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Resumo

As espécies reactivas de oxigénio (ERO) estdo normalmente associadas ao stress oxidativo, levando a
senescéncia e a morte celular. Contudo, nos ultimos anos tem-se vindo a revelar um papel
determinante destas espécies na regulacdo de fun¢des fundamentais para as células, quando
presentes em baixas concentracées. O H,0, é um dos sinalizadores mais importantes das ERO, e nas
células endoteliais (CE) estd associado a processos de migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia,
eventos criticos para a angiogénese. A regulacdo de vias de sinalizacdo pelo H,0, esta associada a

modificagcGes de oxidagdo nos residuos de cisteinas reactivos de proteinas.

Com o objectivo de identificar proteinas alvo do H,0, em CE, procedeu-se ao estudo do proteoma
das cisteinas sensiveis a oxida¢do quando expostas a concentragdes sub-letais de H,0,, pelo método
de titulacdo de H,0, em estado estaciondrio. Extractos proteicos totais obtidos a partir de CE foram
separados por electroforese bidimensional e analisados quanto a variacdo na oxidacdo e na
expressdo de proteinas. Neste trabalho identificaram-se trés proteinas que apresentam um aumento
de oxidacdo significativo, a ciclooxigenase 2, a proteina zinc finger 646 e a proteina 40S ribossomal
SA e duas com aumento de expressao, a peroxiredoxina 1 e a ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

24. Uma vez que a activacao da via de sinalizacdao do VEGF induz a produg¢do de H,0,, analisou-se

também o proteoma das cisteinas reactivas apds tratamento das CE com este factor de crescimento.

As células endoteliais sdo componentes chave de varias doencas que se caracterizam pela disfuncdo
do processo angiogénico, como o cancro, diabetes e doencas isquémicas. A descoberta de proteinas
responsaveis pela regulacdo endotelial cuja fun¢do é modulada pelo H,0,, pode revelar novos alvos

para o desenvolvimento de terapias mais eficientes.

Palavras chave: H,0,, cisteinas reactivas, células endoteliais, angiogénese, protedmica



Abstract

Reactive oxygen species (ROS) are usually associated with cytotoxic and mutagenic effects ultimately
leading to cell death and senescence. However, it has been shown in the last few years that ROS have
a main role in the regulation of essential cell functions when present at low levels. H,0, is well
established as a signaling molecule among ROS, and in endothelial cells (EC) is responsible for the
regulation of cellular migration, proliferation and survival, which are critical events for the angiogenic

process. H,0, is able to modulate protein function by the oxidation of particular cysteine residues.

This work aimed to identify H,O, target proteins in EC by the analysis of the reactive thiol proteome
after the exposure to sub-lethal concentrations of H,0, using the steady state titration method.
Variations in oxidation and protein expression were determined after analysis of total protein
extracts in bidimensional electrophoresis. The results have shown increased oxidation of
ciclooxigenase 2, zinc finger protein 646 and 40S ribossomal SA protein and increased expression of
other two proteins, peroxiredoxin 1 and ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 24. Since the
activation of VEGF signaling pathway induces H,0, production, it was also analyzed the reactive thiol

proteome of EC after treatment with this growth factor.

In conclusion, EC are key players in many pathologies characterized by angiogenic dysfunction, such
as, cancer, diabetes and ischemic diseases. The discovery of proteins involved in the endothelial cell
regulation which function is modulated by H,0,, might reveal new targets for the development of

more efficient therapies.

Keywords: H,0,, reactive cysteines, endothelial cells, angiogenesis, proteomics



Lista de Abreviaturas e Nomenclatura

ERO — Espécies Reactivas de oxigénio

H,0,— Perdxido de hidrogénio

0," - Radical anido superéxido

HO" - Radical hidréxilo

SOD — Superoéxido dismutase

ecSOD - Superdxido dismutase extracelular
GPx — Glutationo peroxidase

PDRX1 — Peroxiredoxina 1

Nox — NADPH oxidase

ERN — Espécies Reactivas de Nitrogénio

PTP — Fosfatases de tirosina

CE - Células endoteliais

NOS — Sintase do 6xido nitrico

eNOS - Sintase do déxido nitrico endotelial
iNOS — do inglés, Inducible NO synthase
VEGF - Factor de crescimento vascular endotelial
PKC — Proteina cinase C

20-HETE - Acido 20-hidroxieicosatetraenoico
COX-2 — Ciclooxigenase 2

MMP - Metaloproteinases da matriz

HIF-1 — do inglés, Hypoxia-Inducible Factor-1
ACN — Acetonitrilo

TFA - Acido trifluoracético

RSSA — Proteina 40S ribossomal SA

ZN646 — Proteina zinc finger 646

UBP24 — do inglés, Ubiqutin carboxyl-terminal hydrolase 24

v



TPM4 — do inglés, Tropomyosin alpha-4 chain

TCAL4 — do inglés, Transcription elongation factor A protein-like 4
ATD3B —do inglés, ATPase family AAA domain-containing protein 3B
ENOB - Beta-enolase

BRSK1 — do inglés, BRSK1 Serine/threonine-protein kinase

B4DVY2 — do inglés, cDNA FLJ54184, highly similar to Tropomyosin alpha-4 chain
BADF70 - do inglés, cDNA FLI60461, highly similar to Peroxiredoxin-2
CDN1B - do inglés, Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B

CYC —do inglés, Citocrome ¢

ALDOB —do inglés, Fructose-bisphosphate aldolase B

GSTA1 —do inglés, Glutathione S-transferase A1

MYH13 — do inglés, Myosin-13

MYH3 — do inglés, Myosin-3

PP12C - do inglés, Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12C
TPM3 —do inglés, Tropomyosin alpha-3 chain

TBB2C —do inglés, Tubulin beta-2C chain

ZFP82 —do inglés, Zinc finger protein 82 homolog
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Capitulo | — Introducdo

Parte | — Sinaliza¢ao pelo H,0,
1. Espécies reactivas de oxigénio - ERO

As espécies reactivas de oxigénio (ERO) — perdxido de hidrogénio (H,0,), radical anido superdxido
(0,"), radical hidréxilo (HO®), oxigénio singleto (*0,), hidroperéxidos organicos (ROOH), entre outras
— sdo geralmente consideradas produtos téxicos consequentes da vida aerdbia que rapidamente sdo
eliminadas de forma a manter a homeostase celular. Caso a célula ndo tenha capacidade de controlar
a producdo destas espécies gera-se um estado de stress oxidativo, em que as ERO podem causar
danos irreversiveis em biomoléculas, provocando a apoptose celular e contribuindo para o processo
de envelhecimento e de desenvolvimento de diversas patologias, como o cancro, diabetes, doencas
neuroldgicas e cardiovasculares (Finkel et al., 2007; Gonzalez-Fraguela et al., 2005; Tang & Zhang,

2000).

Contudo, estudos realizados nos ultimos anos tém revelado uma nova faceta das ERO, em que, sob
concentracgdes fisioldgicas, estas espécies tém um papel regulador de processos vitais das células,
como a proliferagdo e o desenvolvimento (ver figura I.1) (Rhee, 1999; Stone & Suping Yang, 2006).
Para concentragdes mais elevadas as células sofrem mecanismos de regulacdo e adaptam-se ao
aumento de ERO. Porém, para concentracdes consideradas toxicas para as células estas entram em

apoptose ou necrose.

‘Q°H s1aAIN

<—— Adaptagio —> < Necrose —=
<— Proliferagio —> <— Apoptose —>

&——— Regulagio ——>»

Figura 1.1 — Regulacao de processos fisiolégicos pelo H,0, de um modo dependente da sua concentragdo.
Observa-se que para baixas concentrages o H,0, tem um papel regulador e estimula a proliferagdo celular.
Para concentragbes ndo fisioldgicas o H,0, desencadeia a morte celular. (adaptado de Antunes & Cadenas,

2001)



Capitulo | — Introducdo

Em células saudaveis tem-se observado que existe uma estimulacdo da producdo controlada destas
espécies e o seu envolvimento em mecanismos conhecidos fundamentais para varios processos
fisioldgicos, revelando deste modo um papel essencial das ERO como segundos mensageiros em vias
de sinalizagdo (Forman, 2008). A transducdo de sinal regulada pelas ERO — sinalizagdo redox - é nos

dias que correm uma area de investigacdo emergente.

2. Peroxido de Hidrogénio — H,0;

O H,0, é a ERO com maior tempo de meia vida (t;;, = 10® s), sendo deste modo a espécie mais
abundante nas células (estima-se que a concentra¢do in vivo seja na ordem de grandeza 10~ M)
(Evans & Halliwell, 1999). O facto de esta espécie ser relativamente estavel e de ndo apresentar
carga confere-lhe a capacidade de percorrer distancias consideraveis e de difundir-se entre
membranas criando gradientes de H,0, (Antunes & Cadenas, 2000). Para além da difusdo entre
membranas dados recentes sugerem a possibilidade da travessia realizar-se também ao nivel de

canais membranares, como as aquaporinas (Miller et al., 2010).

A producdo e o metabolismo do H,0, encontram-se representados na figura I.2. Esta espécie tem, na
sua maioria, origem na dismutacdo do O,"”, processo que pode ocorrer espontaneamente ou ser
catalisado pelo enzima superdxido dismutase (SOD) (Juarez et al., 2008). Umas das principais fontes
do 0,", e consequentemente do H,0,, s3o a cadeia transportadora de electrdes ao nivel do
mitocondrio e os enzimas da membrana celular NADPH oxidases (Nox), os quais respondem a
estimulos externos (Bartosz, 2009). A elimina¢do do H,0, da-se através dos mecanismos de defesa
antioxidantes celulares, sendo o catalase e o glutationo peroxidase (GPx) os principais responsaveis
pelo consumo do H,0, (Evans & B Halliwell, 1999). O H,0,, pode dar também origem a varias outras

espécies de ERO e de ERN (espécies reactivas de nitrogénio).

O H,0,, dentro das ERO, é um oxidante fraco, sendo relativamente inerte para a maioria das
biomoléculas. Contudo, o H,0, é capaz de oxidar residuos de cisteina em proteinas, as quais podem
voltar a ficar reduzidas rapidamente por varios redutores celulares (Kim et al., 2000). Todas estas
propriedades permitem que o H,0, desempenhe a funcao de mediador da sinaliza¢do, sendo o mais

importante sinalizador das ERO.
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Figura 1.2 — Vias metabélicas da producdo e catabolismo do H,0,. O oxigénio (O,) ao sofrer reducdo da origem
ao anifio superéxido (0,”). O 0,” formado é rapidamente degradado pelo superéxido dismutase produzindo
peréxido de hidrogénio (H,0;). O H,0, é também formado directamente a partir do O, pelos enzimas glucose
oxidase e xantina oxidase. Este pode ser eliminado pela catalase e pelo glutationo peroxidase ou sofrer reac¢do
de Fenton dando origem ao anido hidroxilo (HO). O éxido nitrico formado pela NO sintase (NOS) pode ser

rapidamente eliminado por reac¢do com 0 O,". (adaptado de Meeteren et al., 2005)

3. Sinalizag¢do redox

A regulacdo das vias fisioldgicas da-se por exceléncia por modificacdes pds-traducionais de
fosforilacao e desfosforilagdo. Contudo, tem-se vindo a demonstrar que a regula¢do por oxidacao e
reducdo é igualmente importante. Tendo-se observado que existe regulacao cruzada entre estes dois
mecanismos moleculares, isto é, o estado redox da célula influencia a fosforilacdo, e vice-versa (Barry

Halliwell, 2006). Mais especificamente, as ERO tém maior tendéncia em inibir a desfosforilacdo de
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proteinas do que em estimular directamente a fosforilacao, sendo os fosfatases um dos alvos das

ERO (Rhee, 2006).

Nas proteinas, os grupos sulfidrilo (R-SH) da cadeia lateral das cisteinas sdo particularmente sensiveis
ao estado redox em que se encontra a célula (Paulsen & Carroll, 2010a). Estes sdo um dos alvos
centrais das ERO, nomeadamente do H,0,, podendo encontrarem-se em varios estados de oxidagao
(Stone & Suping Yang, 2006). A oxidacdo do grupo sulfidrilo origina um acido sulfénico (R-SOH), o
qual é precursor para outros produtos oxidados, como os acidos sulfinicos (R-SO,H) ou sulfénicos (R-
SO;H) cuja oxidacdo é irreversivel (ver figura I.3). A oxidacdo de cisteinas pode dar também origem a
ligacGes dissulfidos (R-SS-R), nomeadamente com outra cisteina da propria proteina, entre proteinas
ou com o glutationo. Estas modificacdes nas cisteinas sao de particular interesse, uma vez que sabe-
se que estas podem desempenhar um papel importante em regular a actividade de uma série de

enzimas e de moléculas sinalizadoras (Landar et al., 2006).
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Figura 1.3 — Modificacdes oxidativas nos residuos de cisteinas de proteinas. Cisteinas com um baixo pK,
encontram-se na forma de anido tiolato e ao reagirem com o H,0, ddo origem a um acido sulfénico. O acido
sulfénico pode sofrer uma segunda reacgdo de oxidacdo e dar origem a 4cido sulfinico e sulfénico, os quais sdo
irreversiveis. O acido sulfénico pode também reagir com uma segunda cisteina da mesma proteina ou com
outra proteina produzindo uma ligacdo dissulfido. Alternativamente, o acido sulfénico pode reagir com a
molécula de glutationo (G-SH) criando uma ligacdo dissufildo especial, conhecida como S-glutationilagdo. Se
ndo se encontrarem cisteinas ou glutationo na vizinhanca, o acido sulfénico pode reagir com a amida de um

residuo préximo e dar origem a uma sulfonamida. (adaptado de Paulsen & Carroll, 2010b)

O facto de os grupos sulfidrilo das cisteinas ndo apresentarem todos a mesma susceptibilidade em
serem oxidados confere a selectividade necessaria para a sinalizagdo pelo H,0, (Paulsen & Carroll,
2010b). Quando o grupo apresenta-se no estado reduzido (R-S’), anido tiolato, tem maior facilidade
em ser oxidado pelo H,0, do que quando se encontra na forma protonada (R-SH) (Kim et al., 2000).
Deste modo o valor do pK, do grupo sulfidrilo define a reactividade para com o H,0,. Nas proteinas,
o pK, dos residuos de cisteina sdo influenciados pelo ambiente e estrutura local que os envolve.
Tipicamente, um residuo de cisteina apresenta um pK, de 8, contudo se na proximidade existirem
residuos polares ou positivamente carregados da-se uma estabilizagdo do anido tiolato por
interacgOes electro-estasticas, causando uma diminui¢do do valor do pK, (até 3,5), considerando-se

um residuo de cisteina reactivo (Landar et al., 2006).
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Para além das cisteinas, outros residuos de aminoacidos sdo possiveis de oxidar, como a lisina,
arginina, prolina e histidina, contudo ja mais num contexto de stress oxidativo do que sinaliza¢do

especifica (Berlett & Stadtman, 1997).

O numero de alvos celulares que sofrem oxidacgdo reversivel pelo H,0, tem aumentado rapidamente
e abrange uma série de diferentes processos bioldgicos (Paulsen & Carroll, 2010b). Algumas dessas
proteinas sado fosfatases de tirosina, como a PTEN e a PT1B; cinases, nomeadamente, a ASK1; assim

como factores de transcricdo, como o AP-1 e o Nrf-2.

Para além das diferentes reactividades das cisteinas, a sinalizacdo mediada pelo H,0, apresenta
outras formas de garantir a sua selectividade e especificidade. Tem-se vindo a descobrir que esta
sinalizacdo apresenta varios niveis de regulacdo que permitem que apds um estimulo para a
producao de H,0, surjam gradientes de H,0, localizados por inibicdo de peroxiredoxinas, ver

exemplo da figura 1.4 (Dickinson & C. J. Chang, 2011; Mishina et al., 2011).
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Figura 1.4 — A sinalizacdo mediada pelo H,0, apresenta varios niveis de regulagdo. A activacdo de receptores
de membrana por ligacdo de factores de crescimento (FC) ou outros ligandos leva ao aumento de producdo de
0,", o qual é rapidamente convertido pela SOD extracelular a H,0,. O H,0, pode passar rapidamente a
membrana por difusdo passiva ou por aquaporinas (AQP). A activagdo do receptor de membrana provoca
também a fosforilagdo da peroxiredoxina 1 (PDRX1) e consequente desactivagdo, diminuindo a capacidade
antioxidante da célula junto a membrana. Tal leva a um aumento da concentragdo de H,0, localizado, podendo
inactivar a peroxiredoxina 2 (PDRX2) por hiper-oxidagao. Estes vdrios pontos de regulagdo podem trabalhar em
conjunto de modo a promover um aumento momentaneo da concentragdo de H,0, e possibilitar a oxidagdo de

alvos especificos. (adaptado de Dickinson & Chang, 2011)

O aumento do stress oxidativo é um dos factores chave no desenvolvimento e progressdo de varias
doencas. Um dos efeitos da producdo excessiva de ERO é a hiper-oxidacdo de cisteinas reactivas, o
que causa alteragdes persistentes e anormais da fungdo das proteinas alvo e consequentemente a

desregulacdo das vias em que estas proteinas participam (Paulsen & Carroll, 2010b).

