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RESUMO

Mineiro, M.F. Oxidacao da proteina dissulfeto isomerase pelo hidroperéxido de
urato e as implicagfes sobre o endotélio vascular. 2019. 132p. Tese - Programa
de P6s-Graduacao em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo.

Em condi¢cdes inflamatorias do sistema vascular, altas concentracdes de
mieloperoxidase somada a presenca do acido Urico, sugerem a formacao local do
oxidante hidroperéxido de urato. A acdo desse peréxido ja foi demonstrada sobre
glutationa e peroxirredoxinas, tornando plausivel a possibilidade de que outras
proteinas tidlicas também pudessem ser alvo de oxidacdo. A proteina dissulfeto
isomerase € uma ditiol-dissulfeto oxidoredutase e chaperona, localizada
principalmente no reticulo endoplasmatico, onde participa do enovelamento de
proteinas nascentes. Além disso, um pool dessas enzimas foi identificado na
superficie da célula e no meio extracelular (secretada) e parece ser especialmente
importante em eventos vasculares como ativacdo e agregacdo de plaquetas,
trombose e remodelamento vascular. Primeiramente, foi investigado se o
hidroperéxido de urato era capaz de oxidar a PDI. Pelo ensaio do DTNB foi
verificado que os tibis livres da proteina eram consumidos ap0s reacdo com 0
peréxido e, em seguida, por nLC-MS/MS os residuos de cisteinas dos sitios
cataliticos foram identificados como os principais alvos de oxidacdo. Embora ndo
tenham sido verificadas outras modificacdes além de dissulfetos, foi observado que
o tratamento com hidroperéxido promoveu agregacao e inativacdo da proteina. Os
estudos subsequentes envolveram uma linhagem de células endoteliais (HUVECS).
Andlises preliminares de citotoxicidade (deteccao da atividade da enzima lactato
desidrogenase no sobrenadante e incorporacdo de sondas fluorescentes ao DNA)
mostraram que tratamentos com concentracdes de até 400 uM de hidroperéxido de
urato ndo sdo letais as células em cultura. Usando alquilantes impermeéaveis a
membrana celular foi mostrado que o hidroperéxido de urato oxida ndo s6 a proteina
dissulfeto isomerase, mas também proteinas tidlicas totais expressas na superficie
das HUVECs. Experimentos de wound healing foram feitos para avaliacdo da
capacidade de migracdo das células mediante o tratamento com hidroperéxido de
urato, mas nenhuma diferenca foi observada. Contudo, a incubacao das células com
0s agentes oxidantes hidroperoxido de urato e diamida, inibidores de PDI e integrina
e um alquilante de tiol, resultaram, pelo menos nos trinta primeiros minutos, em
menor capacidade de adesao das células a fibronectina. Além disso, as células
tratadas com hidroperéxido de urato se tornaram mais sensiveis ao destacamento
da placa de cultura e apresentaram alteracdo na morfologia. O tratamento com o
peréxido também afetou a homeostase redox das HUVECs, observado pela
diminuicdo da razdo GSH/GSSG. Finalmente foram apresentadas evidéncias



indiretas de que o acido Urico é substrato da peroxidasina, uma heme peroxidase
abundantemente expressa no sistema vascular. Primeiro, pelo ensaio do Amplex
Red foi observado que a presenca de acido Urico na mistura reacional resultou em
menor taxa de oxidag¢do do reagente. Depois, por LC-MS/MS, também em amostra
na qual o &cido urico estava presente, foi identificado o hidroxiisourato, é&lcool
resultante da decomposi¢do do hidroperéxido de urato. Todo o conjunto de dados
deverd contribuir para o maior entendimento da participacdo do hidroperéxido de
urato em processos oxidativos vasculares — especialmente a oxida¢do de proteinas
— gue pode ser um dos mecanismos responsaveis pela alteracdo da funcéo
endotelial e da homeostase vascular.

Palavras-chave: hidroperéxido de urato, proteina dissulfeto isomerase de
superficie, oxidacdo, HUVEC.



ABSTRACT

Mineiro, M.F. Oxidation of protein disulfide isomerase by urate hydroperoxide
and implications in vascular endothelium. 2019. 132p. PhD Thesis - Graduate
Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Séo
Paulo.

During vascular inflammatory conditions, high amounts of myeloperoxidase added to
the presence of uric acid, suggest the local formation of urate hydroperoxide. Its
oxidative action has already been demonstrated on glutathione and peroxiredoxins,
making plausible the possibility that other thiol proteins could also be a target for
oxidation. The protein disulfide isomerase is a dithiol-disulfide oxidoreductase and
chaperone, located mainly in the endoplasmic reticulum, where it is involved in the
correct folding of nascent proteins. Also, a pool of these enzymes has been identified
in cell surface and the extracellular (secreted) milieu and appears to be important in
vascular events, such as platelet activation and aggregation, thrombosis and
vascular remodeling. First, it was investigated whether urate hydroperoxide was
capable of oxidizing PDI. By the DTNB assay, it was found that the free thiols of the
protein were consumed after reaction with the peroxide and then, by nLC-MS / MS,
the active redox cysteine residues were identified as the main oxidation targets.
Although no modifications other than disulfides have been found, hydroperoxide
treatment has been shown to promote protein aggregation and inactivation.
Subsequent studies involved an endothelial cell line (HUVECS). Preliminary
cytotoxicity analyzes (detection of lactate dehydrogenase enzyme activity in the
supernatant and incorporation of fluorescent probes into DNA) have shown that
treatments with concentrations up to 400 uM are not lethal to cells in culture. Then,
using alkylating agents impermeable to the cell membrane, urate hydroperoxide was
shown to oxidize not only PDI but also total thiol proteins expressed on HUVECs
surface. Wound healing experiments were performed to evaluate cell migration after
treatment with urate hydroperoxide, but no difference was observed. However,
incubation of the cells with the oxidizing agents urate hydroperoxide and diamide,
inhibitors of both PDI and integrin and a thiol alkylator, resulted, at least for the first
thirty minutes, in reduced cell adhesion to fibronectin. In addition, cells treated with
urate hydroperoxide became more sensitive to detachment from the culture dish and
exhibited alterations in morphology. Treatment with the peroxide also affected the
redox homeostasis of the HUVECs, observed by a decrease in the GSH / GSSG
ratio. Finally, indirect evidence was presented that uric acid is a substrate of
peroxidasin, a heme peroxidase abundantly expressed in the vascular system. First,
with the Amplex Red assay it was observed that the presence of uric acid in the
reaction mixture resulted in lower oxidation rates of the reagent. Then, by LC-MS /
MS, hydroxyisourate, which is the alcohol derived from urate hydroperoxide
decomposition, was also identified in samples containing uric acid. Taken together,
the data presented should contribute to a better understanding of the



involvement of urate hydroperoxide in vascular oxidative processes - especially
protein oxidation - that may be one mechanism associated to disturbances in
endothelial function and vascular homeostasis.

Key words: urate hydroperoxide, cell surface protein disulfide isomerase, oxidation,
HUVEC.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas cardiovasculares: fatores de risco, inflamacao e estresse
oxidativo

As doencas cardiovasculares (DCVs) sdo um grupo de desordens do coracao
e dos vasos sanguineos e incluem a doenca arterial coronariana, doencas
cerebrovasculares, doenca arterial periférica e aneurisma da aorta abdominal, dentre
algumas outras condicbes. Segundo os dados mais recentes da Organizacao
Mundial de Saude, quase 18 milhdes de pessoas morrem a cada ano em
decorréncia de DCVs — esse numero representa expressivos 31% do total de oébito.
Dessa totalidade, aproximadamente trés quartos ocorrem em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, como o Brasil (WHO, 2019). E indiscutivel,
portanto, que juntamente com medidas preventivas, sejam realizadas intensas
pesquisas ha area a fim de contribuir para a elucidacdo dos mecanismos bioldgicos
de génese e progressao dessas doencas, descoberta de novos alvos terapéuticos e
desenvolvimento de drogas mais eficazes.

Tabagismo, obesidade, hipertensdo, diabetes e hipercolesterolemia sao
reconhecidos como fatores de risco classicos para o desenvolvimento de DCVs
(WHO, 2019). A associac¢ao causal entre acido urico (AU) e DCV, embora sinalizada
ja no final do século 19 (DAVIS, 1897), permaneceu ignorada por mais de cinquenta
anos, quando duas publicagbes retomaram essa importante questdao (CANNON et
al., 1966; GERTLER; GARN; LEVINE, 1951). Ainda é controverso se a hiperuricemia
pode ser considerada um fator de risco independente, ou se meramente refor¢ca os
outros ja referidos, mas, de qualquer forma, inUmeros estudos epidemioldgicos
reportaram a relac&o entre os niveis de acido Urico plasmaticos e diversas condicdes

cardiovasculares. Muitos desses dados foram revisados de forma bastante completa
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por Feig e colaboradores (2008) e outros estudos posteriores a essa compilacao
também ja foram publicados (KUWABARA et al., 2017; LI et al., 2014; TAMARIZ et
al., 2011). E importante ressaltar também que a relacdo entre AU e DCV foi
observada ndo somente em situacdes de hiperuricemia (concentracdo de AU
superior a 360 uM e 420 uM em mulheres e homens, respectivamente) mas também
naguelas em que os niveis de AU se enquadravam dentro da normalidade (200 -
400 pM) (FEIG; JOHNSON, 2003; NAKAGAWA et al., 2005; NISKANEN et al., 2004;
SANTANA et al., 2018).

Sob um ponto de vista mais mecanistico, sabe-se que o estado inflamado da
vasculatura € um importante componente da patofisiologia de DCVs, especialmente
por favorecer processos aterogénicos. Explicacbes mais detalhadas iriam além do
proposto pelo presente trabalho, mas de forma bastante sucinta, sabe-se que a
aterosclerose € um evento complexo, cujo inicio, progressdo e complicacfes
envolvem lipoproteinas modificadas, componentes da parede vascular e células e
mediadores do sistema imune (HANSSON; ROBERTSON; SODERBERG-
NAUCLER, 2006). A relacdo entre inflamacdo e aterosclerose é intensamente
documentada na literatura e as evidéncias passam por modelos experimentais,
andlises histopatoldgicas de tecidos humanos e de biomarcadores sistémicos, até
investigacOes epidemiolégicas (GOLIA et al., 2014).

Além da inflamacdo, também tem sido extensamente investigado o papel
causal do estresse oxidativo no desenvolvimento de DCVs. Diversos sistemas
enzimaticos, como nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase,
oxido nitrico sintase endotelial, enzimas da cadeia respiratéria, monooxigenases e
xantina oxidase (XO), sao diferencialmente localizados e expressos e contribuem

para a geragdo de oxidantes em células da parede dos vasos, como as ceélulas
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endoteliais e as células musculares lisas. A geracao fisioldgica principalmente de
radical anion superoxido (O2*), peroxido de hidrogénio (H202) e oxido nitrico (NO) é
fundamental para a homeostase vascular, pois através da sinalizacdo redox
modulam a funcdo e diferenciacdo de células vasculares e, em Ultima instancia,
processos de sobrevivéncia e morte (IRANI, 2000; SIES; BERNDT; JONES, 2017).
No entanto, a producdo excessiva de oxidantes pode culminar em significativa
alteracéo redox e estresse oxidativo, 0os quais resultam em dano celular e disfuncao
vascular (GUZIK; TOUYZ, 2017). Espécies oxidantes podem contribuir para
aterogénese de diversas formas, incluindo a promocéo da peroxidacao lipidica, a
ativacdo de fatores de transcricdo redox sensiveis, 0 estimulo da expressdo de
genes proé-inflamatérios, a oxidacdo de proteinas e danos ao DNA mitocondrial e
nuclear (ELAHI; KONG; MATATA, 2009; MADAMANCHI; RUNGE, 2013; NIKI, 2011;
STOCKER; KEANEY, 2004).

Na verdade, os aspectos retratados até aqui — estresse metabdlico, estresse
oxidativo e inflamacédo estdo inter-relacionados e compdem um loop causa-efeito,

cuja consequéncia maior € o estabelecimento de patologias vasculares.

1.2 O &cido drico

O AU é produto da degradacdo dos nucleosideos de purina adenosina e
guanosina, que apos fosforélise e desaminacdo sdo convertidos a xantina e
hipoxantina, que por sua vez, sdo oxidadas ao AU pela catdlise da xantina
oxidoredutase (figura 1). A xantina oxidoredutase atua como uma desidrogenase
guando o aceptor final dos elétrons € a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+)
(NELSON; MICHAEL, 2011). Alteracdes estruturais na enzima, como a oxidacao de

dois residuos de cisteina e/ou protedlise sitio especifica, convertem-na em uma
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oxidase. Como o aceptor final de elétrons da XO é o oxigénio, a catalise gera como
subproduto o O2* (figura 1 B). Dessa forma, em situa¢cdes em que ha um aumento do
estado oxidado dos tecidos, a biossintese do AU esta associada a formacao de

superoxido (KUWABARA et al., 2003).
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Figura 1. Metabolismo de purinas e geracédo do acido urico. (A) O AU é formado enzimaticamente
a partir de purinas provenientes do acido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA),
guanosina trifosfato (GTP) e adenina trifosfato (ATP). AMP: adenosina monofosfato; GMP: guanosina
monofosfato; NAD*: nicotinamida adenina dinucleotideo; NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzido. (B) Catalise da xantina oxidase. (Modificado de PATRICIO, 2014).

Por ser um acido orgéanico fraco (pKa 5,4), tanto em fluidos biol6gicos como
no citoplasma celular, o AU apresenta-se majoritariamente na forma de anion urato
(figura 1) (SIMIC; JOVANOVIC, 1989). A homeostase do urato depende do balanco
entre ingestdo de purinas, biossintese, secrecdo e reabsorcdo de urato nos tubulos
renais e sua excrecdo no intestino. Todos esses eventos dependem de
transportadores especializados (organic anion transportes: URAT1, OAT1, OATS3,
OAT4, OAT10, MRP4 e ABCG2) codificados pela familia de genes SLC22A (SO;
THORENS, 2010). Concentragbes plasméticas de AU superiores a 420 uM
configuram hiperuricemia, condicdo que pode ser decorrente da ingestdo excessiva
de alimentos ricos em purinas e alcool (CHOI et al., 2004). Ainda assim, diferencas
genéticas em loci que contém os genes da familia SLC22A que resultam, portanto,
em alteracdo da regulacdo da sintese e excrecao renal do AU parecem ser mais
relevantes na modulacdo dos niveis plasmaticos desse metabdlito (MANDAL,;
MOUNT, 2015; SO; THORENS, 2010). Alteracbes em enzimas da via do
metabolismo das purinas como hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT,
da via de salvamento das purinas) e 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP) sintetase (da
sintese de novo das purinas) também foram associadas a hiperuricemia (AHMED et
al., 1999; CHOI et al., 2005).

Em humanos e primatas superiores o AU é o produto final do metabolismo de
purinas, contudo, em outros mamiferos, ele é ainda degradado a alantoina pela
enzima uricase (NELSON; MICHAEL, 2011). Durante a evolugdo dos hominideos, o

gene que codifica a uricase foi silenciado e a consequéncia direta desse evento foi 0
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acumulo de AU. Em humanos, os niveis plasmaticos variam entre 200 e 400 uM,
muito superiores aqueles encontrados, por exemplo, em camundongos (30 — 50 uM).
Em virtude da acdo antioxidante, as concentracdes plasmaticas elevadas de AU
devem ter representado vantagem seletiva no processo evolutivo (ODA et al., 2002).
Por outro lado, evidéncias na literatura, também associam o AU a eventos biolégicos
deletérios, dando fundamentacdo aos achados epidemiologicos apresentados

anteriormente.

1.2.1 Dualidade do acido urico

O carécter antioxidante do urato advém do seu baixo potencial de reducgéo (E°
= 0,59 V, pH 7, HU*, H*/UH?) e consequente facilidade em doar de elétrons. Sua
capacidade antioxidante €, inclusive, comparavel aquela do &cido ascorbico (AMES
et al., 1981; BECKER, 1993; SIMIC; JOVANOVIC, 1989). De fato, ja foi observado
gue o AU reage com o oxigénio singlete, radicais peroxila (ROQO*) e hidroxila (*OH),
radicais livres de proteinas, peroxinitrito (ONOOH e ONOO") e acido hipocloroso
(HOCI), sendo também capaz de quelar metais de transicdo (AMES et al., 1981;
DOMAZOU; ZHU; KOPPENOL, 2012; GROOTVELD; HALLIWEL; MOORHOUSE,
1987, WAYNER et al., 1987). Essas reacdes tém consequéncias bioldgicas
importantes. A neutralizacdo do ONOO-, por exemplo, inibe a nitrosacdo de
proteinas, a peroxidacdo de proteinas e lipidios e o bloqueio de tetraidrobiopterina
(HB4), que é um cofator necessario a atividade da oxido nitrico sintase (NOS). Além
disso, a presenca do AU previne a oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) pelo cobre IlI, reacdo que tem implicacdes no desenvolvimento da
aterosclerose (AMES et al., 1981; KUZKAYA et al., 2005; MURAOKA; MIURA, 2003;

WHITEMAN; KETSAWATSAKUL; HALLIWELL, 2002).
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A acdo antioxidante do urato parece ser particularmente importante no
sistema nervoso central (KUTZING; FIRESTEIN, 2007). Estudos epidemiologicos
sugerem a relacdo entre baixos niveis de urato e esclerose multipla, sendo que o
tratamento com AU melhora o0 quadro de camundongos com
encefalomielite autoimune (HOOPER et al., 2000; PENG et al., 2008; TONCEV et
al.,, 2002). O AU também parece ter efeito neuroprotetor em outras patologias
neurodegenerativas, tais como Doenca de Alzheimer, Doenca de Parkinson e
esclerose lateral amiotréfica, em que baixos niveis de urato foram associados a
maior estresse oxidativo e pior prognéstico (PAGANONI; SCHWARZSCHILD, 2017).

Héa que se observar, todavia, que dependendo do microambiente, o AU pode
se tornar um agente pro-oxidante. A reacdo do AU com o ONOO™ gera o radical
aminocarbonila, capaz de amplificar a peroxidacao lipidica em particulas de LDL
(SANTOS; ANJOS; AUGUSTO, 1999). Adutos de radicais livres oriundos da
oxidacdo do AU pelo ONOO" foram detectados no plasma (FERRER-SUETA et al.,
2011). Também foi observado que o AU favorece reacdes de quebra do DNA ao
promover a reducdo do cobre Il a cobre |, além de potencializar a inativacdo
oxidativa das enzimas alfa-1-antiproteinase e &lcool desidrogenase (ARUOMA,
HALLIWELL, 1989; KITTRIDGE; WILLSON, 1984; SHAMSI; HADI, 1995).

