura 19;
Hwang et al., 2003), bem como migracdo da PDI para fragdo de membrana apds 1h
de shear, justamente quando ocorre maior producdo de ROS, atribuida a isoforma
Nox1 da NADPH oxidase (Figura 15; Hwang et al., 2003). E possivel que a PDI
durante o inicio do shear laminar se associe a Nox1 e promova sua migracao a
fracdo de membrana, ou que a PDI migre para regiées que contém Nox1, como por
exemplo, cavéolas (Hilenski et al., 2004; Ushio-Fukai, 2006), e se associe a Nox1,

aumentando sua atividade. Experimentos de migracdao da PDI teriam que ser
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realizados para confirmacdo destas hipoteses, mas este comportamento ja foi
descrito para a PDI durante a ativacdo da NADPH oxidase pela angiotensina Il
(Janiszewski et al., 2005). Quanto a mobilidade PDI durante o shear laminar
sustentado, sua presenca em fracdes mais densas que cavéolas (Figura 17) é
sugestiva de microambientes da membrana plasmdtica como adesdes focais, que
em VSMC foram descritos contendo preferencialmente a isoforma Nox4 (Hilenski et
al., 2004).

Em situacdo estdtica, verificamos a presenca da PDI em fracGes menos
densas que cavéolas (Figura 17), que podem ser corpos lipidicos, regides ricas em
lipidios sinalizadores. Durante o shear laminar sustentado é possivel que ocorra
mobilizacdo dos corpos lipidicos, e desta forma a PDI migraria para outras regioes
da membrana celular para desempenhar outras funcdes. Hd uma forte associacdo
entre a presenca de corpos lipidicos e inflamacdo (Bozza e Bandeira-Melo, 2005), e,
como o shear laminar sustentado diminui o estresse oxidativo (Figura 19; Hwang et
al., 2003), pode ser que ocorra uma diminuicdo do eventual cardter inflamatdrio das
células endoteliais; de qualquer maneira, o shear laminar também diminui a
expressao de proteinas que contém a sequéncia KDEL, associadas ao estresse do
reticulo endoplasmadtico (Figura 21) (Sitia e Braakman, 2003; Schroder e Kaufman,
2005). Este ultimo resultado em particular, estd em linha com dados do grupo que
mostram que em vasos submetidos a lesdo por cateter baldo, nos quais ocorre um
acentuado estresse do reticulo endoplasmdtico, hda também um importante

aumento de expressdo proteica da PDI (dados ndo publicados).
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Os dados obtidos in vitro com fracdo de membrana e células musculares
lisas sugerem indiretamente que a interagao funcional mais relevante da PDI ocorra
com a isoforma Nox4 da NADPH oxidase; desta forma, regulando os niveis
intracelulares de H,0,. De fato, em diferentes modelos de estudo do nosso grupo
nos quais ocorre migracao da PDI para fracdo de membrana, existe um coincidente
aumento do mRNA da Nox4 (Santos et al, 2006; Wosniak et al., 2006). Dentro deste
raciocinio, a superexpressdo induzida de PDI aumentaria o trafego PDI/Nox4 para a
fracdo de membrana, aumentando a atividade da NADPH oxidase (Figura 26).
Aonde ocorre a associacdo PDI/Nox4, se no reticulo endoplasmatico ou na fracdo de
membrana, ainda é desconhecido.

Os resultados obtidos com a superexpressdo da PDI-mut e adicdo da PDI
nitrosada a fracdo de membrana sugerem indiretamente que a regulacdao da NADPH
oxidase por tidis redox seja mais relevante com a isoforma Nox1 (Figuras 25B e 26),
cujo principal produto atribuido é o radical superdxido (Lassegue e Clempus, 2003).
De fato, estudos in vitro realizados em paralelo aos descritos neste capitulo,
mostraram efeitos opostos na atividade da NADPH oxidase basal vs. a atividade da
NADPH oxidase estimulada por ANG II; tanto a adi¢cdo de PDI nitrosada a fracdo de
membrana quanto a superexpressdo de PDI-mut em VSMC diminuiram a atividade
da NADPH oxidase mediada por ANG Il, um conhecido agonista da Nox1 em VSMC
(dados ndo mostrados).