4. Titulagdo de H,0, em estado estaciondrio

Devido ao papel dualista do H,0, na regulacdo dos processos celulares é de extrema importancia
assegurar que os ensaios realizados no estudo dos eventos sinalizadores do H,0, sob concentragdes

fisioldgicas sejam efectuados sob condicdes controladas.
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Um dos métodos desenvolvidos neste sentido por Antunes e Cadenas (2001) é o método da titulacdo
do H,0, em estado estacionario. Este método utiliza as propriedades do enzima glucose oxidase (GO)
em oxidar a glucose (que se encontra em excesso no meio) na presenc¢a de O, para fornecer H,0, ao
meio extracelular de uma forma controlada. No inicio deste ensaio da-se a adicdo de H,0,, a
concentracdo pretendida, simultaneamente com o glucose oxidase nas unidades apropriadas as
células. O glucose oxidase vai produzir H,O, a mesma velocidade (vgo) com que os enzimas
intracelulares consomem o H,0; (vu0,, reaccdo de 12 ordem) (ver equagdo 1). Deste modo, até ao

fim do periodo de incubagdo a concentracdo do H,0, é mantida constante.

V6o Vh,0
— H,0, RN (equagio 1)
Produgdo de H,0; Counsumao de H,0;
pelo glucose oxidase pelacélulz

Uma das vantagens de se poder manter a concentracdo de H,0, constante ao longo do tempo
possibilita a utilizacdo de concentracdes de H,0, relativamente baixas, a um nivel sub-letal, sem que
as células o consumam em poucos minutos. Outro aspecto chave deste método consiste na
possibilidade de se inferir a real concentracdao do H,0, extracelular ao longo do ensaio por medicao
num eléctrodo de oxigénio. Adicionalmente, outra grande vantagem é que este método pode ser
calibrado em cada ensaio, podendo-se ajustar a quantidade de glucose oxidase adicionada de modo
a igualar pequenas diferencas que se possam observar no consumo das células. Deste modo, a
titulacdo do H,0, em estado estaciondrio reproduz a exposicdo celular ao H,0, extracelular in vivo.
Tal pode ser particularmente relevante no estudo de processos bioldgicos sujeitos a uma complexa

regulacdo pelas concentragGes de H,0,, como é o caso deste trabalho.



Capitulo | — Introducdo

Parte Il — Sinalizagao mediada pelo H,0, em células endoteliais

1. H,0, em células endoteliais

Nos ultimos anos tem-se vindo a descobrir que o H,0, desempenha um papel fundamental na
modela¢do da funcdo das células endoteliais (CE) (Cai, 2005). O H,0, esta envolvido ndo sé em
processos que regulam a funcionalidade das CE, mas também do processo angiogénico e da
estabilizacdo da rede vascular. Assim, alguns dos processos em que o H,0, estd envolvido sdo a
regulacdo da proliferacdo, sobrevivéncia e apoptose das CE; a regulagcdo da migracdo celular e da
permeabilidade vascular por reorganiza¢do do citoesqueleto (Dudek & Garcia, 2001); a regulagdo da
vasodilatacdo dependente do endotélio por mecanismos dependentes e independentes do NO'; e a

regulacdo das respostas inflamatdrias endoteliais.

No caso da regulacdo da proliferacdo e apoptose das CE, estudos revelam que as ERO tém a
capacidade de estimular ambos os processos sendo o factor determinante a concentracao das ERO.
Sob baixas concentragdes, o H,0, estimula o crescimento e proliferacao contudo para concentracoes

elevadas observa-se a morte celular endotelial (Cai, 2005; Zanett et al., 2002).

Para além do seu papel fisiolégico, o H,0, esta também envolvido em diversas doencas associadas as
CE. O aumento do stress oxidativo é um dos factores chave no desenvolvimento e progressdo de
varias doencas vasculares associadas a disfun¢do da fung¢do vasodilatadora dependente do endotélio
e ao aumento da activacdo endotelial, como a arteriosclerose, a hipertensao, processos inflamatérios
cronicos e a lesdo pulmonar aguda (Dworakowski et al, 2008). Nos capitulos seguintes pretende-se
apresentar alguns dos mecanismos em que o H,0, esta envolvido na modelag¢édo da funcdo endotelial

e também a contribuicdo do H,0, para algumas das patologias associadas as CE.

1.1. NADPH oxidases

Para continuar a discussdo sobre a regulacdo do H,0, nas CE é necessario falar da familia de enzimas
Nox. Estes enzimas sdo os principais responsaveis pela producdo das ERO tanto em células fagociticas
como nao-fagociticas, ndo sendo excepc¢do para o caso das CE (Babior, 2000). Nas CE as isoformas
mais relevantes, e que apresentam maior expressdo, sdo a Nox1, Nox2, Nox4, e Nox5 (Ushio-Fukai &
Urao, 2009). Estas isoformas tém como caracteristica a producdo continua de 0, a baixas
concentracdes ao contrério das Nox das células fagociticas. Uma frac¢do maioritdria do 0,” formado

é rapidamente convertida a H,0, pelo SOD extracelular (ecSOD).

10
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As Nox podem ser estimuladas por diversos factores, nomeadamente factores de crescimento (factor
de crescimento vascular endotelial, VEFG; angiopoietina-1, Angl; factor de crescimento derivado das
plaguetas, PDGF, factor de crescimento epidérmico, EGF; e insulina), citocinas (factor tumoral de
necrose e factor de crescimento de transformacdo), agonistas acoplados a proteinas G (angiotensina
Il e trombina) ou hipoxia (Dworakowski et. al, 2008). As Nox apresentam uma regulacdo complexa,
quer a nivel extracelular como intracelular, o que permite manter a concentra¢do das ERO em niveis

fisioldgicos.

2. Regulagdo da angiogénese pelo H>0,

2.1. Angiogénese

O sistema vascular consiste numa elaborada rede hieradrquica de vasos que permitem a circula¢do do
sangue oxigenado e de substratos essenciais entre tecidos e drgdos vitais. A angiogénese, processo
gue consiste na formacdo de novos vasos a partir de vasos pré-existentes, é o principal processo
responsavel pela formacdo da rede vascular durante o desenvolvimento e crescimento. Contudo,

este é um processo raro em adultos, realizando-se apenas em resposta a estimulos especificos.

A angiogénese ocorre por proliferacdo, migracdo e formacdo do tubo capilar de células endoteliais
(Ren et al. 2002). Em vasos estdveis as CE encontram-se inactivas, apresentando um fendtipo
quiescente. Este fendtipo é mantido até sinais pro-angiogénicos se sobreporem aos sinais anti-
angiogénicos e induzirem uma altera¢do no comportamento das CE (ver figura I.5). O primeiro passo
na formacdo do novo vaso consiste na remocao dos pericitos que revestem o vaso. Ao serem
activadas, as células perdem os seus contactos célula-a-célula por activacdo de proteases
extracelulares, como as metaloproteinases da matriz (MMP), e passam a apresentar um caracter
invasivo e de motilidade, iniciando-se o processo da formacdo de novos vasos. Contudo, é de referir
gue nem todas as CE que sdo estimuladas ddo origem a novos vasos, apenas uma pequena fraccdo é

capaz de o fazer.

11
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Hipoxia
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Estimulo angiogénico
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Figura 1.5 — Formagao de novos vasos a partir do processo angiogénico. A) Situagdes de hipdxia ddo inicio ha
formacgdo de novos vasos ao induzirem a expressdo de VEGF. O VEGF desencadeia uma série de mecanismos,
como a activagdo das CE, a desagregacdo dos pericitos e a degradagdo da membrana basal, que em conjunto
conduzem a formagdo do novo vaso. As angiopoietinas 1 e 2 (Angl e Ang2, respectivamente) desempenham
um papel importante na manutengao e remodelagdo vascular. O VEGF é um potente agente quimiotatico para
as CE, causando a migragdo das CE em direcgdo ao gradiente de VEGF formado. O VEGF estimula também a
proliferacdo das CE, promovendo a elongagdo do vaso. B) A maturagdo do novo vaso da-se por recrutamento
dos pericitos e de células do musculo liso, os quais tém a funcdo de estabilizar o vaso recém-formado.
Adicionalmente, a criagdo de ligagGes célula-a-célula entre as CE e a formagdo da membrana basal também
promovem a estabiliza¢gdo do vaso.

(imagem adaptada de http://web.me.com/chriskontos/Kontos_Lab/Home.html)
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Por ser um processo altamente complexo, que engloba varios passos, a angiogénese apresenta uma
coordenagdo e um controlo altamente finos. Devido a importancia da angiogénese, desequilibrios
neste processo podem contribuir para diversas patologias (Martin et al., 2003; Nussenbaum &
Herman, 2010; Zachary & Morgan, 2011). E de referir que, em contraste com o bom funcionamento e
a estrutura bem ordenada dos vasos normais, os vasos criados na angiogénese patoldgica ja ndo
apresentam tais propriedades (Dvorak, 2003; Ren et al., 2002). Deste modo a angiogénese tornou-se
um alvo terapéutico bastante aliciante e que tem gerado um grande volume de estudos, sendo

fundamental compreender melhor os mecanismos envolvidos neste processo.

2.2. Regulagdo do processo angiogénico pelo H,0,

Estudos tém revelado que um dos mecanismos de promocdo da angiogénese da-se por estimulacdo
da producdo de ERO. Tem-se observado que o aumento da concentragdo de ERO, associado as Nox,
promove a proliferacdo, a migracdo, a reorganizacdo do citoesqueleto e a morfogénese tubular das
CE (Cai, 2005). Adicionalmente, estudos que em inibiram a producdo de ERO revelaram uma

diminuicdo do processo angiogénico.

Alguns dos factores que estdo envolvidos nesta estimulacdo sdo factores proé-angiogénicos ja
conhecidos como o VEGF, a Angl, a leptina, o acido 20-HETE (produto do citocromo P450), a
angiotensina 1l, a reoxigena¢do apos situacdo de hipdxia ou a adesdo de leucdcitos
polimorfonucleares activados as CE (Frey et al, 2009). Por sua vez, as ERO produzidas,
nomeadamente o H,0,, activam diversas vias de sinalizacdo ao oxidarem as cisteinas reactivas de
proteinas especificas. Algumas dessas proteinas incluem cinases, fosfatases e factores de transcricdo
sensiveis ao estado redox celular, como o caso do Ap1l, da PKC, do NF-kB, das Ets, e do HIF-1. Os
quais, por sua vez, desencadeiam a induc¢do de genes que também promovem a angiogénese como o

VEGF, as MMP e a cicloxigenase 2 (COX-2).

Considerando o caso do VEGF, o qual é considerado o principal promotor da angiogénese e é
produzido em resposta a situacdes de hipdxia. Estudos revelaram que um dos mecanismos pelo qual
este factor induz o processo angiogénico é pela estimulacdo da produc¢do de ERO, via activacdo das
Nox (ver figura 1.6) (Ushio-Fukai et al., 2002; tuczak et al., 2004). Um dos alvos do H,0, sdo os
fosfatases de tirosina (PTP), que sofrem inibicdo pela oxidagdo de cisteinas reactivas essenciais para a
sua actividade catalitica. A inibicdo das PTP facilita a autofosforilagdo do receptor tirosina cinase do
VEGF (VEGFR-2) e consequente sinalizacdo ao permitir uma extensdo da duragdo da resposta celular

apos activacdo do receptor. Adicionalmente, observou-se que o H,0, induz a expressao do VEGF e do
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seu receptor VEGFR-2, existindo deste modo um mecanismo de feedback positivo entre o VEGF e o

HzOz.

Isquémia/Hipodxia

}

VEGF VEGF
A 4

VEGFR2

— ERO -
.

> PTPePTEN
sensiveisredox —|

1 .
Eventos sinalizadores redox
(cSrc, Akt, eNOS, p38MAPK, ERK1/2)

Factores de transcricao sensiveis redox /
(HIF1a, Ref-1, p53, NF-kB, Ets)

|

Expressio de genes sensiveis redox
(VEGF, MMP, uPA, PAI-1)

'

Angiogénese

Figura 1.6 — Papel das ERO na sinaliza¢do do VEGF e de vias associadas a angiogénese. Situacdes de isquémia
ou hipdxia estimulam a indugdo do VEGF, o qual por sua vez estimula as Nox dando-se a produgdo de ERO. As
ERO inibem as fosfatases de tirosina, PTP e PTEN, por oxidagdo, o que eventualmente facilita a autofosforilagdo
do receptor VEGFR2 apds ligagdo do VEGF. A activagdo do VEFGR2 desencadeia uma cascata de sinalizagdo
associada a angiogénese. Para além da activagdo do VEGFR2, as ERO podem induzir outras vias de sinalizagdo
sensiveis a oxidagdo que estdo associadas ao processo angiogénico. (adaptado de Ushio-Fukai & Nakamura,

2009)

Para além do VEGFR-2, o H,0, potencia a activacdo de outros receptores tirosina cinase que

respondem a factores angiogénicos (Miller et. al, 2009).

Outro papel interessante que o H,0, desempenha na angiogénese esta relacionado com a activagdo
das MMP, as quais sdo essenciais para a iniciagdo do processo angiogénico (Miller et al., 2009). A
activacdo das MMP estd dependente da quebra da ligagio Cys-S-Zn** no centro activo do enzima.

Esta pode ocorrer por varios processos, sendo um deles a oxidacdo do residuo de cisteina pelo H,0,
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(Cook-Mills, 2006). Adicionalmente, o H,0, pode estimular a activacdo proteolitica das MMP ao
induzir a expressdo de proteinases como o urocinase ou a MMP-1 (Yasuda et al., 1999). Como ja

referido, o H,0, estimula ainda a expressao das MMP via activacdao das Nox.

2.3. Envolvimento do H,0, em doengas associadas a angiogénese patoldgica

Dada a importancia da angiogénese desequilibrios neste processo contribuem para diversas
patologias. Sabe-se que um aumento da activacdo da angiogénese esta intrinsecamente ligado ao
cancro, observando-se que a estimulacdo da angiogénese pelas células cancerigenas promove a
vascularizagdo do tumor e consequente crescimento, assim como o desenvolvimento de metastases
(Folkman, 1971; Malonne et al., 1999; Bergers & Benjamin, 2003). Por outro lado, observa-se que a
diminuicdo da angiogénese é um factor limitante na recuperacdo de tecidos na doenca isquémica
cardiaca (Marti & Risau, 1999). No caso da diabetes, anormalidades no processo angiogénico podem
ser implicadas nesta doenca (Martin et al., 2003). Observando-se que para o mesmo individuo pode

ocorrer disfuncdes na angiogénese tanto excessivas como limitantes.

Devido ao papel desempenhado pelas ERO na modulagcdao de processos essenciais para as CE, estas

espécies contribuem para varias doencas associadas a angiogénese patoldgica (Cai, 2005).

2.3.1. H,0, e ocancro

Devido ao papel que a angiogénese desempenha na malignidade dos tumores, a inibicdo deste
processo é uma das abordagens terapéuticas que tem suscitado vastos estudos e que se tem
desenvolvido nos ultimos anos. De modo a melhorar a eficdcia destes tratamentos e a encontrar
novos alvos torna-se essencial compreender melhor os mecanismos que regulam este processo. No
caso particular das ERO, sabe-se que estas contribuem para a angiogénese e mitogénese das células

tumorais (Ushio-Fukai & Nakamura, 2009), tornando deste modo as ERO e os mecanismos envolvidos

em potenciais alvos terapéuticos e que varios estudos tém despoletado.

Especificamente, tem-se observado que nas células tumorais as ERO estdo presentes em
concentracdes superiores ao normal (Szatrowski & Nathan, 1991). Um dos motivos para este
aumento deve-se a desregulacdo a nivel da actividade e expressdo dos produtores e dos reguladores
gue estimulam a producdo de ERO (Ushio-Fukai & Nakamura, 2009). Outro factor que contribui para
o0 aumento das ERO deve-se ao facto dos tumores ndo vascularizados a partir de um determinado

tamanho apresentarem maiores niveis de hipdxia, o que estimula a producdo de ROS nas células.
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Nesta situacdo, para o tumor continuar a crescer é necessario que este estabeleca uma rede de vasos

de forma a satisfazer as suas necessidades por oxigénio e nutrientes.