O AU é considerado um padrdo molecular associado ao dano (DAMP)
(SCHAEFER, 2014; SHI; EVANS; ROCK, 2003). Além dos efeitos pro-oxidantes
supracitados, concentracdes elevadas de AU estdo associadas ao desenvolvimento
de patologias como a gota, em que ha deposicao de cristais de urato monossodico
nas articulagbes (CHOI et al., 2005). Os mecanismos moleculares por tras dessa
condicdo envolvem a ativacdo do complexo de inflamassoma Nod Like Receptor

(NLR) P3 por cristais de urato e a consequente maturagao da interleucina-13 que
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tem carater pro-inflamatério (MARTINON et al., 2006). E interessante notar que a
ativacdo desse inflamassoma também foi verificada na presenca do AU soluvel
(BRAGA et al., 2017). Sensibilizacdo de células mononucleares do sangue

periférico, recrutamento de neutréfilos, secrecdo aumentada de Oz pela NADPH

oxidase e formacdo de neutrophil extracellular traps (NETs) sdo fenbmenos que
somam para a constatacao de que, mesmo na auséncia de cristais, 0 AU € capaz de
induzir inflamacdo (ARAI et al., 2014; CRISAN et al.,, 2016; KONO et al., 2010;
THOMAS, 1992).

Além dos efeitos pré-oxidantes e proé-inflamatérios ja citados, expbéem mais
claramente o envolvimento do AU na perturbacdo da homeostase vascular: a
associacdo desse metabdlito com disfuncdo endotelial (provocada, dentre outros
motivos, pela menor biodisponibilidade de NO), ativacdo de plaquetas circulantes,
inducdo da proliferacdo e producdo da quimiocina MCP-1 em células musculares
lisas vasculares e producdo de quimiocinas e moléculas de adesdo em células
endoteliais (CORRY et al.,, 2008; KANELLIS et al., 2003; KHOSLA et al., 2005;

LIANG et al., 2015; MUSTARD et al., 1963).

1.2.2 Oxidacao do acido urico

O aumento do estresse oxidativo e exacerbacdo da inflamacéo causado pelo
AU podem explicar o dano tecidual e, em Uultima instancia, a correlacdo clinica
positiva entre 0 aumento nos niveis de AU e risco de desenvolvimento de DCVs. A
interpretacdo do mecanismo de reagdo do AU (figura 2) €, portanto, importante e
fornece boas pistas dos mecanismos moleculares pelos quais ele exerce seus

efeitos.
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A abstracdo de dois elétrons do urato por oxidantes como o HOCI e o
oxigénio singlete produz desidrourato, que € hidratado a hidroxiisourato, que, por
sua vez, é decomposto ao longo de quatro rea¢des sequenciais até alantoina. Nessa
via de oxidacdo ndo ha formacado de radicais livres intermediarios e a alantoina é
considerada inerte (IIDA et al.,, 2017; KAUR; HALLIWELL, 1990; VOLK; YOST,;
BRAJTER-TOTH, 1989). O AU pode também ser oxidado por um elétron em reacao
com radicais livres, como o °*OH, e em oxidacdo por heme peroxidases
(CANELLAKIS; TUTTLE; COHEN, 1955; MAPLES; MASON, 1988). Nesses casos, é
gerado o radical livre de urato, altamente reativo. Se altas taxas desse radical sdo
formadas, € possivel a reacdo de dois deles entre si e, por dismutacdo, o urato é
formado novamente. Por outro lado, o radical de urato pode abstrair um elétron do
ascorbato, regenerando AU e formando radical ascorbila, que se decompde a
desidroascorbato. A abstracdo de um elétron de outras biomoléculas pelo radical de
urato pode desencadear reacdes em cadeia de radicais livres. Na presenca de
outros radicais livres pode acontecer tanto a transferéncia de elétrons como reacdes
de adicdo. Por exemplo, ja foi observado que a reacdo com o NO e o radical dioxido
de nitrogénio gera produtos nitrados de AU (SKINNER et al., 1998; SUZUKI;
YAMAMOTO; PFLEIDERER, 2010). O radical de urato pode ainda reagir muito
rapidamente com o O2* (k = 8 x 108 ML, s'1), sendo que a transferéncia de elétrons
deste para aquele, restaura o oxigénio molecular e o0 AU (SANTUS et al., 2001).
Alternativamente, a combinacdo desses radicais é possivel e, nesse caso, ha a

formacao do hidroperoxido urato (HOOU) (MEOTTI et al., 2011).
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Figura 2. Mecanismos de oxidagdo do &cido Urico. As setas continuas representam reacgdes
diretas e a seta pontilhada via de degradacéo indireta. (Modificado de PATRICIO, 2014).

1.2.3 O &cido urico como substrato para heme peroxidases

A mieloperoxidase (MPO) é uma heme proteina abundante em granulos
azurofilicos de neutréfilos e durante o burst oxidativo catalisa a produg¢do HOCI, um
potente bactericida. Trata-se da atividade clorinante da MPO e envolve a reacdo da
enzima nativa (Fe'") com o H202 para formar um intermediario radicalar oxiferrila
(**Fe'VO), denominado Composto |, que por sua vez, pode reagir com cloreto (CI").
Dessa forma, é gerado o HOCI e a enzima é regenerada a sua forma férrica (Felll)
(figura 3). A MPO também tem atividade peroxidasica e, nesse caso, o0 composto | é
reduzido por um outro substrato a Composto Il (Fe'VO), que precisa ainda abstrair
um segundo elétron de um segundo substrato para regenerar a forma nativa da

enzima (figura 3) (KLEBANOFF et al., 2013). Substratos enddgenos alternativos ao
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ClI" incluem o ascorbato, serotonina, tirosina e também o AU (CANELLAKIS;
TUTTLE; COHEN, 1955; MARQUEZ; DUNFORD, 1995; MARQUEZ; DUNFORD;

VAN WART, 1990; XIMENES et al., 2009).

HOCI Cl
H,0,
MP3+ Composto |
RH
H +R"
R + H*

RH  compostol

Figura 3. Ciclo catalitico clorinante e peroxidasico da mieloperoxidase. MP3* é MPO férrica. RH
representa substratos organicos como tirosina, ascorbato e urato. R* é o radical gerado apos
oxidacao do substrato RH. Modificado de Meotti et al., 2011

A atividade da MPO esta, usualmente, restrita ao microambiente de
fagossomas, em que a toxicidade do HOCI é refletida apenas nas bactérias
fagocitadas, sem atingir células do hospedeiro. Contudo, em situa¢ces de fagocitose
frustrada, de estimulacdo dos neutrofilos por citocinas inflamatorias ou morte
necrética dessas células, a MPO vaza para o meio extracelular. Uma vez fora dos
neutréfilos, essa heme peroxidase pode se ligar a moléculas carregadas
negativamente, como as presentes em células endoteliais, e os produtos reativos da
catalise podem causar dano oxidativo as proteinas e ceélulas do leito vascular

(JERKE et al., 2013).

Embora a reacéo in vitro entre AU e MPO tenha sido demonstrada ja em

meados da década de cinquenta apenas recentemente a relevancia fisioldgica dessa
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reacdo foi documentada (CANELLAKIS; TUTTLE; COHEN, 1955). Meotti e
colaboradores (2011) mostraram, entdo, que o AU é oxidado pelo Composto | e
Composto Il da enzima com constantes de velocidade de 4,6 x 10> M. st e 1,7 x
10* M. s respectivamente. Ainda que essas constantes sejam similares as
observadas na oxidacéo do ascorbato, tirosina e serotonina, a abundancia do AU em
relacdo aos outros substratos sugerem-no como substrato preferencial da MPO no
leito vascular. A oxidacdo do AU promovida pela enzima gera radical livre de urato
e, na presenca de um sistema gerador de O2* é formado também o oxidante HOOU
(MEOTTI et al., 2011). Considerando que O2*, H202, MPO e AU estdo
abundantemente presentes em ambientes inflamatérios, como por exemplo o
verificado ao longo do desenvolvimento da aterosclerose, € provavel que tanto
radical livre de urato como HOOU sejam produzidos de forma relevante nesse
microambiente.

O AU é também substrato da lactoperoxidase (LPO), expressa em fluidos
como saliva, lagrimas e leite (IHALIN; LOIMARANTA; TENOVUO, 2006). Sua funcgdo
fisiolégica principal € a oxidacdo do tiocianato (SCN’) ao composto bactericida
hipotiocianito (OSCN), de forma que essa enzima, a semelhanca da MPO, tem
importante papel na defesa inata (FURTMULLER et al., 2002). Embora o AU seja
um substrato relevante (constantes de velocidade de 1,1 x 10’ M. st e 8,5 x 103 M-
1. s para o Composto | e Composto Il, respectivamente) (SEIDEL et al., 2014), a
formacéo de radical de urato e HOOU por essa via certamente tem pouco impacto

no contexto vascular.
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1.3 Importancia fisioldgica do hidroperéxido de urato

E plausivel que a atividade biolégica do HOOU seja um dos mecanismos de
lesdo tecidual provocados pela presenca do AU, mas, ainda assim, essa questao
permanece pouco explorada.

Patricio e colaboradores (2015) avaliaram a reatividade do HOOU frente a
diferentes aminoacidos e detectaram reacdo preferencial com aqueles que contém
enxofre - metionina e cisteina. Nesses casos, foi observado tanto o consumo do
oxidante quanto a formacao dos produtos sulféxido de metionina e cistina.

A glutationa (GSH) é um tripeptideo abundante no meio intracelular (5-10
mM), sendo a principal responsavel pela manutencdo do ambiente redutor. Foi
mostrado que o HOOU reage diretamente com GSH, resultando na formacéo do
dimero de glutationa oxidada (GSSG), sendo a constante de velocidade dessa
reacdo (13,7 + 0,8 M. s!) superior a observada na reacdo com H202 (0,87 M1, s1)
(PATRICIO et al., 2015; WINTERBOURN; METODIEWA, 1999).

Considerando que tidés em algumas proteinas apresentam maior reatividade
gue aqueles da GSH, estas proteinas certamente estdo mais sujeitas a oxidacao por
esse peroxido organico do que a propria GSH. Nesse sentido, ja foi observado que o
HOOU reage com a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), enzima que
catalisa umas das reacdes da glicolise e que também estd envolvida em muitos
outros processos celulares. A incubacdo da enzima com um sistema enzimatico
gerador de HOOU - contendo LPO, XO e hipoxantina - resultou em menor deteccao
de tidis livres (a GAPDH tem quatro subunidades, cada uma contendo 4 residuos de
cisteina) e também em perda de atividade enzimatica (TURNER et al., 2018).

Além da GAPDH, foi observado que as peroxirredoxinas (PRXs) 1 e 2

também sédo alvos do HOOU. Tratam-se de ti6l-peroxidases expressas em grandes
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guantidades no citosol, capazes de reduzir o H202 a agua com velocidade limitada
apenas pela difusdo (RHEE, 2016). Carvalho et al. (2017) observaram que o HOOU
reage com as PRXs 1 e 2 com constantes de velocidade de 4,9 x 10° M1.ste 2,3 x
106 M1 si, respectivamente, de forma que a producdo desse perdxido em
situacOes inflamatorias ndo apenas poderia afetar o balanco redox da célula, mas
também a propria sinalizacdo redox em que estdo envolvidas as enzimas
(WINTERBOURN; HAMPTON, 2015). A incubacdo de eritrocitos com HOOU
promoveu a oxidacdo da PRX 2 em niveis muito similares ao observado para o
H202, sugerindo que essa proteina € mesmo um alvo celular (CARVALHO et al.,
2017).

No contexto extracelular, € importante destacar a acdo do HOOU sobre a
albumina humana, a proteina mais abundante do plasma (0,6 mM) e que esta
envolvida em processos de manutencdo da pressdo osmoética e transporte de
hormbénios e &cidos graxos. Além disso, também € atribuido a ela um papel
antioxidante, j& que reage com O2*, H202, *OH, ONOO" e hidroperoxidos lipidicos
(ALVAREZ et al., 1999; CARBALLAL et al., 2003). Dos 35 residuos de cisteinas
presentes na albumina, apenas 1 (Cys®*) encontra-se na forma livre, sendo todos os
outros envolvidos em pontes dissulfeto estruturais (BONANATA et al., 2017,
CARBALLAL et al.,, 2003). Estudos feitos com albumina bovina, que tem grande
similaridade estrutural com a humana, mostraram que a incubagédo do HOOU com a
proteina, tanto na forma nativa como na forma reduzida, resultou em consumo de
tidis livres. A constante de segunda ordem da reacgéo foi calculada em 20 M. s 1,
sendo superior a observada na reacédo da albumina humana com o H202 (2,2 M. s
1) (CARVALHO, 2017). Ainda que residuos tidlicos sejam alvos preferenciais, foi

observado que aminas também podem ser oxidadas pelo HOOU. Em publicacao
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recente, foi verificada a formacao de adutos entre esse peroxido e residuos de lisina,
nao so na albumina isolada, mas também em amostras de plasma humano. Esse
achado € notério e sugere a albumina como um biomarcador em processos
oxidativos vasculares que envolvem o AU (TURNER et al., 2018).

Também ja foi verificado que HOOU reage com a proteina dissulfeto
isomerase (PDI) com uma constante de segunda ordem igual a 6 x 103 M, st
(PATRICIO, 2014). Embora essa proteina seja abundante no reticulo
endoplasmatico (RE), a oxidacdo da fracdo extracelular deve ter mais relevancia
devido a formacéo extracelular do hidroperoxido de urato. Em secdo subsequente
aspectos relacionados as propriedades estruturais e biolégicas dessas proteinas
serdo melhor detalhados, ja que a caracterizacdo da reacdo entre PDI e HOOU e
alguns efeitos biologicos decorrentes disso foram alvo de estudo do presente
trabalho.

Finalmente, em recente publicacéo, Silva et. al. (2018) verificaram de forma
pioneira a presenca do HOOU em células de linhagem HL-60 diferenciadas e
também em neutréfilos purificados do sangue periférico apés ativacdo com forbol-
miristato-acetato (PMA). Também nessas células foi verificado um decréscimo na
razao glutationa reduzida/oxidada (GSH/GSSG), indicando que a producédo do

HOOU resulta, de fato, em desbalanco redox.

1.4 Reagéo de hidroperoxidos com residuos de cisteina

Em cisteinas, o atomo de enxofre estd completamente reduzido (estado de
oxidacao de -2). Em virtude do baixo potencial de reducdo em proteinas (E°’-0,27 a
-0,125 V) o -S reage facilmente com uma ampla variedade de oxidantes, condi¢ao

que tem implicagbes quimicas e biologicas importantes (REDDIE; CARROLL, 2008).
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A reacdo com uma espécie oxidante radicalar ocorre com transferéncia de um
elétron e formacé&o do radical tiila (*S). Por outro lado, na presenca de H202, algum
peréxido organico ou mesmo peroxinitrito, a reacdo de oxidacdo ocorre por dois
elétrons e é formado o acido sulfénico (-SOH) (Figura 4, reacdo A). Ainda que ja
tenha sido verificado em proteinas, o acido sulfénico é usualmente considerado um
intermediario transiente na oxidacdo de ti6is devido a sua instabilidade e alta

reatividade (REDDIE; CARROLL, 2008).

A estabilidade do &cido sulfénico é influenciada pela disponibilidade de um
grupo -SH proximal ou pela presenca de perdoxido em excesso. No primeiro caso, o
atomo de enxofre nucleofilico do -SOH se condensa com o ti6l para formar uma
ponte dissulfeto (Figura 4, reacdo B). Essa reacdo pode ocorrer na mesma proteina,
formando um dissulfeto intramolecular, ou entre proteinas distintas, e, nesse caso,
forma-se um dissulfeto misto (intermolecular) A formacdo de pontes dissulfeto
usualmente modula estrutura e funcdo de proteinas, mas pode ser revertida por
redutores celulares como a tiorredoxina e a GSH. Por outro lado, quando ha excesso
de perdxido, o &cido sulfénico é oxidado sequencialmente as formas de acido
sulfinico (-SO2H) e sulfénico (-SOsH) (Figura 4, reacdo C) (REDDIE; CARROLL,
2008). Estima-se que aproximadamente 5 % dos residuos de cisteina celulares
estejam nas formas ditas hiperoxidadas e, assim como a formacdo de pontes
dissulfeto, esses estados oxidativos também tém significancia biologica (HAMANN et
al., 2002; REDDIE; CARROLL, 2008). E importante notar, contudo, que a oxidac&o
de tiois as formas -SO2H e -SOsH ¢ irreversivel (REDDIE; CARROLL, 2008). A Unica
excecao documentada até o momento envolve a reducdo de acidos sulfinicos de

algumas PRXs pela sulfirredoxina (WOO et al., 2005).
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R—S + ROOH —— R—SOH + H,0 (A)
R—SOH+ R~—SH —— R—S—S—R’'+ H,0 (B)

R—soH -9, R_son 9, R_s0O.H ©)

Figura 4. Modificagdes oxidativas em cisteinas ap6s reacdo com hidroperéxidos. (A) Tidis em
sua forma dissociada (anion tiolato, S) podem reagir com hidroperéxidos e formar o acido sulfénico
(-SOH). (B) O acido sulfénico pode reagir com um tiél proximal gerando ponte dissulfeto (RS — SR).
(C) Na presenca de peroxido em excesso, o acido sulfénico é oxidado sequencialmente as formas de
acido sulfinico (-SO2H) e sulfénico (-SOsH). (Modificado de REDDIE; CARROLL, 2008)

A velocidade de reacao do tiolato com hidroperoxidos orgéanicos ou H20:2 pode
variar entre 10 e 108 M1. s (REDDIE; CARROLL, 2008). De modo geral, a
ocorréncia da reacdo depende de varios fatores, entre eles: (i) a natureza quimica e
tamanho do hidroperdxido, (ii) a acessibilidade do grupo tiol e a natureza quimica
dos aminoécidos vizinhos, (i) a concentracdo do tidl/proteina alvo em relacdo a
concentracdo do hidroperoxido e (iv) a localizacdo do oxidante em relacdo ao alvo
(DAVIES, 2005; GUPTA; CARROLL, 2014; REDDIE; CARROLL, 2008). Por
exemplo, o HOOU foco desse trabalho, reage com as PRXs com constantes da
ordem de 10° e 105, jA com a PDI a reagdo ocorre com velocidade duas ordens de
magnitude menor (CARVALHO et al., 2017; PATRICIO, 2014). No entanto, esses
valores ndo podem ser analisados isoladamente jA que o contexto biolégico de
ocorréncia das reacdes € particular para cada caso.

A oxidacado dos residuos de cisteina constitui um mecanismo importante de
controle da estrutura e da funcdo de vérias proteinas. Por outro lado, essas

mesmas modificacbes podem ocasionar perda de funcédo, resultando em disfungao

celular e tecidual (DAVIES, 2005, 2016).
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1.5 Proteina dissulfeto isomerase

Em 1963, Goldberger e colaboradores (1963) observaram que a fracao
microssomal de figado de rato era capaz de reativar a ribonuclease A reduzida. A
enzima que catalisa essa reacdo foi, posteriormente, identificada como proteina
dissulfeto isomerase (PDIA1l) (HAWKINS; FREEDMAN, 1975). A PDIA1 (doravante
referida como PDI) é o membro fundador de uma familia de proteinas composta por
mais de 20 membros que compartilham entre si pelo menos um dominio semelhante
a tiorredoxina (BapBaBappa), mas que diferem no tamanho e arranjo dos dominios

(KOZLOV et al., 2010).

