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RESUMO

O modelo de activacdo do sistema NrF2/Keapl ainda n3o se encontra bem elucidado,
havendo inconsisténcia no que toca ao mecanismo de activacdo da proteina NrF2. A hipdtese
estabelecida na literatura é que uma activacao do sistema passa pelo dissociar do complexo
NrF2-Keapl em resposta a estimulos indutores do sistema. Porém encontram-se igualmente
registadas observagbes que suportam que uma activagdo do sistema NrF2/Keapl passa pela
acumulagao da proteina NrF2 por sintese de novo e uma ineficiente degradagao proteossomal
da mesma por saturagao da proteina Keapl.

Ainda é de salientar que a maioria dos estudos de activagdo do NrF2 sdo realizados pela
exposicdo a farmacos e/ou concentracdes de H,O, elevadas (~10° M), condi¢des que n3o
mimetizam a sinalizagdo via H,O, observada in vivo (107 a 10° M) e por recurso a
sobreexpressdo da proteina NrF2. Neste trabalho praticaram-se condi¢cdes prdéximas das
fisioldgicas e ndo se recorreu a sobreexpressdo das proteinas NrF2 e/ou Keapl, o que
aproxima o presente trabalho das condi¢des fisioldgicas.

Concluiu-se que o sistema NrF2/Keapl comporta-se de maneira distinta consoante o
método de exposicdo ao H,0, empregue. Por adi¢do bolus (50 e 100 uM) observou-se somente
um aumento dos niveis nucleares da proteina NrF2, enquanto em exposi¢cdo por estado
estaciondrio (12,5 pM) observou-se um aumento dos niveis citosélicos da proteina NrF2
anterior ao aumento do nivel nuclear da mesma. Ainda se observou por imunofluorescéncia,
gue a proteina NrF2 em condic¢Bes basais apresenta baixos niveis citosélicos.

Também se observou que uma exposi¢ao prolongada (4 horas) a 12,5 uM H,0, em
estado estacionario conduziu a uma terminacdo da activacdo do sistema NrF2/Keapl.
Finalmente, sugere-se que o mesmo sistema participe no processo de adaptacdo ao stress

oxidativo em células Hela.

Palavras-chave: H,0,, adaptagao, estado estacionario.



ABSTRACT

The molecular mechanism of NrF2/Keap1 system activation is still not well understood,
duo to disagreement regarding the mechanism of NrF2 protein activation. The hypothesis
established in literature is that activation of the system involves dissociation of the Nrf2-
Keapl complex in response to stimuli. But there are also observations that support activation
of NrF2/Keapl system by accumulation of NrF2 protein by de novo synthesis and inefficient
proteossomal degradation, duo to saturation of the Keap1 protein.

It is noteworthy that most studies of NrF2 activation are carried out by exposure to
high concentrations of drugs and/or H,0, (~ 10° M), conditions that do not mimic the H,0,
signaling pathway observed in vivo (10”7 to 10° M) and by means of overexpression of Nrf2
protein. This work, accomplished under near-physiological conditions and not resorting to
overexpression of NrF2/Keap1 proteins, simulates physiological conditions better.

We established that the NrF2/Keapl system behaves differently depending on the
method by which cell are exposed to H,0,. For 50 to 100 uM H,0, bolus additions, an increase
in nuclear levels of NrF2 protein was observed, while under a 12.5 uM H,0, steady-state
exposure an increase in cytosolic NrF2 levels prior to the increase of the nuclear NrF2 levels
was observed. It was also observed by immunofluorescence that, under basal conditions, NrF2
is mainly presented in the nucleus.

It was also perceived that prolonged exposure (4 hours) to 12.5 uM H,0, by steady-
state led to termination of the activation of the NrF2/Keapl. This work also proposes that

NrF2/Keap1l system partakes in adaptation process to oxidative stress in Hela cells.

Keywords: H,0,, adaptation, steady-state, regulation.
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| INTRODUCAO

1.1 Espécies Reactivas de Oxigénio, Stress Oxidativo e antioxidantes

O dioxigénio (0,) é um factor essencial a vida aerdbia, por ser o principal aceitador de
electrdes na fosforilacdo oxidativa, a via predominante de producdo de ATP em aerobiose.
Contudo apresenta toxicidade ao ser metabolizado em produtos com elevado potencial
oxidante — Espécies Reactivas de Oxigénio (ERO).

As ERO sdo moléculas ou radicais derivados do oxigénio com potencial oxidante e
reactividade que lhes confere potencial nocivo. Podem surgir como produtos/subprodutos do
metabolismo celular ou por exposi¢ao a diversos factores externos como a radiagao ionizante,
metais pesados, hiperodxia, entre outros (Ma 2010). Encontram-se entre as espécies reactivas
de oxigénio mais frequentes: o anido superoxido (05 ), o radical hidréxilo (HO”), o dioxigénio
singleto (*0,), os radicais peréxilo (ROO’), os radicais alcoxilo (RO), o acido hipocloroso (HOCI)
e ainda varios hidroperdxidos (ROOH) dos quais se salienta o hidroperdxido de hidrogénio
(H,0,) (Ma 2010).

Devido a toxicidade das ERO, a concentracdo de O, encontra-se sujeita a regulacdo e os
organismos desenvolveram mecanismos celulares (antioxidantes) que permitem compensar a
formacgdo de ERO e conter os danos provocados pela sua acumulagdo (Sies 1997; Apel & Hirt
2004). Posto isto, é possivel afirmar que a célula apresenta um potencial redox resultante do
balango entre oxidantes e antioxidantes.

Quando ocorre um disturbio no balango entre oxidantes e antioxidantes que favoreca um
aumento dos niveis de oxidantes, com potencial nocivo, a célula encontra-se sob stress
oxidativo (Sies 1997). Este estado redox conduz a danos oxidativos nas macromoléculas como,
por exemplo, oxidacdo das cadeias laterais dos aminodcidos, quebra da cadeia e oxidagdo das
bases do DNA, peroxidacdo lipidica, entre outros, que podem comprometer a viabilidade

celular (Imlay 2008).

I.Li Resposta ao Stress Oxidativo

Como referido, todas as células quando expostas a stress oxidativo iniciam mecanismos
celulares (antioxidantes) que permitem compensar a formacdo de ERO e conter os danos

provocados pela sua acumulagao.
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I.1.i.i Mecanismos Antioxidantes

Os mecanismos de proteccdo contra o stress oxidativo podem ser de natureza nao
enzimatica, a primeira linha de defesa contra stress oxidativo ou de natureza enzimatica.

Substéancias antioxidantes como, por exemplo, o acido ascérbico (vitamina C), vitamina E,
as poliaminas e o tripéptido glutationo (GSH) constituem a defesa antioxidante ndo enzimatica
(Apel & Hirt 2004; Ma 2010). Tem-se como definicdo de antioxidante um composto que em
concentracdes menores que um substrato oxidavel, retarda ou previne a oxidacdo desse
mesmo substrato (Halliwell 2007). O glutationo presente em concentragdes elevadas (ordem
dos mM) distingue-se, no caso dos humanos, dos restantes compostos antioxidantes por ser
um composto enddgeno, ou seja, ser sintetizado pela célula, podendo ser induzido em
resposta a um stress.

Por outro lado, a amplificagdo dos mecanismos enzimaticos antioxidantes, por sintese de
novo dos enzimas antioxidantes (revistos em Apel & Hirt 2004) ou por regulagdo da sua
actividade constituem a resposta enzimatica ao stress oxidativo. O metabolismo das ERO passa
pela redugdo consecutiva das espécies oxidantes até ser obtida H,0. Na Figura I-1 encontram-

se sumarizadas as principais vias metabdlicas das ERO.
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Figura |-1 — Representacdo esquematica das principais vias metabdlicas das ERO. No caso do H,0, este
é produzido principalmente a partir da reac¢do de reducdo do anido superodxido, catalisada pelo
superoéxido dismutase. O H,0, é metabolizado principalmente em H,0 por reducgdo catalisada pelo
catalase e pelo glutationo peroxidase. O anido superodxido pode ter varias origens sendo a via
maioritaria a cadeia respiratéria mitocondrial. Adaptado de Kamata and Hirata 1999
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Os principais enzimas antioxidantes sdo o superdxido dismutase (SOD) que catalisa a
conversdo de superoxido (O,7) a perdxido de hidrogénio (H,0,), a catalase, o glutationo
peroxidase (GPx) as peroxiredoxinas (Prx), as tioredoxinas (Trx) e o glutationo redutase que
catalisam a conversdo do perdxido de hidrogénio a dgua (Kamata & Hirata 1999). O enzima
superoéxido dismutase (SOD) é uma proteina ubiqua que apresenta duas isoformas distintas. A
isoforma citoplasmatica SOD1, também conhecida por Cu/ZnSOD, contém um centro activo
com os i0es metalicos cobre e zinco e a isoforma SOD2, ou MnSOD, contém um ido de
manganés no centro activo e encontra-se na matriz mitocondrial. O enzima catalase é expresso
ubiquamente e localiza-se nos peroxissomas. As tioredoxinas e o glutationo redutase
pertencem a sistemas enzimaticos que sao responsdveis pela conversdo destas enzimas ao seu
estado reduzido através da oxidagdo do cofactor NAD(P)H (Sies 1997; Ma 2010). As
tioredoxinas sdo responsaveis por manter um ambiente redutor no nucleo, essencial ao inicio

da transcricdo e a sintese de DNA.
[.I.i.ii  Adaptac¢do ao Stress oxidativo

Um processo de maior relevo induzido pela exposicdo a stress oxidativo é o processo de
adaptacio (Flattery-O’Brien et al. 1993; Lushchak 2010). E provavelmente um processo ubiquo
a qualquer tipo de célula, visto ter sido observado em bactérias, leveduras, plantas e células
animais (Lushchak 2010). Sucintamente, células pré-expostas a uma dose sub-letal de espécies
oxidantes sofrem um processo de adaptacdo que lhes confere a capacidade posterior de
resistir a doses de oxidantes que inicialmente eram letais.

Os mecanismos que culminam na adaptacdo ao stress oxidativo ainda ndo se encontram
bem descritos, contudo é de salientar o sustentar a longo prazo dos mecanismos enzimaticos
da defesa antioxidante e o regular da permeabilidade membranar (Lushchak 2010).

Recentemente demonstrou-se que a permeabilidade da membrana ao H,0, é regulada
através de modificagdes na composicdo da membrana. Isto cria um gradiente de
concentragdes de H,0, através da membrana e, assim, permite controlar a sua concentracao
intracelular (Sousa-Lopes et al. 2004; Pedroso et al. 2009; Folmer et al. 2008; Matias et al.
2007; Antunes & Cadenas 2000).

Embora o stress oxidativo constitua o principal iniciador do processo de adaptacdo, a
adaptacdo é igualmente induzida por restricdo caldrica (starvation), farmacos, entre outros.
Ainda que descrita a participacdo de diversos factores de transcricdo na resposta a insultos
oxidativos e, possivelmente, na adaptacdo nos diversos (micro)organismos, como revisto em
Lushchak 2010, nos animais superiores desconhecem-se as modificacGes que conduzem a

adaptacdo e como se repartem pelos factores de transcricdo. De salientar que ja se encontra
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descrito em bactérias a resposta distinta para o stress induzido pelo H,0, (OxyR) e o radical

superoéxido (SoxR) (Lushchak 2010).

I 1Lii Perdxido de Hidrogénio (H,0,)

A ERO mais abundante é o (hidro)perdxido de hidrogénio. Embora ndo apresente o maior
potencial de reducdo, este composto distancia-se das restantes EROs por apresentar um maior
tempo de semi-vida e uma maior concentragdo in vivo (Quadro I-1), sendo, por isso, o principal

mediador de stress oxidativo (Giorgio et al. 2007).

Quadro I-1 - Potencial de redugdao, tempo de semi-vida e concentragdao aproximada in vivo das
principais ERO. Adaptado de Giorgio et al. 2007.

I' ERO |

0,—- 0, —- H,0,b—- O0OH = H,0
Potencial de Reducdo (V) 0,94 0.32 2.31
Ty (sec) 10° 10° 10°
Concentracdo in vivo (M) 107 10~ 10*°

I.1.ii.i Metabolismo

O H,0, é continuamente produzido e degradado pelo que apresenta uma concentracdao

regulada e quase estacionaria in vivo (Giorgio et al. 2007).
A principal fonte de H,0, é a reac¢do de dismutacdo do O, , um subproduto do

metabolismo celular normal, catalisada pelo superdxido dismutase (SOD). Contudo o H,0,
pode ser produzido directamente por diversos enzimas como o xantina oxidase, os NADPH
oxidases (NOX), o glucose oxidase, entre outros (Figura I-1) (Ma 2010). O catalase e o
glutationo peroxidase (Gpx) constituem as principais vias metabdlicas de degradacdo do H,0,
(Kamata & Hirata 1999).

0O H,0, embora seja quimicamente bastante estavel apresenta citotoxicidade indirecta
ao ser reduzido ao radical hidroxilo (HO”), pela reac¢do de Fenton (Figura I-1), o qual apresenta
elevada reactividade e toxicidade. Posto isto, tem-se que o estado redox da célula estd
fortemente dependente dos niveis de H,0,, o qual actua biologicamente através das ERO a

gue da origem.

I.l.ii.ii ~ H,0, como sinalizador/regulador — importancia biolégica

Paradoxalmente, as ERO integram-se no conjunto de biomoléculas importantes na
sinalizacdo/regulacdo celular (Apel & Hirt 2004; Ma 2010). O H,0, intracelular estad envolvido

na regulacdo de processos fisioldgicos como a proliferacdo e diferenciacdo celular e ainda a
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apoptose e necrose de forma dependente da concentragdo (Figura I-2 a)(D P Jones 2010; Veal
et al. 2007). Doses baixas de H,0, (entre nM e puM) induzem processos de regulagdo e
proliferagdo celular enquanto doses altas (proximos do mM) sinalizam para a morte celular por
apoptose ou necrose. (Oliveira-Marques et al. 2009; Giorgio et al. 2007; Lushchak 2010). A
participacdo das ERO em processos celulares fisiolégicos encontra-se revisto em Droge, 2002.

Ao apresentar-se como uma molécula neutra e pequena, capaz de se difundir através
de membranas bioldgicas, o H,0, pode exercer efeitos regulatorios localmente (F. Antunes &
Cadenas 2001; Mishina et al. 2011). Constitui exemplo do papel regulador do H,0, a
sinalizagdo para a inflamagdo na resposta imune inata. O enzima NADPH oxidase presente na
membrana plasmatica de neutrdfilos, eosinéfilos, mondcitos e macréfagos induz um aumento
do nivel deste composto (H,0,) o qual difunde-se localmente e motiva os processos
subjacentes a inflamacgdo (Bedard & Krause 2007).

Embora o H,0, apresente um potencial redutor baixo e, por isso, ndo reaja
guimicamente com a maioria das macromoléculas, apresenta reactividade com os grupos
sulfidricos dos residuos de cisteinas das proteinas (Klomsiri et al. 2011; Dean P Jones & Go
2011), alterando o seu nivel de oxidagdo. Este processo de redugdo-oxidagdo reversivel dos
grupos tiol das cisteinas mediado pelo H,0, constitui o principal mecanismo de regulacdo
exercido especifica e directamente por aumentos tempordrios da concentracdo deste
composto. Em bactérias encontra-se descrito a activacdo do factor de transcricdo OxyR pela
oxidacdo reversivel de cisteinas criticas no mesmo directamente pelo H,0, (Lushchak 2010).

Este facto evidéncia a capacidade do H,0, regular a actividade de factores de transcricao.

Intermédio

€—— Adaptagio ——>

E’r'oc?s?o <&— Proliferagio ——> <—— Apoptose ——>
Fisiologico = pegylagio —— 5 <— Necrose —>
b) Via Sinalizagdo NrF2/Keapl NF-kB

Figura 1-2 —Processos fisioldgicos regulados pelo H,0,. a) A concentragdo de H,0, discrimina o
processo induzido: doses baixas (entre nM e puM) induzem processos de regulagdo e proliferagdo
celular enquanto doses altas de H,0, (proximos do mM) sinalizam para a morte celular por apoptose
ou necrose. Adaptado de Oliveira-Marques et al. 2009; b) Hipdtese do modelo hierdrquico de resposta
entre os diversos sistemas sensoriais de stress oxidativo em células eucariotas animais: O sistema
NrF2 responde a doses baixas de ROS enquanto o sistema NF-«kB é activado por doses intermédias de
stress oxidativo. Adaptado de Lushchak 2010.
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Encontra-se descrita a presenca de stress oxidativo em diversas condicdes patoldgicas
desde a inflamacgdo, a aterosclerose, a diabetes tipo I, mesmo em neuropatologias como a
doenca de Parkinson, tendo sido igualmente observada a presenca de stress oxidativo no
microambiente tumoral (Lushchak 2010; Veal et al. 2007; Pelicano et al. 2004). Encontra-se
também descrito na literatura que o H,0, é necessdrio a angiogénese um processo fisiologico
que, no entanto, também estd envolvido no desenvolvimento tumoral (Veal et al. 2007).
Todavia, encontra-se ainda por esclarecer se este evento (stress oxidativo) é meramente um
acontecimento partilhado pelas vdrias condi¢cbes patoldgicas ou se se apresenta como um
iniciador das mesmas. Tem-se ainda que muitos farmacos actuam através da produgao de
ERO, como é o caso da maior parte dos agentes quimioterapéuticos que induzem morte
celular por niveis elevados de stress oxidativo (Piccirillo et al. 2009).

Posto isto conclui-se que a relevancia biologia das ERO é vasta, participando em um leque
alargado de processos fisioldgicos, pelo que a elucidagdo dos processos que envolvem as ERO

sdo de extrema importancia.

[.1l' Sistema NrF2-Keapl

A proteina NrF2, conjuntamente com a proteina Keapl, perfazem o sistema
NrF2/Keapl. A proteina NrF2 apresenta duas isoformas no ser humano (homo sapiens). A
isoforma dominante apresenta 605 aminoacidos e uma massa molecular de 67,8 kDa e a
isoforma secundaria que apresenta uma delecdo dos primeiros 16 aminoacidos (589
aminodacidos) uma massa molecular de 66,1 kDa. A proteina Keapl, também apelidada de
INRF2 (do inglés inhibitor of NrF2), com 624 aminoacidos apresenta uma massa molecular de

69,7 kDa.

a) FACTOR DE TRANSCRICAO NRF2

A proteina NrF2 [Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2], pertence a subfamilia dos
factores de transcrigcdo nuclear factor erythroid 2 (NF-E2) da familia basic leucine zipper (bZIP).
Pertence ainda a familia dos receptores activados por xenobitidticos (XAR, do inglés
Xenobiotic-activated receptors), responsaveis por reconhecer especificamente xenobidtios e
coordenar a transcri¢cdo genética.