Assim como na angiogénese fisioldgica, o VEGF continua a ser um dos principais factores envolvido
na angiogénese tumoral (Bergers & Benjamin, 2003). Estudos revelaram que o VEGF e o seu receptor
VEGFR-2 encontram-se aumentados em varios tipos de células tumorais, tendo demonstrado que no
cancro da mama e do cdlon humano este aumento esta associado a um aumento da vascularizagdo
tumoral (Nussenbaum & Herman, 2010). O aumento da producdo de VEGF e VEGFR-2 da-se em
resposta a situacdo de hipdxia que ocorre no interior do tumor, tendo como via de activagdo
principal o HIF-1 (Nussenbaum & Herman, 2010). O HIF-1 é um factor de transcricdo que induz a
expressdo de varios genes envolvidos no processo tumoral, que contribuem para o caracter

proliferativo, invasivo e angiogénico das células. O H,0,, via Nox, € um dos factores que estimulam o

HIF-1 em condicdes de normoxia e hipdxia nas CE. (Kietzmann & Gorlach, 2005).

Adicionalmente, Arbiser et al. (2002) observaram que a Nox-1 num contexto tumoral promove o
aumento da expressdo do VEGF em células tumorais e endoteliais e que o seu receptor VEGFR-2
encontra-se aumentado nas CE. Confirmaram ainda que a inducdo do VEGF pela Nox-1 se devia a
producdo de H,0, ao observarem que em células transfectadas com catalase a indugdo de VEGF era
inibida. Também observaram que a Nox-1 estimula a actividade das MMP, o que em conjunto com os
resultados anteriores sugere que a sinalizacdo do H,0, contribui para a fase inicial da angiogénese

tumoral.

Devido ao papel desempenhado pelas Nox, estas sdo uns dos potenciais alvos terapéuticos no
tratamento do cancro. Recentemente, estudos realizados por Garrido-Urbani et al. (2011)
demonstraram que a inibicdo especifica da Nox-1 in vivo causa uma diminuicdo da angiogénese e do

crescimento do tumor.
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As espécies reactivas de oxigénio (ERO) sdo responsaveis por promoverem modificacGes oxidativas
em varias biomoléculas, nomeadamente nas proteinas, ao reagirem com os residuos de cisteinas
reactivos. A producdo excessiva ou desregulada destas espécies conduz ao efeito de stress oxidativo,
o qual estd implicado na morte celular e no processo de envelhecimento. Contudo, estudos recentes
revelam que estas espécies ndo actuam apenas como agentes toxicos para as células, tendo-se
observado que, para concentra¢des ndo-toxicas, as ERO estdo envolvidas na regulagdo de diversas

funcdes celulares.

Em particular nas células endoteliais o H,0,, o principal sinalizador das ERO, a concentragdes
fisioldgicas, desempenha um papel fundamental na modela¢do destas células, estando envolvido
no processo angiogénico e de estabilizacdo da rede vascular. Para além do seu papel fisioldgico, o
H,0, esta também envolvido em diversas doencas associadas as EC, como o caso de processos
inflamatorios cronicos e angiogénese patoldgica, sendo determinante o seu papel na evolugdo do

cancro.

Varias proteinas sensiveis ao H,0, ja foram identificadas e nos ultimos anos o nimero de processos
em que o H,0, participa tem vindo a crescer. Contudo, os trabalhos existentes muitas vezes nao
utilizam concentragGes consideradas ndo-toxicas para as células, ndo sendo possivel inferir quanto a

validade desses resultados.

Este trabalho teve como objectivo principal caracterizar as proteinas reguladas pelo H,0, sob

concentragoes fisioldgicas.

Mais especificamente neste trabalho:

l. Caracterizou-se as linhas celulares HUVEC e HMEC-1 quanto catabolismo do H,0,;

1. Implementou-se as condi¢Ges ideais para a exposicdo das células HUVEC a
concentracdes ndo tdxicas de H,0, a partir do método de titulacdo de H,0, em
estado estacionario;

1"I. Procedeu-se a avaliacdo do proteoma de cisteinas sensiveis ao H,0, recorrendo a
electroforese bidimensional, de modo a identificar proteinas com alteragdo dos
niveis de oxidacdo quando expostas a VEGF e a concentragGes ndo-tdxicas de H,0,;

V. Avaliou-se a expressdo diferencial de proteinas mediada pelo H,0, a partir do
estudo do proteoma total.
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Parte | — Materiais e equipamento

1. Materiais

O meio de cultura RPMI-1640, o soro fetal de bovino (FBS), a glutamina, a tripsina e os antibiéticos
penicilina e estreptomicina provieram todos da HyClone ®, Thermo scientific. O meio de cultura EBM-
2 e 0 EGM-2 SingleQuot Kit Suppl. & Growth Factors provieram da Lonza. O meio de cultura MCDB-
131 e DMEM com Glutamax vieram da GIBCO™, Invitrogen. O perdxido de hidrogénio, o metanol, o
acido acético glaciar, o etanol, a acetona, o NaCl, a glicina, o paraformaldeido, o formaldeido e o
nitrato de prata foram obtidos na Merck. O glucose oxidase (Aspergillus Niger, EC. 1.1.3.4), a catalase
(figado de bovino, EC. 1.11.1.6), o MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazodlio), o
dimetilsulféxido (DMSO), o Tris-Base, o ditiotreitol (DTT), os inibidores de proteases, a albumina do
soro bovino para a quantificacdo proteica (BSA), 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), a acrilamida, o
reagente de Bradford, o MES, os marcadores de massa molecular fluorescentes (F3526), a gelatina
tipo B, a hidrocortisona, a heparina, o DABCO, o CHAPS, o tiossulfato de sddio, o NH;HCO;, o Titron
X-100, o B-mercaptoetanol, o acido trifluoracético (TFA) e o CHCA foram adquiridos a Sigma. O
Coomassie G-250 provém da Bio-Rad e a agarose da Cambrex. A ureia, o IPG buffer pH 3-11 ndo
linear, as fitas de pH 3-11 nao linear (13 cm) e o PlusOne Dry Strip Cover Fluid foram adquiridos a GE
Healthcare. O BODIPY FL C1-IA [N-(4,4-difluoro- 5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3-
yl)methyl) iodoacetamide], o VEGF e o EGF foram adquiridos a Invitrogen. O glicerol e a
iodoacetamida vieram da Fluka. O colagénio do tipo | de rato veio da Cultrex® Trevigen. Os
anticorpos primarios anti-VE-caderina de cabra, anti-CD31 de murganho e anti-SMA de murganho
provieram da R and D systems. O anticorpo secundario anti-murganho-FITC foi adquirido a BD
Pharmingen™ e o anti-cabra-Alexa564 & Molecular Probes, Invitrogen. A BSA para a
imunofluorescéncia e o meio de montagem MOWIOL 4-88 foram obtidos na Calbiochem®. O
N,N,N,N-Tetrametiletilenodiamina (TEMED), o persulfato de amédnio (PSA) e a tripsina para a

digestdo de proteinas foram adquiridos a PROMEGA.

2. Equipamento

As linhas celulares foram manuseadas na cidmara de fluxo laminar vertical Danlaf VFRS 1206 e

mantidas na estufa de atmosfera himida com 5% CO2 Snijders CO190TC-20.

As imagens de imunofluorescéncia foram obtidas num microscopio de fluorescéncia Olympus BX60.
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Utilizou-se o espectrofotémetro Camspec M350 Double Beam para as medidas espectrofotométricas
de H,0, e o leitor de microplacas Tecan Sunrise acoplado ao software RdrOled4 para as medidas

espectrofotométricas dos ensaios de viabilidade celular e quantificacdo de proteinas.

A determinacdo da concentra¢do do H,0, foi realizada num eléctrodo de oxigénio (Hansatech

Instruments) acoplado ao software Oxygraph.

Para a obtenc¢do dos extractos proteicos utilizaram-se as centrifugas refrigeradas Sigma 202 Mk e

4k10 e o banho sonicador Bandelin Sonorex Tk52.

A electroforese 1-D em gel desnaturante SDS-PAGE foi realizada nos aparelhos de mini-gel BIORAD
Mini-Protean utilizando uma fonte de tensdo Bio Rad PAC200. Na electroforese 2-D para a 12
dimensdo utilizou-se o sistema de focagem isoeléctrica EttanTM IPGphorTM Isoelectric Focusing
System e para a 22 dimensdo utilizou-se o sistema vertical Hoefer SE 600 (Hoefer), utilizando a fonte
EPS 3500 Electrophoresis Power Supply (Pharmacia Amersham). O software utilizado na andlise dos
géis foi o ImageMaster™ 2D Platinum v5.0, desenvolvido pelo Swiss Institute of Bioinformatics em

colaboragdo com o GeneBio™ e a Amersham Biosciences.

Para a aquisicdo de imagem dos géis 2-D utilizou-se o Typhoon 9210 (GE Healthcare) para as imagens
de fluorescéncia e o ImageScanner (Amersham Biosciences) para as imagens do padrdo total de

proteinas.

Para a identificacdo de proteinas por espectrometria de massa recorreu-se a um MALDI-TOF-TOF
4800 Plus (Applied Biosystems), utilizando a placa ABI 4800 MALDI TOFTOF. Os softwares utilizados
nesta andlise foram o 4000 Series Explorer v3.0 RC1 (Applied Biosystems) e o Data Explorer 4.5

(Applied Biosystems).
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Parte Il - Métodos

1. Cultura celular

A linha celular primaria endotelial isolada da veia do corddo umbilical humano, HUVEC, foi cultivada
no meio adequado para o crescimento de células endoteliais EBM-2 (Endothelial cell Basal Medium-
2), suplementado com 5% de soro fetal bovino inactivado (FBS), e de factores que asseguram o
crescimento endotelial, hEGF, VEGF, hFGF-B, R3-IGF-1, acido ascdrbico, heparina, hidrocortisona,
gentamicina e anfotericina-B (GA-1000) (que constituem o EGM-2 SingleQuot Kit Suppl. & Growth
Factor) (Ballmoos et al., 2010). As células foram cultivadas em placas de 90 mm e frascos de 75 cm®
contendo um revestimento prévio de gelatina a 0,2% (m/v). Tratando-se de uma linha primaria, as

HUVEC foram utilizadas em todas as experiéncias no maximo até a passagem 10.

A linha celular endotelial da microvasculatura humana, HMEC-1 (Ades et al., 1992), foi cultivada no
meio MCDB131, suplementado com 10% FBS, 2 mM L-glutamina, 1 ug/mL de hidrocortisona, e 10
ng/mL EGF (Tamura et al., 2002). As células foram cultivadas em placas de 90 mm e frascos de 75

cm?®, com e sem revestimento de gelatina a 0,2% (m/v) dependendo das experiéncias efectuadas.

As linhas celulares foram cultivadas e passadas tendo em conta a sua confluéncia, de forma a
garantir um crescimento exponencial e em monocamada aderente. As células foram mantidas numa

estufa a 372C, com uma atmosfera hiumida contendo 5% CO?2.

2. Caracterizagdo das HUVEC - imunofluorescéncia

De modo a confirmar o correcto isolamento das HUVEC procedeu-se a um ensaio de
imunofluorescéncia utilizando marcadores especificos para esta linha celular. As proteinas testadas
foram dois receptores de membrana especificos de células endoteliais, a VE-caderina (do inglés,
vascular-endothelial cadherin) e o CD31, tendo-se utilizado os anticorpos primarios anti-VE-caderina
de cabra e anti-CD31 de murganho; a anti-actina do musculo liso (SMA, do inglés smooth muscle
actin) foi usada como controlo negativo, utilizando-se o anticorpo primario anti-SMA de murganho

(Larrivée & Karsan, 2005).

As células HUVEC foram cultivadas em lamelas de vidro em placas de 24 pogos, contendo um
revestimento prévio de gelatina. Quando as células atingiram um estado confluente, o meio foi

removido e lavado com o tampao de fosfato salino pH 7,2 (PBS: 1,5 mM KH,PQ,, 155 mM NaCl e 2,7
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mM Na,HPQ,). De seguida, procedeu-se a fixacdo das células utilizando-se paraformaldeido (PFA) a
4% (m/v), com um periodo de incubagdo de 1 h a 42C. Findo esse periodo, lavou-se repetidamente

com PBS, sendo reservadas em PBS a 49C até serem utilizadas.

Para as lamelas a testar a SMA foi necessario proceder a permeabilizacdo das células com a adicdo de
Triton X-100 a 0,5% (v/v) durante 15 min. De seguida, procedeu-se ao bloqueio com uma solugdo de
PBS e albumina de soro bovino (BSA) a 3%. Os anticorpos primarios foram diluidos em solugdo de
bloqueio (anti-VE-caderina 1:200; anti-CD31 1:50; anti-actina 1:200), ficando a incubar durante a

noite a 4°C.

As lamelas foram lavadas com PBS por periodos de 5 min. O passo seguinte consistiu na incubacdo
com os anticorpos secunddrios (anti-murganho-FITC e anti-cabra-Alexa564), previamente diluidos
1:500 em PBS, durante 1 h a temperatura ambiente. De seguida, procedeu-se a lavagem com PBS por
periodos de 5 min. De forma a proceder-se a marcacdo dos nucleos as células foram incubadas com
DAPI (1 pg/ul) durante 1 min. Procedeu-se novamente a lavagem com PBS durante 5 min, por 3
vezes. Por fim, montou-se as lamelas em laminas vidro sobre uma gota do meio de montagem -
MOWIOL 4-88 suplementado com 2,5% (m/v) de DABCO, tendo-se observado num microscépio de

fluorescéncia. As imagens foram posteriormente compostas com o software Photoshop.

3. Ensaios de consumo celular de H,0; e de titulag¢do de H,0, em estado estaciondrio

Para estes ensaios a concentracdo de H,0, foi determinada recorrendo-se a um eléctrodo de
oxigénio (Antunes & Cadenas, 2000). Esta determinacdo tem por base a mediacdo do oxigénio

produzido apds adicdo de catalase.

3.1. Condigdes de cultura celular para os ensaios

Para os ensaios de estado estacionario e consumos celulares de H,0,, na véspera do dia dos ensaios,
procedeu-se a passagem e a contagem das células, sendo 1,2x10° células cultivadas em placas de 90
mm, com revestimento de gelatina (caso contrdrio serd devidamente assinalado) e nos respectivos
meios de cultura. No caso dos ensaios de estado estaciondrio seguidos de ensaio de viabilidade
celular as HUVEC foram cultivadas em placas de 12 pogos com revestimento de gelatina, sendo 1x10°
células cultivadas por poco. No dia dos ensaios, uma hora antes de dar inicio aos mesmos, substituiu-

se 0 meio celular por meio de cultura RPMI-1640, suplementado com 2 mM de L-glutamina e

23



Capitulo Il — Materiais e Métodos

antibidticos (100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina), previamente aquecido a 37°C,

de forma a permitir que as células se adaptassem ao novo meio.

3.2. Curva de calibragdo

Para cada dia de ensaio, efectuou-se uma curva de calibracdao de solugdes de H,0, de concentragdes
conhecidas, dentro do intervalo de molaridade que se pretendia medir. As solu¢cdes foram
produzidas a partir de uma solucdo de aproximadamente 9 mM de H,0,, cuja real concentracgao foi
aferida medindo-se a absorvéncia do H,0, a 240 nm (¢ = 43,4 M" cm™). Quando o eléctrodo
apresentava uma linha de base constante ao longo do tempo, a curva de calibracao foi concebida por
medicdo do sinal obtido no eléctrodo de oxigénio para cada solugdo com a adi¢do de catalase (10 uL

almg/mlL).

3.3. Determinag¢do da concentragdo de H,0,

A concentracdo do H,0, no meio de cultura dos ensaios foi determinada pela adi¢cdo de catalase (10
uL a 1 mg/mL) a aliquotas de meio de ensaio (1 mL), medindo-se o oxigénio produzido no eléctrodo
de oxigénio (Antunes & Cadenas, 2000). Por interpolacdo da curva de calibragcdo determinou-se a

concentracao de H,0,.

3.4. Ensaios de consumo celular de H,0,

A determinacdo da constante de consumo de H,0, em células intactas foi realizada através de
ensaios de bolus adiction (Antunes & Cadenas, 2000). Estes ensaios consistem na adicdo de uma
concentragdo conhecida de H,0,, 100 UM, no inicio do ensaio. O consumo de H,0, foi acompanhado
ao longo do tempo por medicdo da concentracdo de H,0, presente em aliquotas do meio de ensaio,

no eléctrodo de oxigénio.

Considerando o consumo de H,0, uma reac¢ao de primeira ordem tem-se a equacao 2:

— % = k[H,0,] (equacdo 2)

A constante de velocidade de consumo, k (min™), pode ser determinada por integracdo da equagdo

(2):
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In[H,0;]f = —kt + In[H,0;] (equagdo 3)

Contudo, é necessario ter em consideracdo que ao retirar aliquotas de 1 mL ao longo do tempo a
relacdo densidade celular/quantidade de H,0, foi alterada, sendo necessario corrigir a constante de
velocidade e as concentragdes de H,0, medidas tendo em conta a alteragdo do volume de meio ao

longo do ensaio.