1.5.1 Propriedades estruturais e bioquimicas

A PDI é uma ditiol-dissulfeto oxidoredutase e chaperona, codificada pelo gene
P4HB. Possui 55 kDa e 508 residuos de aminoacidos distribuidos ao longo de
qguatro dominios semelhantes a tiorredoxina sequenciais, a saber, a-b-b-a’. Além
deles, também compdem a estrutura da proteina uma regido de conexao x (entre 0s
dominios b’ e @’) e uma extensado C-terminal acidica (c), a qual contém a sequéncia
de retencdo ao reticulo endoplasmatico KDEL (figura 5) (KOZLOV et al., 2010;
LAURINDO; PESCATORE; CASTRO FERNANDES, 2012; WILKINSON; GILBERT,

2004).

Os dominios a e a’ contém, cada um, um motivo redox ativo (CGHC) que esta
envolvido nas reacbes de oxidagao, reducdo e isomerizagdo promovidas pela
enzima (figura 5). As cisteinas N-terminais de cada sitio ativo (Cys®® e Cys3%)
apresentam pKa estimado em 5,6, estando desprotonadas em pH fisiol6gico. Por
isso, sdo as responsaveis pelo ataque nucleofilico ao dissulfeto do substrato. As

cisteinas C-terminais (Cys®® e Cys*%%) sdo menos expostas e tém valores de pKa
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maiores (possivelmente maiores que 10), sendo, portanto, cisteinas de resolucao.
Os dominios b e b’ tém um carater mais hidrofébico e constituem o principal sitio de
ligacdo de substratos [(HATAHET; RUDDOCK, 2009; KOZLOV et al., 2010;
LAURINDO; PESCATORE; DE CASTRO FERNANDES, 2012; WILKINSON;

GILBERT, 2004).

X
o B O o

53 56 397

GH “GH

Figura 5. Estrutura esquemética da PDI. Organizacdo dos dominios da PDI (a, b, b’, a’ e c¢), além
da regido de conexdo x. Os motivos redox ativos (CGHC) contidos nos dominios a e a’ estédo
destacados. (Modificado de WANG et al., 2013).

400

A andlise da estrutura cristalografica da PDI sugere uma organizacao dos
dominios em formato de “U” retorcido, com b e b’ na base e a e a’ nas duas
extremidades (figura 6), sendo os motivos CGHC voltados um para o outro. Além
disso, foi observado que a proteina sofre modificagdes conformacionais dependendo
do estado redox. Na PDI reduzida (PDlIred) os dominios a, b e b’ estdo no mesmo
plano e o dominio a’ faz um giro de 45° para fora desse plano principal. Trata-se de
uma conformacdo mais compacta, em que os sitios ativos estéo 27,6 A distantes um
do outro (figura 6 A). A oxidagdo do sitio ativo do dominio a’ desencadeia um
afastamento entre a’ e b’, assim como uma rotacdo de aproximadamente 45° da
metade C-terminal da regido de conexdo x, resultando numa conformacdo mais
“aberta” da proteina, com os sitios ativos distanciando-se em 40,3 A (figura 6 B).
Essas alteragbes conformacionais redox-moduladas influenciam na capacidade da
PDI em se ligar a substratos. Na PDIred estima-se que o volume do bolséo
hidrofébico tenha 6.816 A3, sendo capaz de acomodar proteinas menores (até 50

residuos de aminoacidos) ja razoavelmente bem enoveladas. Por outro lado, a PDI
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oxidada (PDloxi) apresenta uma fenda muito mais larga (14.453 A3), podendo se
ligar a substratos maiores e mal enovelados. As conforma¢des compacta e aberta,
observadas, respectivamente, na PDIred e na PDloxi, ndo apenas expfem as
propriedades estruturais dindmicas redox-reguladas da proteina, como também
fornecem uma explicacdo para a diversidade de substratos com os quais a PDI é

capaz de se associar (WANG et al., 2012, 2013).

Figura 6. Estrutura terciaria da PDI. Organizagdo dos dominios da PDI em formato de “U” retorcido.
(A) PDI reduzida com conformacéo mais compacta. (B) PDI oxidada com conformacdo mais aberta.
As cadeias laterais dos residuos de cisteina dos sitios ativos estdo representadas como esferas: em
branco, os carbonos beta e em amarelo os atomos de enxofre. (Modificado de WANG et al., 2013)

1.5.2 A PDI como uma enzima e uma chaperona

A PDI é ubiguamente expressa em diferentes tecidos e tipos celulares e, em
virtude da sequéncia KDEL, é encontrada em concentracfes que variam entre 0,2 e
0,5 mM no RE. A abundéancia da PDI somada ao seu maior potencial de reducdo em
relacdo ao de outros componentes do RE, explicam a predominancia de reacoes de
oxidacdo e isomerizacdo durante o enovelamento de proteinas nascentes. A
geracdo de novas pontes dissulfeto catalisada pela PDI ocorre pela transferéncia de
equivalentes oxidantes da PDIloxi a substratos reduzidos. Como consequéncia, além

da PDI PDlred, é formado um dissulfeto nativo ou ndo-nativo no substrato. Para
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resolucdo desse ultimo caso, a PDI catalisa reacdes de isomerizacdo, que podem
ocorrer de duas formas distintas: a primeira € baseada em ciclos de reducdo —
reoxidacdo do substrato; alternativamente, € possivel que a PDIred promova
diretamente o rearranjo intramolecular do dissulfeto n&o-nativo. E importante
enfatizar que em todas as reacfes de troca ditiol-dissulfeto, é formado um dissulfeto
misto entre a cisteina N-terminal do sitio ativo da PDI e a cisteina do substrato
(Figura 7) (LAURINDO; PESCATORE; DE CASTRO FERNANDES, 2012; WANG;

WANG; WANG, 2015).

- (a)
§ ; Oxidagdo S\H ;H S-S-

H SH $H :
B )
+ Redugdo + cSH

i e
Substrato reduzido (e) Dissulfeto nativo

Dissulfeto misto

S\H;H +%SH

Dissulfeto ndo-nativo

Figura 7. Reagdes de troca ditiol-dissulfeto catalisadas pela PDI. A PDI catalisa a formacédo de
dissulfetos com a transferéncia de equivalentes oxidantes para substratos reduzidos, resultando na
formacdo de uma ponte dissulfeto nativa (a) ou ndo nativa (b). O dissulfeto mal pareado pode ser
isomerizado por rearranjo direto (c) ou por ciclos de reducéo (d) e reoxidagcdo (a). A PDI também
catalisa a reducdo de pontes dissulfeto de substratos reduzidos (e). Em todas as reacdes foram-se
um dissulfeto misto, intermediario, entre PDI e substrato. (Modificado de WANG; WANG; WANG,
2015).

O enovelamento oxidativo promovido pela PDI depende da sua oxidagao e
regeneracao, eventos que envolvem, classicamente, a agcdo de flavoenzimas da

familia Ero 1 (endoplasmic reticulum oxidoreductin). A reoxidacdo de Ero 1 ocorre
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pela transferéncia de dois elétrons, via flavina adenina dinucleotideo (FAD), para o
oxigénio molecular, produzindo H202. GSSG, PRX 4 e glutationa peroxidases (GPX)
7 e 8 estdo envolvidas em rotas adicionais de reoxidag¢do da PDI, sendo que H202 -
gerado pela Ero 1 ou por outras vias nao identificadas — € consumido nas reacoes
catalisadas por PRX 4 e GPX 7/8 (HATAHET; RUDDOCK, 2009; LAURINDO;
PESCATORE; DE CASTRO FERNANDES, 2012; SEVIER; KAISER, 2002;
WILKINSON; GILBERT, 2004).

O fato de a PDI ser tanto uma enzima como uma chaperona foi originalmente
proposto como uma hip6tese, mas atualmente essa premissa é suportada por
inUmeras evidéncias experimentais (ELLIS, 2013; WANG; TSOU, 1993; WANG;
WANG; WANG, 2015). A independéncia da atividade de chaperona com relacéo a
atividade catalitica redox foi mostrada em substratos sem pontes dissulfeto: a
presenca da PDI no meio reacional favoreceu a reativagdo de GAPDH e rodanase
desnaturadas, além de ter prevenido a agregacdo dessas proteinas durante o
enovelamento (CAI; WANG; TSOU, 1994; SONG; WANG, 1995). Além disso, €
sabido que a PDI é subunidade permanente de duas enzimas do RE, prolil-4-
hidroxilase (P4H) e proteina de transferéncia de triglicerideos microssomal (MTP),
sendo unicamente a atividade chaperona responsavel pela estabilizacdo e
funcionalidade dessas moléculas (LAMBERG et al., 1996; VUORI et al., 1992). A
atividade chaperona da PDI também foi caracterizada em substratos que contém
pontes dissulfeto, tendo sido observado, por exemplo, correto enovelamento da
lisozima mesmo na presenca de PDI mutada nos sitios ativos (substituicdo da
cisteina N-terminal por serina) (HAYANO; HIROSE; KIKUCHI, 1995).

Ainda que a atividade chaperona da PDI possa ser, de fato, independente da

sua funcédo oxidoredutase, em casos como o da fosfolipase acidica A2 e da pro-
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insulina ambas as funcdes sdo necessarias para 0 enovelamento eficiente do
substrato (WINTER et al.,, 2002; YAO; ZHOU; WANG, 1997). Além disso, vale
retomar a nocdo de que a oxidacdo do dominio a’ desencadeia alteracbes
conformacionais na PDI que favorecem a ligacdo de substratos, expondo, portanto,

uma importante regulacdo redox da funcionalidade da proteina (WANG et al., 2012).

1.5.3 A PDI fora do reticulo endoplasmatico

Apesar de ser canonicamente uma proteina do RE, a expressdo da PDI em
compartimentos intracelulares - mitocondrias, ndcleo e citosol - foi documentada
(TURANO et al., 2002). Além disso, uma fracdo dessa proteina pode ser também
externalizada, evento observado em diversos tipos celulares, como linfécitos T,
neutrofilos, hepatdcitos, plaquetas, células musculares lisas e células endoteliais
(AKAGI et al., 1988; ARAUJO et al.,, 2017; ARAUJO; FERNANDES; LAURINDO,
2017; Bl et al., 2011; ESSEX; CHEN; SWIATKOWSKA, 1995; HAHM et al., 2013).
Esse pool extracelular € composto tanto de proteinas secretadas como de proteinas
que permanecem aderidas a membrana plasméatica (PDI da superficie celular,
PDlsc). Ainda que os mecanismos de translocacdo e de ancoragem a membrana
nao estejam totalmente esclarecidos e parecam variar dependendo do tipo celular,
inomeras funcdes biolégicas importantes foram atribuidas a PDI extracelular
(LAURINDO; PESCATORE; CASTRO FERNANDES, 2012; MORETTI; LAURINDO,
2017)

Uma das primeiras evidéncias da funcionalidade da PDIsc foi obtida ainda no
inicio da década de 90. A presenca de bloqueadores de tiol impermeéaveis a
membrana plasmatica (5,5-ditiobis(acido  2-nitrobenzéico [DTNB] e p-

cloromercurobenzenosulfonico [pCMBS]) inibiu a clivagem do conjugado poli D-
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lisina/[I*?°]tiramina ligado inespecificamente a membrana plasmatica das células
CHO (chinese hamster ovary) (FEENER; SHEN; RYSER, 1990). Efeito similar foi
observado sobre o efeito citotdxico da toxina diftérica, um heterodimero que se liga a
receptor especifico na membrana e deve ser clivado para tornar-se ativo (RYSER;
MANDEL; GHANI, 1991). As reacfes de reducdo responsaveis pela clivagem de
ambas as moléculas foram posteriormente atribuidas a PDI em experimentos
usando o inibidor bacitracina e anticorpos neutralizantes (MANDEL et al., 1993).

O ambiente extracelular parece mesmo favorecer a atividade redutase da
PDI. Em células de fibrosarcoma (HT1080) a maior ou menor deteccdo de grupos
tidlicos na superficie (marcados com os alquilantes impermeaveis DTNB ou N-(3-
maleimidilpropionil) biocitina [MBP]) foi fortemente correlacionada com o respectivo
aumento ou diminuicdo da expressdo da PDI nesse local (JIANG et al., 1999). A
reducdo de pontes dissulfeto atribuida a PDI ja foi verificada em diversos alvos
celulares, a saber: integrinas, receptor de tirotropina (TSH), plasmina, fator tecidual e
glicoproteina gp120 (COUET et al., 1996; GALLINA et al., 2002; MORETTI;
LAURINDO, 2017; STATHAKIS et al., 1997). Ainda assim, também j& foi verificada
atividade isomerase da PDI sobre dissulfetos regulatérios do sitio ndo-catalitico da
metaloprotease disintegrina ADAM17, integrinas e trombospondina (HAHM et al.,
2013; HOTCHKISS; CHESTERMAN; HOGG, 1996; WILLEMS et al., 2010).

Uma vez expressa em diversos tipos celulares e com uma diversidade de
substratos, ndao surpreende que a PDI extracelular esteja envolvida em inidmeros
eventos (pato)fisiolégicos (LAURINDO; PESCATORE; DE CASTRO FERNANDES,
2012; MORETTI; LAURINDO, 2017; TURANO et al.,, 2002). Por exemplo, ja foi
atribuido a PDI um importante papel na internalizacdo de virus. A PDI parece

interagir e modificar diretamente a proteina gpl20 do envelope do virus da
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imunodeficiéncia humana (HIV); a reducdo de pontes dissulfeto promovida por PDI
resulta em alteracdes conformacionais na gpl120 complexada ao receptor CD4 de
linfocitos T e favorece a fuséo virus-célula (GALLINA et al., 2002). Por outro lado, a
entrada do virus da dengue em células endoteliais depende da ativacdo das
integrinas B1 e B3 mediada por PDI (WAN et al.,, 2011). Em ambos 0s casos, a
inibicdo da proteina preveniu a internalizacdo dos patégenos. Outro processo que
explora a atividade redutase da PDI ¢é a liberagdo do ectodominio (subunidade a) do
receptor de TSH de tiredcitos para 0 meio extracelular ou corrente sanguinea
(COUET et al., 1996). Mecanismo semelhante foi observado em células endoteliais
durante a liberacdo da proteina TEM 5 (tumor endotelial cell marker 5) induzida por
trombina (VALLON et al., 2012).

O envolvimento da PDI extracelular em eventos vasculares certamente é o
melhor estudado até o momento. Hahm e colaboradores (2013) exploraram o papel
da PDI no recrutamento de neutrdfilos durante a inflamagédo vascular. Em um
modelo animal em que a PDI dessas células foi depletada, verificou-se menor
adesao de neutrdéfilos ao endotélio inflamado, condi¢do recuperada com a infuséo da
proteina selvagem recombinante. Estudos com anticorpos neutralizantes e
camundongos awmBz null sugeriram que a regulacdo da adesdo mediada por PDI
envolve a participagdo dessa integrina. Realmente, com ensaios de co-
imunoprecipitagdo e ressonancia plasménica de superficie foi mostrada a interacéo
entre a integrina amBze PDI.

Estima-se que plaguetas ativadas tenham quatro vezes mais tiois reduzidos
na sua superficie do que as ndo ativadas, sendo a acdo da PDI uma importante
fonte desses tidis livres (BURGESS et al.,, 2000; FLAUMENHAFT; FURIE, 2016).

Além da PDlsc, é sabido que a ativacdo de plaguetas também resulta em secrecéo
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de PDI para o meio extracelular (CHEN; DETWILER; ESSEX, 1995). Substratos da
PDI extracelular de plaquetas incluem as integrinas aibPs e az2B1 (receptores de
fibrinogénio e colageno, respectivamente), glicoproteina 1ba (GP1lba, receptor do
fator de Von Willebrand), trombospondina e vitronectina (CHO et al., 2012; ESSEX
et al.,, 1999, 2001; HOTCHKISS; CHESTERMAN; HOGG, 1996; HOTCHKISS;
MATTHIAS; HOGG, 1998; LAHAYV et al., 2003; MOR-COHEN, 2016). A modulacéo
redox promovida por PDI nesses casos tem implicacbes na agregacdo e adesédo
plaquetarias (ESSEX, 2009). Além disso, estudos in vivo reforcaram
substancialmente a importancia da PDI extracelular no controle da trombose.
Diversos grupos, usando diferentes modelos animais de trombose, verificaram a
presenca dessa proteina nos locais de injuria, sendo que a infusdo de inibidores ou
anticorpos neutralizantes na circulacdo foi capaz de inibir a formacéo do trombo e a
geracdo de fibrina (BEKENDAM; FLAUMENHAFT, 2016; FLAUMENHAFT; FURIE,
2016). Na verdade, a geracao de fibrina parece ser suportada pela PDI secretada
por células endoteliais jA& em momentos muito precoces apdés injuria do vaso
(JASUJA; FURIE; FURIE, 2010).

Recentemente, a PDI extracelular foi relacionada a reconstrucdo e regulagcéo
fina da arquitetura da parede vascular. Usando um modelo de super-distensado da
artéria iliaca de coelhos, os autores mostraram que a imuno-inibicdo da PDI resultou
em perda sustentada do calibre vascular sem espessamento da parede arterial,
associada a remodelamento constritivo e desorganizacdo do citoesqueleto. Além
disso, a expresséo da integrina B1 total e associada a PDI, bem como os niveis de
integrina B1 da superficie reduzida, foram menores ap0s o0 tratamento com
anticorpos anti-PDI, sugerindo esse receptor como um possivel alvo da PDI durante

o reparo do vaso (TANAKA et al., 2016)
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Finalmente, € valioso evidenciar a participacdo da PDI na regulacédo do tdnus
vascular ao mediar a transferéncia do NO de proteinas S-nitrosiladas extracelulares,

para o compartimento citosélico (RAMACHANDRAN et al., 2001; ZAl et al., 1999).