Estruturalmente (Figura I-3) compreende 6 regides Neh (do inglés NrF2-ECH homology)
que se apresentam altamente conservadas entre espécies. A regido Neh1 contém a estrutura
bZIP responsavel pela heterodimerizacdo e ligacdo ao DNA (Figura 1-3). Os dominios Neh4 e

Neh5 constituem o dominio de transactivacdo (TA), responsavel pela activacdo da transcricdo
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genética. A regido terminal Neh3 também apresenta um papel na transactivacdo do NrF2 (Nioi
et al. 2005). A regido Neh6 é importante para a degradacdo nuclear da proteina NrF2 de forma
independente da proteina Keapl (McMahon et al. 2004). A ligacdo a proteina Keapl é
efectuada por intermédio de motivos DLG e ETGE na regido Neh2. A proteina NrF2 ainda
contém diversas sequéncias NES e NLS responsdveis pelo seu movimento vaivém entre o
citosol e o nucleo (Jain et al. 2005). A sequéncia NES presente na regido Neh5 (dominio de
transactivacdo) denominada de NESt, na Figura I-3 é sensivel ao estado redox da célula (W. Li
et al. 2006) enquanto a sequéncia NES,;, presente no dominio bZIP é insensivel. No nucleo ao
formar um heterodimero a proteina NrF2 oculta os NES e consequentemente impede a sua

exportag¢do nuclear.

Neh2 Nehd Neh5 Neh6 Neh1 (b ZIP region) Neh3
D [I E. | I o
NLST N NES;, NLS2 NES” NLS3
DIDLID/DLG (42.53) ETGE mottf (175-186) *QQ *39 3{‘-3»3/9 (494-511) (545-554) (587-593!
(17-32) : (79-82)

Figura |-3 - Representac¢do esquematica da estrutura da proteina NrF2 e localizagdo das regiées Neh. A
proteina ainda contém sequéncias NLS e NES. A regido Nehl contém a estrutura bZIP responsavel pela
heterodimerizagdao e ligagdo ao DNA. Os dominios Neh4 e Neh5 constituem o dominio de
transactivagdo (TA), responsavel pela activacdo da transcricdo genética. A regido terminal Neh3
também apresenta um papel na transactivagcdo do NrF2 (Nioi et al. 2005). A regido Neh6 é importante
para a degradacgdo nuclear da proteina NrF2 de forma independente da proteina Keapl (McMahon et
al. 2004). A ligagdo a proteina Keapl é efectuada por intermédio de motivos DLG e ETGE na regido
Neh2. A sequéncia NES presente na regido Neh5 (dominio de transactivacdo) denominada de NES;, é
sensivel ao estado redox da célula enquanto a sequéncia NES,;, presente no dominio bZIP é insensivel.
Adaptado de Giudice, Arra, and Turco 2010,647.

b) PROTEINA KEAP1

A proteina Keapl (Kelch-like ECH-associated Protein 1) (K Itoh et al. 1999) localiza-se
preferencialmente no citosol, tendo sido detectada ainda no nicleo e no reticulo
endoplasmatico. Apresenta cinco dominios estruturais (Figura 1-4): 1) regido N terminal (NTR);
2) dominio BTB/POZ que é responsavel pela ligacdo que conduz ao homodimero do Keapl e
também |he confere a capacidade de interagir com a Cul3 ligase; 3) uma regido intermédia
(IVR) rica em cisteinas; 4) regido com 6 repeti¢cdes do dominio Kelch, também conhecido como
dominio DGR (double glycine repeats). Esta regido é responsavel pela ligacdo ao dominio Neh 2
da proteina NrF2 e aos filamentos de actina do citoesqueleto (Brigelius-Flohé & Flohé 2011); 5)
regido C-terminal. Embora se encontrem descritos sequéncias NES ou NLS na proteina Keapl,
existe disparidade na literatura quanto a sua funcionalidade. Foi descrita a presenca da
proteina Keapl no nucleo (Velichkova & Hasson 2005) o que sugere que esta apresente

dominios NES/NLS funcionais ou sofra translocag¢do reversivel entre o citosol e o nlcleo sobre
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a forma de complexo NrF2/Keapl. A sua estrutura cristalografica foi caracterizada (X. Li et al.

2004).

NTR BTB/POZ IVR DGR CTR
I 61 179 315 598

1

Homodimerizacao

Nrf2

Neh2

Figura I-4- Representacdo esquematica da estrutura da proteina Keapl: 1) regido N terminal (NTR); 2)
dominio BTB/POZ que é responsavel pela ligacdo que conduz ao homodimero do Keapl e também lhe
confere a capacidade de interagir com a Cul3 ligase; 3) uma regido intermédia (IVR) rica em cisteinas;
4) regido com 6 repetigées do dominio Kelch, também conhecido como dominio DGR (double glycine
repeats). Esta regido é responsavel pela ligacdo ao dominio Neh 2 da proteina NrF2 e aos filamentos
de actina do citoesqueleto; 5) regido C-terminal. e do local de ligagdo a proteina NrF2. Adaptado
de(Giudice et al. 2010).

De salientar que embora esteja descrita a capacidade da proteina Keapl agregar aos
filamentos de actina e, assim, associar o complexo NrF2/Keap1 ao citoesqueleto por forma a
sequestra-lo no citosol, a literatura apresenta disparidade no que toca a colocalizacdo do
complexo NrF2/Keap1 e a proteina actina (Giudice et al. 2010; K. W. Kang et al. 2002; Martin et
al. 2004; Piccirillo et al. 2009; Brigelius-Flohé & Flohé 2011).

I.Ili  Regulacdo e Expressao Génica

A proteina NrF2 no nucleo associa-se a outros factores da familia bZIP, como por
exemplo, sMaf (do inglés small musculoaponeurotic fibrossarcoma), ATF4 (do inglés activation
transcription factor 4), JunD, PMF-1 (do inglés polyamine-modulated factor-1 protein), entre
outros, dos quais se distingue o sMaf por ser considerado o parceiro de dimerizacdo
preferencial do NrF2. O heterodimero resultante liga-se a sequéncias regulatorias em cis ARE
do inglés antioxidante response element, também intituladas de EpRE do inglés electrophile
response element (Surh et al. 2008; Tkachev et al. 2011; Giudice et al. 2010). Encontra-se por
identificar a totalidade de parceiros de dimerizagdo da proteina NrF2 e qual a sua influéncia na
expressao génica. Esta pode ser suprimida por dimerizagdo do NrF2 com parceiros inibitérios

como a proteina NrF3 ou p63, entre outras (Giudice et al. 2010).

624
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O elemento cis de regulacdo da expressdo génica ARE/EpRE apresenta a sequéncia
canodnica:

5 — TA/CAnnA GCA/¢ — 3’

Figura I-5- Sequéncia de acidos nucleicos que constituem o elemento de regulagdo em cis Antioxidant
response element/Electrophile response element na regido promotora de um gene. Encontra-se em
negrito a sequéncia essencial a ligagdo ao factor de transcrigdo NrF2. A azul encontra-se o excerto de
sequéncia que pode conter uma sequéncia TRE (TGACTCA) e, portanto, promover a ligagdo as
proteinas Jun. A sobrescrito indica-se o nucledtido que constitui alternativa para a posi¢do na
sequéncia. A letra “n” corresponde a qualquer acido nucleico.

As sequéncias ARE/EpRE encontram-se na regido promotora dos genes que codificam
para varios enzimas antioxidantes, da fase 2 do metabolismo de xenobidticos e biossintese e
metabolismos de lipidos e colesterol. De notar que se encontra descrito a presencga de
multiplas sequéncias ARE de natureza (sequéncia) distinta na regido promotora de alguns
genes. Isto sugere a possibilidade de uma regulagdo gradual e ajustada dos genes contendo
motivos ARE (Tkachev et al. 2011).

Estudos em murganhos com Knock-down da proteina NrF2 demonstram alteragdes na
expressdo de mais de 200 genes (Surh et al. 2008; Kitteringham et al. 2010; Tkachev et al.
2011). S3o exemplos de genes cuja transcricdo é activada pelo NrF2 os enzimas
Hemeoxigenase | (HO-1), tioredoxina, NAD(P)H oxidoredutase, superéxido dismutase (SOD) e a
catalase e ainda as proteinas Mrp2, Mrp3 e Mrp4 (do inglés Multidrug Resistance Pump),
entre muitas outras (Kitteringham et al. 2010; J Lee et al. 1995; Lushchak 2010; Aleksunes et al.
2008; G. Shen & A.-N. Kong 2009; Jung & Kwak 2010; Klaassen & Reisman 2010). Por outro
lado, a transcricdo dos genes associados a biossintese e metabolismo dos lipidos e colesterol é
inibida pela activacdo do sistema NrF2/Keapl. Ainda é de salientar que o gene NRF2 apresenta
uma sequéncia promotora ARE e, assim é regulado pelo préprio factor de transcricao NrF2 que
codifica, criando um mecanismo de retroaccao positiva (Giudice et al. 2010). A proteina Keap1l
e alguns constituintes do sistema proteossomal sdo induzidos pela activagdo do factor de
transcricdo NrF2, o que cria um mecanismo de retroacgdo negativa que controla a abundancia
das respectivas proteinas (O.-H. Lee et al. 2007; Kaspar & Jaiswal 2010). Porém encontra-se
por elucidar a totalidade de genes cuja expressdo é regulada pelo sistema NrF2/Keap1.

Como a activagdo do sistema NrF2/Keapl induz a expressdo génica de genes que
codificam para proteinas que apresentam um potencial papel antioxidante ou de
desintoxicacdo celular, este factor de transcricdo encontra-se fortemente associado a uma
funcdo citoprotectora. Contudo, foi observado em células tumorais um nivel elevado de NrF2
e, observou-se que a sobreexpressdo de NrF2 em linhas celulares cancerigenas conduz a uma
sobreexpressdao dos mecanismos citoprotectores e, assim, a uma resisténcia a quimioterapia

(Shibata et al. 2008; D. D. Zhang 2010; Wang et al. 2008). Portanto, considera-se que o NrF2
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apresenta um papel terapéutico dubio por ser responsavel pelo balanco entre uma resposta
citoprotectora benéfica e uma resposta que sustente o desenvolvimento tumoral (Kwak &
Kensler 2010; D. D. Zhang 2010). Posto isto, é importante esclarecer o funcionamento do

sistema NrF2/Keap1.

I.ILii  Activacao

O sistema NrF2/Keapl pode ser induzido por uma pleiotropia de compostos naturais e
sintéticos, como por exemplo, difendis, fenilenediaminas, quinonas, isotiocianatos, espécies
reactivas de oxigénio (ERO) entre outros revistos em Tkachev et al. 2011. Os compostos que
promovem a activa¢do do NrF2 foram classificados em 6 classes consoante a sua estrutura e
mecanismo molecular de activagdo (M. Kobayashi et al. 2009).

Em condig¢Ges basais (auséncia de stress oxidativo ou outro sinal que induza a activag¢do do
sistema) a proteina NrF2 encontra-se sequestrada no citosol por ac¢do de duas moléculas de
Keapl e, assim, inactiva. O homodimero de Keapl serve de intermedidrio ao ligase E3
ubiquitina Cul3-Rbx1 que marca por ubiquitinagdo a proteina NrF2 para degradacgdo
proteossomal (Figura I-6 a)). Posto isto, a proteina NrF2 apresenta niveis basais baixos,
resultantes do balanco entre a sintese de novo e a degradagao proteossomal. Em condi¢Ges
basais a proteina NrF2 apresenta um tempo de meia vida de 10 a 30 minutos (A. Kobayashi et

al. 2004).
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Figura I-6 - Representac¢do esquematica do sistema NrF2/Keapl e mecanismos de activa¢do propostos;
a) Em condigdes basais a proteina NrF2 encontra-se sequestrada no citosol por ac¢do de um
homodimero de Keapl e assim inactivo; Em condi¢Bes de stress oxidativo: b) o complexo NrF2/Keap1l
¢é destabilizado por alteraces oxidativas na proteina Keapl e/ou fosforilagdo da proteina NrF2 e a
proteina NrF2 livre migra para o nucleo para exercer a sua actividade de regulagdo da expressao
génica; c) o complexo NrF2/Keap1l por alteracdes conformacionais perde a sua capacidade de marcar a
proteina NrF2 para degradacdao proteossomal; de seguida ocorre um aumento dos niveis totais da
proteina NrF2 por sintese de novo e saturagdo da proteina Keapl o que sustenta a translocagao da
proteina NrF2 para o nucleo e activacdo do sistema Nrf2/Keapl. Adaptado de Lushchak 2010 e
Brigelius-Flohé and Flohé 2011.

Encontram-se descritas duas vias alternativas para a activacdo do NrF2 (Figura I1-6 b e c)
pelo stress oxidativo. A proteina Keapl humana contém 27 residuos de cisteinas (Figura I-7),
25 dos quais altamente conservado entre espécies. Os residuos cys151, cys226 e cys613 sdo
oxidaveis e um aumento do nivel de ERO promove a formacdo de ligacbes persulfureto
intramoleculares entre as cys 226 e cys 613 e a ligacdo intermolecular entre as cys 151 dos dois
dimeros de Keapl (Fourquet et al. 2010). A alteragdo conformacional subjacente liberta a
proteina NrF2 (Figura I-6), ficando esta livre para migrar para o nucleo e exercer a sua
actividade de regulacdo da expressao génica (Figura |-6)(Fourquet et al. 2010). Neste caso, a
sinalizacdo é efectuada de forma directa por oxida¢do da proteina Keapl, a qual actua como

sensor do estado redox da célula (Holland & Fishbein 2010).
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Figura I-7 — Representagdo esquematica da localizagdo das cisteinas presentes na proteina Keapl. Em
letra vermelha encontram-se as cisteinas que sofrem oxidagdo por intermédio de uma dose bolus de
200 uM de H,0, durante 5 min. Adaptado de Fourquet et al. 2010.

De salientar que comegam a surgir evidéncias que compostos activadores do factor de
transcricao NrF2 diferentes oxidam cisteinas diferentes na proteina Keapl e que, portanto, o
sistema NrF2/Keap1 é capaz de distinguir os diversos compostos através de um fenémeno de
codigo de cisteinas (do inglés “cysteine code”) (M. Kobayashi et al. 2009). A proteina NrF2
contém 6 cisteinas e, embora pouco estudado o processo de oxidagdo directa de cisteinas na
proteina NrF2 como método da sua activagao, existem evidéncias que estas possam participar
na activacdo do mesmo. Por exemplo, Ma descreveu que mutagdes das cisteinas da proteina
NrF2 conduzem a um maior sequestro da proteina NrF2 pela proteina Keapl e,
consequentemente maior degradagao proteossomal da proteina NrF2 (Ma 2010).

Por outro lado, a proteina NrF2 sequestrada pelo homodimero de Keapl pode ser
directamente fosforilada, o que permite a dissociacdo do complexo NrF2-Keapl e, assim, a
migracao da proteina NrF2 para o nucleo. Karapetian et al. descreveram a fosforilagdo directa
da proteina NrF2 quer in vivo quer in vitro por ac¢do das cinases PERK (do inglés PKR-like
endoplasmic reticulum kinase) e PKC (do inglés protein kinase C) (Karapetian et al. 2005) e foi
sugerido que estes enzimas ou um cinase a montante na cascata de sinalizagdo actue como
sensor do estado redox da célula (Lushchak 2010; Ding et al. 2008). Piccirillo et al descreveram
em células de adenocarcinoma gastrico a fosforilacdo da proteina NrF2 na serina 40 pela PKC
apo6s uma exposicdo a 200 uM de H,0, por adigao bolus. Os mesmos autores concluiram ainda
que a fosforilagdo é necessaria para ocorrer a translocagdo para o nucleo e actividade
transcricional da proteina NrF2 (Piccirillo et al. 2009).

No entanto, Niture et al afirmam que é necessario a oxida¢do da cisteina 151 da
proteina Keapl conjuntamente com uma fosforilacdo da proteina NrF2 na serina 40 pelo PKC
para ocorrer uma libertagdo do NrF2 do complexo NrF2/Keapl e, consequente activacdo da
actividade transcricional (Niture et al. 2009).

Pi et al. ainda descreveram a presenca de duas formas fosforiladas da proteina NrF2

em células de neuroblastoma humano que apresentam propriedades de migracdo distintas em
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gel de poliacrilamida. As formas fosforiladas apresentam uma velocidade de migracdao menor
(98 e 118 kDa) em relagdo a ndo fosforilada (68 kDa). Os mesmos autores ainda referiram que
as formas fosforiladas sdao predominantes no nucleo e vice-versa, que a fosforilacdo é mediada
pelo cinase CK2 (do inglés casein kinase 2) e, que apenas a forma de 98 kDa apresenta
actividade transcricional, sendo que a forma de 118 kDa é preferencialmente degradada (Pi et
al. 2007).

Porém é de relevo salientar que Wenge Li et al. refutam o modelo de libertacdo da
proteina NrF2 do dimero de Keapl como método de activagdo do sitstema NrF2. Afirmam que
activagdo do sistema passa por uma degradacgao ineficiente da proteina NrF2, e assim, por um
desequilibrio entre a degradacgao e sintese de novo da mesma que culmina num aumento dos
niveis totais da proteina NrF2 (Figura I-6 c) (W. Li & A.-N. Kong 2009). Este modelo é suportado
pela observagdo que modificagdes nas cisteinas da proteina Keapl ndo interferem na afinidade
Keap1-NrF2, mas resulta na perda da interac¢gdo com o enzima Cul3 (Salazar et al. 2006). Posto
isto, 0s mesmos autores postulam que os sinais activadores do sistema NrF2/Keapl induzem
alteragdes conformacionais que impedem a ubiquitinacdo da proteina NrF2 e, assim, a sua
metabolizagdo eficiente, o que culmina na saturacdo da proteina Keapl e, consequentemente
num aumento dos niveis de NrF2 livre. Contudo é de ressalvar que os autores referenciam
alteracdes directamente na proteina NrF2, como por exemplo, fosforilagdo de residuos de
lisina, como um mecanismo de desassociacdo do complexo NrF2-Keap1(Giudice et al. 2010).

Purdom-Dickinson et al. descreveram em cardiomidcitos de rato que uma exposi¢cdo ao
H,0, (100 uM bolus) promove um aumento rapido, observavel apds 10 minutos de exposi¢do,
dos niveis da proteina NrF2 (Purdom-Dickinson et al. 2007), sustentando por sintese de novo
da proteina, por um aumento da tradugdo. Os autores ndo observaram aumento da
transcricao ou estabilizacao da proteina. Concluiu-se ainda que a expansao dos niveis de NrF2
é dependente do cinase PI3 (do inglés Phosphoinositide 3 kinase). W. Li et al. identificaram
uma sequéncia IRES (do inglés internal ribossomal entry site) capaz de recrutar a subunidade
18S do ribossoma no mRNA que codifica para a proteina NrF2 humana. Descreveram ainda
gue a sequéncia IRES apresenta uma estrutura em forma de hairpin sensivel ao stress oxidativo
gue impede a sua interacgdo com o ribossoma em condi¢des basais. Observaram ainda que
uma exposi¢do a 200 uM de H,0, por 2 horas (por adigdo bolus) desfaz o hairpin e permite um
aumento da traducdo do mRNA que codifica para a proteina NrF2 (W. Li et al. 2010). Estas
observagoes sustentam a hipdtese defendida por Wenge Li et al. e, ao terem sido observadas
em células wild type, sem recurso a sobreexpressdo da proteina NrF2, aproximam-se das

condigdes fisioldgicas de activacdo do sistema NrF2/Keapl.
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Ainda se encontra descrito por Zheng Sun et al. e Kawai et al. a acetilacdo/deacetilacdo
da proteina NrF2 como método de regular a sua localizacdo celular, capacidade de ligacao ao
DNA e activacgdo transcricional (Z. Sun et al. 2009; Kawai et al. 2010).