Deste modo, a constante de consumo de H,0, corresponde ao declive da recta ajustada aos pontos

experimentais da representagdo grafica de In [H,0:]corrigido VS. tempo (min).

3.4.1. Ensaios do consumo de H,0, para vdrios meios de cultura

O método empregue nestes ensaios é semelhante ao dos ensaios de consumos celulares. Nestes
ensaios testaram-se varios meios de cultura: EBM-2 completo, EBM-2 sem aditivos, MCDB-131 sem
aditivos, DMEM com Glutamax e RPMI-1640 suplementado. Antes de dar inicio ao ensaio incubou-se
12 mL de meio, numa placa de 90 mm, na estufa a 372C de modo a reproduzir as condi¢ées dos
ensaios de consumo celular e estado estacionario de H,0,. O ensaio teve inicio com a adicdo de 100
UM de H,0,, seguido de medicbes ao longo do tempo da concentracdo do H,0, no eléctrodo de
oxigénio. Os célculos efectuados para a determinacdo da constante de velocidade dos diferentes

tipos de meio sdo idénticos aos calculos dos ensaios de consumo celular.

3.5. Ensaios de titulagdo de H,0, em estado estaciondrio

Como ja referido, neste projecto pretendeu-se estudar o efeito do H,0,, em concentracGes
fisioldgicas, nas células endoteliais. Para tal recorreu-se ao método da titulacdo do H,0, em estado
estacionario descrito por Antunes & Cadenas, 2000. Este método tem a grande vantagem de manter

constante ao longo do tempo concentragées baixas de H,0,

Como descrito na introducdo, o ensaio tem inicio com a adicdo das unidades apropriadas do enzima
glucose oxidase (ver seccdo 3.4.1. Actividade do enzima glucose oxidase) em simultdneo com a de
H,0,, na concentracao pretendida, ao meio de ensaio. O enzima glucose oxidase presente no meio
tem como fung¢do repor o H,0, a uma velocidade semelhante a que o H,0, é consumido pelos
enzimas intracelulares. Tal, permite a manutencao da concentracao de H,0, constante ao longo do
tempo. No fim do tempo pretendido para a exposicdo das células ao H,0,, neste caso 15 min, a

concentracdo do H,0, foi verificada no final do ensaio por medi¢cdo no eléctrodo de oxigénio. O
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grupo controlo consistiu em células cultivadas e tratadas nas mesmas condi¢Ges, com a excepgdo da

aplicacdo do estado estacionario de H,0,.

De forma a parar o ensaio, o meio foi removido e lavado duas vezes com PBS a 42C. De seguida,
removeu-se o PBS e congelaram-se as células rapidamente em azoto liquido, sendo conservadas a -

809C (Kim et al., 2000; Rogers et al., 2006)

3.5.1. Actividade do enzima glucose oxidase

De forma a determinar as unidades de glucose oxidase (GO) apropriadas para a manutencdo do
estado estacionario foi necessario fazer-se um estudo da actividade do enzima (F Antunes & E

Cadenas, 2000).

Para o ensaio de actividade recriou-se as condi¢des do estado estacionario, incubando 10 mL de
meio RPMI-1640 suplementado numa placa de 90 mm na estufa a 372C. O ensaio teve inicio com a
adi¢do de 50 pL de GO a 1,060 U/mL ao meio. O aumento da concentragdo de H,0, foi acompanhado

ao longo do tempo, com a medi¢do do H,0, a intervalos de 5 min no eléctrodo de oxigénio.

Assumindo a produc¢do de H,0, como uma reac¢do de primeira ordem, foi possivel determinar a
actividade do glucose oxidase (em pM/min), a qual corresponde ao declive da recta ajustada aos
pontos experimentais da representacdo grafica da [H,0,] (UM) vs. tempo (min). A actividade

especifica do enzima (em umol/min/uL de GO) foi calculada tendo em conta os volumes do ensaio.

3.5.2. Ensaios de viabilidade celular — MTT

Recorreu-se a ensaios de viabilidade celular para definir a gama de concentrag¢des sub-letais de H,0,
nas células endoteliais, considerando-se como as concentragdes de H,0, a partir das quais as células
apresentavam uma viabilidade celular igual ou superior a 80%. Esta informagdao permitiu depois

seleccionar a concentracdo de H,0, pretendida para os ensaios de estado estaciondrio.

A viabilidade celular foi determinada utilizando o ensaio de MTT, o qual apenas na presenca de
células metabolicamente activas sofre reducdo por desidrogenases, produzindo cristais insolluveis de
formazano, intensamente coloridos, no interior das células. Deste modo, por quantificacdo da

reducdo metabdlica do MTT detecta-se exclusivamente as células que se encontram viaveis.
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De forma a estudar as concentragbes sub-letais de H,0, nas HUVEC, comecgou-se por aplicar um
ensaio de estado estacionario a varias concentracdes de H,0, durante 3 h. Ao fim das 3 h, as
concentracdes de H,0, foram aferidas por medicdo no eléctrodo de oxigénio. No caso das
concentracdes de H,0, medidas serem as pretendidas para o estado estacionario, o meio celular foi

removido e lavado por duas vezes com PBS.

O ensaio de viabilidade, adaptado de Mcgahon et al., (1995), é iniciado, de seguida, com a adicdo de
uma solucdo de MTT a 0,5 mg/mL em meio completo das HUVEC (EBM-2 suplementado), por um
periodo de incubagdo de 2 h na estufa (em atmosfera himida com 5% CO, e a 372C). Ao fimdas 2 h o
meio foi removido e substituido por DMSO, com o objectivo de promover a solubilizagdo dos cristais
de formazano formados. Seguiu-se um periodo de incubacdo de 50 min a temperatura ambiente,
com agitacdo. Por fim, leu-se a absorvéncia do produto da reaccdo a 570 nm, usando como
referéncia 630 nm, num leitor de microplacas. A absorvéncia obtida é directamente proporcional ao

numero de células vivas.

4. Ensaios de estimulagdo com VEGF

Com o objectivo de estudar e comparar as proteinas oxidadas pelo VEGF, nos momentos iniciais,

procedeu-se a estimulacdo das HUVEC pelo VEGF.

Na véspera do dia do ensaio cerca de 1,2x10° de HUVEC foram cultivadas em placas de 90 mm com
revestimento de gelatina em meio de cultura completo. No mesmo dia, depois de as células terem
aderido devidamente, o meio foi substituido por meio de cultura sem FBS, ficando a incubar durante
a noite. No dia do ensaio, procedeu-se a substituicio do meio por meio EBM-2 ndo complementado

por um periodo de incubacgdo de 3 horas e 30 minutos.

O ensaio consistiu na adicdo de VEGF a uma concentracdo final de 20 ng/mL e de heparinaa 5 U/mL.
As células foram incubadas por um periodo de 10 min na estufa a 372C. Terminado o tempo de
incubacdo o meio foi removido e procedeu-se a lavagem com PBS. De seguida, removeu-se o PBS e

as células foram congeladas em azoto liquido, sendo conservadas a -80°C.

5. Extracgdo e alquilagdo de proteinas com BODIPY-IAM

A manipulacdo de amostras cujo objectivo é caracterizar e quantificar os residuos de cisteina

oxidados tem de ser executada tendo em atencao alguns cuidados de modo a prevenir que ocorram
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reaccOes de oxidagdo ou troca de ligacGes persulfureto de proteinas durante o processamento das
amostras, as quais poderiam mascarar os resultados. Para tal implementaram-se algumas medidas:
1) congelamento das células em azoto liquido findo os ensaios de estado estacionario de H,0, e de
estimulacdo com VEGF; 2) o processo de alquilagdo dos residuos de cisteina reduzidos foi realizado
em simultaneo com o processo de lise e extraccdo proteica; 3) remoc¢do do oxigénio ao tampdo de

lise. O processo de lise e alquilagdo foi adaptado de Kim et al., 2000.

O tampao de lise utilizado consistiu no tampao 50 mM MES-NaOH (acido 2-morfolinoetanosulfénico)
pH 6,5, 100 mM de NaCl, Triton X-100 a 1% (v/v), aprotinina (1 mg/mL), leupeptina (1 mg/mL), e 10
mM 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride hydrochloride. Porém, antes de se adicionar o Triton
X-100 e os inibidores de proteases, ao tampao de lise foi removido o oxigénio ao gasear o tampao
com azoto durante 1h. De seguida, adicionou-se os restantes componentes do tampao incluido o
agente alquilante BODIPY FL C1-IA (simplificando, BODIPY-IAM) na concentragdo de 50 uM (ver

secc¢do 4.1. Optimizacdo do processo de alquilagdo com BODIPY-IAM) e colocou-se em gelo.

O processo de lise e alquilagdo iniciou-se com a adicdo de 1,5 mL de tampao de lise as células
congeladas. Recorrendo a um raspador, as células foram raspadas e recolhidas para tubos eppendorf.
De seguida, procedeu-se a sonica¢do das células por 5 periodos de 2 min com intervalos de 30 s num
banho sonicador. Sucedeu-se um periodo de incubagdo de 15 min a temperatura ambiente. De
forma a terminar a reac¢do de alquilagdo ao fim dos 15 min de incubacdo adicionou-se B-
mercaptoetanol para uma concentragao final de 20 mM. As amostras foram centrifugadas a 10 000 g
durante 12 min a 42C, o pellet resultante foi desprezado e o sobrenadante foi colocado em gelo

aguardando pela quantificacao proteica.

De referir que foi necessario proteger as amostras da luz ao longo do processo devido a presenca do

fluoréfo BOPIPY FL associado ao agente alquilante iodoacetamida (IAM).

5.1. Optimizagdo do processo de alquilagdo com BODIPY-IAM

A concentracdo de BODIPY-IAM a utilizar no processo de alquilacdo foi avaliada ao testar-se 3
concentragdes diferentes: 25, 50 e 100 uM, concentragdes utilizadas e recomendadas na literatura

(Hill et al., 2009; Kim et al., 2000).
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A precipitacdo de proteinas foi outro parametro a testar, pois é um processo com grandes vantagens
para a electroforese bidimensional. O objectivo foi avaliar se a precipitacdo de proteinas com

acetona interferia com a fluorescéncia do BODIPY-IAM.

Para o BODIPY-IAM, uma solucao stock a 10 mM foi preparada em DMSO, sendo conservada a -202C
protegida da luz. Resumidamente, o teste consistiu em aplicar o processo de lise e extraccao
explicado anteriormente para as diferentes concentracdes de BODIPY-IAM a testar. Aos extractos
proteicos obtidos dividiu-se as amostras em volumes iguais e a uma das frac¢Ges procedeu-se a
precipitacdo das proteinas por adicdo de acetona (ver seccdo 7.1. Preparacdo das amostras -
Precipitacdo de proteinas). As amostras foram conservadas a -202C durante a noite, e no dia seguinte
foram preparadas para serem aplicadas numa electroforese SDS-PAGE em condi¢bes desnaturantes
(Bjerrum, 1986). A todos os extractos foi adicionado tampao de loading (0,08 M Tris-HCl pH 6,8, SDS
1% (m/v), glicerol 5% (v/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v)), procedendo-se de seguida a aplicacdo das
amostras num gel de poliacrilamida (8% resolvente, 5% concentragdo) e a corrida deste. A imagem
de fluorescéncia do gel foi adquirida no Typhoon 9210 (ver sec¢do 6.4. Aquisicdo da imagem de
fluorescéncia) e analisada no software ImageMaster™ 2D Platinum v5.0. Por fim, para se detectar as
proteinas totais o gel foi corado com Azul de Comassie (dgua 50%, metanol 40% (v/v), acido acético
glaciar 10% (v/v), Coomassie G-250 2% (m/v)), sendo o excesso de corante retirado com uma solugdo

descorante forte (metanol 50% (v/v); acido acético 10% (v/v)).

6. Determinag¢do da concentragdo proteica

A quantificacdo dos extractos proteicos foi realizada com base no método de Bradford, utilizando

como referéncia a BSA.

Resumidamente, recorrendo a solugBes de concentragdo conhecida de BSA (entre 0,1-1,25 pg/uL) foi
possivel efectuar uma curva de calibragdo. A uma placa de 96 pocos adicionou-se, por pogo, 5 L de
extracto proteico ou solugdo de BSA e 250 uL de reagente de Bradford, em triplicados, ficando a
incubar durante 30 min com agitacdo. Como branco utilizou-se 5 UL de dgua destilada e 250 pL de
reagente de Bradford. Findo o tempo de incubacdo, a absorvéncia foi medida a 595 nm num leitor de

microplacas.
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7. Electroforese bidimensional de proteinas em condi¢cdes desnaturantes

A electroforese bidimensional de proteinas é um método bastante usado e reconhecido para o
estudo do proteoma (Garfin, 2003). Este método consiste na separac¢do das proteinas em dois passos
com base em duas propriedades independentes. O primeiro passo — dimensao consiste na focagem
isoeléctrica (IEF, do inglés IsoElectric Focusing), na qual as proteinas sdo separadas em funcdo do seu
ponto isoeléctrico (pl). No segundo passo - dimensdo as proteinas sdo separadas de acordo com o
seu peso molecular (Mr) através de uma electroforese SDS-PAGE. Tanto Deste modo, no gel
resultante obtém-se uma distribuicdo do proteoma, correspondendo idealmente cada ponto

proteico (spot) a uma Unica espécie proteica.

7.1. Preparagdo das amostras — Precipitagéo de proteinas

A preparacdo das proteinas para aplicacdo em electroforese bidimensional é um passo essencial para
assegurar bons resultados. O objectivo é que no final deste processo as proteinas se encontrem

completamente solubilizadas, desagregadas, desnaturadas e reduzidas.

A precipitacdo de proteinas é uma técnica bastante utilizada para concentrar proteinas e remover
substancias indesejadas que possam interferir com a electroforese bidimensional, como o caso de

sais e acidos nucleicos. Neste projecto utilizou-se a acetona como agente precipitante.

Depois de quantificados os extractos proteicos, procedeu-se a precipitacdo de aproximadamente 500
|g de proteinas por amostra com a adi¢do de acetona, numa propor¢do de 4 partes acetona 1 parte
amostra. Apods precipitacdo durante a noite (ou por um periodo maximo de 48 h) a -20°C, as
amostras foram centrifugadas a 12 000 rpm durante 12 min a 42C, o sobrenadante resultante foi

desprezado e o pellet seco a temperatura ambiente.

O pellet foi solubilizado com uma solugdo de re-hidratagdo (8 M Ureia, 2% (m/v) CHAPS, 1% (v/v) IPG
buffer, 1% (m/v) DTT) apropriada para a pratica da primeira dimens3do. A solubilizagdo das amostras
foi alcancada por agitacdo a 500 rpm durante um periodo minimo de 2 horas. Por fim, as amostras

foram centrifugadas a 10 000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.

E de realcar que o uso do fluoréfo BOBIPY-FL impediu a utilizagdo de azul de bromofenol, o qual é
geralmente utilizado para acompanhar as corridas da 12 e 22 dimensdo. Tal deveu-se a possibilidade

de ocorrer quenching.
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7.2. 12 Dimensdo — Focagem isoeléctrica

A focagem isoeléctrica tem como ponto fundamental o estabelecimento de um gradiente de pH, o
qual é proporcionado por géis de poliacrilamida que contém um gradiente de pH imobilizado
(Immobiline DryStrip gels), neste caso utilizaram-se fitas com um intervalo de pH de 3 a 11, ndo
linear, de 13 cm. Na presenca do gradiente de pH e sobre a influéncia de um campo eléctrico as

proteinas migram para a posi¢do em que a sua carga global é zero.

O loading da amostra nas fitas foi realizado pelo método da re-hidratacdo, o qual tem varias
vantagens, sendo uma delas permitir o loading de grandes quantidades de proteina. O sobrenadante,
resultante da centrifugacdo das amostras, foi uniformemente aplicado nos sarcéfagos, e de seguida,
colocaram-se as fitas sobre a amostra, com o cuidado de evitar bolhas (ver figura I.1). De forma a
impedir a desidratacao das fitas e a optimizar o processo da focagem adicionou-se uma solucao de

6leos minerais purificados (PlusOne Dry Strip Cover Fluid).

Figura 1.1 — Exemplificacdo da aplicacdo da amostra e da fita no sarcéfago préprio para a focagem
isoeléctrica. a) Aplicagdo da amostra no sarcéfago; b) e c) Posicionamento da fita, com a face do gel voltada

para baixo, sobre a amostra. (adaptado de 2-D Electrophoresis. Principles and Methods., 2004)

Os sarcofagos foram posicionados equidistantemente no sistema de focagem isoeléctrica. O

programa da focagem isoeléctrica consistiu nas seguintes etapas:

1)12h,30V;

2) 4 h, 500 V;

3) Grad 1 h, até 1000 V;

4) Grad 2 h 30 min, até 1000 V;
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5) 8000 V, até 4400 V/h.