1.6 Hipodtese

Sob condi¢cbes de inflamacdo vascular, nas quais existam em abundancia
MPO, O2* e H202, a oxidacdo do AU e geracédo do oxidante HOOU é provavel. Por
ser descrito muito recentemente, estudos envolvendo os efeitos bioldgicos do HOOU
ainda sdo escassos na literatura. Ainda assim, ja foi mostrada alta reatividade com
proteinas redox moduladas e, nesse sentido, a PDI expressa na superficie de
células endoteliais se apresenta como alvo potencial. Considerando a relevancia
dessa proteina em eventos vasculares, o estudo da oxida¢do promovida pelo HOOU
e os efeitos celulares decorrentes disso contribui para o entendimento de como o AU
altera a fungéo endotelial, interfere na homeostase vascular e, consequentemente,

sustenta patologias cardiovasculares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho buscou contribuir para uma melhor compreensao da acao
oxidante HOOU sobre proteinas totais, mas principalmente, sobre a PDI. Além disso,
procurou investigar consequéncias biolégicas da exposicdo de células endoteliais ao
HOOU como um dos possiveis mecanismos de alteracdo da funcéo endotelial e

alteracdo da homeostase vascular.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar o potencial oxidante do HOOU sobre a PDI recombinante e
caracterizar as modificagOes oxidativas decorrentes dessa oxidacao;

- Investigar o potencial oxidante do HOOU sobre a PDI de superficie de
células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS);

- Investigar o potencial oxidante do HOOU sobre ti6is de proteinas totais da
superficie de HUVECSs;

- Verificar o efeito toxico inespecifico do HOOU sobre HUVECS;

- Verificar alteracbes na funcionalidade e no estado redox de HUVECs
mediante exposi¢cdo ao HOOU;

- Investigar a possibilidade do &cido Urico ser substrato de peroxidases

secretadas pelas HUVECs.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes e anticorpos

Meio RPMI, meio RPMI modificado (sem glutationa, metionina e cisteina) e
soro fetal bovino (SFB) foram adquiridos da Vitrocell (Campinas, Brasil). N-(3-
maleimidilpropionil) biocitina (MPB), anticorpos primarios anti-PDI (clone RL90) e
anti-vinculina, anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488 (anti-mouse
IgG/IgM) e Alexa Fluor™ 647 C2 Maleimida foram adquiridos da Thermo Fisher
Scientific (Waltham, EUA). Anticorpo primario anti-integrina B1 (clone LM609) foi
adquirido da Millipore (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Anticorpos secundarios
fluorescentes donkey anti-Mouse IRDye® 800 CW e donkey anti-Rabbit IRDye®
680RD foram adquiridos da LI-COR Biosciences (Lincoln, EUA). Peptideo RGDS foi
adquirido da Chinese Peptide Company. Tripsina (grau espectrometria de massas) e
particulas magnéticas recobertas com estreptavidina (Streptavidin MagneSphere®
Paramagnetic Particles) foram adquiridas da Promega (Madison, EUA). Todos os
outros sais e regentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha). Todos os solventes foram adquiridos da JTBaker® (Thermo Fisher
Scientific). Todas as solucdes e tampdes foram agitados com resina Chelex® 100

(Sigma-Aldrich) por pelo menos 1 h.

3.2 Obtencéo do hidroperdxido de urato

3.2.2 Sintese quimica

A sintese quimica do HOOU foi realizada por foto-oxidagdo conforme
publicado anteriormente padronizado em nosso laboratério (CLAUSEN et al., 2010;
PATRICIO et al., 2015). Primeiro, foram preparadas solugdes-estoque de urato (20

mM em hidréoxido de sédio 40 mM) e riboflavina (500 uM em tampéao fosfato 20 mM,
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pH 6). Em seguida, em um poc¢o de uma placa de 6 pocos, urato e riboflavina foram
adicionados junto com tampao fosfato (20 mM, pH 6) até as concentracdes finais de
1,5 mM e 100 pM, respectivamente, em volume final de 4 ml. Essa mistura foi,
entdo, exposta a radiacdo UV-A (365 nm; irradiador equipado com 6 lampadas de 15
mW e 2,2 mW/cm? [GE Healthcare]; Novatecnica, Campinas, Brasil) por 10 min, sob
agitacdo continua e temperatura controlada (20 °C). Apés esse tempo, a solucéao foi

coletada e imediatamente submetida a separacédo cromatogréfica.

3.2.3 Separacao cromatografica

O HOOU foi separado em um sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE; Shimadzu, Téquio, Japdo) composto por duas bombas (modelo
LC-6AD), injetor manual (CTO-10A), detector de absorbancia UV (SPD-20A) e
controlador de sistema (CBM-20A) conectado a um computador com o programa LC
Solution. Como fase estacionéria foi usada uma coluna TSK-Gel amida (10 pm; 21,5
mm x 30 cm; Tosoh Bioscience, Téquio, Japao), sendo a fase moével 40% de acetato
de amoénio (10 mM, pH 6,8) e 60% de acetonitrila. A eluicAo dos compostos foi
realizada em modo isocratico, com fluxo de 4 ml/min ao longo de 30 minutos. O
excesso de acetronitrila da amostra de HOOU foi evaporado com gas inerte. Para
garantir a maxima remoc¢do do solvente organico, um sistema montado com um
kitassato conectado a uma bomba de vacuo também foi usado. Nessa condicéo,

menos de 0,1% de acetonitrila permanece na solugdo (CARVALHO, 2017).

3.2.4 Quantificacao

A concentracdo de HOOU obtida apdés evaporacdo do solvente foi
determinada usando o coeficiente de absortividade molar em 308 nm (g30s = 6.537

M1, cm?) (PATRICIO et al., 2015). Uma vez que o hidroxiisourato (HOU) também
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pode absorver na regidao do espectro em torno de 308 nm, a quantificacdo do HOOU
também foi feita pelo ensaio de Ferrous Oxidation Xylenol Orange (FOX) modificado
(WINTERBOURN et al., 2004), especifico para hidroperéxidos. O método envolve
uma etapa inicial de oxidacdo, em meio acido, do Fe?* (presente no sulfato ferroso
amoniacal que compde o reagente) a Fe3* por hidroperéxidos. Em seguida, o ion
férrico forma um complexo com o alaranjado de xilenol, de coloracéo violeta, cuja
absorcéo pode ser lida entre 540-600 nm. O HOOU obtido foi diluido no reagente de
FOX e, ap6s 40 min de reacdo ao abrigo da luz, foi feita leitura em 540 nm. Os
valores de absorbéancia obtidos foram plotados contra uma curva padrao de peroxido
de hidrogénio, pois HOOU e peroxido de hidrogénio sdo equivalentes na reacao de
FOX (PATRICIO et al., 2015). Finalmente, as concentracfes de HOOU calculadas
pelo coeficiente de absortividade molar foram corrigidas pelos valores obtidos no

ensaio de FOX.

3.3 Avaliacéo da estabilidade do hidroperdxido de urato

HOOU foi sintetizado e o excesso de acetonitrila foi evaporado conforme
descrito no item 3.2.3. Em seguida, a amostra obtida foi diluida em tampé&o fosfato
salino (PBS, 10 mM, pH 7,4) ou 4gua em volume equivalente, sempre mantido a
4°C. A concentracdo de HOOU foi calculada no tempo inicial e depois a cada 10

min, até 30 min, usando o coeficiente de absortividade molar.

3.4 Obtencao da proteina dissulfeto isomerase recombinante

3.4.1 Expressao e purificacao
A proteina dissulfeto isomerase (PDI) Al recombinante foi expressa em

bactérias Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS transformadas com o plasmideo
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pET28a contendo cDNA para PDI-6x His tag humana. Uma primeira etapa de
purificacdo foi conduzida em resina de cobalto imobilizado (TALON®; GE
Healthcare) e gradiente de imidazol (10 — 200 mM) (IQBAL et al., 2014). As fracbes
contendo PDI foram reunidas e purificadas adicionalmente utilizando uma coluna de
troca anidnica (Q Sepharose) (KARALA et al., 2007). ApoOs dialise, as aliquotas

contendo a enzima pura foram armazenadas a -80 °C.

3.4.2 Quantificacao
A quantificacdo da proteina foi realizada em espectrofotdmetro, usando o
coeficiente de absortividade molar em 280 nm (g2s0 = 45.380 M-cm?) calculado pelo

programa ProtParam Tool (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html).

3.4.3 Reducéo

A reducao da PDI purificada foi feita pela incubagéo com ditiotreitol (DTT, 10
mM), por 1 h e 30 min, 37 °C e agitacao continua (300 rpm). O excesso do agente
redutor e de outros produtos foi removido por gel filtragdo (coluna HiTrap™ Desalting
5 mL; GE Healthcare) utilizando tampao fosfato (10 mM, pH 7, contendo &cido
dietilenotriamina penta acético [DTPA] 100 uM) como fase moével em um sistema de
cromatografia liquida rapida de proteina (FPLC, Akta Purifier, GE Healthcare). A
eluicdo da proteina foi monitorada pela absorbancia a 280 nm e a eluicdo do DTT
pelo aumento da condutividade. A proteina reduzida foi ainda concentrada por
ultrafiltracdo (Amicon® Ultra, 30 kDa, Millipore) a 3000 rpm, 4 °C e 20 min. Para
garantir a eficiéncia do protocolo, o conteudo de tiois foi verificado pela reagdo com
5,5-ditiobis(acido 2-nitrobenzdéico) (DTNB). O ensaio consiste na reacdo do dimero

DTNB (amarelo muito claro) com grupos sulfidrilas livres, formando um dissulfeto



51

misto entre um ti6l da proteina e o0 monémero TNB. Ao mesmo tempo, a outra
molécula de TNB é liberada e sua coloracdo amarela mais intensa permite que seja
quantificado pelo coeficiente de extincdo molar (€s12nm= 14.150 M-lcm). Entdo, a
PDI reduzida (10 pM) foi incubada com DTNB (800 uM preparado em tampao fosfato
50 mM, pH 7,4) em solucéo de glicina (100 mM, pH 8,5) contendo dodecil sulfato de
sédio (SDS, 1%), por 10 min, em temperatura ambiente e abrigo da luz. A
absorbéancia a 412 nm foi medida em leitor de microplacas (Synergy H1 Hybrid,
BioTek) e a quantificacdo dos tidis feita pelo coeficiente de extingdo molar do TNB

(RIDDLES; BLAKELEY; ZERNER, 1979)

3.5 Reacdo entre proteina dissulfeto isomerase recombinante e
hidroperoxido de urato

PDI recém reduzida (10 uM) foi incubada com acetato de aménio (veiculo) ou
diferentes concentracdes de HOOU, em tampao fosfato (100 mM, pH 7,4, contendo
DTPA 100 pM) por 10 min, em temperatura ambiente. Concentragcdes de HOOU
variando entre 2 e 80 uM foram usadas em analises de tidis livres remanescentes
pelo ensaio do DTNB (conforme descrito no item 3.4.3). Concentragdes de 20, 40 e
200 pM de HOOU foram usadas nas analises de modificacbes oxidativas, atividade

e agregacao descritas nos itens subsequentes.

3.6 Anélise de modificagdes oxidativas da proteina dissulfeto isomerase
por nLC-MS/MS
O procedimento experimental para essa analise foi feito conforme publicado

por Peixoto, et al. (2018) como segue:
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3.6.1 Preparo das amostras

Apos reacdo da PDI com HOOU nas condicbes descritas no item 3.5,
aliquotas das misturas reacionais foram diluidas (1:10) em tampé&o Tris-HCI (10 mM,
pH 8,0) contendo iodoacetamida (IAM, 55 mM) e cloreto de guanidina (6 M) e
incubadas durante 2 h, a 25 °C, sob agitacado continua (900 rpm). Os excessos de
alquilante e desnaturante, além de outros compostos de baixo peso molecular foram
removidos por filtracdo em coluna de excluséo de 10 kDa (PD10). Em seguida, apés
completa secagem em concentrador a vacuo, as amostras foram ressuspendidas em
tampdo bicarbonato de amoénio (50 mM, pH 8) e digeridas com tripsina (razéo
proteina:tripsina de 50:1) a 37 °C e 1000 rpm, durante 12 horas, periodo ap6s o qual
foi adicionada uma segunda aliquota de tripsina para uma nova rodada de digestao.
A reacéo foi inibida pela adicdo de acido formico (5% em agua MilliQ) por 20 min.
As amostras contendo os peptideos foram completamente secas em concentrador a
vacuo e mantidas a -20°C até a analise.

Imediatamente antes das analises, o0s hidrolisados tripticos foram
ressuspendidos em acido férmico (0,1 % em &gua MilliQ), desalinizados e
concentrados com ponteira de pipeta contendo resina Cis (ZipTipC18, Millipore,
Bedford, MA) da seguinte forma: 1) a ponteira foi lavada com solucbes de
acetonitrila (sequencialmente, 100 % e 60 %) contendo acido férmico (0,1 %),
seguido do equilibrio da coluna com solucdo de &cido férmico (0,1 % em &agua
MilliQ); 2) os peptideos foram carregados no ZipTip, seguindo 5 lavagens com
solucédo de metanol (5 %) contendo acido formico (0,1 %). 3) os peptideos foram
eluidos com solucdo de acetonitrila (60 %) contendo acido formico (0,1 %). Os

hidrolisados isentos de sal foram, entdo, completamente secos em concentrador a
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vacuo, ressuspendidos em solucdo de acido férmico (0,1 %) e, finalmente, diluidos

duas vezes em solucao de acido férmico (0,1 %).

3.6.2 Metodologia nLC-MS/MS

As amostras foram carregadas em coluna de nano-HPLC (ACQUITY UPLC
BEH-Cis, 20 mm x 180 um, 5 um, Waters, Milford, EUA) e eluidas a um fluxo de 400
nl/min, usando gradiente linear de 99 % de solvente A (agua MilliQ contendo &cido
férmico 0,1 %) e 1 % de solvente B (acetonitrila contendo acido férmico 0,1 %), até
35 % de solvente B por 60 min. A andlise em espectrometro de massas foi feita em
um triplo quadrupolo (TripleTOF® 6600, Sciex, Framinghan, EUA), com fonte de
ionizacdo por nanospray, ajustada para operar em modo positivo, com capilar, 2,4

kV, aquecedor a seco e 100 °C.

3.6.3 Aquisicao, processamento e analise dos dados

Os programas Analyst TF e Peak View (versdo 1.7.1 e 2.2, respectivamente,
ambos Sciex) foram usados na aquisicdo e processamento de dados. MASCOT
(versdo 2.5, Matrix Science Ltd., Londres) e MaxQuant (versao 1.2.7.429) foram
empregados para a analise das modificacdes. A tolerancia de massa admitida foi
sempre < 10 ppm para analise de MS e < 0,05 Da para analise MS/MS. A taxa de
descoberta falsa (FDR) foi £ 1 %. Para a quantificagédo relativa dos ions o programa
MultQuant (versdo 3.0, Sciex) foi usado. Para isso, primeiramente, foi feita a
integracdo das areas dos cromatogramas gerados para 0s ions de interesse
(Extracted lon Chromatogram - XIC) e para os ions totais (Total lon Chromatogram -
TIC). Depois, a intensidade do MS de peptideos alquilados e oxidados foi calculada

com base na proporcéo entre os dois valores obtidos (XIC/TIC).
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3.7 Avaliacédo da agregacao da proteina dissulfeto isomerase

Para investigacdo da formacéo de agregados, aliquotas das reacdes (descrito
no item 3.5) contendo 1,5 uM de PDI foram solubilizadas em tampé&o de amostra
Laemmli (Tris-HCI 62 mM, pH 6,8, contendo glicerol 10 %, SDS 2 %, B-
mercaptoetanol 100 mM e azul de bromofenol 0,01 %), aquecidas a 100 °C durante
5 min e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (8 %), a 120 V por 1 h.
Os géis foram fixados com metanol (45 %) e acido acético glacial (5 %) por 30 min,
corados overnight com azul de Comassie e, finalmente, descorados com acido
acético (1 %). Os géis foram escaneados e a intensidade relativa das bandas
correspondentes a PDI (mon6meros de aproximadamente 55 kDa e agregados de
mais alto peso molecular) foi quantificada por densitometria usando o programa
ImageJ (NIH, EUA). Para cada tratamento, a porcentagem da PDI agregada foi

calculada pela razado PDI agregada/PDI total x 100.

3.8 Avaliacéo da atividade redutase da proteina dissulfeto isomerase

Apéds reacdo com HOOU (item 3.5), PDI (1,5 pM) foi incubada com insulina
(2 mg/ml), em tampéo fosfato (100 mM, pH 7,4 contendo DTPA 100 pM) e na
presenca de DTT (1,5 mM). O aumento da turbidez do meio devido a precipitacdo
das cadeias B da insulina foi monitorado a 540 nm ao longo de 1 hora, utilizando
leitor de microplacas (Synergy H1 Hybrid, BioTek). A capacidade catalitica da PDI
foi medida pelo tempo de laténcia (lag-time), ou seja, o periodo necessario para que
a turbidez avaliada atingisse o patamar de 0,1 (WATANABE; LAURINDO;

FERNANDES, 2014).
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3.9 Cultura de células

Células endoteliais de veia umbilical humana (Human Umbilical Vein
Endothelial Cell - HUVEC) imortalizadas espontaneamente por passagens
sucessivas, foram mantidas em meio RPMI contendo SFB (10 %), sulfato de
estreptomicina (100 mg/ml) e penicilina (25 mg/ml) e mantidas a 37°C em atmosfera
umida contendo 5 % de COz2. Para o subcultivo, células aderentes confluentes foram
lavadas com PBS (10 mM, pH 7,4) e destacadas com solucdo contendo tripsina
(0,1 %) e EDTA (0,5 mM) ou apenas EDTA. Apés centrifugacdo e contagem, foram
distribuidas em placas de cultura nas concentracdes adequadas para os diferentes

ensaios. As células foram usadas entre as passagens 5 e 12.

3.10 Avaliacéao da viabilidade celular

3.10.1 Atividade da enzima lactato desidrogenase

HUVECs (densidade inicial de 5 x 10* células) foram cultivadas em placas de
24 pocos por 2 dias. ApOs esse periodo, as células foram lavadas com PBS e
tratadas com diferentes concentracdes de &cido urico (50 — 400 uM), HOOU (50 —
400 puM) ou fase movel evaporada, preparados em PBS, por 10 min, 37 °C, em
estufa com atmosfera umida e 5 % de CO2. Uma amostra controle usando apenas
PBS também foi feita. O sobrenadante coletado foi empregado na avaliacdo da
atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) liberada para o meio extracelular
em caso de injaria a membrana plasmatica. A presenca da LDH foi detectada por
ensaio enzimatico acoplado, com adicdo do substrato lactato, que resultou na
reducdo do sal de tetrazolio (INT) a formazan, produto avermelhado cuja
absorbéancia foi lida em 503 nm em leitor de microplaca (Infinite M200; Tecan®). A

concentracdo molar do formazan foi obtida pelo coeficiente de absortividade molar
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(es03nm = 19.200 M1, cm™) (BABSON; BABSON, 1973). A atividade enzimatica foi

expressa em miliunidades por milhdo (mU/10°) de células.

3.10.2 Marcacao nuclear com sondas fluorescentes

HUVECs foram cultivadas e tratadas conforme descrito no item acima e, em
seguida, meio de cultura contendo Hoechst 33342 (HO, 10 pg/ml) e iodeto de
propidio (IP, 5 pg/ml) foi adicionado aos pocos. Para concretizagdo da marcacao
nuclear, as células foram incubadas em estufa com atmosfera umida, 37 °C e 5 %
de COgz, por 10 min. A presenca de células vidveis e mortas foi determinada em
microscopio de fluorescéncia invertido (Eclipse Ti, Nikon, Toquio, Jap&o). Um
minimo de 500 células foi contado em cada condicdo experimental e os resultados
expressos como porcentagem de morte (células marcadas com IP ou HO azul claro

e brilhante) em relacdo ao numero total de células (marcadas com HO).