Em suma, encontram-se descritos varios intervenientes e mecanismos de activacdo do
sistema NrF2/Keap1, havendo disparidade no que toca a condicdes necessarias para activacdo
do sistema. Contudo, os mecanismos apresentados ndo sdo mutuamente exclusivos, estando
descrita colaboracdo, por exemplo, entre a oxidacdo da cisteina 151 da proteina Keapl e a
fosforilagdo da serina 40 na proteina NrF2. A disparidade observada sugere que o sistema
NrF2/Keapl seja complexo no que toca ao(s) seu(s) modelo(s) moleculare(s) de activagdo.
Porém a mesma disparidade pode ser o resultado de estudos realizados em células de
natureza diferente diferentes e/ou promocdo da activacdo do sistema por compostos
diferentes.

Ainda é de realcar que o factor de transcricdo NrF2 apresenta um nivel de actividade
basal mesmo na auséncia de estimulos que sinalizem para a sua activagdo e,
consequentemente, para a expressdo dos genes a montante deste (Kwak & Kensler 2010; D. D.
Zhang 2010). Karapetian et al, relataram o movimento vaivém do complexo NrF2-Keap1l entre
o citosol e o nucleo (Karapetian et al. 2005) e ainda que a proteina ProTa (do inglés nuclear
oncoprotein prothymosin o) é capaz de impedir a associacdo da proteina Keapl a proteina
NrF2 no nucleo por competir com esta (NrF2) na ligacdo a proteina Keapl. A ProTa é uma
pequena proteina nuclear ubiqua e abundante, envolvida na proliferacdo e prevencdo da
apoptose e, neste caso, por estar presente em excesso em relagdo ao NrF2 no nucleo permite
qgue exista NrF2 sob a forma livre no ntcleo e, assim, expressdo basal dos genes a montante
deste (Karapetian et al. 2005). O nivel basal de actividade do sistema NrF2/Keapl pode ainda
ser explicado segundo o modelo proposto por Wenge Li et al.,, pela existéncia de um
reservatério de proteina NrF2 livre, que escapa a degradagdo proteossomal e sustenta os

niveis basais de actividade do sistema.

I.ILiii  Inactivacao

A inactivacdo do sistema NrF2/Keapl é necessaria para impedir os efeitos nefastos da
inducdo prolongada de proteinas citoprotectoras, como acima descrito. A proteina Keapl
guando presente no nucleo ao se ligar a proteina NrF2, promove a dissociacdo desta ultima
com o DNA e expde os residuos NES presentes na mesma proteina (NrF2). Isto indica que a
proteina Keapl é capaz de sequestrar o NrF2 para o citosol conduzindo assim a inactivacdo do

sistema NrF2-Keapl (Z. Sun et al. 2007). Ainda se encontra descrita a possibilidade de a
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proteina Keapl promover a degradacdo da proteina NrF2 directamente no nucleo (Niture et al.
2010; Z. Sun et al. 2007).

Um mecanismo sugerido para a inactiva¢do do sistema NrF2/Keap1l ¢é a sinalizacdo para a
exclusdo nuclear da proteina NrF2 por cascata de fosforilagbes. Uma exposicdo ao H,0,
promove a fosforilagdo da tirosina 216 da proteina GSK3 (do inglés Glycogen Synthase Kinase-
3) que por sua vez promove a fosforilacdo do Fyn na treonina 12. Este cinase (Fyn) vai migrar
para o nucleo e fosforilar a tirosina 568 da proteina NrF2. Esta fosforilagdo vai promover o
reconhecimento da sequéncia NESz, pela exportina Crm1 e, assim, sustentar a exclusdo
nuclear da proteina NrF2 (Jain & Jaiswal 2007; Rojo et al. 2008; Salazar et al. 2006; Brigelius-
Flohé & Flohé 2011).

A proteina NrF2 como apresentado na Figura |-3, apresenta multiplas sequéncias NLS e
NES que Ihe confere, e ao complexo NrF2-Keapl, uma capacidade de vaivém entre o citosol e o
nucleo. O processo de importagdo e exportacdo nuclear do NrF2 consiste hum mecanismo
adicional de regulacdo do sistema NrF2/Keapl que se encontra pouco elucidado. A presenca
de multiplas sequéncias NLS e NES quer no NrF2 como no Keapl e a possibilidade de a sua
actividade ser regulada por intermédio de mecanismos de oxidagdo/fosforilacdo sugere uma
interaccdo e equilibrio dinamico entre as diversas sequéncias no controlo da localiza¢do celular
da proteina.

Como ja referido, componentes do sistema proteossomal e a proteina Keapl apresentam
sequéncias ARE nas suas regides promotoras, o que sugere um mecanismo de retroacg¢ao
negativo como modelo de inactivacdo do sistema NrF2/Keapl (Karapetian et al. 2005; Jain et
al. 2005; Z. Sun et al. 2007; Giudice et al. 2010).

Ning e coloboradores ainda descreveram que doses de H,0, até 500 uM adicionadas
por bolus a células microvasculares do endotélio pulmonar conduzem a uma activagao do
sistema NrF2/Keapl enquanto doses maiores que 500 uM adicionadas por bolus conduzem a
uma diminuicdo da ligacdo da proteina NrF2 ao DNA e a sua exclusdo nuclear (Ning et al.
2010).

Em resumo, a elucidacdo do mecanismo de inactivagdo do sistema NrF2/Keap1 esta ainda
por definir, sendo que é importante o seu esclarecimento por forma a permitir, por exemplo, o

desenvolvimento de terapias anticancerigenas mais eficientes.

I.ILiv  Interac¢ao com outros factores de transcricao

Embora estejam descritos factores de transcricdo sensiveis ao nivel de ROS distintos para

células de origem distinta, o nivel de complexidade dos sistemas envolvendo estes factores de
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transcricdo é maior nas células eucariotas animais (Lushchak 2010). Nas células animais
encontram-se, até a data, descritos diversos sistemas de resposta ao stress oxidativo e
comecam a emergir evidéncias de uma regulacdao consertada, complementar e especializada
entre os diversos factores de transcricdo, capaz de diferenciar entre diversos niveis de stress
oxidativo e, assim, permitir uma resposta gradual (Figura I-2 b))(Lushchak, 2010).

Como esquematizado na Figura |-2 b) a niveis baixos de stress oxidativo domina a
resposta mediada pelo factor de transcricdo NrF2, enquanto a doses intermédias a resposta
mediada pelo factor NF-kB torna-se dominante (Lushchak 2010). Encontra-se descrito na
literatura que a subunidade p65 do factor de transcrigdo NF-kB, quando activa compete no
nucleo com a proteina NrF2 por parceiros que permitem uma ligagdo ao DNA e promove a
hipoacetilagdo da cromatina nas sequéncias ARE, inibindo assim a regulacdo da expressdo
génica via NrfF2 (G.-H. Liu et al. 2008). Posto que o fendmeno de adaptagdo ocorre
principalmente para doses regulatdrias e baixas (Figura I-2), um bom candidato a mediador da
resposta adaptativa em células animais é o factor de transcricdo NrF2. Reforga esta proposta a
observacdo por Leiser e Miller que a activacdo do factor de transcricdo NrF2 em células de
adenocarcinoma por exposi¢cao a arsenito culmina numa adaptagdo das mesmas ao H,0,,
entre outros compostos (Leiser & Miller 2010).

Ainda é de salientar que recentemente se observou, como ja referido, que o NrF2 é
igualmente responsdvel pela regulacdao de genes que codificam para proteinas importantes na
biossintese e metabolismos de acidos gordos e outros lipidos (Kitteringham et al. 2010). Esta
observacdo, aliada ao facto de ter sido reportado que a adaptagcdo em Saccharomyces
cerevisiae passa por alteracdes na composicdo em lipidos da membrana (Pedroso et al. 2009;
Folmer et al. 2008; Sousa-Lopes et al. 2004; Matias et al. 2007) reforca a proposta do factor de

transcricdo NrF2 como o mediador da adaptacdo em células eucariotas animais.

I.Illl Metodologias de exposicao a stress oxidativo induzido por H20,

Como referido, o H,0, sinaliza para processos fisioldgicos distintos consoante a sua
concentracgdo intracelular. Posto isto, a manutencdao de uma concentracdo de H,0, definida e
sustentada ao longo do ensaio é de importancia extrema. A exposicdo ao H,0, pode ser feita
através de trés metodologias diferentes: a) adicdo bolus, b) por glucose oxidase e c) por
titulacdo de H,0, em estado estaciondrio (Oliveira-Marques et al. 2009; F. Antunes & Cadenas

2001).
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a) EXPOSICAO AO H,0, PELO METODO DE ADICAO BOLUS

Esta metodologia constitui a abordagem tipica e mais empregue nos estudos da exposicao
a doses de H,0,. Sucintamente, a dose desejada de H,0, é adicionada unicamente no inicio do
ensaio e, a medida que o H,0, vai sendo consumido intracelularmente, a concentracdo deste
composto vai decrescendo. Para compensar esta diminuicdo, especialmente para ensaios de
maior tempo, recorre-se a doses iniciais elevadas (> 100 uM H,0;). Por o decréscimo da
concentracdo de H,0, depender do numero e tipo de células em ensaio, a concentracdo a um
dado instante da exposicdo é desconhecida, pelo que é impossivel inferir com rigor qual a

concentragao de H,0, responsavel pelas observag¢oes efectuadas.

b) EXPOSICAO A0 H,0, VIA GLUCOSE OXIDASE

Uma abordagem alternativa a adi¢do por bolus é a adigdo de glucose oxidase (Korn et al.
2001; Zmijewski et al. 2007). Este enzima oxida a glucose presente no meio de cultura a D-
Gluconolactona, produzindo continuamente H,0, ( Equagao I-1).

D — Glucose + 0, —» D — Gluconolactona + H,0,

Assim, enquanto a velocidade de formag¢do de H,0, for maior que a sua velocidade de
consumo pelas células, por efeitos cumulativos, a concentracdo de H,0, vai aumentando
progressivamente ao longo do tempo de ensaio. Posto isto, a concentragao de H,0, depende
do numero e tipo de células presente no ensaio e da quantidade de glucose oxidase
adicionada. A concentracao final de H,0, resulta do balango entre a velocidade de formacao
de H,0, pela glucose oxidase e a velocidade de consumo pelas células, pelo que depende do
tempo total de ensaio. Portanto, nesta abordagem, a concentracdo de H,0, a um dado
instante é desconhecida, pelo que é igualmente impossivel inferir com rigor qual a dose de

H,0, responsavel pelas observagdes efectuadas.

c) TITULAGCAO DO H,0, EM ESTADO ESTACIONARIO

Uma outra abordagem consiste em criar uma concentracdo de H,0, estacionaria para o
valor de interesse. Brevemente, é adicionada uma dose desejada de H,0; e, simultaneamente,
uma quantidade de glucose oxidase que compense o consumo de H,0, pelas células. Desta
forma, garante-se que a concentracdo de H,0, é virtualmente constante ao longo de todo o
ensaio (F. Antunes & Cadenas 2001). Esta metodologia distancia-se das abordadas
anteriormente por permitir exposicées a concentraces baixas de H,0, de forma controlada e
sustentada (estado estacionario), mimetizando assim os processos de sinalizacdo observados
in vivo. Devido a concentracdo de H,0, durante a exposicdo ser conhecida, esta metodologia

facilita estudos de dose vs efeito (Oliveira-Marques et al. 2009).
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[.IV  Objectivos

O modelo de activagdo do sistema NrF2/Keapl ainda ndo se encontra bem elucidado,
havendo inconsisténcia no que toca ao mecanismo de activacdao da proteina NrF2. A hipdtese
estabelecida na literatura é que uma activacdo do sistema NrF2/Keap1 passa pelo desassociar
do complexo NrF2-Keapl em resposta a estimulos indutores do sistema. Porém encontram-se
igualmente registadas observacdes que suportam a hipdétese Wenge Li et al., que afirma que
uma activacdo do sistema NrF2/Keap1l passa por uma ineficiente degradacio proteossomal da
proteina NrF2 que conduz a saturagdo da proteina Keapl e, consequentemente, a acumulagao
da proteina NrF2 por sintese de novo. Ainda é de salientar que a maioria dos estudos de
activacdo do NrF2 sdo realizados pela exposi¢cdo a farmacos e/ou concentracdes de H,0,
elevadas (~10° M), condi¢des que n3o mimetizam a sinalizacdo via H,0, observada in vivo (10
a 10° M) e por recurso a sobreexpressdo da proteina NrF2, frequentemente sob a forma de
proteina de fusdo com um TAG como o GFP ou o MYC . (Kwak & Kensler 2010; Leonarduzzi et
al. 2010; Ma 2010).

Este trabalho propde-se a elucidar o mecanismo e a cinética da activacdo do sistema
NrF2/Keapl em condi¢es que simulam as fisiolégicas — 12,5 uM H,0, em estado estacionario
e sem recurso a sobreexpressao da proteina NrF2. Ainda se tenciona delimitar a concentragdo
de H,0, que promove a activacdo do sistema NrF2/Keapl e testar a hipdtese de o sistema
NrF2/Keap1l participar no processo de adaptacdo ao stress oxidativo em células eucariotas e

elucidar quais as altera¢des na expressdo génica durante e apds o processo de adaptacgao.
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Il MATERIAIS E METODOS

II.I' Cultura Celular

Células Hela (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) foram cultivadas em meio RPMI
1640 suplementado com 10% (v/v) Soro Bovino Fetal (FBS, do inglés Fetal Bovine Serum), 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de Streptomicina e 2 mM de L-Glutamina, obtidos a partir da
Hyclone, Thermo Scientific, e suportadas numa estufa Snijders CO190TC-20 com atmosfera
himida, a372Ce 5 % (v/v) CO..

Manteve-se um stock de células em crescimento exponencial e em monocamadas
subconfluentes pela passagem sucessiva dos stocks a cada 2-3 dias. A cada 3-4 meses, por
forma a nao envelhecer a cultura, renovou-se o stock de células a partir de células quiescentes
preservadas em azoto liquido em FBS suplementado com 10% (v/v) DMSO.

As células foram semeadas 48 h antes da experiéncia a uma densidade que permitisse a
sua expansdo até a desejada (Quadro II-1). Para tal, calculou-se a concentragdo celular apds
tripsinizagdo do stock de células e centrifugacdo a 137 g por 5 minutos numa centrifuga de
bancada Hettich, pela contagem do nimero de células em microscépio de contraste de fase
(Olympus ck40). O meio de cultura das caixas foi renovado 1 hora antes de qualquer trabalho

experimental.

Quadro IlI-1- Valores exercidos para semear as caixas de cultura (Orange Scientific) utilizadas nos
trabalhos experimentais.

Caixa Densidade Celular Volume Meio Final
Inicial Final
100 mm didmetro 500 x 103 /caixa 1 X 10° /caixa 10 mL/caixa
6 Pogos 25 x 103 /poco 50 x 103 /poco 2 ml/pogo

Todas as manipulag¢des celulares foram feitas na esterilidade por recurso a uma cdmara de

fluxo laminar vertical Danlaf VFRS 1206.

I.1.i Hela como modelo Celular

As células Hela sdo de natureza epitelial humana, foram derivadas a partir de células de
adenocarcinoma cervical e apresentam um crescimento aderente sem inibicdo por contacto.

Constituem uma das linhas celulares mais primordiais e mais utilizadas na investigacao
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cientifica. Um dos trabalhos pioneiros realizado nestas linhas celulares foi o teste da vacina da
paliomilete em 1950. Desde entdo foram utilizadas numa pleiotropia de matérias, desde
estudos de estados patoldgicos, efeitos de toxicidade, mapeamento genético, estudo de
mecanismos de sinalizacdo, entre outros. Apresentam-se como um bom modelo de células
humanas por serem resistentes, simples de manipular e manter em laboratdrio e,
conservarem as principais vias de sinalizacdo intracelulares. Contudo, distanciam-se das células
humanas por serem de natureza tumoral e conterem um telomerase activo durante a

replicagdo e assim, ndo apresentarem limite de Hayflick (replicagdes).

1.1 Exposi¢dao a H,0,

1. Meétodo Estado Estacionario

O estado estacionario de H,0,- [H,0,] s - foi obtido pela adicdo da concentragdo desejada
de H,0, e simultaneamente de uma quantidade de glucose oxidase (E.C.1.1.3.4 - Aspergillus Niger,
Sigma-Aldrich — G.0.) que compense o consumo de H,0, pelas células e, assim, mantenha a
concentragdo deste composto constante ao longo do ensaio (F. Antunes & Cadenas 2001).

A concentrac¢do de H,0, foi determinada periodicamente retirando uma aliquota de 1 mL
do meio (repostos a quantidade de meio, H,0, e G.O. retirados) e medindo o oxigénio formado
em solucdo apds a adicdo de 10 uL de catalase (1,5 mg/mL — aproximadamente 15 U — E.C. 1.11.1.6 -
Figado Bovino, Sigma-Aldrich), recorrendo a um eléctrodo de oxigénio (Hansatech Instruments) acoplado
ao software Oxygraph2.1. O sinal obtido foi convertido em concentragao de H,0, através de
uma curva de calibracdo de concentra¢des de H,0, conhecidas (vide Preparac¢do da solugdo e
curva de calibragdo de H202), realizada nas mesmas condig¢des (F. Antunes & Cadenas 2001).

Apenas foram considerados ensaios cuja concentragdo de H,0, ndo tenha variado mais
que 20% do valor pretendido. No fim de cada ensaio, apds determinar-se a concentracdo de
perdxido como acima descrito, a exposi¢ao ao H,0, foi terminada pela substituicdo do meio de

cultura por 1 mL de PBS a 4°C.

Il.Il.i  Preparagao da solugdo e curva de calibragao de H,0,

A solucdo-m3ae de H,0, foi preparada pela diluicdo 1/1000 de Peridrol 30% H,0, (Merk) e a
sua concentracdo foi determinada espectrofotometricamente (g,40nm = 43,4 M~1cm~)(Noble &
Gibson 1970) por recurso a um espectrofotdmetro Camspec M350 Double Beam. As solugOes

padrdo da curva de calibragdo foram obtidas por diluicdo da solugdo-mae em agua destilada.
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Il.ILii  Método da adicdo bolus

A exposicao adicao bolus foi feita pela adicdo da dose de perdxido desejada ao meio de

cultura. O ensaio foi terminado pela substituicdo do meio de cultura por 1 mL PBS a 4¢C.