No final, retiraram-se as fitas dos sarcofagos e caso a 22 dimensdo ndo ocorresse de imediato foram

conservadas a -20°C.

7.3. 22 Dimensdo - Electroforese SDS-PAGE

Apds a focagem isoeléctrica é necessdrio equilibrar as fitas, tendo como objectivo preservar as
proteinas desnaturadas e desagregadas. Este processo consiste em dois passos que utilizam uma
solugdo mae de equilibrio (6 M Ureia, 75 mM Tris-HCI pH 8,8, 30% (v/v) glicerol, 2% (v/v) SDS). O
primeiro passo consistiu na adigdo da solugdo mde complementada com DTT a 1% (m/v) as fitas,
seguido de um periodo de incubacdo de 15 min, com agitacdo, a temperatura ambiente. A solucdo
foi descartada, e adicionou-se a solugdo mie complementada com iodoacetamida 2,5% (m/v),

repetindo-se a incubagcao com as condi¢des anteriores.

De seguida, aplicaram-se as fitas nos géis de poliacrilamida SDS-PAGE de 12% (v/v)
[acrilamida:bisacrilamida; 37,5:1% (m/m)] e com 1,0 mm de espessura. A aplicacdo de marcadores de
peso molecular fluorescentes num dos cantos do gel facilitou o acompanhamento da corrida e a
analise posterior dos géis. De modo a melhorar o contacto entre a fita e o gel cobriu-se com uma
solugcdo de agarose 0,5% (m/v) (em 4gua destilada e tamp&o de corrida), previamente aquecida. O
tampado de corrida utilizado foi o Tris-Gly pH=9,8 (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS). A segunda
dimensao foi realizada num sistema vertical, utilizando uma fonte com uma corrente definida de 25
mA por gel e tendo a voltagem como factor ndo limitante. A temperatura da corrida foi controlada

ao utilizar-se um sistema de refrigeragao a 102C.

7.4. Aquisi¢do da imagem de fluorescéncia

Devido a utilizacdo de BODIPY-IAM foi importante ter em atenc¢do que a corrida da 22 dimenséo fosse
completa, de forma a garantir que o BODIPY-IAM livre, que nao tivesse sido eliminado no processo

de precipitacdo, ndo interferisse na imagem de fluorescéncia.

Terminada a 22 dimensdo, a imagem de fluorescéncia dos géis foi adquirida num Typhoon 9210,
utilizando 532 nm como comprimento de excitacdo e o filtro de emissdao 526 SP. A aquisicao da

imagem teve como parametros: 600-700 PMT e 50 uM pixel.
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7.5. Coloragdo com nitrato de prata

O proteoma total foi depois detectado recorrendo a coloragdo com nitrato de prata, uma coloragdo

mais sensivel que a realizada com Azul de Comassie.

O primeiro passo consistiu na fixagdo das proteinas, ao incubar o gel com uma solugdo de 45%
metanol e 5% de acido acético, durante um periodo minimo de 30 min, a temperatura ambiente. De
seguida, o gel foi incubado durante 30 minutos com agitagdo numa solugdo de metanol 30%. Apos o
tempo de incubagdo procedeu-se a lavagem do gel duas vezes em agua bidestilada durante 30 min
com agitagdo. Seguiu-se a incubagdo com uma solugdo de sensibilizagdo de tiosulfato de sédio 0,02%
(m/v), em agua MiliQ, durante 1-3 min com agita¢do. Fizeram-se duas lavagens rapidas de cerca 1
min em agua bidestilada, e adicionou-se a solucdo de coloragdo de nitrato de prata 0,1% (m/v), em
agua MiliQ, a 49C. Seguiu-se um periodo de incubacdo de 30 min com agitacdo realizado a 49C.
Efectuaram-se novamente duas lavagens rapidas com dagua bidestilada, apds as quais o gel foi
incubado na solugdo de revelagdo (carbonato de sédio 2% (m/v), formaldeido 0,04% (v/v) em agua
MiliQ). A revelagdo foi parada apds o aparecimento do sinal ao remover a solucdo de revelacdo e ao
adicionar uma solugdo stop de 5% acido acético glaciar em agua MiliQ. A solugdo de acido acético foi
substituida por 2 vezes por uma nova ao fim de periodos de 10 min, sendo a ultima incubacdo de 1 h.

Por fim, os géis foram lavados e conservados em agua bidestilada a 49C.

Os géis foram digitalizados no ImageScanner, utilizando o filtro azul e com uma resoluc¢do de 600 dpi.

As imagens adquiridas consistem no padrao de proteinas totais.

7.6. Andlise dos géis bidimensionais com o software ImageMaster

As imagens de fluorescéncia e as imagens do padrdo das proteinas totais foram analisadas utilizando
um software de analise de imagens de géis 2D o ImageMaster™ 2D Platinum v5.0. Os géis obtidos
dividem-se em dois grupos: grupo controlo e grupo experimental correspondente a amostras
provenientes do estado estacionario de H,0, ou da estimulacdo pelo VEFG (simplificando: grupo
experimental). E de relembrar que para o mesmo gel existem duas imagens, a da fluorescéncia e a do
padrdo de proteinas totais, e consequentemente existem dois tipos de variacGes possiveis de
observar, a da fluorescéncia (que corresponde a oxidacdo das proteinas) e a da variacdo da

guantidade de proteina total, respectivamente.
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O processo de analise tem uma sequéncia de varios passos. Considerando uma experiéncia, é

necessario:

1) Tratar as imagens obtidas, o que implica a deteccdo automatica de todos os pontos de
proteinas (spots), sendo essencial posteriormente proceder a edicdo e correccdo manual dos

spots identificados.

2) Fazer a correspondéncia dos spots idénticos, ou seja, a mesma espécie proteica, entre o

grupo controlo e o grupo experimental dentro do mesmo tipo de imagem.

3) Identificar as variagdes de fluorescéncia entre os spots do grupo controlo e do grupo
experimental, ou seja, as varia¢cdes de oxidacdo dos grupos tidis entre as mesmas espécies

proteicas.

4) Fazer a correspondéncia dos spots que apresentam variacdo de oxidagdo nas imagens de
fluorescéncia com os spots das imagens do padrdo das proteinas totais, para o mesmo gel.
Pois existe uma grande diferenca entre o padrdo observado nas imagens de fluorescéncia

face as imagens do padrdo das proteinas totais.

5) Avaliar se existe variacdo na expressdo de proteinas nas imagens do padrdo das proteinas

totais, por comparacgao entre o controlo e o experimental.

6) Comparar as variagdes observadas dentro de uma experiéncia com as restantes experiéncias

independentes (n=3).

Analisando em pormenor os passos, é de referir que no passo 1) o volume individual de cada spot foi
normalizado pelo volume total dos spots para cada imagem. 2) O processo de correspondéncia é
automatico, sendo apenas necessario anteriormente atribuir algumas correspondéncias
manualmente para facilitar o processo. No passo 3) a analise da variacdo da fluorescéncia consistiu
na comparacdo do volume normalizado do mesmo spot entre as imagens de fluorescéncia de géis de
grupos diferentes dentro da mesma experiéncia. E de notar que a o aumento da oxidacdo numa
proteina provoca a diminuicdo da fluorescéncia dessa proteina/spot, consequentemente
apresentando um volume menor. Considerou-se que houve varia¢do na fluorescéncia quando a
variagdo foi igual ou superior a 35%. O passo 4) é efectuado manualmente pois o processo de

correspondéncia automatico ndo apresenta resultados satisfatdrios, devido a grande diferenca nos
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padrées de proteinas entre a fluorescéncia e as proteinas totais. O processo de analise do passo 5) é
semelhante ao passo 3), com a devida diferenca ao tipo de imagens tratadas. E de referir, que tanto
para o passo 5) como para o passo 3) apenas se analisaram as proteinas apresentavam
correspondéncia em ambos géis. Considerou-se que existiu variacdo na quantidade de uma dada
proteina quando a variagdo foi igual ou superior a 35%. Relativamente ao passo 6), os géis que

apresentavam uma ma resolucdo ou anomalias no processo de separac¢do foram descartados.

8. Identificagdo de proteinas por MS/MS pela técnica de Peptide Mass Fingerprint

8.1. Digestdo in gel das proteinas

As proteinas em que se observou variagdo na oxidagdo ou na sua expressao foram aquelas que se
pretenderam identificar por espectrometria de massa recorrendo a uma estratégia de bottom-up.
Esta é uma estratégia comum em protedmica, pois permite identificar e caracterizar proteinas que

sofreram digestdo proteolitica previamente a analise por espectrometria de massa.

O primeiro passo consistiu em extrair/picar do gel as proteinas de interesse, utilizando-se uma ponta
de 1 mL cortada. A partir do momento da extrac¢do das proteinas a manipulagdo destas passou a ser
efectuada com extremo cuidado, sendo os passos seguintes efectuados numa cdmara em condicbes

controladas de forma a evitar contaminacgdes.

Apds a extraccdo, as proteinas foram lavadas com agua MiliQ durante 15 min com agitacdo. De
seguida, foram incubadas com acetonitrilo (ACN) a 50% durante outro periodo de 15 min com
agitacdo. O processo anterior foi repetido com ACN a 100%, tendo como objectivo a desidratagao das
porcdes de gel. Findo o periodo de incubacgdo, removeu-se o ACN e caso ndo se pretendesse

continuar com o processo as amostras foram congeladas a -209C.

O passo seguinte consistiu na digestdo in gel das proteinas por re-hidratacdo com tampdo de
digestdo (50 mM NH,HCO; e tripsina a 6,7 ng/uL), seguido de incubacdo em gelo durante 30 a 45
min. O excesso de tampdo que ndo foi re-absorvido foi removido e substituido por uma solucdo de
50 mM NH4HCOs. A digestao ocorreu durante a noite a 372C. Por fim, os sobrenadantes contendo as

proteinas digeridas foram conservados a -20°C.
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8.2. Aplicagdo das proteinas digeridas na placa de MALDI

O primeiro passo consiste em concentrar e purificar a amostra, de modo a remover sais e outros
possiveis contaminantes. Para tal, recorreu-se a colunas de cromatografia de fase reversa do tipo C8.
A preparagdo destas foi realizada manualmente, consistindo na activagao da resina com ACN a 50%,
seguida de equilibrio e conservagao da coluna com uma solugdo de acido trifluoracético (TFA) a 0,1%,

podendo ser conservadas a 4°C.

O passo seguinte consistiu na aplicacdo da amostra de péptidos na coluna. Efectuou-se uma lavagem
com TFA a 0,1%, e por fim, os péptidos foram eluidos directamente para a placa de MALDI com a

solugcdo de matriz (10 pg/pL de CHCA em 50% ACN com 0,1% TFA).

8.3. Aquisigdo de espectros de massa

As proteinas digeridas foram analisadas por tandem MS utilizando um MALDI-TOF-TOF 4800 Plus,
sendo efectuadas pelo Dr. Ricardo Gomes do ITQB. Para esta analise utilizou-se CID (do inglés,
Collision Induced Dissociation) com 1 kV de energia de colisdo e 1x10° torr de presso de ar. Para
cada espectro de MS/MS recolheram-se 2000 laser shots, utilizando uma intensidade de laser fixa a
4000 V. Os softwares utilizados nesta analise foram o 4000 Series Explorer v3.0 RC1 e o Data Explorer

4.5.

8.4. Identificagdo de proteinas por Peptide Mass Fingerprint

A identificacdo das proteinas analisadas foi efectuada recorrendo a técnica de Peptide Mass
Fingerprint (PMF). Esta técnica tem como premissa que cada proteina é constituida por uma série
Unica de péptidos e que portanto tem um conjunto Unico de massas de péptidos. A identificacdo é
conseguida por comparagdo das massas obtidas para os péptidos com as massas tedricas previstas
por bases de dados. Nesta analise utilizaram-se bases de dados como a MSDB' (base de dados de
sequéncias proteicas n3o idénticas) e a UniProtKB/SwissProt’ (base de dados de sequéncias n3o

redundantes de proteinas). Considerou-se um erro maximo de 5 ppm.

! http://csc-fserve.hh.med.ic.ak/msdb.html
2 .
http://www.uniprot.org
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9. Andlise estatistica
Os resultados apresentados correspondem a média + desvio padrdo de n experiéncias

independentes. A comparacdo de resultados entre dois grupos distintos foi realizada através do teste

t —Student, valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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1. Caracterizag¢do do consumo celular de H,0, das linhas HUVEC e HMEC-1

De forma a determinar se a origem das células endoteliais ou as suas condicdes de cultura
influenciam a capacidade de degradacdo de H,0,, determinou-se a velocidade de consumo
celular de H,0, das linhas HUVEC (linha de células primarias) e HMEC-1 (linha celular
imortalizada). A constante de velocidade de consumo celular de H,0, foi determinada através
de medig¢Bes ao longo do tempo da concentragdo de H,0, apds a adigdo de 100 uM H,0,,
recorrendo a um eléctrodo de oxigénio, segundo o método descrito por Antunes & Cadenas,

(2000).

1.1. Linha HMEC-1

Para as HMEC-1 o consumo de H,0, foi determinado em células cultivadas na auséncia de
revestimento, como recomendado para esta linha, e na presenca de revestimento de gelatina
(0,2% (m/v)), utilizada na cultura de HUVEC. A gelatina utilizada consiste numa mistura de

proteinas solliveis de elevadas massas moleculares presentes no colagénio.

A constante de velocidade de consumo de H,0, determinada em células HMEC-1 foi de 0,0591
+ 0,0186 min™, na auséncia de revestimento, e de 0,0188 + 0,0006 min™, na presenca de
revestimento de gelatina (ver figura IV.1 e quadro IV.1). Os valores apresentados

correspondem a média e ao respectivo desvio padrdo para 3 experiéncias independentes.
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Figura IV.1 — Representagdo das constantes de velocidade de consumo de H,0, em HMEC-1. A figura
corresponde a representacdo grafica das constantes de velocidade de consumo celular de H,0,
determinadas em HMEC-1 intactas na auséncia ou presenga de um revestimento de gelatina. Estes
resultados sdo representativos de trés experiéncias independentes (n = 3), respectiva média e desvio
padrdo. Andlise estatistica efectuada a partir do t-test: * p < 0,05 ( p = 0,0182 versus Revestimento de

gelatina).

1.2. Linha HUVEC

1.2.1. Microscopia de imunofluorescéncia

Procedeu-se a caracterizacdo das HUVEC por ensaios de imunofluorescéncia de modo a
confirmar o correcto isolamento desta linha celular. Para este ensaio escolheram-se dois
marcadores de EC, a VE-caderina (VE-CAD) e o CD31, também conhecido por PECAM-1. Para
excluir uma possivel contaminagdo por células do musculo liso, utilizou-se uma proteina
exclusiva para este tecido, a SMA (do inglés, Smooth Muscle Actin), servindo deste modo de

controlo negativo.
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Figura IV.2 — Analise por microscopia de fluorescéncia da VE-caderina e do CD31 em HUVEC. Imagens

sobrepostas de DAPI e: A) Anti-CD31; B) Anti-VE-CAD.

Nas imagens de fluorescéncia, tanto para o anti-VE-caderina como para o anti-CD31, observa-
se que todas as células sdo positivas, o que indica que o isolamento foi bem conseguido. O
ensaio realizado com o anti-SMA ndo revelou a presenca de células positivas, excluindo a
hipétese de uma contaminagdo por células do musculo liso. Com estes resultados confirmou-

se o correcto isolamento das HUVEC.

1.2.2. Constante de velocidade de consumo de H,0, das HUVEC

No caso das células HUVEC foi comparada a constante de velocidade de consumo de H,0, de
células cultivadas em gelatina (0,2% (m/v)), revestimento recomendado para estas células, e
em colagénio tipo | (0,15% (m/v)). Ao contrario das HMEC-1 n&o se determinou a constante de
consumo na auséncia de revestimento pois tal procedimento ndo permite o cultivo desta linha

celular em boas condicGes de sobrevivéncia (Smeets et al., 1992).

A constante de velocidade de consumo de H,0, determinada em células HUVEC foi de 0,0280 +
0,0034 min™, na presenca de revestimento de gelatina, e de 0,0259 + 0,0048 min™, na
presenca de revestimento de colagénio do tipo | (ver figura IV.3 e quadro IV.1). Os valores
apresentados correspondem a média e ao respectivo desvio padrdo para 3 experiéncias

independentes.
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Figura IV.3 — Representac¢do das constantes de velocidade de consumo de H,0, em HUVEC. A figura
corresponde a representacdo grafica das constantes de velocidade de consumo celular de H,0,
determinadas em HUVEC intactas na presen¢a de um revestimento de gelatina ou de colagénio. Estes
resultados sdo representativos de trés experiéncias independentes (n = 3), respectiva média e desvio

padrao.