3.11 Deteccdo de tidis reduzidos da proteina dissulfeto isomerase e
subunidade B1 de integrina presentes na superficie celular

A quantificacdo dos tidis reduzidos das proteinas de superficie foi feita
conforme publicado por Willems et al (2010) com modificacdes. HUVECs (densidade
inicial de 4 x 10° células) foram cultivadas em placas de cultura de 35 mm de
diametro ao longo de 1 dia. Apés esse periodo, as células foram lavadas com PBS e
tratadas com HOOU (75 e 150 uM) ou fase movel evaporada, ambos preparados em
PBS, ou apenas PBS, por 10 min, em estufa com atmosfera umida a 37 °C e 5 % de
CO2. ApGs remocédo do sobrenadante, foi adicionado 1 ml de MPB (100 uM) por 1
hora, 4°C. A reacao foi interrompida pela adicdo de GSH (200 uM), seguida do

acréscimo de IAM (400 uM), ambas as incubagdes por 15 minutos, em temperatura
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ambiente. As células foram, entdo, rompidas com tampéao de lise (Triton X-100 1% e
NaCl 150mM em tampéao Tris-HCI 50mM, pH 7,4) contendo inibidores de protease
(leupeptina 1:100, aprotinina 1:100 e phenylmethanesulfonylfluoride [PMSF] 1:50)
por 1 h a 4 °C. Em seguida, o conteudo lisado foi incubado com 80 uL de particulas
(beads) magnéticas conjugadas a estreptavidina (2 mg/ml) overnight a 4 °C. No dia
seguinte, as beads foram concentradas com ima, lavadas com PBS e incubadas
com tampdao de amostra Laemmli por 30 min em temperatura ambiente, seguido de
incubacdo a 100 °C por 5 min. Paralelamente, o sobrenadante residual da
concentracdo das beads, composto por proteinas do lisado que ndo foram
capturadas, foi coletado e incubado com tampéo de amostra a 100 °C por 5 minutos.
As amostras capturadas pelas beads e aquelas obtidas do sobrenadante residual
(controle de carregamento) foram aplicadas em gel de poliacrilamida (10 %) e
submetidas a eletroforese (30 mA/gel por 1 h e 30 min). As proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (100 mA por 1 h) e incubadas com
solucdo de bloqueio por 1 h em temperatura ambiente. Apds lavagens com tampao
contendo Tween-20 (0,1 %), as membranas foram incubadas com os anticorpos
primarios anti-PDI (1:1000) e anti-integrina 1 (1:1000), overnight a 4 °C. No dia
seguinte, as membranas foram lavadas novamente e incubadas com anticorpos
secundarios fluorescentes (donkey anti-Mouse IRDye® 800 CW e donkey anti-Rabbit
IRDye® 680RD, LI-COR Biosciences, Lincoln, EUA) por 1 h em temperatura
ambiente. Apés um Uultimo ciclo de lavagens, as bandas de proteinas foram
reveladas com o equipamento Odyssey® e quantificadas com o programa Image
Studio® (ambos LI-COR). As quantificacbes das bandas correspondentes as
proteinas reduzidas foram normalizadas pelos controles de carregamento e 0s

valores obtidos expressos com relacdo ao controle.
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3.12 Analise do estado redox de tidis de superficie por microscopia de
fluorescéncia

Placas de 24 pocos contendo laminulas redondas de 13 mm de diametro
foram preparadas previamente com cobertura de fibronectina (10 pg/ml, diluida em
PBS), seguida do bloqueio com albumina do soro bovino (Bovine Serum Albumin
[BSA] 1%) a 37 °C, por 1 hora. No dia do experimento, HUVECs confluentes foram
descoladas com EDTA (0,5 mM) e transferidas (5 x 10%) para as referidas placas em
meio RPMI modificado (sem GSH, metionina e cisteina) contendo BSA (0,2 %).
Apos cultivo por 2 h, a 37 °C em estufa com atmosfera Umida e 5 % de CO2, as
células foram lavadas para remocdo daquelas que, porventura, ainda estivessem
em suspensdo. As HUVECs foram, entdo, incubadas com meio de cultura
modificado, fase movel evaporada, HOOU (75 ou 150 uM) ou diamida (200 uM),
tudo preparado em RPMI modificado, por 15 min, a 37 °C, em estufa com atmosfera
Uumida e 5 % de CO2. Paralelamente, foi feito um grupo experimental com células
previamente reduzidas com tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP, 200
pM), por 15 min, seguido dos tratamentos conforme ja descrito. Passado o periodo
de tratamento, os pocos foram lavados com PBS Ca?* Mg?* e as células foram
incubadas com Alexa-Maleimida (3 uM, Alexa Fluor 647 C2 Maleimida, Thermo
Fisher) e Hoechst (5 pg/ml, Hoechst 33342, Sigma-Aldrich). Depois foram
submetidas as etapas subsequentes de fixacdo (paraformaldeido 4 %),
permeabilizacdo (Triton X-100 0,2 %) e bloqueio (BSA 1 %), por 20, 10 e 60 min,
respectivamente, sempre em temperatura ambiente e abrigo da luz. Em seguida, foi
feita incubacdo com anticorpo primario anti-vinculina (1:500, Thermo Fisher)
overnight, 4 °C. No dia seguinte, apds sucessivas lavagens com PBS, as células

foram incubadas com anticorpo secundario fluorescente (Alexa 488, 1:400) por 2 h,
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em temperatura ambiente e abrigo da luz. As laminulas marcadas foram, entéo,
preparadas sobre laminas com meio de montagem especifico (ProLong Diamond
Antifade Mountants for Fixed Cells, Thermo Fisher) e guardadas a 4 °C e abrigo da
luz até o momento da analise. As imagens foram adquiridas em microscopio DMi8
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha), com filtros Y5-T, FITC e DAPI, objetiva
HC PL APO CS2 63x/1.40 OIL UV (Leica Microsystems) e resolucdo XY = 0.240 um
e Z =0.426 um. As quantificacdes foram feitas usando o programa ImageJ Fiji. Para
tal, primeiramente, os limites da membrana plasmatica das células foram
determinados pela marcacdo em verde (Alexa 488) e com a ferramenta de selecéo
a mao livre. Depois, para cada célula selecionada, a intensidade média de
fluorescéncia (IMF) foi obtida segundo a marcacdo em vermelho (Alexa 647). A IMF
apresentada nos resultados é referente ao somatério das IMF individuais, dividido
pelo numero total de células contadas em cada experimento (80 — 100 células).

O conteudo de tibis totais também foi avaliado em células cultivadas por 24
horas (densidade inicial de 2,5 x 10%) e, nesse caso, dois grupos experimentais
distintos foram feitos. Um deles, com células cultivadas sobre fibronectina (10
pug/ml), incubadas apenas com meio de cultura modificado e marcadas com Alexa-
Maleimida, Hoechst e vinculina. No outro, sem fibronectina, as células foram
incubadas com meio de cultura modificado, diamida (200 uM) e TCEP (1 mM) e

marcadas apenas com Alexa-Maleimida e Hoechst.

3.13 Quantificacdo simultanea da glutationa reduzida e oxidada
A gquantificagdo de GSH e GSSG foi feita por LC-MS/MS, segundo o descrito

por Carrol et al. (CARROLL et al., 2016) com algumas modificacdes.
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3.13.1 Preparo das amostras

HUVECs confluentes foram destacadas da placa de cultivo, lavadas, contadas
e distribuidas em microtubos (3 x 108 células/microtubo). Em seguida, cada pellet de
células foi tratado com 180 uL de PBS-glicose (PBS 10 mM; CaCl. 1mM; MgCl2 0,5
mM e glicose 5mM), fase mével evaporada ou diferentes concentracées de HOOU
(20 — 250 pM) preparados em PBS-glicose, por 10 min, sob agitacdo suave. Apés
esse periodo de incubacéo, foram adicionados as amostras 18 pyL de tampéo de
extracao (acido tricloroacético 2 % e DTPA 1 mM) e 2 uL de padréo interno (N-acetil-
cisteina, NAC, 2 ug/ml), seguido de agitacdo em vortex por 1 min e incubacédo a 4 °C
por 30 min. Finalmente, 200 pL de formiato de aménio (0,75 mM) acrescido de acido
férmico (0,01 %) foram adicionados as amostras e 0s restos celulares foram
removidos por centrifugacdo a 5000 g, 4 °C e 10 min. A fracdo sobrenadante de

cada amostra foi coletada e injetada em sistema LC-MS/MS.

3.13.2 Metodologia LC-MS/MS

As amostras foram carregadas em um sistema Nexera UPLC (Shimadzu),
com coluna analitica C18 Kinetex (100 mm x 2,10 mm; 2,6 um, Phenomenex) e
eluidas a um fluxo de 0,2 ml/min, com formiato de amdnio (0,75 mM) acrescido de
acido férmico (0,01 %) como fase moével A e metanol como fase mével B. O
gradiente para eluicdo dos compostos foi: 0-5 min com 1% de B; 6-10 min com 80%
de B; 10-11 min com 1% de B, mantendo 1% de B por 9 min para equilibrio e
preparo da coluna para a eluicdo da amostra seguinte. A temperatura da coluna foi
ajustada em 25 °C e o volume de injecdo 10 pL. A analise em espectrometro de
massas foi feita em um triplo quadrupolo (Triple-TOF® 600, Sciex) acoplado a fonte
de ionizacao por electrospray (ESI), operando no modo positivo, a 450 °C e tenséo

de pulverizagédo de 5500 V. A energia de colisdo usada para gerar os fragmentos foi
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especifica para cada analito (22 V para GSH; 32 V para GSSG e 25 V para NAC
[padréo interno]), sendo a voltagem do tune (declustering potential, DP) ajustada em
80 V. Para a quantificacdo de GSH, GSSG e padrao interno (NAC), foram utilizadas
as respectivas transicoes de massa (MRM): GSH [M-H]* m/z 308.0911->179.0462;
GSSG [M-H]* m/z 613.1592 = 355.0741 e [M-H]** ( m/z 307.0863 > 177.0328) e
NAC [M-H]* m/z 164.0 - 76.0215. A quantificacdo das razbes GSH/NAC e
GSSG/NAC foi feita pela integracdo dos picos (programa MultQuant, versdo 3.0,
Sciex). As concentracfes de GSH e GSSG foram plotadas sobre uma curva padréo

e normalizadas por milhdo de células.

3.14 Ensaios funcionais

3.14.1 Avaliagao da migracgao celular

O ensaio de wound healing para avaliacdo da migracao celular foi feito de
acordo com o descrito por Liang et al. (2007) com algumas modificacdes. HUVECs
(densidade inicial de 2 x 10° células) foram cultivadas em placas de cultura de 35
mm de diametro por 2 dias, seguido de um dia de cultivo adicional em meio
carenciado (RPMI contendo BSA 0,2 %). Posteriormente foi feita uma fenda ao longo
da monocamada de células com auxilio de uma ponteira de 200 uL, sendo os debris
celulares decorrentes dessa acdo removidos por lavagens com PBS. As células
foram, entdo, tratadas com PBS (controle), fase movel evaporada (FM) ou HOOU
(50, 100 e 200 pM), preparados em PBS, por 10 min, a 37 °C, em estufa com
atmosfera umida e 5 % CO2. Apds remocao dos tratamentos, meio carenciado foi
adicionado. A migragdo das células foi acompanhada em microscopio de contraste
de fase invertido (Eclipse Ti, Nikon), com aumento de 4x e a captura de imagens

feita em dois momentos - imediatamente apos os tratamentos e 18 h depois. Marcas
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com caneta permanente foram feitas nas placas e serviram como referéncia para
gue as fotos fossem tiradas no mesmo lugar. Para cada imagem, a distancia
arbitraria entre um lado e outro da fenda foi medida em seis pontos diferentes com
auxilio do programa ImageJ. Os dados foram obtidos pela subtracdo da mensuracao

feita no inicio (0 h) pela que foi feita no final do experimento (18 h).

3.14.2 Avaliagéo da capacidade de adesao das HUVECs sobre a fibronectina

HUVECSs confluentes foram descoladas com EDTA (0,5 mM) e distribuidas em
microtubos (1 x 10° células/microtubo) contendo RPMI modificado acrescido de BSA
(0,2 %). Paralelamente, antes do destacamento da placa, células foram reduzidas
com TCEP (200 pM) por 15 min. Em seguida, as células foram incubadas por 30
min, em temperatura ambiente e agitacdo suave, com 0s seguintes tratamentos:
guercetina-3-rutinosideo (10 pM), bacitracina (100 pM), miricitrina (100 pM),
peptideo RGDS (500 uM) acido p-cloromercurobenzenosulfonico (pCMBS, 100 uM),
TCEP (200 puM), diamida (200 puM) ou HOOU (75 e 100 uM), todos preparados em
meio de cultura modificado suplementado com BSA (0,2 %). Como controle, as
células foram incubadas apenas com meio de cultura modificado suplementado ou
fase moével seca. Ap6s esse periodo, as células foram distribuidas (2,5 x 10%) em
placas de 96 pocos previamente recobertas com fibronectina (10 pg/ml) e incubadas
a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO:2. A adesao foi acompanhada apos
de 30 e 90 minutos do plaqueamento. Para tal, apos cada tempo indicado, o
sobrenadante foi removido e os pocos foram lavados com PBS gelado, seguido de
uma etapa de fixagcdo das células aderentes com metanol, por 10 min a -20 °C.
Apos remocao do excesso de metanol por lavagens sucessivas com agua destilada,

as celulas foram incubadas solucéo de cristal violeta (0,1 % em metanol 25 %) por
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30 min em temperatura ambiente. O excesso do corante foi removido com
sucessivas lavagens com agua destilada e a fracdo incorporada pelas células foi
solubilizada com SDS (1 %). Finalmente, foi feita a leitura das placas em leitor de
microplacas (Synergy H1 Hybrid, BioTek) a 600 nm. Os resultados foram expressos
com relacdo aos valores de absorbancia obtidos das células incubadas com meio de

cultura modificado.

3.14.3 Avaliagao do descolamento de HUVECs
HUVECs (densidade inicial de 5 x 10* células) cultivadas em placas de 24 pocos ao
longo de 2 dias. ApGs esse periodo, o sobrenadante foi removido, os poc¢os foram
lavados com PBS e as células foram incubadas com PBS, fase mével evaporada ou
HOOU (50 — 400 uM em PBS) por 10 min em estufa a 37 °C, com atmosfera Umida
contendo 5 % de CO2. ApGs remocado dos tratamentos, 0os pocos foram gentilmente
lavados com PBS e as células que permaneceram aderidas foram contadas em
camara de Neubauer. Paralelamente, os pocos tratados também foram analisados

em microscoépio invertido (Eclipse Tl, Nikon) para avaliacdo da morfologia celular.

3.15 Avaliacdo do &cido urico como substrato para peroxidases do
sobrenadante de HUVECs

3.15.1 Ensaio de atividade enziméatica

A presenca de peroxidases no sobrenadante da cultura de HUVECs e a
possibilidade do &cido Urico ser substrato foi primeiramente investigada com o
ensaio do Amplex® Red. Trata-se de um reagente cuja oxidagdo por peroxidases,
na presenca de H202, gera um produto de cor avermelhada (resorufina) que pode

ser avaliado por espectroscopia de fluorescéncia. A condigdo experimental testada
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envolveu, ainda, a presenca de urato, substrato que competiu com o Amplex pela
oxidacdo da enzima. Para a realizacdo do ensaio, HUVECs foram cultivadas em
placas de 100 mm de diametro (densidade inicial de 1,5 x 10° células) por 4 dias.
Apos lavagem com PBS, foram adicionados 5 ml de meio RPMI sem suplementacéo
de SFB e sem vermelho de fenol. Apds 1 h e 30 min de cultivo, o sobrenadante foi
coletado e concentrado por ultrafiltracdo (Amicon®Ultra, 10 kDa, Millipore) e o
conteudo proteico foi quantificado com o reagente de Bradford (BRADFORD, 1976).
As reacOes foram preparadas em placas de 96 pocos proprias para leitura de
fluorescéncia pela mistura de sobrenadante (10 pg de proteina), Amplex Red (50
pHM) e H202 (50 uM), na auséncia ou presencga de acido urico (200 e 500 pM), sendo
o volume final ajustado até 200 pl com PBS. A formacdo de resorufina foi
acompanhada ao longo de 1 h 30 min, a 37 °C, em leitor de microplacas (Em = 560
nm e Ex = 590). Os resultados foram normalizados pela fluorescéncia basal de um
poco contendo apenas sobrenadante e Amplex Red e expressos como taxa de

consumo de Amplex Red/min.

3.15.2 Deteccéo do hidroxiisourato

A obtencdo do sobrenadante das culturas de HUVEC foi feita conforme
descrito no item anterior. As reacdes foram preparadas em microtubos pela mistura
de sobrenadante (20 pg de proteina), a&cido urico (200 puM) e H202 (50 uM), sendo o
volume final ajustado até 150 pl com PBS. Apés 30 min de incubacao a 37 °C, sob
agitacdo (600 rpm), as misturas reacionais foi adicionado acetonitrila contendo
padréo interno (alantoina 3C2, °N4, 1,66 uM), sendo o volume final composto por
40% do primeiro e 60% do segundo. Apods incubacao por 10 min a 4°C, as amostras

foram centrifugadas por outros 10 min a 150009 e 4°C.
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As amostras foram carregadas em um sistema Nexera UPLC (Shimadzu),
com coluna UPLC BEH Amida 1,7 pM (2,1 x 100 mm, Acquity Waters) e eluidas a
um fluxo de 0,2 ml/min, com acetato de amdnio (10 mM, pH 6,8) como fase movel A
e acetonitrila como fase moével B. O gradiente para eluicdo dos compostos foi: 0-1
min com 90% de B; 1-2 min com 50% de B; 2-8 min com 50 % de B; 9-15 min com
90% de B, mantendo 90% de B por 5 min para equilibrio e preparo da coluna para a
eluicdo da amostra seguinte. A temperatura da coluna foi ajustada em 25 °C e o
volume de injecdo 10 pL. A anélise em espectrometro de massas foi feita em um
triplo quadrupolo (Triple-TOF® 600, ABSciex) acoplado a fonte de ionizacdo por
electrospray (ESI), operando no modo negativo, a 350 °C e tensdo de pulverizacao
de 4500 V. A energia de colisdo usada para gerar os fragmentos foi de 20 V e a
voltagem do tune (DP) ajustada em 80 V. A deteccdo do hidroxiisourato (HOU) foi
realizada com a transicdo de massa (MRM) m/z 183,0108 -> 140,0102. A
quantificacdo relativa foi feita pela razao entre a area integrada do pico obtido para o
HOU e o pico obtido para o padréo interno (alantoina marcada, m/z 163,0316 ->

118,0209), em cada condicéo experimental.