[1.11l Extraccdo Proteica Diferencial Citosol/Ndcleo

A extraccdo diferencial das proteinas do citosol/nucleo foi efectuada de acordo com o
método descrito por Roebuck et al. 1995. Por forma a prevenir a desnaturacdo e degradacgdo
proteica, o processo foi efectuado em gelo e todos os reagentes encontravam-se previamente
a4°cC.

As células crescidas numa caixa de cultura de 100 mm de diametro foram lavadas duas
vezes com solugdo tampao de fosfato salino (PBS - vide secgdo Composi¢do de Tampdes em
Anexo) e lisadas com 300 pL de solugdo tampéo de lise citosélica (vide sec¢do Composicdo de
TampGes em Anexo). O lisado foi transferido para tubos eppendorfs e as células
remanescentes na caixa foram colectadas com 100 pL de solugdo tampao de lise citosdlica.

Os extractos das proteinas citosdlicas foram obtidos apds centrifugagdo a 3000 g
durante 4 minutos a 49C. O sedimento foi lavado com 300 pL de solugdo tampao de lise
citosdlica, centrifugado a 3000 g durante 4 minutos a 42C e ressuspenso em 30 plL de solugdo
tampao de lise nuclear (vide sec¢do Composicdo de Tampdes em Anexo). As amostras foram
deixadas incubar 21 minutos em gelo, tendo-se agitado as mesmas 3 vezes, em intervalos de 7
minutos, nesse tempo com auxilio de um vortex Heidolph ReaxTop. Os extractos das proteinas
nucleares foram obtidos apds centrifugagdo a 10000 g por 15 minutos a 42C. As amostras
foram guardadas a -80°C. Todas as centrifuga¢cdes foram efectuadas numa centrifuga

refrigerada Sigma 4k10.

1.1V Extrac¢dao Proteica Total

A extraccdo proteica total foi efectuada de acordo com o método descrito por Luo et al.
2004. Por forma a prevenir a desnaturacdo e degradacdo proteica, o processo foi efectuado
em gelo e todos os reagentes encontravam-se previamente arrefecidos.

As células, apds serem lavadas duas vezes com solugdo PBS, foram lisadas com 400 uL de
solucdo tampado RIPA (vide seccdo Composicdo de Tampdes em Anexo). O lisado foi recolhido
para tubos eppendorf e as células remanescentes na caixa recolhidas com 100 uL de tampdo
RIPA. Apds 10 minutos de incubacdo a 42C, os extractos das proteinas totais foram obtidos por

centrifugacdo a 10000 g a 42C por 10 minutos.
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11.V Andlise Proteica por SDS-PAGE e Western Blotting

A anadlise por Western Blotting permite identificar especificamente uma proteina e
determinar a sua quantidade relativa. Nesta técnica uma mistura proteica é separada por SDS-
PAGE, transferida para uma membrana de nitrocelulose e, posteriormente, as proteinas de
interesse sdo detectadas por imunoreactividade. Esta técnica foi utilizada para determinar a

concentracgdo relativa das proteinas NrF2, Hemeoxigenase | (HO-1) e actina.

II.V.i Determinacdo da concentracao proteica

A concentragdo proteica das amostras foi determinada pelo método de Bradford (Bradford
1976), utilizando solugdes padrdo de BSA (Sigma-Aldrich) de concentragdo conhecida.

Preparou-se uma diluicdo das amostras a analisar de 1/20 e 1/40 para as frac¢Bes
citosdlicas/totais e nucleares, respectivamente, para um volume final de 100 pL. Aplicou-se 20
uL de cada diluigao e solugao padrdo, em triplicado, numa placa de 96 pocos. A cada pogo com
amostra aplicou-se 200 ulL de reagente de Bradford (Bio-Rad) diluido 1/5. Apds 10 min a incubar
a temperatura ambiente e 45 segundos de agitacdo, mediu-se a absorvéncia das amostras a

595 nm num leitor de microplacas Tecan Sunrise, acoplado ao software RdrOle4.

II.V.ii Electroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras, apds determinada a sua concentracdo proteica foram diluidas por forma a
aplicar-se a mesma quantidade proteica de cada amostra no gel. Analisou-se tipicamente cerca
de 50 pg de extracto proteico citosdlico, total ou nuclear.

As amostras proteicas, ap0s diluidas em solucdao tampao de amostra (Loading Buffer - Vide
sec¢cdo Composicao de Tampdes em Anexo) e desnaturadas a 902C por 5 min, foram separadas
por electroforese em gel de poliacrilamida num sistema vertical descontinuo com um gel de
resolugdo a 12,5% (m/v) e um gel de concentragdo a 5% (m/v) de [acrilamida/bisacrilamida
30:0,8% (m/v)], ambos com 1,5 mm de espessura, segundo as condi¢Ges expostas no quadro
Quadro 1l-2 e de acordo com as condig¢des descritas por Laemmli 1970 e na sec¢do “Preparacao
Geis Poliacrilamida”. A cada gel foi ainda adicionado em pelo menos um pogo uma mistura de
proteinas de massa molar conhecida (marcadores de massa molecular - NzyTechColour Protein

Marker II).
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Quadro 1lI-2- Condigbes de voltagem e amperagem praticadas nos protocolos de SDS-PAGE. Foram
utilizadas as fontes de tensdo BIO-RAD PAC200 e Amersham Pharmacia Biotech EPS601.

Sistema Amperagem Voltagem

Bio-Rad Mini-Proteanll 25 mA/gel Sem limite

Home-made 40 mA/gel 150 V/gel

[1.V.ii.i Preparacdo Geis Poliacrilamida

As solugbes de acrilamida foram preparadas de acordo com o descrito no Quadro II-3. A

polimerizagdo foi iniciada pela adigdo de TEMED e PSA 10% (m/v).

Quadro I-3 — Reagentes e respectivos volumes utilizados para a preparag¢do de 20 mL de gel de
resolucdo e 10 mL de gel de concentragdo. Volume de solugdo que permite preparar 2 géis para o
sistema Mini-Protean |l ou 1 gel para o sistema Home-Made. Composi¢do das solugdes em anexo na
sec¢ao Composicao de Tampdes.

12,5% (m/v) 5%(m/v)

Gel ~ ~
Resolugdo Concentragao

Acrilamida 30% (m/v)

bis-acrilamida 0,8%(m/v) S mt 1,7 mL
Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 4,96 mL 0,625 mL
SDS 10% (m/v) 0,2 mL 0,10 mL
ddH,0 6,8 mL 7,625 mL

TEMED 10 puL 10 pL

PSA 10% (m/v) 100 pL 100 pL

I1.V.iii Transferéncia

Apds terminada a separagdo por SDS-PAGE o gel de poliacrilamida e a membrana de
nitrocelulose (Protan, Schleicher & Schuell) foram equilibrados em solucdo tampdo de
transferéncia (vide sec¢do Composicdo de Tampdes em Anexo) por 30 minutos e transferiram-
se as proteinas do gel para membranas de nitrocelulose por semi-dry electroblotting, a
0,8mA/cm? de membrana a uma voltagem limitante de 25 V por uma hora, recorrendo a um

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad segundo o esquema representado na Figura Il-1.
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6 folhas de papel de filtro 3MM
: Gel de poliacrilamida
Membrana

6 folhas de papsl ds filtro 3MM

I, ..

Figura Il-1- Esquema da montagem do sistema de semi-dry electroblotting. O sistema é composto por
dois conjuntos de 6 tiras de papel 3MM (Whatman 3MM Chr) saturados em solugdo tampdo de
transferéncia que pressionam o gel de poliacrilamida e a membrana e, por servirem de condutor
eléctrico, fecham o circuito.

As membranas foram coradas com vermelho de Ponceau S (vide sec¢do Composi¢cdo de

TampGes em Anexo) para confirmar a uniformidade e eficiéncia da transferéncia.

I.V.iv Western blotting*

As membranas ap0ds digitalizadas foram lavadas brevemente em solugdo PBS para remover
a coloragdo por Ponceau S e foram bloqueadas 1 hora a temperatura ambiente com leite
magro em po (Molico Nestlé ®) a 5 % (m/v) em PBS sobre agitacdo orbital. As condi¢Bes de
incubacdo para os anticorpos utilizados foram optimizadas e encontram-se descritas no

Quadro I1-4.

Quadro IlI-4 Anticorpos Primarios e Secunddrios com respectivas diluigGes utilizadas para a detecgao
das proteinas de interesse por Western Blotting. Os anticorpos foram diluidos na solu¢do de bloqueio.

Proteina Primario Origem Diluicio Secundario’ Origem Diluicio
Anti-NrF2 R&D 383727 Murganho  1:600 Sc2005 Cabra  1:2000
Anti-Heme Enzo ADI-SPA-

Coelho 1:1000
Oxigenase | 89 Sc2004 Cabra 1:5000
Anti-Actina Ab8227 Coelho 1:10000

Sc - Santa Cruz Biotechnology; R&D -R&D System; Enzo- Enzo Life Sciences; Ab —abcam
*-conjugado com Peroxidase de Rabano

Todas as incubacgGes foram feitas a temperatura ambiente e sobre agitacdo orbital,
durante 2 horas para os anticorpos primarios e 1 hora para os anticorpos secundarios. As
membranas foram lavadas em solugdo de Tween-20 0,1 % (v/v) em PBS e em solugdo PBS 3
vezes por 15 minutos apds incubacdo com os anticorpos primarios e secundarios,
respectivamente.

A imunorreactividade foi detectada recorrendo ao kit ECL (Amersham Biosciences),

segundo instru¢des do fornecedor. Brevemente, as membranas foram incubadas 1 minuto na

! Protocolo adaptado a partir de Gershoni & Palade (Gershoni & Palade 1983).
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solucdo ECL e o sinal detectado pela exposicao a chapas auto-radiograficas (Amersham Hyperfilm
ECL System). Estas ultimas foram reveladas e fixas em revelador e fixador manual (Kodac),

respectivamente.
[1.V.iv.i Andlise dos filmes obtidos por Western Blotting

Os filmes foram digitalizados e a intensidade das bandas obtidas foi determinada
relativamente a banda controlo (extracto proteico de células que ndo foram expostas a
qualquer tratamento), por recurso ao software Imager. Por forma a corrigir diferencas na
qguantidade total de proteina aplicada em cada pogo do gel, utilizou-se como factor de
correc¢do a intensidade relativa da coloragdo com vermelho de Ponceau S da area respectiva a

cada pogo.

1.Vl Ensaios de Imunofluorescéncia

A localizagdo celular das proteinas NrF2 e actina foi determinada por microscopia de
imunofluorescéncia indirecta em células aderentes Hela cultivadas em lamelas de vidro,

conforme o descrito em RIGGS et al. 1958.

ILVI.i Preparacdao da montagem

Cultivaram-se lamelas de 22x22 mm em placas de 6 pogos segundo as condi¢des descritas
no capitulo “Cultura Celular”. As lamelas, apds a exposi¢ao ao H,0,, foram lavadas duas vezes
com 1 mL de solugdo PBS e as células fixas com 200 pL de paraformaldeido a 3,7 % (m/v) em
PBS por 10 minutos. De seguida, as mesmas foram lavadas duas vezes com 1 mL de solucdo
PBS por 5 minutos e permeabilizadas com 300 pL de Triton 0,1 % (v/v) em solucdo PBS por 2
minutos. Apds 2 lavagens de 5 minutos com 1 mL de solugdo PBS e uma lavagem com 1 mL de
Tween-20 0,1 % (v/v) em solugdo PBS as lamelas foram incubadas 30 minutos com BSA
(Calbiochem) 3 % (m/v) em PBS.

De seguida, as amostras foram incubadas com 40 pL de solugcdo de anticorpo primario
durante 1 hora e incubadas com 40 pL de solugdo de anticorpo secundario por 30 minutos,
segundo o protocolo descrito no Quadro II-5. Apds cada incubagdo as amostras foram lavadas
duas vezes com 1 mL de solugdo PBS por 5 minutos e depois uma vez com Tween-20 0,1 %

(v/v) em solugdo PBS.

2 Rasband, W.S (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland 1997
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Quadro II-5 — Anticorpos primarios e secundarios utilizados e respectivas dilui¢gdes utilizadas no
protocolo de imunofluorescéncia indirecta. As marcagdes duplas foram feitas por incubagdo
simultanea dos dois anticorpos.

Proteina Primario Diluicdo  Origem Secundario Diluicdo Origem Coloragao

IM Alexa 1/500 Cabra Verde

NrF2 Sc-722 1/75  Murganho —auor498
IM Alexa 1/500  Cabra Vermelha
Fluor 647

Actina IM Phaloidina 1/200 -- -- -- -- Vermelha

Sc - Santa Cruz Biotechnology; IM - Invitrogen Molecular Probes;

A seguir, os nucleos foram marcados com 40 pL de DAPI (4,6-diamidino-2-fenilidole, Sigma-
Aldrich) diluido 1/750 (v/v) em agua durante um minuto e as lamelas lavadas 1 vez com 1 mL de
solugdo PBS por 10 minutos. As lamelas foram montadas em laminas de vidro com 10 puL de
meio de montagem MOWIOL 4-88 (Calbiochem) suplementado com 2,5% (m/v) de DABCO (1,4-
diazabiciclo [2.2.2] octano - Sigma-Aldrich). Todos os procedimentos foram feitos 20-252C e

defendidos da luz.

Il.VI.ii Processamento das amostras
[1.VLii.i Captura de imagens

As amostras foram observadas num microscdpio de fluorescéncia Olympus Bx41, acoplado
a uma fonte Olympus U-RFL-T. As imagens representativas da prepara¢ao foram capturadas
com uma camara fotografica digital Olympus CAMEDIA C-4040 Zoom auxiliada por uma
objectiva Olympus C3040-ADV, acoplada a um adaptador Olympus U-CMADS3.

[1.VL.ii.ii Andlise das imagens

Os dados obtidos foram analisados por recurso ao software Imagel, auxiliado pelos
suplementos Color Profiler (nttp://rsbweb.nih.gov/ij/plugins/color-profiler.ntml) € Colocalization Colormap

( http.//sites.google.com/site/colocalizationcolormap/home ) .

a) ANALISE DO PERFIL DE FLUORESCENCIA

Primeiro, procedeu-se a montagem das imagens compostas pelos 3 canais (vermelho,
verde e azul — RGB), com auxilio do programa ImageJ e, seguidamente, tragou-se uma recta
transversal a célula que abranja tanto o citosol como o nucleo da mesma, como exemplificado
na Figura II-2. Por forma a minimizar a variagdo introduzida pela variabilidade da forma e do
tamanho do nucleo em relacdo ao citosol de célula para célula, teve-se o cuidado de tragar a

recta paralela ao eixo de maior diametro do nucleo. Teve-se ainda o cuidado de iniciar e
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finalizar a recta de perfil numa area desprovida de células por forma a obter-se uma medida

reprodutivel e fidedigna do valor do background da imagem.

Figura 11-2 - Exemplo da recta tragada transversalmente a célula utilizada para definir o perfil de
fluorescéncia da mesma. Neste exemplo apresenta-se a imagem que resulta da sobreposi¢cdo dos 3
canais capturados: a vermelho a proteina Actina, a verde a proteina NrF2 e a azul (DAPI) os nucleos.

De seguida, por intermédio do suplemento Color Profiler determinou-se o perfil da
intensidade de fluorescéncia para cada um dos canais presentes na imagem (vermelho, verde
e azul- RGB) (Figura 11-3). Os dados do perfil obtido foram guardados no formato txt para
futura analise através do script escrito em linguagem Python® apresentado em anexo (Script

em Python para andlise do perfil de imunofluorescéncia).

Wi Plot of C4 = | =] &R
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=
=
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List | Saue...| any...|

Figura I1-3 - Exemplo de perfil de intensidade de fluorescéncia para os canais vermelho, verde e azul
obtido a partir da célula exposta na Figura Il1-3.

A partir dos dados do perfil de fluorescéncia de cada célula e, por intermédio do script em
linguagem Python® (Script em Python para analise do perfil de imunofluorescéncia),
determinaram-se trés parametros para o canal que representa a proteina de interesse:
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Razdo da intensidade média de fluorescéncia no nucleo pela intensidade média de

fluorescéncia do citosol, obtido através da equacao:

Média Intensidade Fluorescéncia Nucleo

Y - — Equagdo I1-1;
Média Intensidade Fluorescéncia Citosol

Percentagem da fluorescéncia emitida pelo nucleo, dada pela equagao:

Y Fluorescéncia Nucleo

P - — Equagao I1-2;
Y Fluorescéncia Nucleo+), Fluorescéncia Citosol

Distancia ao nucleo que contém 50% da fluorescéncia total observada no citosol
(Figura I1-4). Este parametro indica, de forma indirecta, o nivel de heterogeneidade da
distribuicdo de fluorescéncia ao longo do citosol e, se esta Ultima é mais intensa a

distancia curtas ou longas do nucleo.

123 _ Perfil de Fluorescéncia
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 : : : :
0 10 20 30 d50% 49 50 60

Pixel

50% 50%

Intensidade Absoluta

citosol nucleo

Figura II-4 - Representac¢do grafica da distancia ao nucleo que contém 50 % da fluorescéncia
observada no citosol. Neste caso apresenta-se uma situagdo em que a distribuicdo da
fluorescéncia é heterogénea e mais intensa para distancias préximas do nucleo.

De salientar que a anadlise do perfil de intensidade de fluorescéncia por recurso ao script

em linguagem Python® apresenta as seguintes aproximacdes/limitacGes:

O background foi definido como a média da fluorescéncia dos primeiros e ultimos 15
pixeis do perfil;

O inicio do citosol da célula foi definido como o pixel a partir do qual a intensidade do
sinal obtido é maior que o valor obtido para o background — o analogo foi definido
para o fim do citosol;

Os limites fisicos do nucleo foram definidos como o ponto de inflexdo da derivada do

perfil de fluorescéncia para o canal azul — DAPI;
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o De importancia salientar que esta definicdo impde que o perfil adquirido para
cada célula apresente um componente do canal azul com um pico
correspondente a posicao do nucleo bem resolvido, como exposto na Figura Il-3;

e  Os perfis, por as imagens capturadas ndo terem origem num microscépio confocal,
apresentam a limitacdo de a intensidade obtida para a zona do nucleo conter
interferéncia da fluorescéncia proveniente da porcdo citosélica que se encontra na

mesma area da célula.

b) ANALISE DA COLOCALIZACAO

Para andlise da colocalizagao procedeu-se a montagem das imagens compostas pelos 3
canais (vermelho, verde e azul — RGB), com auxilio do programa ImageJ e, seguidamente, por
recurso ao suplemento colocalization colormap determinou-se a colocalizagdo entre o canal
vermelho e verde para cada pixel. Como descrito no site do suplemento
(http://sites.google.com/site/co/oca/izationco/ormap/home), é criada uma imagem contendo o mapa de
colocalizagdo pixel a pixel segundo uma escala colorida (Figura II-5 c). A escala distribui-se

entre a cor azul (auséncia de colocalizagdo) e a cor vermelha (colocolalizagdo perfeita).