Quadro IV.1 - Constantes de velocidade de consumo de H,0, para as linhas HUVEC e HMEC-1. No
guadro encontram-se sumarizadas as constantes de velocidade de consumo de H,0, determinadas para
as diferentes linhas celulares, HUVEC e HMEC-1, quando cultivadas em diferentes tipos de revestimento,
sem, com gelatina, e com colagénio do tipo I. Estes resultados sdo representativos de trés experiéncias
independentes (n = 3), respectiva média e desvio padrdo. Analise estatistica efectuada a partir do t-test:

*p<0,05[ (** p =0.0214 versus HUVEC) (*? p = 0,0182 versus Revestimento de gelatina)].

Constante de velocidade de consumo de H,0,, k (min™)

. Revestimento de Revestimento de
Sem revestimento . , .
gelatina colagénio
HUVEC - 0,0280 + 0,0034 0,0259 + 0,0048
HMEC-1 0,0591 + 0,0186*2 0,0188 + 0,0006** -

2. Optimizagdo do ensaio de titulagdo do H,0, em estado estaciondrio

Tendo o objectivo de estudar o efeito do H,0, em concentracdo fisioldgicas nas células
endoteliais, optou-se pela utilizacdo do método de titulacdo do H,0, em estado estaciondrio, o
qual permite a manutenc¢dao da concentracdao de H,0, constante ao longo do tempo. Este

método exigiu a calibracdo de varios parametros que serdo descritos nas sec¢ées seguintes.
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2.1. Determinagdo da constante de velocidade do consumo de H,0, para

diferentes tipos de meio

Um dos passos de optimizacao consistiu no estudo do consumo de H,0, por diferentes tipos
de meio, tendo o objectivo de seleccionar o meio ideal para realizacdo dos ensaios de estado
estacionario de H,0,. Neste caso, pretende-se um meio que apresente um consumo minimo
de H,0, de modo a que ndo interferira com o método. Como se pode ver no quadro 1V.2, os
diferentes meios apresentam consumos bastante distintos. O meio celular das HUVEC, EBM-2,
apresenta uma elevada constante de velocidade do consumo de H,0, e por esse motivo nao
pode ser utilizado durante os ensaios de estado estacionario. Como o RPMI é o meio que
apresenta menor consumo de H,0, foi o meio seleccionado para os ensaios de estado

estacionario.

Quadro 1V.2 — Constantes de velocidade de consumo de H,0, para os diferentes tipos de meio. Os

meios testados foram o EBM-2 complementado (EBM-2 + 5% FBS), EBM-2, MCDB-131; RPMI| e DMEM.

Constante de velocidade de

Meio

consumo de H,0,, k (min™?)
EBM-2 + 5% FBS 0,151
EBM-2 0,200
MCDB-131 0,185
RPMI 0,002
DMEM 0,789

2.2. Actividade do enzima glucose oxidase

No ensaio de titulacdo de H,0, em estado estaciondrio o enzima glucose oxidase tem como
funcdo repor o H,0, no meio a uma velocidade idéntica a que o H,0, é consumido pelos

enzimas intracelulares. Um dos passos de optimizacdo para este ensaio consistiu na
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determinacdo da actividade do glucose oxidase, o que possibilitou calcular uma estimativa da
qguantidade de glucose oxidase (GO) a utilizar de forma a manter a concentra¢do do H,0,

constante ao longo do ensaio.

Assumindo que a producdo de H,0, por este enzima é uma reac¢do de primeira ordem,

determinou-se que a actividade especifica do glucose oxidase é de 1,95x10™ pmol/min/uL de

GO.

Deste modo, de acordo com a equac¢do 4, conhecendo a actividade especifica do glucose
oxidase (Act.GO em pmol/min/uL de GO), a constante de velocidade de consumo de H,0,
pelas células (k em min™) (ver Capitulo IV - 1.2.2. Constante de velocidade de consumo das
HUVEC) e a concentragdo de H,0, pretendida para o estado estaciondrio ([H,0,]ss em uM) foi
possivel determinar o volume de glucose oxidase (em pL) apropriado para a manuteng¢do do

estado estacionario.

H,0,]ssxVol.ensaio
Act.GO

Vol.Go = XX

(equacdo 4)

E de referir que na realizacdo dos ensaios de estado estaciondrio, a quantidade de GO a
adicionar foi sempre testada através de um ensaio prévio de forma a ajustar a quantidade

ideal de GO, uma vez que o consumo de H,0, pelas células varia ligeiramente.

2.3. Determinagdo da viabilidade celular ao H,0;

Um dos passos fundamentais na optimizacdo do ensaio de estado estacionario de H,0,
consiste em definir a gama de concentracdes de H,0, que sdo consideradas sub-letais nas
HUVEC. Para tal, testou-se a sobrevivéncia celular com MTT depois de expor as células a um
ensaio de estado estacionario de 3 horas para diferentes concentracées de H,0,. A escolha das
concentracdes de H,0, a testar teve por base o conhecimento das concentracbes sub-letais
determinadas para outros tipos de linhas celulares seguindo o mesmo método (Carvalhal,
2010; Oliveira-Marques, Marinho, Cyrne, & Fernando Antunes, 2009). Apurou-se assim que
para o intervalo de 8-14 uM de H,0, a sobrevivéncia das HUVEC é de 77,8% + 4.6%, e que para
o intervalo de 18-21 uM de H,0, é de 64.9% + 13.3%, relativamente ao controlo (ver figura

IV.4).
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Figura IV.4 — Representacdo da viabilidade celular das HUVEC apdés exposicio a um estado
estaciondrio de H,0, de 3 horas. A viabilidade das HUVEC foi inferida por ensaio de MTT, apéds as
HUVEC terem sido submetidas a um estado de estacionario de 3 horas para diferentes concentragdes de
H,0,. Estes resultados sdo representativos de trés experiéncias independentes (n = 3), respectiva média

e desvio padrao.

Considerando uma sobrevivéncia de aproximadamente 80% das células, e tendo em conta as
limitagGes técnicas relativamente a sensibilidade do eléctrodo de oxigénio e ao facto de serem
usados tempos de exposi¢do ao H202 mais curtos (15min), o intervalo de 8-14 uM de H,0, foi

o intervalo de valores usados e considerados sub-letais para as HUVEC.

3. Detecgdo e identifica¢do de proteinas que contém cisteinas sensiveis ao H,0,

De modo a detectar e identificar proteinas sensiveis a modificacdes pds-traducionais por
oxidagdo procedeu-se a analise de extractos proteicos totais das HUVEC em duas condigdes: 1)
exposicdo ao H,0, em estado estacionario para concentra¢des sub-letais durante 15 minutos;
2) incubagdo com VEGF durante 10 minutos. O tempo relativamente curto dos ensaios teve

como objectivo a detec¢ao dos eventos iniciais sinalizadores do H,0, e do VEGF.

A avaliacdo do proteoma das cisteinas sensiveis a oxida¢do foi efectuada por marcacdo das
proteinas com um agente alquilante de grupos sulfidrilo, a iodoacetamida, associado ao
fluoréfo BODIPY FL (simplificando, BODIPY-IAM). As amostras previamente marcadas foram
analisadas por electroforese bidimensional. A electroforese bidimensional é uma das técnicas

mais utilizadas no estudo do proteoma devido ao seu elevado poder de resolugao. Centenas
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de proteinas sdo resolvidas num unico gel 2-D PAGE, onde idealmente cada ponto proteico
(spot) corresponde a uma proteina Unica. Esta técnica é particularmente util para analisar a

expressao diferencial de proteinas entre grupos com diferentes tratamentos.

Para a realizacdo da 12 dimensdo dos géis 2-D (focagem isoeléctrica) utilizaram-se fitas com
um gradiente de pH 3-11 nao linear, de 13 cm. Este intervalo de pH permitiu realizar uma
analise do proteoma global das proteinas, pois abrange praticamente toda a gama do pH. O
facto de o gradiente ndo ser linear deve-se ao facto de a maioria das proteinas apresentarem
pontos isoeléctricos proximos da neutralidade. Deste modo, para evitar o empacotamento e
consequente ma resolucdo destas proteinas, as fitas utilizadas apresentam um gradiente de pH

mais largo para estes valores de pH.

3.1. Optimizagdo do processo de marcag¢éo com BODIPY-IAM

Na avaliacdo do proteoma sensivel a oxidacdo varios factores tém que ser analisados e
ponderados. Uma das principais preocupaces na manipulacdo de amostras cujo objectivo é
caracterizar e quantificar os residuos de cisteina oxidados é que ocorram reacg¢des de oxidacdo
de proteinas durante o processamento das amostras, as quais poderiam mascarar 0s
resultados. Como ja referido no Capitulo Ill - Materiais e métodos, implementou-se algumas
medidas para impedir esta situacdo, sendo a mais importante a realizacdo da marcacao das
proteinas com BODIPY-IAM durante a lise proteica. O procedimento foi desenvolvido tendo

por base os seguintes artigos: Kim et. al (2000) e Hill et al. (2009).

A escolha do uso de um fluoréfo associado ao agente alquilante iodoacetamida, ao invés da
tradicional biotina, tem como grande vantagem nao ser necessario recorrer a um Western blot
para obter a imagem do proteoma de cisteinas reactivas. Neste caso basta utilizar as
propriedades de excitagdo/emissdo do fluordfo para obter essa imagem. Outra vantagem esta
relacionada com o elevado nivel de sensibilidade que as técnicas de fluorescéncia actualmente

oferecem, sendo possivel detectar proteinas menos abundantes.

Um factor que foi necessario estudar foi o pH a utilizar no tampdo de lise e marcacdo. O
agente alquilante BODIPY-IAM tem uma maior reactividade para o anido tiolato (Cys-S’) do que
para a forma protonada (Cys-SH), e nenhuma para as formas oxidadas (Cys-SOH, Cys-SS-Cys,
entre outras) (ver figura IV.5). Como ja referido na introducdo, as cisteinas reactivas ao H,0,

sdo aquelas que apresentam um valor de pK, baixo quando comparadas a maioria das cisteinas
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(pK; = 8), por esse motivo a pH de 6,5 o BODIPY-IAM vai reagir preferencialmente com as
cisteinas reactivas. Desta forma a utilizacdo de um pH baixo permite aferir preferencialmente
guanto as cisteinas reactivas e evitar o problema de haver excesso de marcacdo caso todas as
cisteinas ndo oxidadas do proteoma fossem marcadas, o que poderia mascarar eventuais

variagcOes na oxidagdo como visto por Kim et al., (2000).

o)

Ml
= \/-S—CHz

0
)K/S-—CH2+I.
R——NH

Figura IV.5 — Reacc¢do entre o BODIPY-IAM e o anido tiolato de um residuo de cisteina. O anido tiolato
reage com a iodoacetamida numa reacgdo do tipo Sy2. A reac¢do da origem a uma ligagdo tioéster, a

qual é irreversivel. Na estrutura, R corresponde ao fluoréfo BODIPY FL. (adaptado de Hill et al., 2009)

Um dos passos de optimizagdo consistiu em determinar se a precipitacdo de proteinas por
acetona interferiria com a fluorescéncia do BODIPY-IAM. A precipita¢do de proteinas é um dos
passos mais utilizados na preparagdo das amostras a aplicar nos géis 2-D, pois permite eliminar
contaminantes presentes no tampao de lise que interferem com o método de separacdo. Tal
foi inferido pela realizacdo de um gel 1-D em que se testaram amostras precipitadas e nao
precipitadas. Adicionalmente, testou-se varias concentracdes de BODIPY-IAM (25, 50 e 100

WM) de modo a seleccionar a concentragdo ideal para o processo de marcagdo de proteinas.

A partir da andlise do gel obtido concluiu-se que a acetona nao interfere na fluorescéncia do
BODIPY-IAM, nao se tendo observado diferencas significavas entre a fraccdo precipitada e a
nao precipitada. Observou-se também que a precipitagdo com acetona tem a vantagem de
eliminar o reagente BODIPY-IAM livre que nao foi incorporado nas amostras e que impede a
visualizacdo das proteinas (ver figura 1V.6). A concentracdo de BODIPY-IAM mais adequada

para o processo de marcagdo dos extractos proteicos totais das HUVEC foi a de 50 uM, uma

47



Capitulo IV — Resultados

vez que marca mais eficientemente as proteinas do que a concentracdo de 25 UM e ndo

parece ter vantagem relativamente aos 100 uM.

25 50 100 1M BODIPY-IAM

NP P NP P NP P

Figura IV.6 — Imagem de fluorescéncia obtida para o gel 1-D SDS-PAGE, para diferentes concentra¢Ges
de BODIPY-IAM e diferente processamento das amostras. O gel representado corresponde a um
extracto proteico total de HUVEC previamente marcado com BODIPY-IAM para trés concentragdes
diferentes: 25, 50 e 100 uM. Por cada dois pogos encontra-se a marcagdo de BODIPY-IAM a mesma
concentragdo, sendo a diferenga na preparagdo da amostra com precipitagdo ou ndo de proteinas com

acetona. Legenda: NP — amostra ndo precipitada; P — amostra precipitada com acetona.

3.2. Andlise dos géis 2-D - H,0,

A andlise dos géis obtidos permitiu inferir quanto a dois tipos distintos de resultados: varia¢do
na oxidacdo das proteinas e variagdo na expressdo das proteinas. Assim, para o mesmo gel
existem duas imagens, a da fluorescéncia, correspondente a oxidacdo, e a do padrdo de

proteinas totais que corresponde a coloragdo por nitrato de prata.
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Figura IV.7 — Imagens representativas dos dois tipos de imagem obtida para um gel 2-D PAGE do
extracto proteico total das HUVEC. As imagens apresentadas correspondem a um Unico gel, obtido para
o extracto proteico total das HUVEC (500 pg proteina). A) Imagem resultante da excita¢do do fluoréfo
BODIPY-IAM, representativa do padrdo do proteoma de cisteinas reactivas; B) Imagem resultante da
coloragdo com nitrato de prata, representativa do proteoma de proteinas totais. Primeira dimensdo: IEF
fita com pH 3-11 ndo linear, de 13 cm. Segunda dimensdo: SDS-PAGE. Legenda: M — marcadores de

massa moleculares fluorescentes; Seta — representagdo do sentido crescente do gradiente de pH.

Comparando os dois tipos de imagem obtidos para o mesmo gel, ou seja, mesma amostra,
observa-se que estas apresentam um padrdo de proteinas bastante distinto (ver figura IV.7).
Tal diferenca deve-se ao facto de as imagens de fluorescéncia corresponderem apenas ao
proteoma representativo das cisteinas reactivas, logo proteinas que ndo possuam cisteinas
(cerca de 11% das proteinas totais, (Tyagarajan et al., 2003)) ou cujas cisteinas ndo sdo
reactivas no pH usado ndo se encontram representadas nestas imagens. Também é preciso ter
em consideracdo que o volume dos pontos proteicos observado para cada proteina com este
tipo de marcagdo ndo é proporcional a quantidade de proteina, pois é influenciado pelo
numero de residuos de cisteinas reactivas presentes nas proteinas. Deste modo, proteinas com
mais do que um residuo de cisteina reactivo encontram-se mais representadas, enquanto
proteinas que apresentam cisteinas ndo reactivas tém uma marcacdo reduzida e portanto

encontram-se menos representadas.
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3.2.1. Normalizagéo das proteinas pelo volume total

No tratamento de dados utilizou-se o volume total das proteinas, por gel, para normalizar os
valores de cada spot (ponto proteico) individual. A normalizacdo para cada proteina foi
determinada segundo a equagdo 5, onde %Vol é o volume relativo da proteina (usado para
quantificar e comparar entre géis), Vols é o volume do ponto proteico num gel contendo n
pontos proteicos. A normalizacdao dos dados consiste numa calibragcdo interna que torna os
dados independentes de variagdes experimentais entre géis, causadas por diferencas na
guantidade total de proteina carregada nos géis ou na extensao da coloragdo. Para confirmar
gue esta normalizagdo era valida, comparou-se o volume total dos spots, por gel, entre o
grupo controlo e o grupo sujeito ao estado estacionario de H,0, (simplificando: grupo
experimental), dentro do mesmo tipo de imagem (ver figura 1V.8). Analisando os graficos
representados na figura IV.8 conclui-se que nao existe variacao significativa no volume total
dos spots entre grupo controlo e experimental, e portanto assume-se que a normalizagdo

efectuada é valida.
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Figura IV.8 - Representacdo do volume total de proteinas nas imagens de fluorescéncia e de coloragao
por nitrato de prata. A) Volume total de proteinas referentes as imagens de fluorescéncia; B) Volume
total de proteinas referentes as imagens de coloragdo com nitrato de prata. Estes resultados sdo

representativos de quatro experiéncias independentes (n = 4), respectiva média e desvio padrado.
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3.2.2. Aumento da oxidagédo de proteinas sensiveis ao H,0,

As imagens obtidas por fluorescéncia correspondem ao proteoma de cisteinas reactivas. Deste
modo, proteinas que sofram oxidacdo apresentam uma diminuicdo na fluorescéncia pois as
suas formas oxidadas ndo sdo alquiladas pelo BODIPY-IAM. Na andlise destas imagens
comparou-se o valor dos spots normalizados entre o gel experimental e o gel controlo
respectivo. A partir de quatro experiéncias independentes analisou-se se as variacoes

identificadas eram significativas no minimo para trés experiéncias independentes.