3.16 Analises estatisticas

A tabelas de estabilidade do hidroperéxido de urato e os valores de
intensidade média de fluorescéncia foram expressos como a média + desvio padréao
de dois e trés experimentos independentes, respectivamente. Todas as outras
analises foram expressas como a média = erro padrdo da média de trés
experimentos independentes. As analises estatisticas foram feitas por analise de

variancia de uma via (ANOVA), seguida pelos pos-testes de Bonferroni ou Newman-
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Keuls (0 pés-teste esta assinalado nas legendas). Foram consideradas significativas

diferencas com *p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo da estabilidade do hidroper6xido de urato gerado pela
sintese quimica

As atividades de pesquisa do nosso laboratério concentram-se,
principalmente, na caracterizacdo, deteccdo e efeitos biolégicos do HOOU, um
produto da oxidacdo do AU por heme peroxidases. A padronizacdo da sintese
quimica do HOOU (PATRICIO et al., 2015) foi fundamental para o desenvolvimento
dos nossos estudos, uma vez que viabilizou a producéo de maiores concentracdes
do perdxido, bem como o emprego em reacdes com proteinas recombinantes e
tratamento de células ndo inflamatorias.

A meia vida do HOOU sintetizado artificialmente é curta (PATRICIO et al.,
2015) e poderia causar algumas restricdes praticas para o desenvolvimento dos
experimentos. Os processos de evaporac¢ao, com argdnio e bomba de vacuo, nao s6
eliminam o remanescente de acetonitrila, mas também parecem evaporar 0 amonio
da fase movel. Certamente, essa acidificacdo deve contribuir para a decomposicéo
mais rapida da amostra de HOOU. Diante disso, foi testada sua estabilidade em
solucédo tamponante (PBS 10 mM, pH 7,4) ou agua (em volume equivalente ao do
tampéo), ao longo de 30 min. A quantificacdo foi feita pelo coeficiente de
absortividade do HOOU (e30s = 6.537 M. cm?). Conforme observado na tabela a
seguir, o tamponamento foi eficiente na prevencéo da degradacdo do oxidante. Apos
30 minutos, a concentragdo de HOOU da amostra com PBS era apenas 13% menor
que a concentracao inicial (tabela 1). Por outro lado, na amostra acrescida de agua,
ja com 10 min foi verificada diferenca significativa com relacdo a amostra inicial,

sendo que ao final da andlise a concentracdo de HOOU era 30% menor (tabela 1).
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Tabela 1 - Concentracéo de hidroperéxido de urato na amostra tamponada e ndo-tamponada

Concentracdo de HOOU (uM)

Tempo (min) Amostra com PBS Amostra com agua
0 1023 £ 49,5 966 * 22,63
10 961,5 + 62,93 856,5 + 13,43*
20 920,5 + 34,64 735 +21,21*
30 896 + 52,33 685,5 + 17,68*

*Indica diferenca significativa pela andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo pés-teste de
Bonferroni. * p < 0,05 em relagdo ao tempo 0.

A verificagdo da eficiéncia do tamponamento na estabilidade do HOOU foi
fundamental para o andamento de todo o trabalho. Alinhar a sintese com as etapas
subsequentes de um experimento, sem duavida, ndo é trivial. A estabilizacdo do
HOOU pelo tamponamento permitiu que o trabalho pudesse ser executado sempre

da melhor forma, por isso foi mantida em todos os experimentos.

4.2 Oxidacdo da proteina dissulfeto isomerase recombinante apoés

tratamento com hidroperéxido de urato

Patricio et al. (2015) mostraram que o HOOU é capaz de oxidar os
aminoacidos livres cisteina e metionina e também GSH. Além disso, ja foi observado
gue esse peréxido reage muito rapidamente com as PRXs1 e 2 (CARVALHO et al.,
2017). Diante disso, tornou-se bastante plausivel a possibilidade de outras proteinas
tilicas serem alvos da acao oxidante do HOOU.

A PDI é uma ditiol-dissulfeto oxidoredutase e chaperona, localizada
principalmente no RE, onde participa do enovelamento de proteinas nascentes
(LAURINDO; PESCATORE; DE CASTRO FERNANDES, 2012). Além do RE, a PDI
também esta localizada no citosol, na superficie da célula e no meio extracelular

(secretada), sendo esse pool muito menos abundante (TURANO et al., 2002). Uma
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vez que a atividade catalitica da PDI esta relacionada aos motivos conservados
CXXC (presentes nos dominios a e a’), modificacbes oxidativas causadas pelo
HOOU poderiam modular reacdes que envolvem PDI e proteinas clientes.

Nossas primeiras investigacdes buscaram verificar se a PDI poderia ser, de
fato, alvo do HOOU. Para isso, a proteina recombinante foi incubada com o peréxido
ao longo de 10 min e os tidis livres remanescentes foram quantificados pelo ensaio
do DTNB. A figura 8 mostra que o tratamento com concentracfes crescentes de

HOOU resultou em decaimento dose-dependente do conteddo de grupamentos -SH.

v 2 4 8 16 40 80

HOOU (uM)

Figura 8. Reacdo com hidroper6xido de urato promove oxidagdo dos tidis livres da proteina
dissulfeto isomerase. PDI reduzida (10 uM) foi incubada com acetato de aménio (veiculo, V) ou
diferentes concentracdes de HOOU (2 - 80 uM). As reaces foram feitas em tampéo fosfato (100 mM,
pH 7,4) contendo DTPA (0,1 mM) a 25°C, por 10 min. Os tidis remanescentes foram medidos pela
reacdo com o DTNB e analise fotométrica em 412 nm (€412nm = 13,600 M-1.cm-1). Os resultados estédo
expressos como a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes. As analises
estatisticas foram feitas por analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo pés-teste de
Bonferroni. * p < 0,05 em relagdo ao veiculo.

Dado esse primeiro indicio, uma analise mais detalhada, incluindo a
caracterizagao dos produtos da referida oxidagéo foi feita. Entdo, amostras de PDI
reduzida incubadas por 10 min com veiculo ou HOOU em concentragbes

estequiométricas (20 uM - estequiométrico em relacdo as cisteinas reativas e 40 uM
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— estequiométrico em relacdo as cisteinas totais dos sitios reativos) ou excesso (200
puM) foram digeridas com tripsina e submetidas a analise nLC-MS/MS. A cobertura
da proteina foi satisfatoria, sempre maior que 75%. O apéndice A contém tabelas
com todos os peptideos identificados com maior relevancia em amostras controle
(tabela Al) e tratadas (tabela A2).

Nas amostras incubadas com veiculo foram verificadas algumas metioninas
oxidadas e os triptofanos W28 e W4°7 hidroxilados, possivelmente em decorréncia da
preparacdo da amostra (tabela 2). Além disso, uma vez que tiois livres foram
alquilados com IAM, peptideos contendo os motivos redox ativos puderam ser
identificados com adicdo de massa de 114 kDa. O peptideo contendo parte do
dominio a, que se estende do residuo 43 ao 57, apresentou as cisteinas C> e C%
alquiladas (**YLLVEFYAPWCRGHCRrK®"). Com isso, foi observado um pico com
massa monoisotopica igual a 1941,8943 Da e m/z 648,3054 (carregado com trés

J

cargas) (tabela 2 e figura 9 A). O dominio a’ carbamidometilado
(®3’NVFVEFYAPWCRGHCRrK#%1) foi identificado com massa monoisotépica de
1912,8496 Da e m/z 638,6238, também com 3 H* (tabela 3 e figura 9 B). Esse ultimo
peptideo ainda foi identificado com massa monoisotopica de 2040,9418 e m/z

511,2460 (4 H*), caracterizando a presenca de um missed cleavage

(’KNVFVEFYAPWCRGHCRK*1)  (tabela 2 e apéndice B, figura B1).



Tabela 2 — nLC-MS/MS dos peptideos modificados encontrados em amostras de PDI incubadas com veiculo?

Peptideos® Massa teorica m/z¢ Massa lon Aminoacido modificado (modificacéo e
(M +H) experimental scored adicido de massa)

YLLVEFYAPWCGHCK 1942,8985 648,3054 1941,8943 58 C53 e C56 (carbamidometilacao, + 57)
EADDIVNWLK 1218,6007 609,8057 1217,5967 57 W?128 (hidroxilacéo, + 16)
EECPAVR 860,3937 430,6983 859,3821 39 C312 (carbamidometilacéo, + 57)
LITLEEEMTK 1222,6241 611,8150 1221,6154 80 M324 (oxidacao, + 16)
IKPHLMSQELPEDWDKQPVK  2434,2441 609,3168 2433,2381 62 M35%6 (oxidac&o, + 16)
KNVFVEFYAPWCGHCK 2041,9418 511,2460 2040,9418 78 C397 e C#%0 (carbamidometilagdo, + 57)
NVFVEFYAPWCGHCK 1913,8468 638,6238 1912,8496 63 C397 e C4% (carbamidometilacéo, + 57)
QLAPIWDK 986,5312 493,7675 985,5205 42 W47 (hidroxilacéo, + 16)
MDSTANEVEAVK 1309,5946 655,3000 1308,5855 107 M425 (oxidacdo, + 16)
FLESGGQDGAGDDDDLEDL 3773,4416 944,1203 3772,4522 90 M*%5 (oxidagdo, + 16)
EEAEEPDMEEDDDQK

71

aPDI reduzida (10 pM) foi incubada com veiculo em tampéao fosfato (100 mM, pH 7,4) contendo DTPA (0,1 mM), a 25 °C por 10 min. As amostras foram alquiladas em tampéao
desnaturante, digeridas com tripsina e submetidas a analise nLC-MS/MS conforme descrito nos procedimentos experimentais;

b Apenas os peptideos modificados estdo mostrados. A porcentagem de cobertura da sequéncia da proteina foi, em média, 84 %;
¢ Todos os peptideos foram carregados com 3 cargas, exceto KNVFVEFYAPWCGHCK que foi carregado com 4 cargas

dJon score é -10 log (P) onde P é a probabilidade de o sinal observado ser um evento aleatério. Em média, para esse experimento, ion score individual > 59 indica extensa

identidade ou homologia (p < 0,01).
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Figura 9. Identificacdo dos peptideos contendo cisteinas cataliticas alquiladas da proteina
dissulfeto isomerase incubada com veiculo. PDI reduzida (10 pM) foi incubada com veiculo
(acetato de amonio), em tampéo fosfato (100 mM, pH 7,4) contendo DTPA (0,1 mM), a 25°C, por 10
min. Em seguida, as amostras foram submetidas a digestdo com tripsina e submetidas a analise por
nLC-MS/MS (A). Sequenciamento do pico com m/z igual a 648,3054, correspondente ao peptideo
SYLLVEFYAPWCRGHCRK®” (massa monoisotopica 1941,8943 Da) com 3 cargas, referente ao
dominio a alquilado. 100% intensidade = 1 x 103. (B) Sequenciamento do pico com m/z igual a
638,6238, correspondente ao peptideo ¥'NVFVEFYAPWCRGHCRK*? (massa monoisotépica
1912,8496 Da) com 3 cargas, referente ao dominio a’ alquilado. 100% intensidade = 4,1 x 10* Os
insertos a esquerda representam os fragmentos das series b e y previstos teoricamente; 0s
fragmentos encontrados no espectro experimental estdo destacados em vermelho. Os insertos a
direita mostram a distribuicdo monoisotopica do peptideo com 3 cargas. Os espectros séo

representativos de triplicatas experimentais.
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Em amostras tratadas com HOOU, a semelhanca daquelas incubadas com
veiculo, foram identificados residuos de metionina oxidadas e triptofanos
hidroxilados (tabela 3). O tratamento com concentracdes equimolares ou excesso de
peréxido promoveu de forma generalizada a oxidacdo e consequente formacdo de
ponte dissulfeto entre cisteinas vicinais dos dominios a e a’. A figura 3 mostra
espectros representativos dos peptideos oxidados com 40 uM de HOOU. O peptideo
4YLLVEFYAPWCGHCK?>” — 2H foi identificado com massa monoisotépica de
1825,8305 Da e m/z igual a 609,6174 (3 H*) (tabela 3 e figura 10 A) e o0 peptideo
38'NVFVEFYAPWCGHCK*! — 2H com massa monoisotdpica de 1796,7834 Da e
m/z 599,9351 (3H*) (tabela 3 e figura 10 B). O peptideo com missed cleavaged
386KNVFVEFYAPWCGHCK?*! — 2H também foi detectado com massa monoisotopica
1924,8760 e m/z 482,2255, carregado com 4 cargas (tabela 3 e apéndice B, figura

B2).

Em seguida, foi feita quantificacdo relativa dos peptideos com os tidis
alquilados e oxidados detectados em todas as condi¢cdes experimentais. Para isso,
foi calculada a razdo entre a area do cromatograma extraido do peptideo
selecionado (XIC) e aquela do cromatograma dos ions totais (TIC) de cada amostra
individual. Assim, observou-se que a intensidade de peptideos (relativos aos dois
dominios cataliticos) com cisteinas alquiladas foi significativamente menor em
amostras de proteina incubadas com HOOU (figura 11 A e C). Nota-se, inclusive, um
efeito dose-dependente. Além disso, a reducdo de cisteinas carbamidometiladas foi
acompanhada do incremento da deteccdo de cisteinas envolvidas em pontes

dissulfeto (figura 11 B e D).
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Tabela 3 — nLC-MS/MS dos peptideos modificados encontrados em amostras de PDI tratadas com HOOU (40 pM)2

Peptideos® Massa teorica m/z¢ Massa lon Aminoacidos modificados (modificagao e
(M +H) experimental scored adicdo/reducdo de massa)
YLLVEFYAPWCGHCK 1826,8399 609,6174 1825,8305 82 C53 - C56 (dissulfeto, -2H)
EADDIVNWLK 1218,6007 609,8002 1217,5859 60 W12 (hidroxilagdo, + 16)
LITLEEEMTK 1222,6241 611,8121 1221,6096 83 M324 (oxidacdo, + 16)
ITEFCHR 962,4519 321,4858 961,4355 31 C343 (carbamidometilagéo, + 57)
IKPHLMSQELPEDWDK 1981,9694 661,3233 1980,9481 59 M?356 (oxidagao, + 16)
IKPHLMSQELPEDWDKQPVK 2434,2441 609,3187 2433,2457 77 M356 (oxidacao, + 16)
KNVFVEFYAPWCGHCK 1925,8832 482,2255 1924,8760 38 C397 - C#00 (dissulfeto, -2H)
NVFVEFYAPWCGHCK 1797,7883 599,9351 1796,7834 62 C397 - C400 (dissulfeto, -2H)
QLAPIWDK 986,5312 493,7666 985,5187 44 W497 (hidroxilacéo, + 16)
MDSTANEVEAVK 1309,5946 655,2946 1308,5746 104 M425 (oxidagao, + 16)
KFLESGGQDGAGDDDDLED 3901,5366 976,1421 3900,5393 50 M*%5 (oxidacdo, + 16)
LEEAEEPDMEEDDDQK
FLESGGQDGAGDDDDLEDL 3773,4416 944,1187 3772,4455 95 M*%5 (oxidacdo, + 16)
EEAEEPDMEEDDDQK

aPDI reduzida (10 pM) foi incubada com HOOU (40 pM) em tampé&o fosfato (100 mM, pH 7,4) contendo DTPA (0,1 mM), a 25 °C por 10 min. As amostras foram alquiladas em

tampao desnaturante, digeridas com tripsina e submetidas a analise nLC-MS/MS conforme descrito nos procedimentos experimentais;
b Apenas os peptideos modificados estfdo mostrados. A porcentagem de cobertura da sequéncia da proteina foi, em média, 75 %;

¢ Todos os peptideos foram carregados com 3 cargas, exceto KNVFVEFYAPWCGHCK que foi carregado com 4 cargas.

d]on score é -10 log (P) onde P é a probabilidade de o sinal observado ser um evento aleatdrio. Em média, para esse experimento, ion score individual > 58 indica extensa

identidade ou homologia (p < 0,01).
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Figura 10. Identificacdo dos peptideos contendo cisteinas cataliticas oxidadas da proteina
dissulfeto isomerase incubada com hidroper6xido de urato. PDI reduzida (10 uM) foi incubada
com HOOU (40 pM), em tampéo fosfato (100 mM, pH 7,4) contendo DTPA (0,1 mM), a 25°C, por 10
min. Em seguida, as amostras foram digeridas com tripsina e submetidas a andlise por nLC-MS/MS
(A) Sequenciamento do pico com m/z igual a 609,6174, correspondente ao peptideo
“YLLVEFYAPWCGHCKS5’- 2H (massa monoisotépica 1825,8305 Da) com 3 cargas, referente ao
dominio a oxidado. 100% intensidade = 1,1 x 10%. (B) Sequenciamento do pico com m/z igual a
599,9351, correspondente ao peptideo 3¥’NVFVEFYAPWCGHCK“! — 2H (massa monoisotépica
1796,7834 Da) com 3 cargas, referente ao dominio a’ oxidado. 100% intensidade = 1,8 x 10%. Os
insertos a esquerda representam os fragmentos das series b e y previstos teoricamente; o0s
fragmentos encontrados no espectro experimental estdo destacados em vermelho. Os insertos a
direita mostram a distribuicdo monoisotopica do peptideo com 3 cargas. Os espectros séo
representativos de triplicatas experimentais.
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Figura 11. Quantificacdo relativa dos peptideos alquilados e oxidados da proteina dissulfeto
isomerase incubada com veiculo e hidroperéxido de urato. A estimativa dos eventos de
alquilagcdo e oxidac@o para cada condicdo experimental foi feita pela raz&o XIC/TIC. Quantificagcdo
relativa de peptideos “YLLVEFYAPWCGHCK?? alquilados (A) e oxidados (B) referentes ao dominio
a. Quantificacao relativa de peptideos 3%7(K)NVFVEFYAPWCGHCK“0! alquilados (C) e oxidados (D)
referentes ao dominio a’. Os resultados estdo expressos como a média * erro padrdo da média de
trés experimentos independentes. As analises estatisticas foram feitas por andlise de variancia de
uma via (ANOVA), seguida pelo pds-teste de Bonferroni. *p < 0,05 em relagdo a amostra tratada com
veiculo (V)

O conjunto de evidéncias apresentadas até aqui apontam a PDI — mais

especificamente as cisteinas dos sitios cataliticos - como potencial alvo da acéo
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oxidante do HOOU. Esses resultados complementam estudos anteriores do
laboratorio que mostraram cinética de reacédo favoravel entre a proteina e o oxidante
(k = 6,0 £0,2 x 10% Mt s?) (PATRICIO, 2014). O fato das pontes dissulfeto terem
sido as modificacbes mais relevantes, somado a auséncia de deteccdo de adutos
entre o HOOU e residuos de cisteina (dados ndo mostrados), estdo de acordo com a
oxidacdo por dois elétrons usualmente promovida por peréxidos (REDDIE;
CARROLL, 2008). Outros possiveis produtos de oxidacdo dos tidis da PDI, tais
como derivados sulfénicos, sulfinicos e sulfonicos, também n&o foram detectados
em nossas condi¢cdes experimentais (dados ndo mostrados). Essa nocdo ja era
esperada, visto que os pares de cisteinas cataliticas sdo vicinais e a oxidacdo do
primeiro residuo implica em rapido ataque nucleofilico e formacédo de dissulfeto
(REDDIE; CARROLL, 2008).