Figura II-5- Imagem representativa de: captura do canal a)verde e b) vermelho para um campo
representativo da preparacgao total e c) mapa de colocalizagdo com escala;

[I.VIl Extraccdo RNA total

A extraccdo de RNA total foi efectuada com o kit MicroElute Total RNA (Ezna),
segundo as instru¢des do mesmo. As células foram lavadas duas vezes com PBS
anteriormente a lise com o kit. Os extractos de RNA total obtidos foram tratados com
DNase | para remover o DNA gendnico da solugdo. Este tratamento foi efectuado com o kit

DNase I, RNase Free da Fermentas Life Science, segundo instru¢des do fornecedor.
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[I.VIIl Electroforese em gel de agarose

As amostras de RNA foram diluidas em solucdo tampdo amostra de RNA (Vide seccdo
Composicdo de Tampdes em Anexo) e separadas por electroforese em gel de agasore a 1 %
(m/v) com Greensafe 2,5 x10° % (v/v) em solucdo tamp3o TAE (Vide secgio Composicdo de
TampGes em Anexo) num sistema horizontal Hoefer Scientific Instruments Model He33 a 80

mV.

I1.IX Analise Estatistica

A andlise geral e tratamento estatistico dos dados foram efectuados em Microsoft
Office Excel® v2010 e em Systat SigmaStat® v3.5. Para testar se a diferenca entre as
amostras tratadas em relagdo as amostras controlo era estatisticamente significativa

recorreu-se ao método de Holm-Sidak.

30



Resultados e Discussao

IIl RESULTADOS E DISCUSSAQ

[I1.I' Definicdo das condi¢bGes experimentais

O trabalho experimental da tese de mestrado, desenvolvido ao longo do ano, foi
executado apods a determinacao das condi¢Ges experimentais dptimas necessdrias a execugcao
do seu plano de tarefas, tendo sido o primeiro passo a escolha dos anticorpos mais adequados
a utilizar. Para tal, compararam-se os western blots obtidos com os anticorpos anti-NrF2 da
R&D systems e Santa Cruz Biotechnology (C20) em extractos citosolicos de células Hela (Figura
[1I-1). Para o anticorpo anti-NrF2 da R&D systems (Figura lll-1 a)) observou-se uma Unica banda
com uma migragao correspondente a aproximadamente a 65 kDa. Para o anticorpo da Santa
Cruz Biotechnology (C20) (Figura 1ll-1 b)) sdo observaveis pelo menos trés bandas bem
definidas com migragdes que correspondem a estruturas com uma massa molecular inferior a
65 kDa. Estas bandas podem resultar de uma reactividade cruzada uma vez que Piccirillo et al.
descreveram que o anticorpo anti-NrF2 C-20 da Santa Cruz Biotechnology apresenta
reactividade cruzada. Os mesmos autores ainda afirmal que a banda correspondente a
proteina NrF2 apresenta uma posicao relativa que ndo corresponde exactamente a sua massa
molecular e defendem que tal facto pode motivar a discrepancia nas observac¢des efectuadas
por recurso a este anticorpo (Piccirillo et al. 2009).

Tendo em conta que a massa molecular da proteina NrF2 é de 67,8 kDa optou-se por

utilizar o anticorpo da R&D systems nos estudos por western blot.

‘ l — 65kDa

R&D Sc

Figura lllI-1- Comparagdo dos western blots obtidos com os anticorpos anti-NrF2 da R&D systems (R&D)
e Santa Cruz Biotechnology (Sc) em extractos citosolicos de células Hela. As condi¢bes de ensaio
foram: para o anticorpo da R&D uma dilui¢cdo de 1/500 durante cerca de 18 h do anticorpo primario e
1 hora para uma diluicdo 1/2000 do anticorpo secundario sc2005; para o anticorpo da Santa Cruz
Biotechnology, uma diluicdo de 1/100 durante cerca de 18 h do anticorpo primario e 1h para uma
diluicdo 1/5000 do anticorpo secundario sc2004. Da observacgdo da figura conclui-se que os resultados
respectivos ao anticorpo anti-NrF2 C20 da Santa Cruz Biotechnology apresenta um numero maior de
bandas que os resultados respectivos ao anticorpo anti-NrF2 da R&D Systems.
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Contudo, com o anticorpo anti-NrF2 da R&D Systems foi ainda possivel observar em
determinados western blots anti-NrF2 obtidos com o anticorpo da R&D systems duas bandas
distintas com migracdes muito préximas entre si (Figura 111-2). Dada a velocidade de migracdo
das duas bandas ser proxima a 65kDa, a qual é proxima a massa molecular prevista para a
proteina NrF2, conclui-se que as bandas identificadas correspondiam a proteina referida.
Como as duas bandas se sobrepdem parcialmente entre si foi impossivel proceder a
guantificacdo independente das mesmas. A pequena diferenca na migracdo observada entre
as duas bandas sugere estas possam corresponder as isoformas da proteina NrF2. Porém nao
foi possivel descartar se correspondem a formas com uma modificagdo pds-transducional

diferente, como por exemplo, fosforilagao ou acetilagdo.

kDa

Figura Il1-2 Resultados obtidos por western blot de extractos proteicos citosélicos de células HelLa com
anticorpo anti-NrF2 da R&D Systems. No autoradriograma obtido sdo observaveis pelo menos duas
bandas com migracdes diferentes (assinaladas por intermédio de seta).

Nos extractos nucleares (Figura IlI-3 painel b)), observou-se a presenca de uma banda
com uma de migracdao que indica um produto com uma massa préxima dos 100 kDa. Esta
observacdo sugere que a banda identificada possa corresponder ao complexo NrF2-actina
descrito por Kang e colaboradores (K. W. Kang et al. 2002) ou as formas fosforiladas da
proteina NrF2 (98 e 118 kDa) descritas por Pi et al em células de neuroblastoma humano (Pi et

al. 2007).

mMDTT (Q 2 4 0 2 4
Actina NrF2

Figura IllI-3- Resultados obtidos por incubagdo simultdnea de uma mesma membrana com a) anti-
actina e b) anticorpo anti-Nrf2 em extractos nucleares controlo (sem tratamento). Foi ainda realizada
uma titulagdo da concentragdo de DTT (0, 2 e 4 mM) na solugdo tampao de lise utilizada no processo
de extracc¢do proteica. Em extractos nucleares de células HelLa é observdvel uma banda com uma
migracdo que sugere um produto com uma massa de 100 kDa.
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Para testar a hipotese de a banda observada corresponder ao complexo NrF2-Actina
efectuou-se a incubacdo da mesma membrana com anticorpo anti-NrF2 da R&D Systems e
com o anticorpo anti-actina (Figura IlI-3). Uma vez que Kang e colaboradores afirmam que o
complexo NrF2-Actina é induzido pela exposicio de células H4IIE a t-BHQ (tert-butil-
quinonona) e reportaram que o complexo é dissociado por recurso a uma concentracdo de DTT
superior na solucdo tampdo de lise (4mM DTT), ainda se procedeu a uma titulacdo da
concentracdo de DTT nas solugBes tampdo de lise utilizadas (0, 2 e 4 mM) durante as
extracgdes proteicas por forma a testar se o complexo era sensivel a concentra¢dao do agente
redutor referido.

Por ndo ser observavel uma banda com uma migra¢do que sugira um produto com
uma massa de 100 kDa na incubag¢do com o anticorpo anti-actina (Figura 1ll-3 a)) conclui-se que
o produto observado para uma mesma regidao de massa molecular com o anticorpo anti-NrF2
(Figura 111-3 b)) ndo deve corresponder a um complexo NrF2-actina. Reforga esta conclusdo nao
ter sido observada uma influéncia da concentracdo do agente redutor DTT praticada na
solucdo tampao de lise na intensidade da banda que sugere um produto com uma massa de
100 kDa. Esta observagdo sugere ainda a inexisténcia de uma ligacdo persulfureto entre duas
proteina hipotéticas que constituem a banda referida. Porém é de ressalvar que o anticorpo
utilizado para detectar a proteina actina pode ndo reconhecer a mesma em complexo com a
proteina NrF2. Tal facto poderia ser explicado pela associacdo do complexo ocultar ou alterar a
conformacdo do epitopo reconhecido pelo anticorpo anti-actina.

Como referido, Pi et al. descreveram a presenca de duas formas fosforiladas da
proteina NrF2 em células de neuroblastoma humano que apresentam uma migracdo menor
(98 e 118 kDa) em relagao a nao fosforilada (68 kDa) e predominantes no nucleo. Posto isto, é
possivel que a banda observada para uma migracdo aproximada de 100 kDa corresponda a
uma forma fosforilada da proteina NrF2. Contudo, como ndo foi testada tal hipdtese,

procedeu-se somente a quantificacdo da banda com uma migrag¢do préxima dos 65 kDa.

[11.11 Activacdo do Factor Transcricdo NrF2 pelo H,0, em células Hela

Para apurar qual o comportamento do factor de transcricdo NrF2 em resposta a um
estimulo oxidativo mediado pelo H,0, testou-se a sua activacdo em células Hela e
determinou-se o perfil dos seus niveis proteicos. Ainda se determinaram os niveis do enzima
hemeoxigenase | (HO-1), cuja expressdo génica é ampliada pela activacdo do sistema

NrF2/Keapl e é considerado como um controlo positivo da activagdo do mesmo.
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llLILi  Titulacdo da concentracdo de H,0, que promove a activacdo do sistema

NrF2/Keapl em células Hela — Exposi¢do por adi¢do bolus

De modo a delimitar a concentracao de H,0, que promove uma activacdo do sistema
NrF2/Keap1, considerando que a activacdo do sistema NrF2/Keapl passa por um aumento da
concentracdo da proteina NrF2 no compartimento nuclear, por translocacdo do citosol para o
nucleo, determinou-se a evolucdo temporal dos niveis das proteinas NrF2 e HO-1 nestes
compartimentos celulares.

Determinou-se a evolugdo temporal do sistema em resposta a uma exposi¢ao por 10,
20 e 30 minutos para 50, 100, 200 e 400 uM de H,0, finais por adicdo bolus nos niveis
citosélicos e nucleares da proteina NrF2 e citosdlicos do enzima HO-1 por western blot (Figura
11-4).

Da analise da Figura IlI-5 observa-se para os niveis nucleares da proteina NrF2 um
aumento estatisticamente significativo para uma exposi¢dao de 30 minutos a 50 uM de H,0,; e
uma exposicao por 20 e 30 minutos a 100 uM de H,0,. Para as restantes condig¢Ges
experimentais ndo foi observdvel uma diferenca estatisticamente significativa em relagdo a
condigdo controlo. Esta observagao sugere que uma exposicdo a uma dose superior conduz a
uma activacdo do sistema NrF2/Keapl mais precoce. No entanto, para doses muito elevadas
(200 e 400 uM) ndo se observou o aumento do NrF2 no nucleo, indicando que a activa¢do de
Nrf2 se farda numa gama de concentra¢des de H202 relativamente estreita.

— 100kDa
— 65kDa

—— 30kDa

C 10 20 30 10 20 30 C 10 20 30 10 20 30
200 uM (min) 400 pM (min) 200 uM (min) 400 puM (min)
Citosol Ntucleo

Figura Ill-4 — Exemplo de resultados obtidos por western blot para as exposi¢cdes por adi¢do bolus.
Incubacdo de extractos citosélicos com a) anticorpo anti-NrF2 da R&D Systems, b) anticorpo anti-
hemeoxigenase 1 e c) de amostras extractos nucleares com anticorpo anti-NrF2 da R&D Systems. As
amostras foram expostas por 10, 20 e 30 minutos a 200 uM e 400 uM H,0,. Coloragdo das membranas
com amostras d) citosélica e e) nuclear com vermelho de Ponceau S que demonstram uma aplicacdo
equitativa das amostras nos pogos.
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Figura II1-5 — Representac¢do grafica dos niveis a) citosdlicos e b) nucleares da proteina NrF2 e c)
citosdlicos da proteina hemeoxigenase | determinados por western blot a doses bolus de (¢) 50, (m)
100, (A) 200 e (Xx) 400 uM. Os valores apresentados correspondem a média de pelo menos 3
replicados e as barras de erro ao desvio padrdo populacional dos replicados analisados. *- Valores
estatisticamente diferentes do valor controlo respectivo segundo o método de Holm-Sidak.
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Para os niveis citosdlicos da proteina NrF2 apenas foi observado um aumento
estaticamente significativo para uma exposicao de 10 minutos 100 uM. Porém, o significado
bioldgico destas diferencas nao é claro, pois doses de 50 e 400 uM de H202 promovem uma
ligeira diminuicdo dos niveis citosélicos da proteina NrF2 apds 10 minutos de exposicdo. De
salientar que as diferencas observadas foram de baixa intensidade podendo concluir-se que,
de um modo geral, ndo foram encontradas variacdes biologicamente relevantes nos niveis
citoséicos da proteina Nrf2.

Os niveis citosdlicos do enzima hemeoxigenase | nao foram significativamente alterados na
maioria das condigdes experimentais testadas. Porém, foram observadas diferengas
estatisticamente significativas para uma exposi¢dao por 10 minutos a 50 uM de H,0, e por 30
minutos a 400 pM de H,0,. A semelhanca do descrito para o factor de transcrigio NrF2, as
diferengas observadas sdao de baixa intensidade e os niveis proteicos do HO-1 na sua
generalidade sdo idénticos aos da condi¢do controlo, o que torna dificil atribuir um significado
biolégico as diferengas observadas.

A observacdo de ndo ocorrer variagdo dos niveis da proteina hemeoxigenase | nas
condigBes ensaiadas poderd ser explicada pelo facto de sé se ter observado os niveis da
mesma até aos 30 min e, ndo ter havido tempo para que os niveis proticos de HO-1
aumentassem em resposta a activacdo do sistema NrF2/Keapl. Este assunto voltara a ser
analisado no ponto IlL1Lii.

Para uma andlise mais detalhada do efeito da concentacdo do H,0, na activagdo do
sistema NrF2/Keapl e, dada a resposta rdpida do NrF2, sujeitaram-se as células a adicGes

bolus de H,0; entre 12,5 uM e 400 UM de H202 para um tempo de 15 min (Figura I11-6).
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Figura Il1-6 — Representacdo grafica dos niveis (#) citosdlicos e (m) nucleares da protéina NrF2 e (A)
citosdlicos da proteina hemeoxigenase | apds exposicdao por 15 minutos a: 12,5, 25, 50, 100, 200 e 400
UM H,0, finais por adi¢gdo bolus determinados por western blot. Os valores apresentados
correspondem a média de pelo menos 3 replicados e as barras de erro ao desvio padrao populacional
dos replicados analisados. *- Valores estatisticamente diferentes do valor controlo respectivo
segundo o método de Holm-Sidak.

A Figura IlI-6 torna muito perceptivel que activacdo do sistema NrF2/Keapl, medida
através dos niveis nucleares da proteina NrF2, ocorre numa gama de concentragées de H,0,
muito estreita, entre 50 e 100 pM. Confirma-se também a auséncia de variagdes dos niveis
citosodlicos das proteinas NrF2 e HO-1. De salientar que a auséncia de activacdo do sistema
NrF2/Keapl para concentracdes mais elevadas de H,0, ja tinha sido observada. Ning e
coloboradores descreveram que doses de H,0, até 500 pM adicionadas por bolus em células
endoteliais pulmonares conduzem a uma activagdo do sistema NrF2/Keapl enquanto doses
maiores que 500 uM adicionadas por bolus conduzem a uma diminui¢do da ligacdo da proteina
NrF2 ao DNA e a sua exclusdo nuclear (Ning et al. 2010). As diferencas nos valores de H,0, que
promovem uma activagdo do sistema NrF2 podem ser motivadas por os estudos serem
efectuados em células de natureza distinta.

Para complementar a andlise feita for western blot, determinou-se por
imunofluorescéncia indirecta a localiza¢do celular da proteina NrF2. Na Figura Ill 6 encontram-
se imagens representativas das capturadas para cada uma das condi¢cbes experimentais
ensaiadas. Da observagdo das imagens obtidas para a condicdo controlo (auséncia de
exposicdo a stress oxidativo) é possivel concluir que a proteina NrF2 em condi¢Ges basais

encontra-se preferencialmente no nucleo, apresentando uma intensidade de fluorescéncia
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baixa no citosol. Piciirillo et al. observaram igualmente uma maior intensidade de fluorescéncia
da proteina NrF2 no nucleo em células de adenocarcinoma gdstrico em condi¢cdes controlo
(Piccirillo et al. 2009). Esta observacdo confirma que em condi¢cdes basais (auséncia de
exposicdo a stress oxidativo) a proteina NrF2 apresenta niveis citosdlicos baixos. A maior
intensidade de fluorescéncia no nucleo em relagdo ao citosol pode ser justificada por existir
uma pool da proteina NrF2 no nucleo para assegurar a actividade basal do sistema
NrF2/Keapl.

A analise das imagens capturadas para condi¢des experimentais de exposicao a doses de
H,0, é de dificil interpretacao, pelo que torna subjectivo concluir que existem diferencas entre
as diversas condi¢Oes experimentais e a condi¢do controlo. Posto isto, determinaram-se trés
pardmetros: a) razdo entre a média da intensidade da fluorescéncia emitida pelo ntcleo e a
média da intensidade de fluorescéncia emitida pelo citosol; b) Percentagem da fluorescéncia
total obtida que é emita a partir do nucleo; c) distancia ao nucleo que contém 50% da
fluorescéncia total observada no citosol.

Os parametros a) e b) permitem determinar em que compartimento celular a proteina
NrF2 é mais abundante enquanto o parametro c), como referido nos materiais e métodos,
permite determinar de forma indirecta a heterogeneidade da distribui¢ao da proteina NrF2 no
citosol e, se esta se localiza preferencialmente a distancia curtas ou longas da membrana

nuclear.
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Figura Ill-7 - Imagens representativas das capturadas por imunofluorescéncia indirecta para analise
dos fendtipos resultantes das exposi¢des por adigdo bolus de 50 uM de H,0, por 10 e 30 minutos e
100 uM de H,0, por 10, 20 e 30 minutos. A proteina NrF2 encontra-se marcada pelo anticorpo da
Santa Cruz Biotechnology (verde) e os nucleos pelo DAPI (azul). A sobreposicdao das dos canais verde e
azul permite identificar a regido da célula que corresponde ao nucleo na imagem que corresponde a
marcac¢do da proteina NrF2.