Para os géis 2-D obtidos identificaram-se 41 proteinas por Peptide Mass Fingerprint (PMF)
(quadro com as proteinas identificadas em anexo). Na figura 1V.9 estdo representadas as
proteinas identificadas que apresentam uma diminuicdo consistente da fluorescéncia do grupo
exposto ao H,0, relativamente ao grupo controlo. Estas proteinas sdo a tropomyosin alpha-4
chain (TPM4), a ciclooxigenase 2 (COX-2); Transcription elongation factor A protein-like 4

(TCALA4); a proteina zinc finger 646 (ZN646) e a proteina 40S ribossomal SA (RSSA).
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Figura IV.9 - Proteinas identificadas que apresentam uma diminui¢do da fluorescéncia. Estas proteinas
sdo a tropomyosin alpha-4 chain (TPM4), a ciclooxigenase 2, COX-2); a transcription elongation factor A
protein-like 4 (TCAL4), a proteina zinc finger 646 (ZN646) e a proteina 40S ribossomal SA (RSSA). Os
valores apresentados correspondem a média das razGes do volume relativo normalizado para cada
proteina face ao respectivo controlo das imagens de fluorescéncia. Estes resultados sdo representativos

de trés experiéncias independentes (n = 3). Andlise estatistica efectuada a partir do t-test: * p <0,05.

Contudo uma possivel diminuicdo na oxidacdo da proteina pode ser atribuida a uma

diminuicdo na quantidade da proteina. Por esse motivo, tornou-se também necessario

51



Capitulo IV — Resultados

verificar se houve variacdo na expressdo da proteina nas imagens relativas ao padrdo de
proteinas totais. Assim, foram apenas seleccionadas nesta fase do trabalho as proteinas que
apresentavam um aumento na oxida¢do (diminuicdo da fluorescéncia) e que mantinham ou

aumentavam a quantidade de proteina.

Das proteinas identificadas que apresentam diminuicdo da fluorescéncia observou-se que
apenas trés destas proteinas apresentam um aumento de oxidacdo significativo. Estas
proteinas sdo a ciclooxigenase 2, a proteina zinc finger 646 e a proteina 40S ribossomal SA.
Como se pode observar na figura 1V.10 as trés proteinas apresentam uma diminuicdo
significativa da fluorescéncia relativamente ao grupo controlo e a sua expressdo mantém-se
inalterada ou ligeiramente aumentada. Como referido anteriormente, tal comportamento

sugere que estas proteinas sofrem oxida¢do quando expostas a concentracgdes fisioldgicas de

HZOZ.
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Figura IV.10 — Representacdo de proteinas que apresentam variagdo significativa na oxida¢do. No
grafico apresentam-se as variagGes da fluorescéncia e da quantidade de proteina total do grupo exposto
ao estado estaciondrio de H,0, relativamente ao grupo controlo. Os valores apresentados
correspondem a média das razdes do volume relativo normalizado para cada proteina face ao
respectivo controlo para as imagens de fluorescéncia e as da coloragdo por nitrato de prata. Estes
resultados sdo representativos de trés experiéncias independentes (n = 3). Analise estatistica efectuada

a partir do t-test: * p <0,05.
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3.2.3. Variagdo na expressdo de proteinas sensiveis ao H,0,

Paralelamente ao estudo da oxidacdo das proteinas também se averiguou quanto a uma
possivel expressdo diferencial de proteinas quando expostas ao H,0,. Esta analise foi
efectuada para as imagens obtidas para o padrdo de proteinas totais entre grupos diferentes.
Na figura IV.11 encontram-se representadas as proteinas que apresentam variacdo na
guantidade de proteina total no grupo experimental relativamente ao controlo. As proteinas
peroxiredoxina 1 (PRDX1) e ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 24 (UBP24) apresentam um

aumento significativo na quantidade total de proteina.

14 -

12 - Coloragdo
nitrato de
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PRDX1 UBP24

Figura V.11 — Representacdo de proteinas que apresentam varia¢do na quantidade de proteina total.
Os valores apresentados correspondem a média das razdes do volume relativo normalizado para cada
proteina face ao respectivo controlo, dos géis corados com nitrato de prata. Os resultados sdo

representativos de trés experiéncias independentes (n = 3).

3.3. Andlise dos géis 2-D relativos ao tratamento com VEGF

A activacdo da sinalizacdo pelo VEGF é responsavel pela activacdo simultdnea de enzimas Nox,
as quais produzem H,0, essencial para esta sinalizacdo (Rhee, 2006). Assim, revelou-se

importante identificar proteinas que seriam oxidadas durante este processo de sinalizagdo.

A analise dos géis 2-D obtidos apds tratamento com VEGF segue a mesma linha de analise ja

apresentada para os géis 2-D referentes ao estado estacionario de H,0,.
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Os resultados apresentados relativamente ao tratamento com VEGF correspondem a dados
preliminares uma vez que sdo apenas representativos de uma experiéncia independente. Na
figura 1V.12 estdo representadas as variac0es da fluorescéncia e da quantidade total de
proteinas que foram identificadas estes géis. A andlise do grafico indica que existe alguma

variabilidade relativamente aos resultados da fluorescéncia para as proteinas identificadas.
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Figura IV.12 — Representacdo da variagao da fluorescéncia e da quantidade de proteina total para as proteinas identificadas nos géis 2-D, relativos ao tratamento com

VEGF. Nas figuras A) e B) encontram-se repartidas as proteinas identificadas nos geis 2-D, relativos ao tratamento com VEGF. Os valores apresentados correspondem ao

volume relativo normalizado para cada proteina face ao respectivo controlo. Os resultados sdo representativos de uma experiéncia independentes (n = 1).
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Continuagao da Figura IV.12 — Representacgdo da varia¢do da fluorescéncia e da quantidade de proteina total para as proteinas identificadas nos géis 2-D, relativos ao

tratamento com VEGF.
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1. Consumos celulares de H,0, variam com o tipo de células endoteliais e com o

substrato

De modo a caracterizar as linhas celulares HUVEC e HMEC-1 e a optimizar o ensaio de titulacao
de H,0, em estado estacionario avaliou-se o consumo de H,0, em células intactas e avaliou-se
o efeito de diferentes substratos de cultura. Nos ensaios de consumo celular de H,0,, a
introducdo de uma quantidade elevada de H,0, no meio extracelular desencadeia a activacao
do sistema antioxidante das células. Este sistema constitui o principal mecanismo de defesa
contra as ERO, tendo a fungao de eliminar o excesso de ERO produzido de modo a manter a
homeostase celular. A eliminacdo do H,0, nas HUVEC foi estudada por Sasaki et al. (1998),
onde concluiram que o glutationo peroxidase é o principal responsavel pela eliminagcdo do
H,0, a concentragdes fisioldgicas (remove no minimo 80% do H,0,) e que para concentragbes

mais elevadas de H,0, o principal responsavel é a catalase.

Comparando as constantes de velocidade entre HUVEC e HMEC-1 para o mesmo tipo de
revestimento, a gelatina, observa-se que a constante de velocidade para as HUVEC é superior a
das HMEC-1 (ver quadro 1V.1). Estes resultados revelam que estas linhas celulares
metabolizam o H,0, a velocidades diferentes, sendo o metabolismo do H,0, mais rapido nas
HUVEC. Tal, sugere que a regulacdo e a actividade dos enzimas antioxidantes devera ser

diferente nestas duas linhas celulares.

Outro factor a considerar na andlise das diferencas de consumo do H,0, por estas duas linhas
é o facto das HUVEC serem uma linha primaria e as HMEC-1 uma linha imortalizada. Unger et.
al. (2002) fizeram um estudo comparativo do fendtipo de varias linhas endoteliais
imortalizadas, HMEC-1 incluidas, com linhas primarias e observaram que existem diferencas
significativas entre o fendtipo expresso por células imortalizadas e células primarias. Tendo
observado que varias moléculas de adesdo e citocinas que sdo caracteristicas das CE ndo se

encontram presentes nas linhas imortalizadas.

A utilizagdo do revestimento (substrato) na cultura de células tem como objectivo promover e
estabilizar o processo de adesdo celular. Os resultados obtidos revelam que ha uma diferenca
significativa no consumo de H,0, nas HMEC-1 na presenca ou auséncia de um revestimento de
gelatina (ver quadro IV.1), sendo o H,0, catabolizado mais rapidamente na auséncia de
revestimento. Este resultado sugere que podera estar a ocorrer uma regulacdo especifica dos

enzimas responsaveis pelo catabolismo do H,0, mediada por determinados tipos de
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receptores da matriz. Para testar esta hipdtese seria interessante estudar o consumo de H,0,

utilizando inibidores especificos de receptores da matriz extracelular.

Relativamente as HUVEC, ndo se observou diferenca significativa no consumo celular de H,0,
utilizando gelatina e colagénio tipo | como revestimento. Tal pode ser explicado por a gelatina
ser constituida por uma mistura de proteinas sollUveis de colagénio sendo desconhecida a
percentagem de colagénio do tipo | que podera estar presente neste revestimento. No sentido
de continuar o estudo do efeito de diferentes tipos de matriz extracelular sobre o consumo de
H,0, nas HUVEC deve-se testar outros tipos de revestimento, como a fibronectina e a

laminina.

No geral, estes resultados revelam que se deve ter uma maior ponderacgdo ao seleccionar as
condicBes de cultura a utilizar no estudo das ERO em células endoteliais, e também que se
deve ter em consideracdao estes factores ao comparar e interpretar resultados em que as

células apresentem técnicas de cultura distintas.

2. Concentragdes sub-letais de H,0, nas HUVEC

Uma vez que se pretendia estudar o efeito sinalizador do H,0, nas HUVEC, foi necessario
determinar quais as concentragdes sub-letais de H,0,, uma vez que estas se aproximam das
concentracdes fisioldgicas destas células. Recorrendo a ensaios de viabilidade apds estado
estaciondrio de H,0, determinou-se que para o intervalo 8-14 uM de H,0, as células
apresentam uma viabilidade celular de aproximadamente 80%, definindo-se este intervalo

como éptimo para o estudo do papel sinalizador desta molécula.

Estudos anteriores para diferentes linhas celulares, utilizando o mesmo método,
determinaram que na linha celular Hela a concentragdo de 25 uM de H,0, é sub-letal para um
estado estacionario de 4 horas (Oliveira-Marques et al., 2009), enquanto que na linha celular
RPE-1 é de 10 uM para um estado estacionario de 2 horas e de 5 UM para um estado
estacionario de 4 horas (Carvalhal, 2010). Tendo em consideragdo que as Hela sdo uma linha
tumoral e que as RPE-1 e as HUVEC sao linhas de células saudaveis estes resultados reforcam a
hipétese de que as células tumorais apresentam uma maior resisténcia as ERO face a células

saudaveis (Szatrowski & Nathan, 1991).
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3. Identificagdo de proteinas que contém cisteinas sensiveis ao H,0;

O objectivo principal deste trabalho consistiu na identificacdo de proteinas alvo do H,0, em
concentragdes fisioldgicas. Os métodos utilizados para este estudo foram cuidadosamente
seleccionados de modo a que abrangessem o proteoma sensivel ao H,0, e desta forma

possibilitassem o maior nimero de identificacdes possiveis.

Tendo o objectivo de estudar o efeito do H,0, sob concentragdes fisioldgicas, um dos métodos
fundamentais para a realizacdo deste trabalho foi o ensaio de titulagdo de H,0, em estado
estacionario, o qual permite manter concentracdes de H,0; fisioldgicas constantes ao longo do

tempo (Antunes & Cadenas, 2001).

Recorrendo a electroforese bidimensional, uma das principais técnicas da protedmica, avaliou-
se o proteoma sensivel ao H,0, nas HUVEC apds marcagao das proteinas contendo residuos de

cisteinas reactivos.

Neste estudo identificaram-se trés proteinas que apresentam aumento da oxidacdo
significativa apds exposicdo a concentragoes fisioldgicas de H,0,: a ciclooxigenase 2 (COX-2), a
proteina zinc finger 646 (ZN646) e a proteina 40S ribossomal SA (RSSA). No quadro V.1

encontram-se algumas das caracteristicas principais destas proteinas.
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Quadro V.1 - Principais caracteristicas das proteinas que apresentam uma modificagdo oxidativa significativa apos exposi¢do ao H,0,. Devido ao elevado tamanho da

proteina zinc finger 646 nao foi possivel estimar o seu ponto isoeléctrico (pl).

Massa | N
Proteina Abreviatura Funcao Aminoacidos  Molecular .p . ',_
estimado cisteinas
(kDa)
Ciclooxigenase 2 COX-2 Producdo de prostaglandinas a partir do 604 69,0 7,03 13
ac. araquidoénico. Desempenha papel
importante no processo inflamatadrio.
Proteina zinc finger 646 ZN646 Regulacdo da transcricao. 1829 200,8 - 81
Proteina 40S ribossomal SA RSSA Receptor para as lamininas. Necessario 295 32,9 4,59 2

para a formacdo do complexo 40S
ribossomal.
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3.1. Ciclooxigenase 2

A ciclooxigenase 2 (COX-2), também conhecida por prostaglandina G/H sintase 2, desempenha
um papel chave na conversdo do acido araquiddnico em prostaglandinas e eicosandides
(Morita, 2002). Este enzima possui actividade de ciclooxigenase e de peroxidase (Smith &

Song, 2002) e situa-se maioritariamente na membrana nuclear (I Morita et al., 1995).

A COX-2 pode ser induzida por diversos estimulos, tendo sido identificados varios elementos
reguladores na regido 5" dos genes COX-2. Alguns desses elementos sdo locais de ligacdo ao
NF-kB, a Sp1, ao NF-IL-6 e a CRE (Tanabe & Tohnai, 2002). Varios factores de crescimento e
citocinas, assim como situa¢des de hipdxia e de stress mecanico, levam a activagdo destes
factores de transcricao provocando um aumento da expressdao da COX-2, nomeadamente nas

HUVEC (Morita, 2002).

Kim, et al (2005) revelaram que a activacdo da COX-2 é desencadeada pelo sintase do d6xido
nitrico iNOS (do inglés, Inducible NO synthase). Este enzima promove a nitrosilacdo de um
residuo de cisteina especifico (Cys256) pelo éxido nitrico (NO®). No contexto dos resultados
obtidos relativamente ao aumento da oxidagdo da COX-2 apds estado estacionario de H,0,,
podera indicar que o H,0, funciona como modelador da actividade deste enzima. No entanto
sabe-se também que o H,0, desempenha um papel na indugdo do iNOS (Zadeh et al., 2000) e
da COX-2 (Adderley & Fitzgerald, 1999; Lu & Wahl, 2005), o que sugere que o H,0, podera

mediar a activagdo da COX-2 através de diferentes mecanismos.

A COX-2 desempenha um papel fundamental no processo inflamatdrio, sendo induzida por
varios estimulos envolvidos na resposta inflamatdria (Claria, 2003). Os inibidores para a COX-2,
os NSAIDs (do inglés, NonSteroidal Anti-Inflammatory Drugs), sdao farmacos bastantes
utilizados em situacbes de inflamacdo, febre e dor (Herdegen & Fauler, 2006). Na area do
cancro, estudos recentes revelaram que a COX-2 pode ter um papel na formacdo de

metastases ao contribuir para a inflamacao sistémica (Fisher et al., 2011).

Varios estudos revelaram que a COX-2 desempenha um papel importante na angiogénese
(Akarasereenont & Techatraisak, 2002; Wu et al., 2006). O VEGF, o maior promotor da
angiogénese, é um dos indutores da COX-2 (Tamura et al., 2002). Adicionalmente, os produtos
da COX-2, prostaglandinas, sdo factores pro-angiogénicos conhecidos, estando envolvidos na
promo¢do do processo angiogénico e na permeabilidade vascular das células endoteliais

(Tamura et al., 2002). Sabe-se que a prostaglandina E2 (PGE,) induz a expressdo do VEGF (Pai
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et al., 2001), revelando que existe um mecanismo de feedback positivo entre a COX-2 e o
VEGF. Estudos realizados por Wu et al., (2006) demonstraram esta relacdo ao observarem que
a inducdo da proliferacdo pelo VEGF nas HUVEC encontra-se diminuida na presenca de

inibidores ou de siRNA da COX-2.