A oxidacdo dos tidis reativos da PDI e formacdo de pontes dissulfeto é
reversivel por redutores biolégicos in vivo, mas isso ndo exclui o potencial danoso
dessa modificagdo. O meio biolégico é dinamico e, nesse sentido, € fundamental
considerar aspectos como o tempo de acdo dos redutores e o fato de que o HOOU,
provavelmente, é gerado continuamente em situacdes inflamatorias.

E importante comentar que os espectros de MS obtidos para os peptideos
tripticos relativos ao dominio a apresentaram intensidade dez vezes menor quando
comparados aqueles obtidos para o dominio a’. Essa dificuldade de deteccéo ja foi
relatada anteriormente e parece estar relacionada ao carater hidrofobico da maioria
dos aminoacidos que compdem esse dominio (DOST et al., 2012; KAETZEL et al.,

2004; PEIXOTO et al., 2018).
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4.3 Agregacdo e inativacdo da proteina dissulfeto isomerase
recombinante apds tratamento com hidroperoxido de urato

Conforme observado anteriormente, as investigagbes por LC-MS/MS
resultaram apenas na deteccdo de modificagcdes em residuos de cisteinas dos sitios
redox ativos, nos quais a oxidacdo pelo HOOU promoveu a formacédo de pontes
dissulfeto. Modificacbes em outros residuos de aminoacidos, potencialmente
irreversiveis, podem alterar a estrutura e funcdo da proteina de forma permanente
(DAVIES, 2005, 2016), por isso, 0os ensaios de verificacdo de agregacao e atividade
enzimatica mostrados a seguir foram particularmente interessantes.

Primeiramente, a reacdo da PDI com todas as concentracdes de HOOU
usadas produziu agregados de alto peso molecular, possivelmente formados por
duas (aproximadamente 110 kDa) até cinco proteinas (aproximadamente 275 kDa)
(figura 12 A). Esses agregados representaram, aproximadamente, entre 10 e 13%
do total de PDI (figura 12 B). E importante ressaltar que as amostras incubadas com
acetato de amonio (veiculo) apresentaram uma pequena fracdo de agregados (figura
12 A e B), contudo, isso deve estar mais relacionado a manipulacdo da amostra do
gue a algum efeito do acetato de amdnio.

Além de formar agregados, as amostras tratadas com HOOU foram menos
eficientes em precipitar a insulina. A atividade redutase da enzima foi especialmente
prejudicada com 40 e 200 pM de HOOU, sendo o tempo de laténcia dessas

amostras significativamente maior em comparagao a amostra controle (figura 12 C).
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Figura 12. Reacdo com hidroperoxido de urato promove agregacédo e inativacdo da proteina
dissulfeto isomerase. PDI reduzida (10 uM) foi incubada com acetato de aménio (veiculo, V) ou
diferentes concentracdes de HOOU (20, 40 e 200 uM). As reacdes foram feitas em tampao fosfato
(100 mM, pH 7,4) contendo DTPA (0,1 mM), a 25°C, por 10 min. Aliquotas das reacdes contendo
1,5 uM de proteina foram usadas para investigacdo da agregacao e atividade. (A) Amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (8%), sendo possivel verificar a presenca de
mondmeros (55 kDa) e agregados de alto peso molecular. (B) Os géis obtidos foram escaneados € a
intensidade relativa das bandas correspondentes a PDI (monémeros e agregados de alto peso
molecular) foi quantificada por densitometria. Para cada tratamento, a porcentagem da PDI agregada
foi calculada pela razédo PDI agregada/PDI total x 100. (C) A inativacdo da PDI foi monitorada pelo
aumento do tempo de laténcia (Lag- phase) necessario para que a precipitacdo da insulina atingisse
um valor de 0,1, a 540 nm. (D) Cinética representativa. Os resultados estao expressos como a média
+ erro padrdo da média de dois experimentos independentes. As analises estatisticas foram feitas por
analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo pds-teste de Bonferroni. *p < 0,05 em relacao
a amostra sem HOOU.

O HOOU é um oxidante descrito e caracterizado recentemente, por iSso a
literatura ainda é incipiente com relacdo aos mecanismos quimicos e fendmenos
biologicos decorrentes da sua acdo oxidante. Foi mostrado que a incubacdo de
peptideos contendo cisteinas com eletrofilos derivados da oxidacdo do urato,
incluindo o HOOU, resulta na formacéo de dimeros, sendo o cross-link presente nos
residuos de cisteina. Nesses estudos ndo foram observados adutos entre os
peptideos e os produtos de oxidacao do urato. Além disso, a incubacdo de GAPDH
com um sistema gerador de HOOU resultou na inativacdo da enzima, condi¢ao
parcialmente revertida pela adicdo de DTT, mas, nenhum aduto foi encontrado. Por
outro lado, foram identificados adutos covalentes entre o HOOU (e outros eletrofilos
derivados da oxidacdo do urato) e residuos de lisina da albumina (TURNER et al.,
2018). Essa modificacao, contudo, néo foi verificada em nossos experimentos com a
PDI.

A agregagéao e inativagdo da PDI ja foram verificadas ap0s o tratamento da
proteina com peroxinitrito. Nesse caso, o efeito & decorrente dos radicais derivados

da decomposicao desse oxidante, que parecem promover hidroxilacao e nitracdo de
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residuos de tirosina e triptofano proximos aos sitios redox ativos da PDI (PEIXOTO
et al., 2018). Nao seria o caso, claro, do HOOU.

Tendo em vista o percentual de proteinas agregadas em relacdo ao total
(figura 5 A e B), outras modificacdes, que ndo dissulfeto, parecem ser mais
incomuns, fato que tornaria a deteccdo mais dificil. Além disso, as poucas
informacdes disponiveis dificultam o direcionamento das buscas e estudos nesse
sentido sdo pioneiros. E claro que qualquer concluséo a respeito da capacidade -
ou nao - do HOOU em promover outras modificacdes € prematura e requer suporte

experimental adicional.

4.4 Tratamento com hidroperéxido de urato ndo € citotoxico para
HUVECs

Uma vez que o HOOU pode ser gerado extracelularmente, no meio vascular,
é plausivel que varios tipos celulares entrem em contato com o oxidante. Em nosso
laboratorio linhas de pesquisa envolvendo neutréfilos e macréfagos ja estdo em
andamento. No caso do presente projeto de doutoramento, as células escolhidas
como modelo de estudo foram as células endoteliais, mais especificamente, células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS).

As células endoteliais formam uma monocamada que recobre a face interna
dos vasos e artérias. Essa localizacdo Unica permite integrar sinais fisicos e neuro-
humorais do sangue e dos tecidos circundantes para regular o tbnus vascular, a
adesao celular, a inflamacéo, o fenétipo e proliferacdo do muasculo liso, bem como a
tromboresisténcia. Alteracdbes nessas funcbes abrem caminho para o
desenvolvimento de uma diversidade de patologias vasculares, por exemplo, lesdes
ateroscleroticas. Portanto, é fundamental compreender os mecanismos moleculares

e celulares que compdem e afetam a biologia endotelial.
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O fato de o HOOU ser um oxidante ainda pouco conhecido exige que estudos
basicos sejam conduzidos, por exemplo com relacdo a sua citotoxicidade. Para isso,
as HUVECs foram tratadas com diferentes concentragcdes de HOOU por 10 min e,
em seguida, o conteudo de LDH do sobrenadante foi mensurado. A LDH €& uma
enzima citosdlica, liberada para o meio extracelular quando a membrana plasmatica
sofre injurias, tornando-se mais permeavel. Conforme mostrado na figura 13 A, a
atividade dessa enzima em amostras de sobrenadante de culturas tratadas com
todas as concentracfes de HOOU (50 — 400 uM) néao foi significativamente diferente
daquela observada em amostras controle ou tratadas com fase movel evaporada.
N&o ha davida de que uma fracdo de LDH é liberada mesmo quando as células séao
incubadas apenas com PBS ou fase mdvel, mas a atividade detectada é, pelo
menos, 50 vezes menor quando comparada a amostras incubadas com Triton X-100
(controle positivo, dado ndo mostrado). A citotoxicidade também foi avaliada pelo
emprego das sondas nucleares fluorescentes HO e IP. A metodologia baseia-se no
fato de que HO é permeavel a membrana e marca, portanto, nucleos totais. Por
outro lado, IP é impermeével e s6 acessa 0 nucleo celular em caso de alguma
perturbacdo na membrana plasmatica. Os resultados obtidos corroboraram com o0s
anteriores, mostrando percentuais de morte muito baixos, sempre menores que 4%

do total de células (figura 13 B e C).
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Figura 13. Viabilidade celular apés tratamento com hidroper6xido de urato. HUVECs foram
cultivadas em placas de 24 pogos (densidade inicial de 5 x 10* células/pogo) por 2 dias. Ap6s 10 min
de incubagdo com HOOU (50 — 400 uM) ou fase mével evaporada (FM), a viabilidade celular foi
investigada. (A) A atividade da enzima lactato desidrogenase foi mensurada no sobrenadante das
culturas por meio da absorbancia do formazan (esosnm = 19.200 M. cm?) e expressa como
miliunidade por milhdo (mU/10%) de células. (B) As células foram incubadas com Hoechst (HO) e
iodeto de propidio (IP) e visualizadas em microscépio de fluorescéncia invertido. Um minimo de 500
células foi contado em cada condigdo experimental e os resultados expressos como porcentagem de
morte (células marcadas com IP ou HO azul claro e brilhante) em relagdo ao ndmero total de células
(marcadas com HO). (C) Imagem representativa das células incubadas com PBS e marcadas com
HO e iodeto de propidio (aumento 10 x). Os resultados estdo expressos como a média + erro padrao
da média de trés experimentos independentes. As analises estatisticas foram feitas por analise de
variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo pés-teste de Bonferroni.
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As mesmas metodologias foram usadas para avaliar o potencial citotoxico do
AU e os resultados obtidos mostraram que as células permanecem viaveis com

tratamentos de até 400 uM (figura 14).
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Figura 14. Viabilidade celular ap6s tratamento com acido Urico. HUVECs foram cultivadas em
placas de 24 pocos (densidade inicial de 5 x 10* células/poco) por 2 dias. Apds 10 min de incubagdo
com AU (50 — 400 uM) a viabilidade celular foi investigada. (A) A atividade da enzima lactato
desidrogenase foi mensurada no sobrenadante das culturas por meio da absorbancia do formazan
(es03nm = 19.200 M. cm?) e expressa como miliunidade por milhdo (mU/108) de células. (B) As células
foram incubadas com Hoechst (HO) e iodeto de propidio (IP) e visualizadas em microscopio de
fluorescéncia invertido. Um minimo de 500 células foi contado em cada condi¢do experimental e 0s
resultados expressos como porcentagem de morte (células marcadas com IP ou HO azul claro e
brilhante) em relagdo ao numero total de células (marcadas com HO). Os resultados estao expressos
como a média £ erro padrdo da média de trés experimentos independentes. As analises estatisticas
foram feitas por analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo pds-teste de Bonferroni.

Ainda que tenhamos estabelecido que o HOOU, pelo menos até a
concentracdo de 400 uM, ndo é citotdxico, procuramos fazer os tratamentos da
maioria dos experimentos subsequentes com concentracbes mais baixas do

oxidante (até 200 - 250 uM) por considerarmos mais relevantes fisiologicamente.
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4.5 Oxidacdo da proteina dissulfeto isomerase de superficie pelo

hidroperoxido de urato

O RE é, sabidamente, um compartimento celular mais oxidativo. A razao
GSH/GSSG de 3-5:1 favorece o enovelamento oxidativo (com formacédo de pontes
dissulfeto) de proteinas recém-sintetizadas. Por outro lado, o citosol e o meio
extracelular sdo mais redutores e, diferente daquela do RE, a fracdo de PDI
expressa nesses locais parece funcionar, prioritariamente, como redutase de tibis
proteicos [(ESSEX, 2009; HATAHET; RUDDOCK, 2009; LAURINDO; PESCATORE;
DE CASTRO FERNANDES, 2012). Ha que se observar, todavia, que o HOOU reage
muito rapidamente com outras proteinas citoplasmaticas (CARVALHO et al., 2017) e
sua acédo sobre a PDI deve ser pouco provavel nesse compartimento em particular.

Diante dos fatores apontados, a PDIsc apresenta-se como um alvo provavel
para a acdo do HOOU. Primeiro porque, conforme ja mencionado, esse oxidante
pode também ser gerado extracelularmente. Soma-se a isso o fato de ndo existirem
evidéncias na literatura de outros oxidantes com acdo mais eficaz. GSSG e H:202,
por exemplo, reagem com constantes de velocidade inferiores, de 188 e 17,3 Mt s,
respectivamente (LAPPIl; RUDDOCK, 2011; PEIXOTO et al., 2018).

Para investigar essa hipotese, as HUVECs foram tratadas com HOOU e, em
seguida, foram marcadas com o MPB - alquilante impermeavel a membrana
plasmatica - para detectar os tiois reduzidos remanescentes. A figura 15 mostra que
a menor concentragdo de HOOU usada (75 pM) foi capaz diminuir em
aproximadamente 30% o total de PDI de superficie reduzida, enquanto que o
tratamento com 150 puM resultou numa reducéo de 15%. Em outras palavras, as
amostras incubadas com HOOU apresentaram mais PDI oxidada em comparagéo as

amostras que foram incubadas apenas com PBS ou fase mével.
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O pool extracelular de PDI representa uma fracdo muito pequena (em células
endoteliais, por exemplo, estima-se que represente menos que 2%) do total
encontrado nas células (ARAUJO et al., 2017; POPESCU; LUPU; LUPU, 2010), o
gue torna sua deteccdo metodologicamente trabalhosa. Ainda mais desafiador é
investigar, ao mesmo tempo, variagcdes no estado redox, que foi 0 que propusemos
com os ensaios de biotinilacdo da PDlsc. Por isso, a diferenca estatistica sutil

observada entre as amostras controle e tratadas nao foi surpreendente.
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Figura 15. Hidroperéxido de urato promove oxidacdo da proteina dissulfeto isomerase da
superficie celular. HUVECs foram cultivadas em placas de 35 mm de diametro (densidade inicial de
4 x 10° células/placa) por 1 dia. Ap6s 10 min de incubacdo com PBS (controle, C), fase movel
evaporada (FM) ou HOOU (75 ou 150 uM) os ti6is remanescentes foram alquilados com reagente
impermeavel & membrana plasméatica conjugado a biotina (MPB) e precipitados com particulas
recobertas com estreptavidina. Amostras de proteina foram separadas por eletroforese, transferidas
para membranas de nitrocelulose e reveladas com anticorpo especifico. (A) Membrana
representativa. O painel superior mostra PDI de superficie reduzida (PDI Sup. Red.) apés os
diferentes tratamentos. O painel inferior € representativo do conteido restante da proteina (PDI de
superficie oxidada e PDI intracelular total) e foi usado como controle de carregamento (Cont. Carreg.;
apenas 2% do volume total obtido foi usado na eletroforese). (B) A quantificacdo das bandas foi feita
por densitometria usando o programa Image Studio (LI-COR Biosciences). Os valores obtidos foram
normalizados pelo controle de carregamento e os resultados foram expressos como a média + erro
padrao da média de trés experimentos independentes. As anadlises estatisticas foram feitas por
analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo pos-teste de Bonferroni. * p < 0,05 em
relacéo ao controle.
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Diversos estudos tém mostrado o envolvimento da PDIsc em processos redox
dependentes, como por exemplo, internalizacdo de virus, regulacdo de
metaloproteinases e sinalizacédo de integrinas (GALLINA et al., 2002; MOR-COHEN,
2016; WAN et al., 2011; WILLEMS et al., 2010). Além disso, esse pool de proteinas
parece ser especialmente importante em eventos vasculares, como ativacdo e
agregacdo de plaguetas, trombose e remodelamento vascular (BEKENDAM,;
FLAUMENHAFT, 2016; ESSEX, 2009; TANAKA et al., 2016). No caso da célula
endotelial, a atividade da PDIsc parece regular negativamente a coagulacédo pela
modulacdo da exposicao de fosfatidilserina e é fundamental para o remodelamento
arterial anti-constritivo apdés injuria do vaso (POPESCU; LUPU; LUPU, 2010;
TANAKA et al., 2016). Nesses casos, alteracbes no estado redox da PDI causadas
pelo HOOU poderiam afetar a atividade catalitica da enzima e, consequentemente, a
homeostase vascular.

Conforme j& mencionado, os dados da literatura sdo bastante expressivos
com relagdo ao envolvimento da PDI extracelular em eventos vasculares, sendo
discutido, inclusive, estratégias de inibicdo dessa proteina como potencial alvo
antitrombo6tico (BEKENDAM; FLAUMENHAFT, 2016). E importante enfatizar,
contudo, que a maioria das publicagcbes empregam ferramentas de inibicdo ou
regulacdo negativa da expressdo da PDI e ndo apresentam analises mais
especificas com relacdo aos mecanismos redox. Além disso, pelas estratégias
experimentais utilizadas, o pool de PDI secretada e o que estd na superficie da
membrana plasmatica tornam-se indistinguiveis. No nosso caso, apenas a PDIsc foi
avaliada.

Também por meio da biotinilacdo de proteinas de superficie verificamos a

possibilidade da subunidade B1 de integrinas ter sido oxidada pelo HOOU. Pela
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figura 16, a sequir, € possivel verificar que ndo houve diferenca com significancia
estatistica na comparacdo entre amostras controle e tratadas, mostrando uma
seletividade do HOOU pela PDI quando comparada a integrina.

As integrinas podem ndo ser alvos relevantes porque seus residuos de
cisteina, apesar de numerosos, nao estao tao acessiveis (MOR-COHEN, 2016), mas
nenhuma conclusédo definitiva deve ser tirada visto que experimentos adicionais
seriam necessarios. De qualquer forma, as integrinas sdo particularmente
interessantes pois sao substratos importantes da PDI (MOR-COHEN, 2016) e, mais
a frente, aspectos funcionais envolvendo essas duas proteinas serdo abordados e

discutidos.
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Figura 16. Hidroper6xido de urato ndo promove oxidacdo da subunidade B1 de integrinas.
HUVECs foram cultivadas em placas de 35 mm de didmetro (densidade inicial de 4 x 10°%
células/placa) por 1 dia. Apés 10 min de incubag¢do com PBS (controle, C), fase mével evaporada
(FM) ou HOOU (75 ou 150 uM) os tidis remanescentes foram alquilados com reagente impermeéavel a
membrana plasmatica conjugado a biotina (MPB) e precipitados com particulas recobertas com
estreptavidina. Amostras de proteina foram separadas por eletroforese, transferidas para membranas
de nitrocelulose e reveladas com anticorpo especifico. (A) Membrana representativa. O painel
superior mostra integrina 1 de superficie reduzida (integrina 1 Sup. Red.) apdés os diferentes
tratamentos. O painel inferior é representativo do conteddo restante da proteina (subunidade B1 de
superficie oxidada e subunidade B1 intracelular total) e foi usado como controle de carregamento
(Cont. Carreg.; apenas 2% do volume total obtido foi usado na eletroforese). (B) A quantificacdo das
bandas foi feita por densitometria usando o programa Image Studio (LI-COR Biosciences). Os valores
obtidos foram normalizados pelo controle de carregamento e os resultados foram expressos como a
média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes. As andlises estatisticas foram
feitas por analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo pds-teste de Bonferroni.
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4.6 Oxidacao de tiois de superficie totais pelo hidroperdoxido de urato

Os resultados de biotinilagdo mostraram que a oxidacao da PDI de superficie
pelo HOOU foi sutil (méaximo de 30%) e ndo apresentou efeito dose-resposta.
Pareceu razodavel, portanto, investigar se antes mesmo dos tratamentos 0s grupos
tidlicos das proteinas de superficie ja ndo estariam majoritariamente oxidados.