Para o parametro a) razdo entre a média da intensidade da fluorescéncia emitida pelo
nucleo e a média da intensidade de fluorescéncia emitida pelo citosol observou-se que para as

condigdes experimentais testadas (50 uM de H,0, 10 e 30 minutos e 100 uM H,0, 10, 20 e 30
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minutos) os valores eram menores que o observado para a condi¢do controlo (Figura IlI-8). A
diferenca observada em todas as condicOes experimentais é estatisticamente significativa,
segundo o método de comparacdo multipla de Holm-Sidak. Para o parametro b) percentagem
da fluorescéncia total que é emitida a partir do nucleo, observou-se igualmente uma
diminuicdo do valor obtido com a exposicdo as condi¢des mencionadas (Figura 111-8). Embora o
perfil das diferencas para o pardmetro b) seja semelhante ao perfil obtido para o parametro a),
as diferencas observadas sdo no geral de menor amplitude para o parametro b) (ver Quadro
I1I-1), sendo que a diferenca observada para os 10 minutos de exposi¢do a 50 uM de H,0, ndo
é estatisticamente significativa segundo o método de Holm-Sidak.

A diminui¢do do valor dos pardmetros a) e b) para as condigdes experimentais indica que
uma exposi¢dao ao H,0, conduz a um favorecimento da localizagao citosélica para a proteina
Nrf2. Contudo por western blot para uma exposi¢do a 100 e 200 uM de H,0, por adi¢do bolus
(Figura 11I-5) para intervalos de tempo iguais ndo foi observavel um aumento dos niveis
citosdlicos da proteina Nrf2, apenas dos niveis nucleares da mesma proteina para uma
exposi¢cdo por 30 minutos a 100 uM e 20 e 30 minutos a 200 uM de H,0,. A disparidade das
observagoes pode ser devida a terem sido utilizados anticorpos diferentes para a detec¢do por
western blot e imunofluorescéncia indirecta.

Como referido, Piccirillo et al. descrevem que o anticorpo anti-NrF2 C-20 da Santa Cruz
Biotechnology apresenta reactividade cruzada a qual pode estar no cerne da discrepancia das

observacoes efectuadas por recurso a este anticorpo (Piccirillo et al. 2009).
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Figura I11-8- Representacdo grafica dos parametros determinados para andlise das imagens capturadas
a partir da imunofluorescéncia indirecta da proteina NrF2: a) Razdo entre a média da intensidade da
fluorescéncia emitida pelo nucleo e a média da intensidade de fluorescéncia emitida pelo citosol; b)
Percentagem da fluorescéncia total obtida que é emita a partir do ndcleo; apds exposicdo a (¢) 50 uM
e (m) 100 pM de H,0, por adi¢do bolus. A média e desvio padrdo expostos resultam da andlise
independente de pelo menos 100 células diferentes para cada condicdo experimental. *- Valores
estatisticamente diferentes do valor controlo respectivo segundo o método de Holm-Sidak. A
metodologia da analise encontra-se descrita nos materiais e métodos e foi executada por recurso a
um script escrito em linguagem Python® (Script em Python para analise do perfil de
imunofluorescéncia).

Quadro IllI-1 — Valores da variagdo média observada para os parametros a) razdo entre a média da
intensidade da fluorescéncia emitida pelo nucleo e a média da intensidade de fluorescéncia emitida
pelo citosol e b) percentagem da fluorescéncia total obtida que é emita a partir do nucleo
normalizados em relagdo a condi¢do controlo respectiva.

Condicdo experimental Razdo Citosol/Nicleo Percentagem Nucleo

Controlo 1 1
50 uM H,0, 10 min 0,927 0,980
50 uM H,0, 30 min 0,856 0,960
100 pM H,0, 10 min 0,734 0,915
100 pM H,0, 20 min 0,659 0,888
100 pM H,0, 30 min 0,754 0,891
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Para o parametro c) distancia ao nucleo que contém 50% da fluorescéncia observada no
citosol (Figura IlI-9), obteve-se uma diminuicdo do valor médio para todas as condicGes
experimentais em relagao a condi¢do controlo. Porém, apenas para as exposi¢ées a 100 uM de
H,O0, estas apresentavam significado estatistico. Este acontecimento sugere que uma
exposicdo a stress oxidativo conduz a uma localizacdo preferencial desta na proximidade do
nucleo, o que por sua vez, sugere que ocorra translocacdo citosol-nucleo da proteina NrF2.
Esta observacdo é concordante com a de Piccirillo et al. que descrevem uma localizacdo

perinuclear da proteina NrF2 (Piccirillo et al. 2009).
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Figura 111-9 Representagdo grafica do parametro determinado para analise das imagens capturadas a
partir da imunofluorescéncia indirecta da proteina NrF2 c) Distancia ao nucleo que contém 50% da
fluorescéncia total observada no citosol para uma exposi¢cdo a (¢) 50 uM e (m) 100uM de H,0, por
adicdo bolus. A média e desvio padrdao expostos resultam da andlise independente de pelo menos 100
células diferentes para cada condicdo experimental. *- Valores estatisticamente diferentes do valor
controlo respectivo segundo o método de Holm-Sidak.

Em suma, foi observado um aumento de cerca de 3 vezes dos niveis nucleares da proteina
NrF2 para exposi¢des por adicdo bolus para 50 e 100 uM de H,0, finais dos dados obtidos por
western blot enquanto o mesmo nao foi observével para doses de 200 e 400 uM. Tal sugere
que adices bolus entre 50 e 100 uM de H,0, culminem numa activacdo do sistema
NrF2/Keapl. De salientar que no entanto os dados obtidos por imunfluorescéncia indirecta
sugerem um aumento da proteina NrF2 no citosol para uma exposi¢do por adi¢do bolus para
50 e 100 puM. A discrepancia entre as duas técnicas pode ser devida, como referido, a
utilizacdo de anticorpos distintos em cada uma das metodologias. Como nao foi observavel um
aumento dos niveis citosoélicos da proteina HO-1 ndo é possivel descartar a hipotese de o

aumento dos niveis nucleares da proteina NrF2 ndo culminarem numa activacdo do sistema.
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[1.11.i.i Complexo nuclear NrF2-Actina e Colocalizacdo entre a proteina NrF2 e a
proteina actina

Como mencionado anteriormente, encontra-se descrito na literatura a colocalizacdo entre
a proteina NrF2 e a proteina F-actina que constitui os filamentos do citoesqueleto (Giudice et
al. 2010; K. W. Kang et al. 2002; Martin et al. 2004, Piccirillo et al. 2009; Brigelius-Flohé & Flohé
2011). Kang e colaboradores reportaram a presenca de um complexo NrF2/actina com 100 kDa
no nucleo de células H4IIE apds exposi¢do a t-BHQ (do inglés tert-Butylhydroquinone)(K. W.
Kang et al. 2002) e Piccirillo et al. descreveram em células de adenocarcinoma géstrico a
sobreposicao da translocagao das proteinas NrF2 e F-actina e sugerem que a translocagdo da
proteina NrF2 para o nlcleo requeira um arranjo dos filamentos de actina (Piccirillo et al.
2009).

Observou-se por western blot (Figura IlI-3 b)) em extractos proteicos nucleares de células
Hela a presenca de uma banda com uma migracdo que sugere um produto com uma massa
proxima dos 100 kDa. No entanto nao foi possivel concluir por western blot se a banda
observada correspondia ao complexo NrF2-Actina descrito por Kang e colaboradores.

Posto isto, testou-se a possibilidade de ocorrer a formagao de um complexo NrF2-actina e
de o mesmo ser induzido por exposicdo das células Hela a uma dose de H,0, por
imunofluorescéncia indirecta. Para tal testou-se a hipdtese de as proteinas NrF2 e actina
colocalizarem em condig¢des controlo e apds uma exposicao de 10 e 30 minutos a 50 uM e de

10, 20 e 30 minutos a 100 uM de H,0, final (Figura 111-10).
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Figura I11-10 Imagens representativas das capturadas para a analise da colocalizagdo da proteina NrF2
(verde) com a proteina actina (vermelho) apds exposi¢cdo por 10 e 30 minutos a 50 uM e de 10, 20 e
30 minutos a 100 pM de H,0,. A azul encontra-se marcado os nucleos (DAPI). Mostrada sobreposi¢do
dos canais vermelho, verde e azul (R+G+B) e dos canais verde e vermelho (R+G). Ainda se apresenta a
imagem da colocalizagdo entre os canais verde e vermelho segundo o script Colocalization Colormap
descrito nos materiais e métodos, com uma escala que se distribui entre a cor azul (auséncia de
colocalizagdo) e a cor vermelha (colocolalizagdo perfeita).

A sobreposicdo da emissdo verde e vermelha da origem a cor amarela, pelo que locais
em que a proteina NrF2 e a proteina actina se encontrem fisicamente préoximas emitiriam uma
cor amarela. A sobreposicdo parcial das duas cores origina uma cor alaranjada. Posto isto,
concluiu-se pela andlise visual da imagem da sobreposicdo dos canais verde e vermelho (R+G)
gue ndo ocorre localizagdo entre as duas proteinas quer para a condi¢do controlo, quer para as
condi¢Bes experimentais ensaiadas. Porém é de referir que as células apresentam uma
coloragdo alaranjada global na imagem da sobreposi¢do dos canais vermelho e verde, o que
sugere que a possibilidade de haver colocalizagdo parcial entre as duas proteinas. Assim, a

colocalizacdo dos dois canais foi testada por recurso ao script Colocalization Colormap, como
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descrito na seccao materiais e métodos. O mapa de colocalizacao resultante confirma que nao
existe sobreposicao dos dois canais e, consequentemente, colocaliza¢cdo das duas proteinas.

De salientar que os nucleos de algumas das células apresentam, como demonstrado na
Figura 11l-10, locais de sobreposicdo parcial (cor amarela no mapa de colocalizacdo) e
sobreposicdo total (cor vermelha no mapa de colocalizacdo). Embora esta observagdo sugira
uma colocalizacdo entre as duas proteinas no nucleo, confirmando a possibilidade da
formacdo de um complexo NrF2-actina no nucleo, como descrito por Kang e colaboradores, é
de salientar que o resultado pode ndo ser significativo. Tal deve-se ao facto de a imagem
obtida para o canal verde apresentar a possibilidade de estar contaminada com emissao
vermelha, proveniente neste caso da proteina actina (Figura IllI-11). Isto pode resultar num
resultado falso positivo na sobreposicao dos canais verdes e vermelho, criando um artefacto

no que toca a colocalizagdo das duas proteinas (Figura Ill-12).
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Figura I11-11 — O split das imagens obtidas por imunofluorescéncia indirecta para os canais verdes e
vermelho por recurso ao software Imagel) demonstram a contamina¢dao do canal verde com
imunofluorescéncia vermelha. No painel superior encontra-se da esquerda para a direita a imagem
representativa da captura do canal verde por imunofluorescéncia, o split com a coloragdo verde e o
split com a coloracdo vermelha presente na mesma imagem. No painel inferior encontra-se uma
construgdo igual para uma imagem representativa do canal vermelho capturado por
imunofluorescéncia.
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Figura I11-12 A comparag¢do visual e o mapa de colocalizagdo obtido para as imagens respeitantes ao
split vermelho dos canais verde e vermelho capturados por imunofluorescéncia (Figura 111-11)
demonstram a contaminagdao do canal verde com imunofluorescéncia vermelha e, que esta resulta
num resultado falso positivo para o teste de colocalizagdo. Escala de colocalizagdao como descrita na
Figura Il1-10

Em suma, é impossivel concluir através dos dados de imunofluorescéncia obtidos sobre a
presenga de um complexo NrF2-Actina, porém os dados obtidos por western blot sugerem que

este ndo exista em células Hela.

lIIILii  Cinética da activacdo do sistema NrF2/Keapl por exposicdo em estado

estacionario a 12,5uM H,0, final — incubagdo até 6 horas

Como descrito, a exposicdo com estados estaciondrios de H,0, representa uma
metodologia que permite um melhor controlo sobre a incubagdo com o H,0,; e representa um
método mais fisioldgico de exposicdo de células ao H,0,. Deste modo, procedeu-se a
exposicdo de células Hela a um estado estacionario de 12,5 uM e determinaram-se as
concentragdes relativas da proteina NrF2 no citosol e nucleo e a concentragdo relativa da
proteina HO-1 no citosol por western blot (Figura I11-13). Esta concentra¢do de H,0, modula o
sistema do NF-kB (de Oliveira-Marques et al. 2007) e, é também uma concentragdo que induz
o fendmeno da adaptacdo em células Hela (Gracio 2011).

Da analise da Figura IlI-14 salienta-se o facto dos niveis citosélicos da proteina NrF2
apresentarem um aumento substancial (aproximadamente 55%) para os primeiros 15 minutos
de exposicdo seguida de uma diminuicdo para niveis controlo que se conservam a partir das 2
horas de exposi¢cdo. Observou-se, simultaneamente a diminuicdo dos niveis citosélicos da
proteina NrF2, um aumento progressivo da média dos niveis nucleares da proteina NrF2 de
valores menores para maiores que os observados para o controlo. Aos 120 minutos os niveis

nucleares da proteina NrF2 atingem um valor maximo com um aumento de aproximadamente
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de 33% em relacdo ao controlo. Estas observagdes sugerem que ocorra uma rapida sintese da
proteina NrF2, seguida de uma translocacdo da proteina NrF2 do citosol para o nucleo e,
assim, uma activacdo do sistema NrF2/Keap1l. De seguida os niveis nucleares da proteina NrF2

diminuem e mantém-se até as 6 horas de exposi¢ao valores menores que os observados na

) — 100kDa
—— 65kDa

condigdo controlo.

—— 30kDa
e)
C 5 15 30 60 120 C 5 15 30 60 120
Minutos exposi¢do Minutos exposi¢do
Citosol Nucleo
Figura 111-13- Exemplo de resultados obtidos por western blot para as exposicdes em estado

estaciondrio a 12,5 uM de H,0,. Incubacdo de extractos citosélicos com a) anticorpo anti-NrF2 da R&D
Systems, b) anticorpo anti-Hemeoxigenase 1 e c) de amostras extractos nucleares com anticorpo anti-
NrF2 da R&D Systems). As amostras foram expostas por 10, 20 e 30 minutos a 200 uM e 400 uM H,O0,.
Coloragdo das membranas com amostras d) citosdlica e e) nuclear com vermelho de Ponceau S que
demonstram uma aplicacdo equitativa das amostras nos pogos.
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Figura 1ll-14 Representacdo grafica dos niveis (¢) citosdlicos e (m) nucleares da proteina NrF2 e (A)
citosélicos da proteina hemeoxigenase | apds exposi¢cdo a um estado estacionario de 12,5 uM H,0,,
determinados por western blot. Os valores apresentados correspondem a média de pelo menos 3
replicados e as barras de erro ao desvio padrdo populacional dos replicados analisados. *- Valores
estatisticamente diferentes do valor controlo respectivo segundo o método de Ho/m-Sidak.
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Tal evidencia uma eliminacdo da proteina NrF2 do compartimento nuclear, o que sugere
que apds uma exposicdo prolongada ao H,0, ocorre uma inactivacdo do sistema NrF2/Keap1.
Esta exclusdao da proteina NrF2 do nucleo, tal como referido na introducdo tedrica, pode ser
suportada pelo restaurar e/ou aumento da degradacdo proteossomal da proteina NrF2
mediada pela proteina Keapl e/ou pela sinalizacdo por cascata de fosforilagdes iniciada pela
proteina GSK3. O gene que codifica para a proteina Keapl ao apresentar uma sequéncia ARE é
regulado pela proteina NrF2, o que cria um mecanismo de retroaccdo negativa que é
responsavel pela inactivagdo do sistema NrF2/Keapl. Este evento é importante para prevenir
os efeitos nefastos de uma activagdo prolongada do sistema NrF2/Keapl (Kwak & Kensler
2010; D. D. Zhang 2010).

Para o nivel médio da proteina hemeoxigenase 1 observa-se um aumento progressivo
desde os 15 minutos até aos 120 minutos de exposi¢do (aproximadamente 60% em relagdo a
condigdo controlo) que se conserva até as 6 horas de exposicdo. A diferenga observada
apresenta significado estatistico para periodos de exposi¢ao superior a 1 hora, o que suporta a
hipodtese desta proteina necessitar de um tempo relativamente longo para ser expressa. Posto
isto, concluiu-se que a proteina HO-1 ndo se apresenta como um bom indicador da actividade
do sistema NrF2/Keap1 em células Hela.

Embora o enzima hemeoxigenase | seja considerado, por padrdo, um indicador do nivel da
actividade do factor de transcricdo NrF2, sendo inclusive em muitos estudos utilizado como
controlo positivo da presenca de actividade do sistema Nrf2/Keap1, neste caso o aumento dos
niveis proteicos de HO-1 aparentam ser prematuros em relacdo a activacdo do sistema
NrF2/Keap1l.

Segundo os niveis nucleares da proteina NrF2, apenas existe uma translocac¢do da proteina
NrF2 para o nucleo estatisticamente significativa a partir das duas horas de exposicdo. Como é
expectavel um aumento dos niveis ds protéina NrF2 no nucleo previamente a uma ac¢do de
regulacdo da expressdo génica via NrF2, este encadeamento de observagGes sugere que o
incremento dos niveis do enzima HO-1 ndo seja mediado pelo NrF2, pelo menos para tempos
curtos de exposigao.

Contudo ndo se pode excluir a hipdtese de ocorrer activacdo do sistema NrF2/Keapl
previamente ao aumento dos niveis nucleares da proteina NrF2 as duas horas de exposicdo.
Tal poderia ser explicado por a tempos curtos de exposi¢do a 12,5 uM de H,0, em estado
estacionario ocorrer a conversao da proteina NrF2 presente no nucleo numa forma activa do
ponto de vista transcricional e, portanto, capaz de regular a expressdao génica. Como ja

referido Pi et al. descrevem a presenca de 3 isoformas da proteina NrF2 no nucleo com
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propriedades de migracdo diferentes e afirmam que somente a forma fosforilada com 98 kDa
apresenta capacidade de regular a expressao génica em células de neuroblastoma.

De salientar que apdés o maximo dos niveis da proteina NrF2 no nucleo (120 minutos)
ocorre a estabilizacdo dos niveis da proteina HO-1. Esta observacdo pode estar relacionada
com um tempo elevado de semi-vida do enzima hemeoxigenase |. Este apresenta um tempo
de semi-vida de 6 horas em células renais (Pimstone et al. 1971) e de 15 horas em células
embrionarias de figado de pinto apds tratamento com heme (Srivastava et al. 1993) e em
hepatdcitos apds exposicdo a iGes metalicos (Sardana et al. 1982).

Em suma, os perfis proteicos obtidos mostram uma activagdo do sistema NrF2 para as
condigOes testadas neste ensaio (12,5 pM H,0, por exposicdo em estado estacionario). No
entanto, ndo é clara a correlagao entre o nivel nuclear da proteina NrF2 e o nivel do enzima
hemeoxigenase .