Ao iniciarmos os estudos em células, postulamos que a concentracdo
intracelular de *NO bioativo seria um balanco entre as atividades competitivas da

eNOS e da NADPH oxidase, conforme o esquema abaixo (Figura 32). Entretanto, as
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células transfectadas com PDI-wt n3o exibiram alteracdes nos niveis de °NO
bioativo em comparacdo as células ndo transfectadas (Figura 29A) e, apresentaram
diminui¢do dos niveis de *NO quando submetidas a shear laminar em presenca de
SOD (Figura 30). Estes dados, aliados a outros achados experimentais relacionados,
sugerem uma regulacdo extremamente complexa e com forte potencial de ajustes
controladores entre a producdo de °‘NO e ROS durante o shear laminar.
Experimentos adicionais precisam ser realizados para o entendimento mecanistico
detalhado desta regulacdo, mas algumas hipoteses podem ser levantadas com base
em trabalhos recentes e em linha com os resultados descritos. Interessante, o
aumento simultaneo da producdo de ROS e °NO, via ativacdo da NADPH oxidase e
da eNOQS, ja foi descrito em células endoteliais estimuladas com ANG Il (Cai et al.,

2002) e submetidas a shear oscilatério (Cai et al., 2004).

PDI/Nox —— ROS — *NO —— eNOS

Figura 32. Representacdo esquematica da hipotese inicial de estudo. Durante o
shear laminar, com aumento da atividade e expressdo da eNOS, ha aumento da
producdo de °NO. Entretanto, os niveis de ‘NO bioativo sdo determinados pela
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), de forma negativa. A PDI, por
regular a atividade da NADPH oxidase (Nox), principal fonte de ROS em sistemas
vasculares (Clempus e Griendling, 2006), contribuiria indiretamente na regulacdo do
*NO biodisponivel.
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O aumento de “NO bioativo e de ROS associados a superexpressdo da PDI-
mut poderia ser conseqiiéncia de um aumento da expressdo/atividade da eNOS
pela maior concentracdo intracelular de ROS, uma vez que a adicdo de H,0,
exogena ou o aumento de H,0, intracelular durante o shear oscilatério aumentam a
expressao de eNOS em células endoteliais (Drummond et al., 2000; Cai et al., 2004),
apesar da maior expressdo da eNOS durante o shear laminar ocorrer por vias
independentes de H,0, (Drummond et al., 2000). Ainda, o estresse oxidativo

2°" o musculo liso, causa aumento

créonico em camundongos transgénicos para p2
da expressao da eNOS, revertida quando estes animais sdao cruzados com
camundongos transgénicos para catalase (Laude et al., 2004). O aumento da
producdo de "NO nestes animais também aumentou a expressdo da ecSOD; se o
mesmo tiver ocorrido durante o shear laminar nas RAEC que superexpressavam a
PDI-mut, talvez o aumento de etidio (Figura 29B) tenha sido reflexo do aumento de
ROS e/ou da atividade peroxidasica da SOD (Capitulo 1). Em tempo, como
recentemente foi mostrado que a PDI associa-se a isoforma Cu,ZnSOD e inibe a
formacdo de agregados protéicos in vivo (Atkin et al.,, 2006), talvez a
superexpressdo de PDI-mut tenha também alterado a atividade/conformacdo da
SOD.

Em contrapartida, a muta¢ao da PDI sustentaria a atividade da NADPH
oxidase causando o aumento de ROS durante o shear laminar, em analogia ao
efeito da PDI nitrosada exdgena na atividade da NADPH oxidase in vitro (Figura

25B). A regulacdo da NADPH oxidase pela PDI durante o shear laminar deve ser

complexa e envolver diversas vias de sinalizacdo, que dependem do periodo do
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estimulo mecénico (shear agudo vs. shear sustentado) (Hwang et al., 2003; Traub e
Berk, 1998), do compartimento celular envolvido, uma vez que as isoformas Nox1 e
Nox4 foram descritas em diferentes microambientes celulares (Hilenski et al., 2004;
Ushio-Fukai, 2006), e da possivel regulacdo diferenciada das Noxes pela PDI. Como
ja discutido acima, nossos dados sugerem indiretamente que a PDI deve regular
funcionalmente a atividade basal da Nox4, e modular a atividade dependente de
tiodis redox da Nox1 (Figuras 25 e 26). Estudos recentes tém demonstrado que o
complexo Nox4/p22phox produz constitutivamente H,0,, enquanto que o produto da
Nox1 seria o anion radical superdxido (Ushio-Fukai, 2006; Lassegue e Clempus,
2003). Desta forma, a PDI poderia alterar, via regulacdo das duas isoformas da
NADPH oxidase, a concentracdo estaciondria de ROS com caracteristicas
bioquimicas bastante distintas, especialmente em relacdo a reatividade e
difusibilidade, que sdao determinantes para a especificidade da ativacdao de vias de
sinalizacao.

Outra hipétese para o aumento de ‘NO bioativo e de ROS pode ser uma
eventual menor degradacdo e/ou maior transcricdo génica das Noxes associada a
superexpressdo da PDI-mut, e o acimulo de ROS manteria a expressdo/atividade da
eNOS alta(s). Interessante, o 6xido nitrico modula a atividade proteolitica do
proteassoma em células endoteliais in vitro (Kotamraju et al., 2006), e a producdo
de *NO é necesséria para a diminuicdo do mRNA das subunidades Nox2 e p47°"™
durante o shear laminar sustentado (Duerrschmidt et al., 2006).