No contexto do H,0,, o facto de este estar implicado na activacdo da sinalizacao do VEGF e de
o VEGF também regular a producdo de H,0, (Cai, 2005), revela que existem varios mecanismos

pelo qual o H,0, podera modelar a COX-2.

Devido ao papel desempenhado pela COX-2 na angiogénese e a contribuicdo deste processo

para a cancerigénese, a COX-2 passou a ser um alvo terapéutico para o tratamento do cancro.

3.2. Proteina 40S ribossomal SA

A proteina 40S ribossomal SA, também conhecida por 37 kDa laminin receptor precursor, é a
precursora da proteina 67 kDa laminin receptor. Sabe-se que a proteina 40S ribossomal SA
apresenta algumas das propriedades do 67 kDa laminin receptor, contudo, o mecanismo

preciso pelo qual se da a conversdo permanece desconhecido (Fatehullah et al., 2009).

O 67 kDa laminin receptor é um receptor presente na membrana plasmatica e tem como
ligando as lamininas, estando envolvido na regulagdo dos processos de adesdo celular e de
transducdo de sinal apods ligagdo ao ligando (Nelson et al., 2008). Este receptor tem suscitado
particular interesse devido ao seu envolvimento no processo de metastizagdo no cancro

(Ménard et al., 1998; Nelson et al., 2008).

Para além de precursora do receptor para as lamininas, a proteina 40S ribossomal SA é um dos
componentes do complexo ribossomal (Nelson et al., 2008). Adicionalmente, observou-se que
no nucleo encontra-se fortemente associado as histonas H2A, H2B e H4, sendo o papel destas

interacgGes ainda desconhecido (Kinoshita et al., 1998).

Ndo sendo conhecida a relagdo do H,0, com esta proteina e tendo em consideragdo os varios
processos em que a proteina 40S ribossomal SA esta envolvida, torna-a um alvo de interesse

no estudo da sinalizacdao do H,0,.
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3.3. Proteina zinc finger 646

A proteina zinc finger 646 é uma proteina pouco conhecida e relne ainda pouca informacao.
Esta proteina foi identificada como pertencendo a familia das krueppel C2H2-type zinc-finger
protein, a qual estd relacionada com a regulacdo da transcricdo. No contexto do H,0,, esta
proteina podera eventualmente desempenhar um papel na regulacdo dos genes sinalizados

pelo H,0,. Deste modo sera interessante aprofundar o estudo relativamente a esta proteina.

4. Proteinas diferencialmente expressas pelo H,0,

Para além das proteinas modificadas por oxidacdo, este método permitiu também identificar
proteinas que possuem uma expressdo diferencial mediada pelo H,0, em concentracbes
fisiolégicas. Neste estudo identificaram-se duas proteinas com um aumento da expressdo
significativo quando expostas ao H,0,, a peroxiredoxina 1 (PRDX1) e a ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase 24 (UBP24). No quadro V.2 encontram-se as principais caracteristicas

destas proteinas.
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Quadro V.2 - Principais caracteristicas das proteinas que apresentam uma modificagdo oxidativa significativa apds exposi¢do ao H,0,. Devido ao elevado tamanho da
proteina Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 24 ndo foi possivel estimar o seu ponto isoeléctrico (pl). * A fungdo da proteina Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 24 foi

inferida por semelhanga.

Massa | N2
Proteina Abreviatura Fungao Aminodacidos Molecular .p _y
estimado cisteinas
(kDa)
Peroxiredoxina 1 PRDX1 Actividade de  peroxidase. 199 22,1 8,23 4
Regulacdo redox na célula.
Ubiquitin carboxyl- uBP24 Envolvida na via proteolitica 2620 294,4 - 53

terminal hydrolase 24 dependente da ubiquitina. *
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4.1. Peroxiredoxina 1

A peroxiredoxina 1 é um enzima que catalisa a reaccdo da reducdo de perdxidos (ROOH) ao
fornecer redutores equivalentes, provenientes do sistema das tioredoxinas. Desta forma, este
enzima pertence ao sistema antioxidante da célula, sendo responsavel pela eliminacdo do
H,0,, entre outros. Como referido na introducdo (Capitulo I, seccdo 3. Sinalizagdo redox), tem-
se vindo a revelar que as peroxiredoxinas tém um papel fundamental na sinalizagdo selectiva e
especifica do H,0, em concentragdes fisioldgicas (Dickinson & C. J. Chang, 2011; Mishina et al.,
2011). Pensa-se que, sob um estimulo de produgdo de H,0,, a PRDX1 é inibida localmente e

permite um aumento da concentracao de H,0, localizada.

Para os géis 2-D PAGE obtidos, o facto de a peroxiredoxina ser pouco abundante nas HUVEC
nao tratadas e de ser altamente induzida pelo H,0, (Bast et al., 2002), justifica o facto de que
nado se tenha observado uma variagdo oxidativa significativa para esta proteina. Sabe-se que

um aumento da concentragao de H,0, tem a capacidade de induzir a peroxiredoxina 1.

E de referir que a PRDX1 tem sido associada a vérias funcdes celulares aparentemente ndo

relacionadas com a sua actividade de peroxidase (Bast et al., 2002).

Estudos revelaram que este enzima encontra-se aumentado em varios cancros, estando
relacionado com a resisténcia a tratamentos terapéuticos pelas células cancerigenas (Kim et
al., 2008). Nomeadamente, no cancro da préostata observou-se que a PRDX1 contribui para a
evasdo a morte celular das células cancerigenas por activa¢cdo do receptor de androgénio (S.-Y.
Park et al., 2007). Adicionalmente, observou-se que a PRDX1 regula o crescimento do tumor
através da regulacdo da vasculatura do tumor dependente do Toll-like receptor 4 (TLR4) e que
ao inibir a PRDX1 ocorre uma diminui¢cdo da vasculatura tumoral (Riddell et al., 2011). Tais
observagdes tém suscitado um crescente interesse na PRDX1, sendo encarada como um

eventual alvo terapéutico para o cancro.

4.2. Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 24

A proteina ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 24, apesar de ja ter sido identificada a nivel
proteico, ainda ndo se encontra muito estudada. A sua funcdo foi atribuida por semelhanca de
sequéncia, tendo-se determinado que deve estar envolvida na via proteolitica dependente da
ubiquitina em conjunto com a subunidade 26S do proteossoma. Tendo em consideracao os

varios papéis desempenhados pelo H,0,, é possivel que esta proteina esteja envolvida em
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mecanismos de degradacdo de proteinas que participem em vias de sinalizagdo reguladas pelo

HzOz.

5. Identificagdo de proteinas que contém cisteinas sensiveis ao H,0, apds tratamento

com VEGF

Sabendo que existe um mecanismo de feedback positivo entre o VEGF e o H,0, tornou-se
interessante avaliar o proteoma de cisteinas sensiveis ao H,0, apds tratamento com VEGF.
Nestes géis 2-D PAGE espera-se observar um aumento de oxidacdo de algumas proteinas

associadas a sinalizacdo mediada pelo H,0, apés estimulacdo com VEGF.

Tendo em consideracdo que estes dados sdao ainda preliminares, interessantemente observa-
se que a proteina transcription elongation factor A protein-like 4 (TCAL4) apresenta uma
diminuicdo acentuada na fluorescéncia, resultado que ja tinha sido observado para os géis 2-D
obtidos para o estado estacionario de H,0,. Tornando-a desta forma uma proteina promissora

no processo de sinalizacao do H,0,.

6. Limitagdes do método

Apesar dos resultados obtidos, este método mostrou algumas limitacGes que impediram a
identificacdo de um maior nimero de proteinas oxidadas na presenga de H,0,. Assim, para as
restantes proteinas em que também se observou diminuicdo da fluorescéncia significativa
(tropomyosin alpha-4 chain e transcription elongation factor A protein-like 4) ndo se pode
estabelecer uma ligacdo entre diminuicdo da fluorescéncia e aumento da oxidacdo. Tal deve-se
ao facto destas proteinas serem pouco abundantes e por esse motivo ndo ter sido possivel

identifica-las nas imagens do padrdo das proteinas totais em todas as experiéncias analisadas.

O numero reduzido de proteinas identificadas que apresentam oxidacdo significativa deve-se

em grande medida as limitacdes dos métodos empregues.

Uma das principais limitacGes deve-se ao insucesso obtido na identificacdo de varias proteinas
em que se observou um aumento de oxidagdo. Neste projecto apenas 35% das proteinas
analisadas por Peptide Mass Fingerprint foram identificadas. Tal é justificado pelo limite de

sensibilidade que a técnica de espectrometria de massa apresenta, sendo a abundancia da
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proteina um factor decisivo para o sucesso da identificacdo por PMF. Deste modo, varias

proteinas que poderiam revelar-se interessantes ficaram excluidas desta analise.

Outra limitacdo do método prende-se com o facto do agente alquilante apresentar algumas
restricGes na marcacdo de cisteinas reactivas que se encontrem no interior de proteinas muito
volumosas, tornando-se inacessiveis ao agente alquilante. Algumas dessas proteinas
conhecidas sdo os enzimas gliceraldeido fosfato desidrogenase (GAPDH) e a peroxiredoxina V,
0s quais possuem cisteinas sensiveis ao H,0, mas ndo sofrem marcacdo pela iodoacetamida

(Kim et al., 2000).
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Finais e Perspectivas
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O objectivo deste trabalho consistiu no estudo do efeito do H,0, sob concentra¢bes nao-
toxicas nas células endoteliais. Sabendo que o H,0, desempenha um papel sinalizador em
varios processos vitais para as células endoteliais, nomeadamente na angiogénese, pretendeu-
se avaliar a capacidade sinalizadora desta espécie utilizando um método que permitiu o estudo
do proteoma reactivo ao H,0,. Os resultados obtidos revelam que existem varias proteinas
qgue sofrem modificacdo reactiva apds exposicdo a concentracdes consideradas ndo-toxicas
para as HUVEC. As trés proteinas identificadas, a ciclooxigenase 2, a proteina zinc finger 646 e
a proteina 40S ribossomal SA, desempenham papeis bastantes distintos nas células, o que vem
confirmar que o H,0, estd envolvido na regulacdo de diferentes processos celulares a
concentracdes ndo-tdxicas. Adicionalmente, observou-se que as proteinas peroxiredoxina 1 e
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 24 apresentam uma expressao diferencial mediada pelo

HzOz.

Para se poder determinar se mais proteinas encontram-se alteradas e de modo a melhorar os
resultados obtidos deve-se aumentar o nimero de experiéncias independentes e desta forma

aumentar o significado estatistico das variagdes observadas.

Também se pode empregar outras estratégias no estudo do proteoma por electroforese
bidimensional, nomeadamente, a utilizacdo de fitas com gradientes de pH mais estreitos e a
utilizacdo de diferentes tipos de abordagem na preparacdo das amostras, podera contribuir

para a obtencdo de mais resultados.

A avaliacdo do proteoma sensivel ao H,0, quando estimulado pelo VEGF é outro estudo
bastante interessante e que permitira revelar novos mecanismos dependentes da activacdo do

VEGF.

Tendo em conta os resultados conclui-se que este método é util numa abordagem inicial ao
estudo do efeito do H,0, no proteoma reactivo. Porém, de forma a confirmar e complementar
os resultados obtidos serd necessdério realizar técnicas alternativas que confirmem a oxidacdo
das proteinas e a sua expressdo e também estudos especificos de actividade de forma a

compreender o envolvimento do H,0, na regula¢do da funcdo das proteinas.

Nos ultimos anos o nimero de proteinas e de mecanismos que tém sido identificados como
regulados pelo H,0, numa situagdo fisioldgica tem vindo a aumentar significativamente.
Contudo, uma das criticas apontadas a muitos desses trabalhos advém de que os estudos

efectuados ndo sdo realizados para concentracdes fisiologicas de H,0, ou da concentracdo
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desta molécula ndo ser controlada. Tendo em consideracdo o papel dualista que o H,0,; e as
outras ERO desempenham, estudos ndao controlados da concentracao de H,O, ndo permitem
inferir quanto a validade desses resultados. Neste trabalho, este ponto fulcral no estudo do
papel regulador do H,0, foi considerado e a implementacdo do método da titulagdo do H,0,

em estado estacionario foi decisiva para o sucesso e a validacdo dos resultados obtidos.

Alteracdes nas fungdes vitais das células endoteliais estdo envolvidas numa série de doencas,
como o cancro, complica¢des da diabetes, arteriosclerose, enfarte do miocardio, entre outras.
Sendo o H,0, um dos mediadores dos varios processos que se encontram alterados nestas

doencgas, é essencial compreender melhor os mecanismos empreendidos por esta molécula.
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Anexo



Proteinas identificadas nos géis 2-D relativos aos extractos proteicos totais das HUVEC, por

MALDI TOF-TOF pela técnica Peptide Mass Fingerprint. Para proteinas de elevada massa

molecular ndo foi possivel estimar o seu ponto isoeléctrico (pl).

1 Massa
, . Cadigo L pl
Proteina Abreviatura R 3 Aminodacidos  Molecular i
Uniprot estimado
(kDa)
28S ribosomal protein S15, RT15 P82914 257 29,8 10,9
mitochondrial
Proteinas 40S ribossomal SA RSSA P08865 295 32,9 4,59
Apoptosis-inducing factor 1, AlIFM1 095831 613 66,9 9,26
mitochondrial
ATP synthase subunit beta, ATPB P06576 529 56,6 5,09
mitochondrial
ATPase family AAA domain- ATD3B Q5T9A4 648 72,6 9,48
containing protein 3B
Beta-enolase ENOB P13929 434 46,9 7,66
BRSK1 Serine/threonine-protein BRSK1 Q8TDC3 778 85,1 9,63
kinase
cDNA FLI54184, highly similar to B4DVY2 B4DVY2 229 26,2 -
Tropomyosin alpha-4 chain
cDNA FLI60461, highly similar to B4DF70 B4DF70 183 20,1 9,15
Peroxiredoxin-2
cDNA, FLI92164, highly similar to B2R4P2 B2R4P2 199 22,2 8,56
peroxiredoxin 1
Ciclooxigenase 2 COX-2 P35354 604 69,0 7,03
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B CDN1B P46527 198 22,1 6,61
Cytochrome b-c1 complex subunit 1, QCR1 P31930 480 52,6 5,91
mitochondrial
Cytochrome c CYC P99999 105 11,7 9,96

* www.uniprot.org/
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Massa

. . Cddigo .. pl
Proteina Abreviatura k 3 Aminodacidos  Molecular i
Uniprot estimado
(kDa)
Enolase-like protein ENO4 ENO4 A6NNW6 628 68,8 5,62
Fructose-bisphosphate aldolase B7Z3K9 B7Z3K9 451 48,4 8,01
Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA P04075 364 39,4 8,06
Fructose-bisphosphate aldolase B ALDOB P05062 364 39,5 7,79
Glutathione S-transferase A1l GSTA1 P08263 222 25,6 9,26
Glutathione S-transferase A5 GSTAS Q7RTV2 222 25,7 8,42
Myosin-13 MYH13 Q9UKX3 1938 223,6 5,39
Myosin-3 MYH3 P11055 1940 223,9 -
Peroxiredoxina 1 PRDX1 Q06830 199 22,1 8,23
Protein phosphatase 1 regulatory PP12C Q9BZL4 782 84,9 5,28
subunit 12C
Putative cytochrome P450 21-like C21AL A6NCC7 296 33,5 6,42
protein ENSPO0000364438
Serine/threonine-protein 2A5B Q15173 497 57,4 6,26
phosphatase 2A 56 kDa regulatory
subunit beta isoform
Sodium/potassium/calcium NCKX3 Q9HC58 644 72,0 5,02
exchanger 3
Stathmin STMN1 P16949 149 17,3 5,65
Transcription elongation factor A TCAL4 Q96EI5 215 24,6 4,97
protein-like 4
Transgelin-2 TAGL2 P37802 199 22,4 8,45
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Massa

. . Cddigo .. pl

Proteina Abreviatura k 3 Aminodacidos  Molecular i
Uniprot estimado
(kDa)

Tropomyosin alpha-3 chain TPM3 P06753 284 32,8 4,48
Tropomyosin alpha-4 chain TPM4 P67936 248 28,5 4,47
Tubulin beta-2A chain TBB2A Q13885 445 49,9 4,59
Tubulin beta-2B chain TBB2B Q9BVA1 445 50,0 4,59
Tubulin beta-4 chain TBB4 P04350 444 49,6 4,59
Tubulin beta-2C chain TBB2C P68371 445 49,8 4,6
Ubiquitin carboxyl-terminal uBP24 Q9UPU5S 2620 294,4 -
hydrolase 24
Ubiquitin carboxyl-terminal UBP6 P35125 1406 158,7 7,5
hydrolase 6
Uncharacterized protein - - - - -
Proteina Zinc finger 646 ZN646 015015 1829 200,8 -
Zinc finger protein 82 homolog ZFP82 Q8N141 532 62,6 911
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