Para uma andlise mais detalhada do efeito da concentra¢do de H,0, na activagdo do
sistema NrF2/Keapl e, dada a resposta rapida dos niveis citosélicos de NrF2 observada na
Figura 1ll-14, determinaram-se os niveis citosélicos e nucleares da proteina NrF2 e citosdlicos
da proteina heme oxigenase |, por western blotting, apds 15 minutos de exposi¢do a 12,5, 25 e

50 uM de H,0, state (Figura I11-15).
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Figura Il1-15 — Representacdo grafica dos niveis (¢) Citosolicos e (m) Nucleares da protéina NrF2 e (A)
citosélicos da proteina heme oxigenase | apds exposicdo por 15 minutos a 12,5, 25, 50 uM H,0, finais
por em estado estacionario determinados por western blot. OS valores apresentados correspondem a
média de pelo menos 3 replicados e as barras de erro ao desvio padrdo populacional dos replicados
analisados. *- Valores estatisticamente diferentes do valor controlo respectivo segundo o método de
Holm-Sidak.

Relativamente aos niveis citosdlicos da proteina NrF2 foi observado um aumento para
uma exposi¢do a 12,5 uM de H,0, com significado estatistico e para as restantes condig¢Ges

experimentais os niveis desta proteina no citosol apresentaram-se semelhante a condicdo
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controlo. Para os niveis nucleares da mesma proteina foi observdvel um aumento progressivo
da média entre os 12,5 e os 50 UM de exposicdao de valores semelhantes aos observados na
condicdo controlo para valores 50% superiores respectivamente. Porém apenas para uma
exposicdo a 50 pM de H,0, em estado estaciondrio a diferenca foi estatisticamente
significativa. A relagdo do valor médio da quantidade proteica de NrF2 no nucleo com a
concentracado de H,0, praticada sugere que concentrag¢des superiores de H,0, por intermédio
de exposicdo em estado estaciondrio culminem num aumento de maior intensidade da
proteina NrF2 no nucleo para um mesmo intervalo de tempo.

Tendo em conta o perfil que define a cinética de activagdo do sistema NrF2/Keapl
obtido para uma exposicdo em estado estaciondrio de 12,5 uM (Figura IlI-14) e, considerando
gue o comportamento do sistema sera semelhante para outras concentra¢des que promovam
a sua activagdo, espera-se observar um aumento dos niveis citosélicos da proteina NrF2
anteriormente ao diminuir dos mesmos niveis simultdneamente a um aumento dos niveis
nucleares. Posto isto, tendo em conta que para um mesmo tempo de exposi¢do (15 minutos)
para um concentragdo de 12,5 uM se observou um aumento dos niveis citosélicos da proteina
NrF2 sem alteragao dos niveis nucleares da mesma proteina e para uma concentragao de 25 e
50 uM se observou um aumento dos niveis nucleares da proteina NrF2 sem se observar
aumento da mesma proteina no citosol é possivel concluir que a exposicdo a uma
concentragdao maior de H,0, culmina num aumento mais precoce dos niveis nucleares da
proteina NrF2 e, portanto, numa possivel activa¢do do sistema NrF2/Keapl mais célere.

Para os niveis citosélicos da proteina HO-1, embora se observe uma variagdo dos niveis
para uma exposi¢do por 15 minutos a 50 uM de H,0,, ndo se observam grandes variagdes para
os niveis deste enzima, provavelmente por se ter praticado um ensaio de curto tempo.

Em suma, foram observados comportamentos que sugerem uma activacdo do sistema
NrF2/Keapl por exposicdo em estado estaciondrio para 25 uM e 50 pum finais. Ainda se
concluiu que doses superiores de H,0, em estado estaciondrio culminam numa activacao do
sistema mais célere.

Talvez o resulado mais significativo obtido seja o aumento substancial dos niveis
citosdlicos da proteina NrF2 para os primeiros 15 minutos de exposi¢do a uma 12,5 uM de
H,0, em estado estacionario (Figura Ill-14 e Figura 111-15).

Posto isto, considerou-se a hipdtese de o incremento dos niveis citosdlicos da proteina
NrF2 ser sustentado por um aumento dos niveis totais da proteina NrF2 por sintese de novo.
Para testar esta hipotese mediram-se por western blot os niveis totais das proteinas NrF2 e
hemeoxigenase | apds uma exposicdo em estado estaciondrio a 12,5 M de H,0, por 5, 15 e 30

minutos e ainda 1 e 2 horas (Figura I11-16).
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Figura 111-16 — Representagdo grafica dos niveis totais da proteina (m) NrF2 apds 5, 15 e 30 minutos e
1 e 2 horas de exposicdo a 12,5 uM de H,0, em estado estacionario de terminados por Western Blot.
Os valores apresentados correspondem a média de pelo menos 3 replicados e as barras de erro ao
desvio padrdo populacional dos replicados analisados. *- Valores estatisticamente diferentes do valor
controlo respectivo segundo o método de Holm-Sidak.

Da andlise da Figura IlI-16 conclui-se que uma exposi¢ao a 12,5 uM de H,0, em estado
estaciondrio conduz a um aumento dos niveis totais da proteina NrF2 desde tempos curtos de
exposicdo (5 minutos). Foi observado um aumento progressivo do nivel total da proteina NrF2
até aos 30 minutos de exposicdo seguido por uma diminuicdo progressiva até as duas horas de
exposicdo, condicdo em que se observou niveis semelhantes aos da condi¢ao controlo. O perfil
obtido para os niveis totais da proteina NrF2 acrescenta que a activacdo do sistema
NrF2/Keapl por uma dose em estado estacionario de 12,5 uM de H,0, passa por um aumento
transiente dos niveis totais desta proteina.

A observacdo de um aumento dos niveis totais da proteina NrF2 desde tempos de
exposicdo bastantes curtos (5 minutos) é concordante com a observagdo de Purdom-Dickinson
et al. que relatam um aumento apdés 10 minutos de exposi¢cdo a 100 pM de H,0, por adicao
bolus em cardiomidcitos de rato. Os mesmos autores ainda descreveram que o aumento
observado dos niveis da proteina NrF2 era sustentado por sintese de novo da proteina por
aumento da tradugdo do mRNA que codifica para a proteina NrF2. O aumento da traducdo do
mMRNA que codifica para a proteina NrF2 pode ser sustentado pelo dissociar de uma estrutura
em forma de hairpin sensivel ao H,0, no mRNA que oculta uma sequéncia capaz de recrutar a

subunidade 18 S do ribossoma (W. Li et al. 2010).
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11111 Alteragbes da expressdao génica induzidas pelo processo de adaptagdo ao
stress oxidativo

Por forma a elucidar quais as alteracdes na expressao génica durante e apds o processo
de adaptacdo extraiu-se o RNA total de células Hela apds uma exposi¢cdo de 20 e 90 minutos e
ainda 6 horas a 12,5 uM H,0, em estado estaciondrio. Ainda se extraiu o RNA total de células
incubadas 18 horas em meio fresco apds uma exposi¢do por 6 horas a 12,5 uM H,0, em estado
estacionario. As exposicbes até 6 horas permitem caracterizar a evolucdo temporal da
expressao génica durante o processo de adaptagdo ao stress oxidativo e os niveis de expressdo
génica apods 18 horas da indugdo do processo de adaptagdo permitem identificar quais as
alteragdes na expressdo génica promovidas por este processo que sdo preservadas a longo
termo.

A concentra¢gdo e grau de integridade das amostras obtidas foram determinados
espectrofotometricamente (Quadro IlI-2). Ainda se testou a qualidade das amostras de RNA
total obtido por identificacdo do estado de integridade das bandas correspondentes aos rRNAs
17S e 25S das subunidades 40S e 60S ribossomais, respectivamente nos replicados 1 da
amostra controlo e amostra exposta por 20 minutos a 12,5 uM H,0, em estado estacionario.
Por forma a minimizar o consumo de amostra no processo de determina¢do da sua qualidade,
os replicados 1 da amostra controlo e amostra exposta por 20 minutos a 12,5 uM H,0, em

estado estaciondrio foram escolhidos como representativos da pool de amostras.

' -
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Figura I11-17 — Caracterizacdo da qualidade das amostra de RNA total obtidas. Identificou-se as bandas
correspondentes aos rRNAs 17S e 25S das subunidades 40S e 60S ribossomais, respectivamente nos
replicados 1 da amostra controlo (c) e amostra exposta por 20 minutos a 12,5 puM H202 em estado
estaciondario (20 min), por electroforese em gel de agarose a 1 % (m/v) a 80 mV para amostras
controlo 1 e 20 minutos de exposicao 1.
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Quadro Il1-2 — Determinacdo espectrofotomérica da concentragdo e grau de integridade das
amostras de RNA total obtidas. Os pardmetros Abs280 nm/Abs230 nm e Abs260 nm/Abs230 nm
permitem determinar o grau de contaminag¢do da amostra com lipidos e proteina, respectivamente. As
amostras encontram-se identificadas pelo tempo de exposicio a 12,5 puM H202 em estado
estaciondrio e os replicados distinguidos por intermédio de numeragdo arabe. As amostras que foram
incubadas 18 h em meio fresco apds a exposi¢do a 6h de 12,5 uM H202 em estado estacionario
encontram-se apelidadas de “6 h + 18 h”.

AbSz80nm  AbSz60nm
AbS;30nm  AbSz30nm

Amostra ng/uL

Controlol 308,9 2,03 1,16
Controlo2  340,5 2,01 1,63
Controlo3  447,9 2,02 0,98
Controlo4  400,7 1,94 1,16
20 min 1 297,8 2,11 0,72
20 min 2 314,8 2,08 0,82
20 min 3 649,1 2,26 0,35
90 min 1 269,2 1,80 0,71
90 min 2 295,4 2,05 1,24
90 min 3 240,0 2,05 1,34
6h1 444,4 2,01 1,83
6h2 203,1 2,03 1,49
6h3 166,7 2,01 1,27
6h+18h1 4191 2,04 1,45
6h+18h2 7423 2,11 1,76
6h+18h3 923,2 2,19 0,51

Da anadlise dos parametros mencionados no Quadro Ill-2 e por ter-se identificado as bandas
correspondentes aos rRNAs 17S e 25S das subunidades 40S e 60S ribossomais por
electroforese em gel de agarose a 1 % (m/v) para os replicados 1 da amostra controlo e
amostra exposta por 20 minutos a 12,5 uM H,0, em estado estacionario (Figura 11-17)
concluiu-se que as amostras de RNA total preparadas ndo se encontram degradadas.

As amostras de RNA total obtidas foram remetidas para a empresa
Kompentenzzentrum Fluoreszente Bioanalytik para andlise por DNA microarray e aguarda-se o

retorno de resultados.
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IV CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

0O modelo de activacdo do sistema NrF2/Keapl ainda n3o se encontra bem elucidado,
havendo discérdia no que toca aos acontecimentos moleculares necessarios a activacao do
mesmo. Até a data a hipdtese estabelecida na literatura é de que o mecanismo molecular de
activacdo do sistema NrF2/Keap1 passa pelo dissociar do complexo NrF2-Keapl em resposta a
estimulos indutores do sistema, o que possibilita a translocagdo da proteina NrF2 do citosol
para o nucleo e, assim uma regulagdo da expressdo génica via NrF2 (Fourquet et al. 2010;
Karapetian et al. 2005; Ding et al. 2008; Niture et al. 2009). Porém foi sugerida uma alternativa
que refuta que o mecanismo molecular de activagdo do sistema NrF2/Keapl passe pela
dissociacdo do complexo NrF2/Keapl. Acumulam-se evidéncias que suportam a hipdtese
sugerida por Wenge Li et al., que apoiam que a activagdo do sistema NrF2/Keap1 passa pela
acumulagdo da proteina NrF2 resultante da sintese de novo simultanea a sua inefeciente
degradacdo e, consequente saturacdo da proteina Keapl (W. Li & A.-N. Kong 2009; W. Li et al.
2010; Giudice et al. 2010; Salazar et al. 2006; Purdom-Dickinson et al. 2007). Wenge et. al
sugerem que os estimulos oxidativos motivam altera¢Ges na proteina Keapl que diminuem a
eficiéncia da sua ligacdo a proteina CulE3 ligase e, assim, originam uma ineficiente degradacao
proteassomal da proteina NrF2 que se encontra associada a proteina Keapl e,
consequentemente, a saturagao da pool da proteina Keap1.

A discordia no que toca ao mecanismo de activagdo do sistema NrF2/Keapl pode ser
produto do confronto de estudos realizados em células de natureza distinta e pela inducdo do
sistema NrF2/Keapl por compostos distintos, estando descrito um mecanismo molecular
distinto de activagdo do sistema NrF2 a compostos diferentes, através de um fendémeno de
codigo cisteinas (M. Kobayashi et al. 2009). Ainda acresce, como ja referido, que a maioria dos
estudos do sistema NrF2/Keapl sdo realizados com sobreexpressdo da proteina NrF2 e/ou
Keapl (Kwak & Kensler 2010; Leonarduzzi et al. 2010; Ma 2010), o que distancia os resultados
obtidos dos fendnemos que ocorrem em condi¢Ges fisioldgicas. O trabalho apresentado
distancia-se dos restantes apresentados na literatura por ndo recorrer a sobreexpressao de
proteinas (NrF2 e/ou Keapl) e terem sido ensaiadas condi¢des que se aproximam das
fisioldgicas (12,5 uM H202 por exposicdo em estado estaciondrio). Assim, as observacGes
realizadas expressam de maneira mais préoxima da fisioldgica o processo de activacdo do

sistema Nrf2/Keap1.
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A observagdao de um aumento de elevada magnitude dos niveis citosdlicos e totais da
proteina NrF2 para um curto intervalo de exposicao a 12,5 uM H,0, em estado estaciondrio
(aumento de 70% ao fim de 5 minutos para os niveis totais, Figura I1l-16) indica que activagdo
do sistema NrF2/Keapl é sustentado pelo aumento dos niveis de proteina NrF2 livre por
sintese de novo e, ndo somente pela libertacdo do NrF2 sequestrado no citosol por ac¢do da
proteina Keapl. Tal afirmacdo é reforcada pelo facto de em condicdes controlo a proteina
NrF2 apresentar niveis citosolicos baixos (Piccirillo et al. 2009) e, assim, ndo ser possivel a
presenca de uma pool de proteina NrF2 sequestrada pela proteina Keapl em condi¢bes
controlo que ao ser libertada apdés uma exposicdo ao stress oxidativo justifique um aumento
de elevada magnitude da proteina NrF2 citosdlica. Assim, as observag¢des efectuadas neste
trabalho reforcam o modelo de activagio do sistema NrF2/Keap1 defendido por Wenge et al..

Concluiu-se ainda que a exposi¢ao a uma dose maior de H,0, resulta numa activagao
mais célere do sistema NrF2/Keapl quer por exposicdo em estado estacionario quer por
exposic¢do por adi¢do bolus. Pressupondo que a activagdo do sistema NrF2/Keapl ocorre pelo
mecanismo proposto por Wenge et al., uma activacdo mais precoce do sistema pode ser
explicado por uma dose maior de H,0, conduzir a uma deple¢do mais rapida da proteina
Keapl, o que provoca uma degradacao ineficiente da proteina NrF2 mais prematura.

Ainda foi possivel concluir que o sistema NrF2/Keapl comporta-se de forma distinta
consoante o método de exposicdo empregue. Por um lado, ndo se observaram alteragGes
significativas nos niveis citosdlicos da proteina NrF2 para exposi¢cdes por adi¢cdo bolus,
contrariamente ao observado para exposi¢cGes em estado estaciondrio. A inexisténcia de um
aumento dos niveis citosélicos da proteina NrF2 anterior ao aumento dos niveis nucleares da
mesma proteina apds uma exposicao por adi¢cdo bolus contraria a hipétese de uma activacado
do sistema NrF2/Keap1l ser sustentada por um aumento dos niveis totais da proteina NrF2 por
aumento da sintese de novo da mesma. Porém, a observacdo de um aumento dos niveis
nucleares da proteina NrF2, em simultaneo com um inalterar dos niveis citosdlicos da mesma,
sugere um aumento dos niveis totais da proteina NrF2.

Por outro lado, por adicdo bolus, para se observar um comportamento que sugira a
activagdo do sistema NrF2/Keap1, foi necessario empregar concentraces de H,0, superiores
as praticadas por estado estaciondrio. As alteragcdes nos niveis nucleares da proteina NrF2
observadas por exposicdo por adicdo bolus sdo de maior amplitude e para um tempo de
exposicdo menor que as observadas apds uma exposicdo em estado estaciondrio. As
disparidades observadas podem ser motivadas pelas diferencas da dose e método de

exposicdo praticados para motivar stress oxidativo. Tal facto demonstra o impacto do método
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de exposicdo nos resultados obtidos e realca a importancia do método de exposicao utilizado
para simular os processos fisioldgicos.

Em suma, os dados obtidos sugerem que o sistema NrF2/Keapl seja complexo no que
toca ao(s) seu(s) modelo(s) molecular(es) de activacao.

Qiang Ma alerta para o facto de o analisar da maior parte das vias de sinalizacdo que
envolvem ERO ter por base estudos em que se testam as respostas celulares a estimulos
oxidativos/electrofilos exdgenos que culminam numa resposta génica exarcebada, a qual se
afasta das condi¢des observadas nos processos fisioldgicos e patoldgicos. - “One caveat in
analysing these transcriptional signalling pathways to ROS is that many of the well-established
examples come from analysing cellular responses to exogenous oxidant/electrophile challenges
that often result in robust induction of gene transcription. On the other hand, the moderate
and sustained rise in the amount of ROS observed in many disease processes, such as chronic
inflammation and diabetic complications, presumably results in smaller but equally regulated
alterations in gene transcription in vivo.” (Ma 2010).

Como referido, o nivel de complexidade dos sistemas envolvendo os factores de
transcricdo sensiveis ao nivel de ROS é maior nas células eucariotas animais; Lushchak
especula que exista uma regulagdo consertada, complementar e especializada entre os
diversos factores de transcricdo, capaz de diferenciar entre diversos niveis de stress oxidativo
e, assim, permitir uma resposta gradual (Lushchak 2010). O sistema NrF2/Keapl medeia a
resposta a niveis baixos de stress oxidativo e é responsavel pela regulacido de genes que
codificam para proteinas importantes na biossintese e metabolismos de acidos gordos e outros
lipidos (Kitteringham et al. 2010). Tal, aliado ao facto de ter sido reportado que a adaptacdo
em Saccharomyces cerevisiae passa por altera¢gdes na composicdo em lipidos da membrana
(Pedroso et al. 2009; Folmer et al. 2008; Sousa-Lopes et al. 2004; Matias et al. 2007), evidéncia
o sistema NrF2/Keapl como um potencial interveniente no processo de adaptagdo em células
eucariotas.

Como referido, durante a elaboracdo do presente trabalho foi possivel concluir que a
exposicdo a uma dose de H,0, de 12,5 uM em estado estaciondrio conduz a uma activacdo do
sistema NrF2/Keapl no intervalo de tempo ensaiado. Posto que as mesmas condi¢des de
exposicdo promovem o processo de adaptacdo ao stress oxidativo (Gracio 2011), este trabalho
reforca as evidéncias de o mesmo factor poder participar no processo de adaptacdo referido
em células eucariotas.