Finalmente, deve ser mencionado que sob certas situacGes, a produgdo de

ROS pode induzir o desacoplamento da eNOS, com menor producdo de °NO
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bioativo. A ocorréncia deste fendmeno em nossos experimentos esta ainda em
aberto.

A ativacdo da via PI3K/Akt/eNOS durante o shear laminar agudo é bem
conhecida hd anos; entretanto, é a primeira vez que se mostra que a regulacdo da
Akt no inicio do shear é dependende de ROS (Figura 31B). Além do shear laminar,
baixas concentracbes de H,0, (£ 100 pM) ou estimulo com ANG Il induzem a
fosforilacdo da Akt em células endoteliais (Tanaka et al., 2005; Cai et al., 2002). A
maior fosforilacdo da Akt nas células que superexpressam PDI-wt (Figura 31A) pode
ser consequéncia de maior producdo de ROS nesta primeira hora de shear laminar
em relacdo a superexpressao da PDI-mut, especialmente pela PDI nitrosada (Figura
25). Ainda, como a fosforilagdo da Akt mediada pela H,0, é dependente de di-tidis
reduzidos na superficie celular (Tanaka et al., 2005), e por ser a PDI uma das
principais tiol proteinas expostas ha membrana plasmatica (Donoghue et al., 2000),
a superexpressdo da PDI-wt, ao contrario da PDI-mut, pode ter amplificado o sinal
de ativacdo tiol-dependente da Akt. Vale notar que, durante a primeira hora de
shear laminar, a PDI enddgena transloca-se para a membrana celular (Figura 15); se
esta migracdo relaciona-se com a ativacdo da Akt, ainda é desconhecido.

O papel da PDI nas vias de regulagdo da manutencio dos niveis de "NO
bioativo durante o shear laminar, discutido neste capitulo, estd esquematizado na
Figura 33. Em resumo, a PDI ao associar-se a(s) Nox(es), regula a atividade da
NADPH oxidase, aumentando os niveis de ROS intracelulares. Em paralelo, o
aumento de ROS aumenta a producdo de °NO, inicialmente via ativacdo redox da

via Akt/eNOS e possivelmente pela nitrosacio da PDI. Estes efeitos tém
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provavelmente um curso temporal distinto, podem ocorrer em compartimentos
diferentes da célula, podendo por sua vez envolver diferentes isoformas de Nox. Em
conjunto terminam por constituir um sistema com duas alcas de regulacdo opostas
e balanceadas. A al¢a de regulagdo positiva envolve possivelmente a fosforilacdo de
eNOS mediada via ROS. A alca de regulacdo negativa envolve possivelmente um
aumento de ROS (talvez via PDI nitrosada), que compete pelo ‘NO bioativo. Este
modelo simplificado descreve um servo-mecanismo de controle fino dos niveis de
*NO bioativo durante o shear laminar, no qual a PDI tem um papel-chave em sua
operac3o. A longo prazo, a PDI poderia ainda (talvez de modo dependente de *NO)
promover uma sub-regulacdo do sistema por meio da reducdo dos niveis de

subunidades de Nox(es) e pela regulacdo da expressao da eNOS.
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Figura 33. Representacao esquematica de possiveis vias envolvidas mediadas pela
PDI na manuten¢do dos niveis de 6xido nitrico bioativo durante o shear laminar.
Além das vias descritas neste diagrama, é importante considerar que diferentes
Noxes implicam em diferentes compartimentos celulares, e possivelmente em
envolvimento de ROS com diferentes reatividades/difusibilidades. Ainda,
dependendo do tempo de shear laminar ao qual o endotélio for submetido, isto é,
de forma aguda (£ 1h) ou sustentada (> 12h), a producdo de ROS pode ser
decorrente da ativagao de distintas Noxes.
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4. Conclusao

Nossos dados indicam um importante papel da PDI na regulacdo da
biodisponibilidade do ‘NO durante o shear laminar sustentado. Esta regulagdo é
dependente dos tidis de seu sitio redox, da atividade do complexo da NADPH
oxidase endotelial, e de vias de sinalizacdo que ajustam o equilibrio entre a
producdo de ROS e 6xido nitrico (Figura 33). Ainda, nossos resultados sugerem o
envolvimento preferencial da PDI na regulacdo da producdo de H,0,. Durante o
shear laminar sustentado, é possivel que esta regulacdo ocorra em compartimentos
celulares de densidade maior que cavéolas, como, por exemplo, adesdes focais.
Estes resultados levam & proposta um novo modelo de regulagdo do débito de "NO
durante shear stress, no qual a PDI tem papel central na operacdo de um servo-

mecanismo envolvendo ROS derivadas do complexo NADPH oxidase.
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