Como perspectivas, dado que neste trabalho ainda foram obtidas evidéncias que
sugerem que a banda proteica com uma massa molecular aproximada de 100 kDa em

extractos nucleares ndo corresponde a um complexo NrF2-actina, seria importante testar se se
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trata uma forma da proteina NrF2 com uma modificacdo pds-traducional ou a uma proteina
hipotética identificada por reaccdo cruzada do anticorpo. Uma vez que foi descrito por Pi et al.
em células de neuroblastoma que a forma com actividade transcripcional da proteina NrF2 se
encontra fosforilada e apresenta uma massa molecular aproximada de 98 kDa, seria de
interesse testar se a banda referida corresponde a uma forma fosforilada da proteina NrF2.

Caso se confirme que a estrutura com uma massa molecular aproximada de 100 kDa
corresponde a uma forma fosforilada, seria de interesse testar se, tal como descrito por por Pi
et al., esta corresponde a forma com actividade transcricional nas condi¢es testadas neste
trabalho. De salientar que foram descritas fosforilagdes distintas da proteina NrF2 em células
de natureza distinta, o que revela que o processo de regulagao da actividade da proteina NrF2
por fosforilacdo seja complexo e, possivelmente apresente especificidade para o tecido e/ou
condigdo de indugdo.

Porém, é de salientar que a literatura é dispar no que toca a necessidade de regulacdo
por fosforilagdo para a activacdo do sistema NrF2/Keapl, tendo sido descrita a activagdo do
sistema NrF2 somente pela sobreexpressdo da sequéncia Neh2 da proteina NrF2 (responsavel
pela interacgdo com a proteina Keapl) sem a ocorréncia de fosforilagdo da proteina NrF2 (D.
D. Zhang 2010).

Tendo em conta que foi observado apds uma exposicao prolongada (4 horas) a uma
dose 12,5 uM de H,0, a eliminagdo nuclear da proteina NrF2 e que, na literatura a exclusao
nuclear da proteina NrF2 se encontra associada a uma sinalizagdo por cascata de fosforilagdes
(Jain & Jaiswal 2007; Rojo et al. 2008; Salazar et al. 2006; Brigelius-Flohé & Flohé 2011) e/ou
um aumento do nivel da proteina Keapl por um mecanismo de retroac¢ao negativa (O.-H. Lee
et al. 2007; Kaspar & Jaiswal 2010), seria interessante testar o estado de fosforilagdo da
proteina NrF2 nuclear e, determinar os niveis da proteina Keapl para as mesmas condi¢des de
exposicdo. Seria ainda vantajoso determinar os niveis da proteina Keapl e o seu estado de
oxidagdo para exposi¢cdes curtas (até 2 horas) a 12,5 uM de H,0, por forma a elucidar a
participagdo da proteina Keapl na regulacdo da activacdo do sistema NrF2/Keapl nas
condigGes referidas.

Uma vez que se encontra descrito um mecanismo de retroacgdo positiva entre a
proteina NrF2 e o nivel de expressdo do gene que codifica para a mesma proteina (Giudice et
al. 2010) seria interessante testar se ocorre inducdo da expressao deste gene para exposi¢coes
curtas (até 2 horas) a 12,5 pM de H,0, em estado estacionario.

Por estarem descritos para o sistema NrF2/Keapl mecanismos de retroaacgdo
negativa e positiva por inducdo das proteinas Keapl e NrF2, respectivamente, propde-se que a

regulacdo da actividade do sistema NrF2/Keapl resulte do balanco dos dois mecanismos
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referidos. A observacdo de um comportamento como o descrito sugere que a regulacao da
actividade do sistema NrF2/Keapl a longo termo possa ser concebida por intermédio de
activacOes transientes do sistema, de forma analoga ao comportamento do sistema NF-xB
(Giudice et al. 2010).

Seria igualmente interessante elucidar quais as alteracdes da expressdo génica durante
e apds o processo de adaptacdo e, quais destas estdo dependentes do sistema NrF2/Keapl e
ainda testar se ocorre, para as condicdes que culminam num processo de adaptacdo, a
activagdo paralela de outros sistemas de regulagdo da expressdo génica, como por exemplo, o

NF-xB.
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V ANEXOS
V.I Composicdo dos Tampodes
» PBSpH7.4

o 1.5mM KH;PO,, 137 mM NacCl, 3.0 mM KCl e 8.0 mM Na,HPO,.12H,0;

» Solucdo tampdo de lise citosdlica pH 7.2

o 50 mM HEPES, 2 mM EDTA, 10 mM NaCl, 250 mM Sacarose, 2 mM DTT,
10% (v/v) Nonidet P40 e inibidores de protéases (Sigma-Aldrich, Inc., Saint
Louis, MO, USA): 1 mM PMSF, 1.5 ug/mL Benzamidina, 10 pg/mL leupeptina
e 1 ug/mL pepstatina, todos adicionados de fresco;

» Solucdo tamp3do de lise nuclear

o Idéntico ao tampéo lise citosdlica excepto: 400 mM NaCl e 20% (v/v)
glicerol e sem adi¢do de Sacarose;

» Solucdo tamp3do RIPA (Extraccdo total)

o 50 mM Tris-Hcl pH 7,4, 400 mM NaCl, 1%(v/v) Nonidet P-40, 0,25% (m/v)
Na-desoxicolato e inibidores de protéases (Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis,
MO, USA): 1 mM PMSF, 1.5 pg/mL Benzamidina, 10 pug/mL leupeptina e 1
ug/mL pepstatina, todos adicionados de fresco;

» Solucdo tampdo electroforese pH 8.3 (Laemmli (Laemmli 1970))

25 mM Tris-HCl, 102 mM Glicina e 0,1% (m/v)SDS;

» Solucdo tampdo transferéncia (Bjerrum e Schafer-Nielsen(Bjerrum & Schafer-

Nielsen 1986))
o 48 mM Tris-HCl, 39 mM Glicina, 0,0375% (m/v) SDS e 20% (v/v)metanol;

» Solucdo tampdo de amostra (Loading Buffer) pH 6,8 5X

o 160 mM Tris, 0,1% (v/v) B-Mercaptoetanol, 0,1% (v/v) Glicerol, 0,2% (v/v),
2% (m/v) SDS e 0,04% (m/v) Azul Bromofenol.

» Solucdo tampdo de amostra de RNA

o 100 mM EDTA, 50 % (v/v) glicerol, 0,5 % (m/v) azul de bromofenol.
» Solucdo tampdo TAE (Tris-Acetato EDTA) pH 7,8

o 400 mM Tris-HCl, 1 mM Acetato de Sédio, 1 mM EDTA.
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» Vermelho de Ponceau S

o Ponceau S 0,2%(m/v) , Acido Tricloro Acético 3% (m/v) , Acido

Sulfofalicilico 3%(m/v);

» Solucdo Corante

o 0,25% (m/v) Azul Comassie R-250, 50% (v/v) Metanol e 10 %(v/v) Acido

Acético;

» Solucdo Descorante

o Forte: 50% (v/v) Metanol e 10% (v/v) Acido Acético;

o Fraco: 10% (v/v) Metanol e 7% (v/v) Acido Acético.

V.IlIl Reagentes

O TEMED (N,N,N,N-Tetrametiletilenodiamina) e o PSA (Persulfato de Amodnia) foram adquiridos a

PROMEGA; O SDS (S-Dodecyl Sulfato de Sédio) e a Trispina a GIBCO ™ Invitrogen; a Acrilamida, Bis-

Acrilamida, o Glicerol, o Di-Hidrogeno Fosfato de Potéssio (KH,PO,;) e o EDTA (Ethylenediamine

tetraacetic acid) a Fluka. O Peréxido de Hidrogénio (H,0,), o Metanol, o Etanol, o Tween-20, o Cloreto

de Sédio (NaCl), o Cloreto de Potassio (KCl), o Mono-Hidrogeno Fosfato de Sédio (Na,HPO,), a Sacarose,

o B-Mercaptoetanol, o Azul de Comassie R-250 e a Glicina a Merck. O DimetilSulféxido (DMSO), o Tris, o

Nonidet-P40, o Ditiotreitol (DTT) o Azul de Bromofenol, o Acido Tricloro Acético, o Acido Sulfofalicilico, o

Acido Acético, o desoxicolato de sédio e o Ponceau S a Sigma-Aldrich. A agarose a SeaKem e o

GreenSafe a Nzytech.

V.IV Script em Python para andlise do perfil de imunofluorescéncia

#ver 1.0

#corrigido para se media de citosol
verde for igual a 0

#corrigido para distancia 50% ser em
ambos os lados ao msm tempo,
retirado divisao das db50% parciais
pk pode dar zero

#posto distancia do citosol em
funcao do perfil do verde, e do
vermelho

#ver 2.0

#corrigido d50% k estava a fazer
para o vermelho mesmo no verde

import sys

import os

def restart():

python=sys.executable

os.execl (python, python,
*sys.argv)
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def abrir(fich): #abrir ficheiro

# fich=str (raw_input ("Abrir
Fichheiro:") ) #seleccionar ficheiro

try:
dados=open (fich, "rb")
lins=dados.readlines ()
dados.close ()
return lins

except IOError:

print ("Nao encontra

ficheiro %s" %$fich)
a=raw_input ("Sair/Restart?")
a=a.upper ()
if a =="R":

restart ()

def importar () : #obter diferentes
colunas

#fich=str(raw_input ("Abrir
Fichheiro:")) #seleccionar ficheiro

lins=abrir (fich)

Red=[]

Green=[]

Blue=[]

for 1lin in range(len(lins)):

col=lins[lin].split("\t")

#entry=RGB (float (col[0]),float (col[1l
1),float (col[2], float (col[3]))

R=float (col[1l])

G=float (col([2])

Anexos

B=float (col[3])

Red.append (R)

Green.append (G)

Blue.append (B)

#remover background e definir od e
celula, nao eskecer remover 0 e
menor k 0!

rback=0

gback=0

bback=0

for 1 1in Red[:15]:#defini o
background como a media dos
primeiros 15 pixeis

rback+=1i

for 1 in Red[-15:]:

rback+=1i

rback/=30

for 1 in Green[:15]:

gback+=i

for 1 in Green[-15:]:

gback+=i

gback/=30

for 1 in Blue[:15]:

bback+=i

for 1 in Blue[-15:]:

bback+=i

bback/=30
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rback=int (rback) for i1 in range(l,len(Blue),l):
#fazer derivada, atencao que indice
rback=float (rback) passa a ser +2 para ref

gback=int (gback) d=Blue[i]-Blue[i-1]

gback=float (gback) bd.append (d)
bback=int (bback)

bback=Ffloat (bback) nuc=[]

for i in range(len(Red)):

Red[i]-=rback while i<len (bd):

if Red[i]<=0: if bd[i]l<bd[m]:

Red[i]=0#nao pode ser m=1
pop senao as listas passam a ter
tamanhos diferentes, merda se for i+=1
zero dps a media mais a frente e
aldrabada

m+=2

nuc.append (m)

for i in range(len(Green)) :

m=0
Green[i] -=gback i=0
if Green[i]<=0: while i<len (bd):
Green[1]=0 if bd[i]>bd[m]:
m=1i
for i in range(len(Blue)): it4=1
Blue[i]-=bback m—=2

if Blue[i]<=0: nuc. append (m)

Blue[1]=0 nuc.sort () #para ter a certeza
que fica pela ordem correcta ja com
return Red, Green, Blue ref certa (+2)
return nuc
def Nucleo():# definir inicio/fim
nucleo
def ratio():
bd=1[]
#fich=str (raw_input ("Abrir
intensid=importar () Fichheiro:"))#seleccionar ficheiro

abrir

Blue=intensid[2]
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intensid=importar ()

Red=intensid[0]

Green=intensid[1]

nucleo=Nucleo ()

rnucleo=
range (nucleo[0],nucleo[1],1)
#definir intervalo nucleo

mednucr=0

mednucg=0

i=rnucleo[0]

for i in rnucleo:

mednucr+=Red [1]

i+=1

mednucr/=len (rnucleo)

i=rnucleo[0]

for i in rnucleo:

mednucg+=Green [1i]

i+=1

mednucg/=1len (rnucleo)

rcit=
range (0, nucleo[0], 1) #citosol eskerdo

rcit+=range (nucleo([l], len(Red), 1) #ad
d citosol direito escolhi veremlho
pk ate hj as 1imagens tem smp
vermelho

medcitg=0

rcitcorr=0

for i in rcit:

if Green[i] !=0: #descartar
entradas zero pk dps a media era
aldrabada

medcitg+=Green[i]

Anexos

rcitcorr+=1

if rcitcorr!=0:
medcitg/=rcitcorr
else:
medcitg=1

ratio nuc_citg=mednucg/medcitg

medcitr=0
rcitcorr=0
for i in rcit:

if Red[1i] '=0: #descartar
entradas zero pk dps a media era
aldrabada

medcitr+=Red[1i]
rcitcorr+=1

medcitr/=rcitcorr

ratio nuc_citr=mednucr/medcitr

#ratio=
[ratio nuc_citr,ratio nuc_citg]

percred=mednucr/ (mednucr+medcitr)

percgreen=mednucg/ (mednucg+medcitg)

#percent=[red, green]

#output=[mednucr,mednucg,medcitr,med
citg,ratio nuc citr,ratio nuc citg]

#return ratio #0 Red 1 Green
#return output

#return percent # red green
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output=[mednucr,
mednucg, ratio nuc citr,ratio nuc cit
g,percred, percgreen]

return output #mednucr mednucg
razao nuc/cit r e g percentagem r e
g

def distancia 50():
intensid=importar ()
Red=intensid[0]
Green=intensid[l]#fazer verde

nucleo=Nucleo ()

rcitesg=
range (0,nucleo[0], 1) #citosol eskerdo

if len(Red)> len (Green):

rcitdir=range (nucleo[1l],len(Red),1)

else:

rcitdir=range (nucleo[l],len(Green),1l
) #citosol direito

red citesg=0
red citdir=0
for i in rcitesq:
red citesg+=Red[i]
for i in rcitdir:

red citdir+=Red[i]

red distesg=0#ter atencao que
num de pixel e a partir do nucleo
que esta a direita

red distdir=0

red citesgp=0#pixel 50%

Anexos

red citdirp=0

while red citesqgp *2 <

red citesq:

50%
mas

red distesg=nucleo[0]-1

red citesgp+=Red[i]

i+=1

o)

i=nucleo[l]#esta a dar erro na %
por nao devia comecar no zero
no nucleol[1l]

while red citdirp *2 <

red citdir:

num
que

red distdir=i-nucleo[1]
red citdirp+=Red[i]

i+=1

green citesg=0
green citdir=0
for i in rcitesq:
green citesqg+=Green([i]
for i in rcitdir:

green citdir+=Green([i]

green distesg=0#ter atencao que
de pixel e a partir do nucleo
esta a direita

green distdir=0
green citesqgp=0#pixel 50%

green citdirp=0
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i=0

while green citesqgp *2 <

green_citesq:

green distesg=nucleo[0]-1
green citesgp+=Green[i]

i+=1

i=nucleo[1]

while green citdirp *2 <
green_citdir:

green distdir=i-nucleo[1]
green citdirp+=Green[i]

i+=1

#red distesqg/=float (len(rcitesq))
#por distancia em percentagem pk
tamanhho de recta pode variar

#red distdir/=float (len(rcitdir))

#green distesqg/=float(len(rcitesq))

#green distdir/=float(len(rcitdir))

#distancia 50% em ambos os lados

red cittotal=red citesgtred citdir

green cittotal=green citesqg+green ci
tdir

Anexos

red disttotal=0

green disttotal=0

red cittotalp=0#pixel 50%
green cittotalp=0
i=0

o)

a=nucleo[l]#esta a dar erro na %
50% por nao devia comecar no zero
mas no nucleo[1l]

while red cittotalp *2 <
red cittotal:

red disttotal=nucleo[0]-i
red disttotal+=a-nucleo[1]
red disttotal/=2

red cittotalp+=Red[1i]

red cittotalp+=Red[a]

i+=1

i=0

a=nucleo[l]#esta a dar erro na %
50% por nao devia comecar no zero
mas no nucleo[1l]

while green_ cittotalp *2 <
green cittotal:

green disttotal=nucleo[0]-1i
green disttotal+=a-nucleo[1]
green disttotal/=2

green cittotalp+=Green[i]

green cittotalp+=Greenl[a]
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i+=1

redlen=float (len(rcitesq))+float (len
(rcitdir))

greenlen=float (len(rcitesq))+float (1
en (rcitdir))

red disttotal/=redlen

green_disttotal/=greenlen

distancia=[red distesq,red distdir,g
reen distesq,green distdir,red distt
otal,green disttotal]

return distancia # red esqg
direito verde esq direito total red
verde

def salvar():

#fich=str(raw_input ("Abrir
Ficheiro:")) #seleccionar ficheiro
abrir # so funciona se posto fora

nucleo=Nucleo () #0 inicio 1 fim

razao=ratio () #mednucr mednucg
razao nuc/cit r e g percentagem r e

g

dist=distancia 50() # Red 0 esg
1 dir Green 2 esq 3 dir Total 4 red
5 green

resultados

#resultados=str(raw_input ("Salvar
Ficheiro:")) #seleccionar ficheiro
salvar

cabec=True
try:

salva=open (resultados, "rb")

Anexos

salv=salva.readlines ()

if salv ==[]:

cabec=False

salva.close ()

except IOError:#caso ficheiro
nao existir

cabec=False

salvar=open (resultados, "ab")

if cabec ==False:

salvar.write ("Ficheiro \t
Nuc Inic\t Nucleo fim\t Media Nuc
RED\t Media Nuc Green\t razao
nuc/cit Red\t razao nuc/cit Green\t
Percentagem Red Nuc \t Percentagem
Green Nuc\t Percentagem50 red esg\t

Percentagem50 red dir\t
Percentagemb0 Green esq\t
Percentagemb0 Green dir\t

Percentagem2 50% Red\t Percentagem?2
50% Green\n")

cabec=True
if cabec==True:

salvar.write ("$s\t $f\t $f\t
SE\t SE\t $f\t $f\t %f\t £\t $f\t
s\t %$f\t %f\t %$f\t %f\n" %(fich,
nucleo[0], nucleo[1l], razao[0],
razaol[l], razaol[2], razao[3],
razaol[4], razaol[5],dist[0], dist[1],
dist[2], dist[3], dist[4],dist[5]))

salvar.close ()

#salvar.write ("File%$s\t, $f\t,
$f\t, %$f\t,%f\n" % (fich, nucleo[0],
nucleo[l], razao[0], razaol[l]))

#import sys

#fich=str (raw_input ("Abrir
Fichheiro:"))

ficheiro=raw_input ("Abrir
Fichheiro:")
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resultados=str (raw input ("Salvar

Ficheiro:")) #seleccionar ficheiro
salvar
ficheiro.replace(" ","")

fic=ficheiro.split (",")

for i in
range (int (fic[0]),int (fic[1])+1,1) :

fich=str (i)

salvar ()

print ("Analisado
com sucesso" %i)

#salvar(sys.argv[1l])

raw_input ("enter para
fechar linha comandos:P

Anexos

ficheiro $%s

sair") #nao
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