Usando uma sonda alquilante fluorescente (Alexa Maleimida) foi possivel
verificar que os tiois extracelulares de HUVECs cultivadas por 24 horas (0 mesmo
tempo usado nos ensaios de biotinilagdo) jA estavam oxidados nas amostras
controle. O tratamento com diamida, claro, ndo produziu oxidacao adicional, mas a
incubacdo das células com agente redutor resultou em intenso sinal fluorescente

(figura 17).

Controle Diamida TCEP

Sobreposicéao
(Hoechst e Alexa 647)

Figura 17. Ti6is extracelulares de HUVECs cultivadas por 24 h estdo majoritariamente
oxidados. Células foram cultivadas por 24 h em placas de 24 pocos (densidade inicial de 2,5 x 104
células/poco) e incubadas com meio de cultura modificado, diamida (200 uM) ou TCEP (1 mM). Em
seguida, foram marcadas com Hoechst (5 pg/mL, azul) e Alexa Fluor® 647 Cz Maleimida (3 uM,
vermelho). As imagens foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia invertido. Barra de
aumento = 50 um

Um trabalho publicado por Ponamarczuk e colaboradores (2018) demonstrou
gue o recobrimento das placas de cultura com matriz extracelular (MEC) contribui
para a manutencdo dos tidis da superficie celular no estado reduzido. Por esse

motivo, avaliamos, em seguida, o conteudo de tidis de células cultivadas por 24
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horas sobre fibronectina. Novamente, de maneira muito similar ao observado

anteriormente, os tidis estavam majoritariamente oxidados (figura 18).

Vinculina Alexa 647 Sobreposicao (+ Hoechst)

Figura 18. Tib6is extracelulares de HUVECs cultivadas por 24 h sobre fibronectina estéo
majoritariamente oxidados. Células foram cultivadas por 24 h em placas de 24 poc¢os (densidade
inicial de 2,5 x 10* células/pogo) preparadas com laminulas recobertas com fibronectina (10 pg/mL).
Apos incubacdo com meio de cultura, as células foram marcadas com Hoechst (5 pg/mL, azul), Alexa
Fluor® 647 C2 Maleimida (3 pM, vermelho) e anticorpo anti-vinculina (verde). As imagens foram
adquiridas em microscépio de fluorescéncia invertido. Barra de aumento = 50 um

A alquilacao dos tidis com o Alexa Maleimida foi mais eficaz apds um periodo
curto de cultivo das células. Com 2 horas de semeadura sobre fibronectina a maioria
das HUVECSs ja estava aderida e expressou maior conteudo de tidis, sugerindo que
a oxidacao dos residuos de cisteina acontece ao longo do processo de aderéncia da
célula sobre o substrato (figura 19 A). Apds incubacdo com os oxidantes, o sinal
fluorescente - indicativo da presenca de tidis livres na superficie das células - foi
reduzido significativamente. Na comparacdo com o controle, 0s tratamentos
resultaram em oxidacdes médias variando entre 40 % (150 uM) e 65 % (diamida)

(Figura 19 A e B).
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Figura 19. Hidroperéxido de urato promove oxidacdo de tidis de superficie em HUVECs. (A)
Células foram cultivadas por 2 h em placas de 24 pogos (5 x 10 células/pogo) preparadas com
laminulas recobertas com fibronectina (10 pg/mL), seguindo o tratamento com meio de cultura
modificado (controle, C), fase movel evaporada (FM), diamida (200 uM) ou HOOU (75 ou 150 puM),
por 15 min. Apds marcacdo com Hoechst (5 pg/mL, azul), Alexa Fluor® 647 C2 Maleimida (3 uM,
vermelho) e anticorpo anti-vinculina (verde) as imagens foram adquiridas em microscopio de
fluorescéncia invertido. Barra de aumento = 50 um. (B) A intensidade média de fluorescéncia (IMF) foi
calculada a partir da marcacéo com Alexa 647 (vermelha) e representa a razdo entre o somatorio da
fluorescéncia medida em cada célula pelo nimero total de células contadas (80 — 100 por
experimento). A quantificacdo da fluorescéncia foi calculada com o programa ImageJ Fiji. Os
resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes. As analises estatisticas foram feitas por analise de variancia de uma via (ANOVA),
seqguida pelo pés-teste de Bonferroni. * p < 0,05 em relagdo ao controle.

Nesse modelo de cultivo de 2 h, a pré-incubacdo com TCEP (200 uM)
também foi eficiente em aumentar a quantidade de ti6is e, portanto, o sinal
fluorescente (figura 20 A). A fluorescéncia absoluta de células controle previamente
reduzidas foi de 1854,7 + 273 U.A., enquanto que daquelas ndo incubadas com
TCEP foi de 572,9 + 236,13 U.A. Foi possivel, entdo, detectar um efeito ainda mais
pronunciado dos oxidantes: os decaimentos do sinal fluorescente emitido pelas
culturas tratadas com diamida, HOOU 75 uM e 150 uM foram de 80, 85 e 65 %,

respectivamente, na comparagdo com o sinal das células controle (figura 20 A e B).
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Figura 20. Hidroper6xido de urato promove oxidacdo de tidis de superficie em HUVECs pré-
tratadas com TCEP. (A) Células foram cultivadas por 2 h em placas de 24 pogos (5 x 10*
células/poco) preparadas com laminulas recobertas com fibronectina (10 pg/mL). Apés reducdo com
TCEP (200 pM), seguiu-se o tratamento com meio de cultura modificado (controle, C), fase movel
evaporada (FM), diamida (200 uM) ou HOOU (75 ou 150 pM), por 15 min. Apds marcacdo com
Hoechst (5 pg/mL, azul), Alexa Fluor® 647 Cz Maleimida (3 pM, vermelho) e anticorpo anti-vinculina
(verde) as imagens foram adquiridas em microscoépio de fluorescéncia invertido. Barra de aumento =
50 um. (B) A intensidade média de fluorescéncia (IMF) foi calculada a partir da marcagao com Alexa
647 (vermelha) e representa a razéo entre o somatorio da fluorescéncia medida em cada célula pelo
ndamero total de células contadas (80 — 100 por experimento). A quantificacdo da fluorescéncia foi
calculada com o programa ImageJ Fiji. Os resultados estdo expressos como a média + erro padréo
da média de trés experimentos independentes. As analises estatisticas foram feitas por analise de
variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo p6s-teste de Bonferroni. * p < 0,05 em relagdo ao
controle.

Ainda que pelos experimentos de biotinilacdo nao tenhamos observado efeito
do HOOU especificamente sobre integrinas, a estratégia de usar a sonda alquilante
fluorescente foi interessante porque mostrou um efeito oxidativo geral. Ou seja,
outras proteinas podem ser oxidadas pelo HOOU. Além disso, como observado na
oxidacao especifica da PDI de superficie (figura 15 A e B), a oxidacdo dos tiois totais
pelo HOOU néao foi dose-dependente, sendo a menor concentragdo mais eficiente.
Esse efeito diferencial poderia ser decorrente de alguma resposta compensatéria,
mas como ndo foi possivel investigar com mais detalhes carecemos de outras

evidéncias que contribuam para uma melhor explicacdo do fenémeno.
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Finalmente, é interessante comentar o fato de que em todas as analises feitas
com células cultivadas sobre fibronectina (figura 18, 19 A e 20 A) marcacdes
vermelhas — decorrentes da incubacdo com a sonda alquilante - intensas e
puntiformes foram observadas. Tratam-se, sem duvida, de locais em que ha
abundancia de proteinas reduzidas, mas experimentos adicionais serdo necessarios

para melhor compreensao da natureza biolégica desses achados.

4.7 Avaliacdo da razdo GSH/GSSG de HUVECs tratadas com

hidroperoxido de urato

Até agora nossos resultados estiveram direcionados para os efeitos oxidativos
extracelulares do HOOU. Para investigar o efeito oxidante no meio intracelular
medimos a razdo GSH/GSSG. A analise da figura 21 C permite constatar que o
tratamento com HOOU resulta em diminuicdo da razdo GSH/GSSG de forma dose-
dependente. E importante notar que a referida alteracio é decorrente do aumento da
concentracdo de GSSG (figura 21 B) e ndo do consumo de GSH (figura 21 A).
Como a concentracdo de GSH citoplasmatica é muito superior a de GSSG, uma
pequena alteracao na concentracdo daquela pode néo ser detectada.

A producdo exacerbada de oxidantes e alteracbes na homeostase redox
estdo relacionadas ao desenvolvimento e progressédo de diversas patologias,
incluindo as cardiovasculares (SIES; BERNDT; JONES, 2017). Nesse sentido, a
diminuicdo da razdo GSH/GSSG ¢ indicativa de que o HOOU altera o estado redox
da célula, torna o ambiente intracelular mais oxidativo e, portanto, poderia contribuir
para esses estados patologicos. E notavel o fato de que a menor concentracéo do
peréxido usada (20 uM) ja tenha resultado em alteracdo do parametro analisado de
forma significativa, indicando que mesmo a geracédo sutil do HOOU pode ter efeitos

prejudiciais.
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Figura 21. Hidroperoxido de urato altera a raz8@o glutationa oxidada/reduzida de HUVECSs.
Células confluentes foram descoladas da placa de cultura e distribuidas em microtubos (3 x 106
células/microtubo), seguido do tratamento apenas com PBS (controle, C), fase movel evaporada (FM)
ou HOOU (20 - 250 pM) por 10 min. A quantificagdo de GSH (A) e GSSG (B) foi feita por LC-MS/MS,
usando as respectivas transi¢cdes de massa m/z 308.0911 - 179.0462 e m/z 613.1592 - 355.0741.
(C) Razdo GSH/GSSG. A gquantificacéo das raz6es GSH/NAC e GSSG/NAC foi feita pela integracédo
dos picos. As concentracBes de GSH e GSSG foram plotadas sobre uma curva padrdo e
normalizadas por milhdo de células. Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da
média de trés experimentos independentes. As andlises estatisticas foram feitas por analise de
variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo pés-teste de Newman-Keuls. * p < 0,05 em relacdo ao
controle.
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4.8 Avaliacdo de propriedades funcionais de HUVECs expostas ao
hidroperoxido de urato

Conforme ja mencionado em secao anterior, as células endoteliais recobrem
a porcao interna dos vasos sanguineos e representam uma interface dinamica entre
0 sangue e os tecidos. A exposicdo dessas ceélulas ao HOOU, portanto, deve ter
impactos na integridade e homeostase vascular. Ainda que n&o citotoxico, 0
tratamento das HUVECs com o peroxido resultou na oxidacdo de proteinas totais da
superficie celular, incluindo a PDI expressa nesse local, além de alterar o balanco
redox intracelular. A partir dessas evidéncias iniciais nos propusemos a investigar o

efeito do HOOU sobre alguns aspectos funcionais da célula endotelial.

4.8.1 Avaliacédo da capacidade de migracao

A capacidade de migracdo € caracteristica, embora ndo exclusiva, de células
endoteliais. E um processo integrado, dinamico e ciclico, importante para a
manutencdo da integridade do endotélio, reparo e formagcdo de vasos sanguineos
durante a cicatrizacdo e angiogénese. De forma bastante sucinta, a coordenacgéo da
migracao envolve: (1) polarizacdo morfoldgica (“frente e tras”) da célula, (2) extensao
da membrana plasmatica na direcdo do movimento, (3) adesao da “parte da frente”
da célula ao substrato, (4) forca de contracao e tracdo e (5) descolamento da parte
traseira da célula (LAUFFENBURGER; HORWITZ, 1996; SAN MARTIN;
GRIENDLING, 2010). A atividade da enzima NADPH oxidase e a geracdo
intracelular de espécies oxidantes € fundamental durante o evento migratorio, uma
vez que a oxidacdo e inibicdo temporaria de proteinas tirosina fosfatase

desencadeia cascatas de sinalizacdo que modulam a reorganizacdo de filamentos
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de actina (CHIARUGI et al.,, 2003; FIASCHI et al., 2006; FREY; USHIO-FUKAI,
MALIK, 2009; MOLDOVAN et al., 2000).

A capacidade migratoria de HUVECs frente o tratamento com HOOU foi
investigada pelo ensaio de wound healing. Conforme pode ser observado na figura
22, ap6s 18 h ndo foram observadas diferencas na capacidade de migracdo das
células tratadas com as diferentes concentracdes de HOOU na comparacdo com
aguelas incubadas apenas com PBS ou fase movel. Utilizando também o ensaio de
wound healing, Moldovan e colaboradores (2000) mostraram que, ja na primeira
hora, as células endoteliais da margem da fenda apresentavam maior concentracao
de oxidantes (principalmente superéxido) em relacdo as mais afastadas. Além disso,
a remocdo do superéxido do meio intracelular resultou em menor motilidade das
células ao final de 5 h de analise (MOLDOVAN et al., 2000). E importante mencionar
gue o fator temporal parece critico nesses ensaios de migracdo e, nesse sentido, um
possivel efeito do HOOU sobre propriedades de migracdo pode ter sido revertido
apos algumas horas de tratamento. Ainda nesse contexto, também é importante
considerar que o peroxido foi adicionado uma Unica vez. Em situagdes inflamatorias,
a geracdo de HOOU deve ser continua, de forma que a auséncia de efeito pode

também ter sido decorrente de uma falha no protocolo utilizado.



>

Controle
Migracéao (U.A.)
N

C FM 50 100 200
HOOU (uM)

HOOU (uM)

Figura 22. Hidroperéxido de urato néo interfere na migracdo de HUVECs. Células foram
cultivadas em placas de 6 pocos (densidade inicial de 2 x 105 células/poco) por 2 dias, seguido de 1
dia de cultivo adicional em meio carenciado. Apés execucdo da fenda ao longo da monocamada, as
células foram tratadas com PBS (controle, C), fase mdvel evaporada (FM) ou HOOU (50 — 200 uM)
por 10 min. A migragdo foi acompanhada em microscépio invertido, com aumento de 4x, sendo a
captura de imagens feita imediatamente apds os tratamentos (Oh) e 18 h depois. (A) Imagens
representativas obtidas no inicio (0 h) e no final (18 h) do ensaio. (B) Quantificacdo da migracdo. Para
cada imagem, a distancia arbitraria entre um lado e outro da fenda foi medida em seis pontos
diferentes com auxilio do programa ImageJ. Os dados foram obtidos pela diferenca entre a
mensuracao feita no inicio e a feita no final do experimento. Os resultados estédo expressos como a
meédia * erro padrao da média de trés experimentos independentes. As andlises estatisticas foram
feitas por andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo p6s-teste de Bonferroni



100

4.8.2 Avaliacao das propriedades adesivas

A adesd@o é um outro evento importante da biologia da célula endotelial, que
pode ser entendido dentro do contexto maior de migracdo celular. Conforme ja
colocado anteriormente, o ciclo de migracao € dinamico, dependente de cascatas de
sinalizacdo e reorganizacdo de citoesqueleto e envolve, em primeira e Uultima
instancias, adesao e descolamento do substrato (LAUFFENBURGER; HORWITZ,
1996). No experimento de migragédo, conclusdes mais assertivas a respeito dos
efeitos do HOOU podem ter sido comprometidas pelo longo tempo de andlise (18 h).
Por outro lado, a adesé@o é um evento que pode ser analisado mais precocemente,
pois na presenca de algum componente da MEC as células endoteliais aderem mais
rapidamente. Além disso, essa abordagem também € vantajosa visto que os tidis
extracelulares sao oxidados conforme as células vao aderindo ao substrato (figuras
17 e 18).

Para o experimento, HUVECs previamente reduzidas com TCEP ou néo,
foram submetidas a tratamentos que resultaram em oxidacéao, alquilacdo de tibis de
superficie, bloqueio de integrinas ou inibicdo da PDI, seguido da semeadura sobre
fibronectina. A andlise precoce, com apenas 30 min de cultivo, mostrou que o
tratamento com os oxidantes diamida ou HOOU, assim como com O agente
alquilante de tidis (pCMBS), inibiu significativamente a aderéncia das células sobre a
placa. Além disso, também foram eficazes o composto que bloqueia as integrinas
(peptideo RGDS) e os inibidores da PDI (rutinosideo e bacitracina) (figura 23 A). A
maioria dos tratamentos perdeu parte ou todo o efeito inibitério com 90 min de
cultivo (figura 23 B). A alquilacdo pelo pCMBS foi a maior excecéo, ja que o efeito
observado permaneceu praticamente inalterado nas duas analises (figura 23 A e B).

Embora com menor extensdo, a inibicdo da adesdo pela diamida também se
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manteve significativa na andlise tardia. Contudo, verifica-se uma tendéncia de perda
do efeito com o passar do tempo (figura 23 B). O tratamento com miricitrina,
flavondide similar ao rutinosideo, ndo resultou em inibicdo da adesdo celular,
mostrando que o efeito da rutina foi consequéncia da acdo sobre a PDI e ndo um
efeito inespecifico dos flavondides. O padrdo de adesdo observado nas células

previamente reduzidas com TCEP foi muito similar ao daquelas ndo reduzidas

(figura 23 C e D).
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Figura 23. Hidroperéxido de urato inibe a adesdao de HUVECSs sobre fibronectina. (A e B) Células
confluentes foram destacadas da placa de -cultura, distribuidas em microtubos (1 x 106
células/microtubo) e incubadas com meio RPMI modificado (controle, C), quercetina-3-rutinosidio
(Rut, 10 uM), bacitracina (bacit, 100 uM), miricitrina (miricit, 100 uM), RGDS (500 uM), pCMBS (100
puM), diamida (diam, 200 pM) ou HOOU (75 and 150 uM), por 30 min a temperatura ambiente e
agitacdo suave. (C e D) Antes do descolamento das placas, as células foram reduzidas com TCEP
(200 puM). Os tratamentos foram feitos conforme especificado anteriormente. Apds os tratamentos as
células foram distribuidas em placas de 96 pogos recobertas com fibronectina (10 pug/ml) e cultivadas
por 30, ou 90 min, seguido da marcacdo com cristal violeta. Os resultados estdo expressos como a
média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes. As andlises estatisticas foram
feitas por andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo p6s-teste de Bonferroni. * p < 0,05
em relacao ao controle.

As integrinas sdo uma classe de receptores de adesdo presentes na
superficie celular que medeiam interacdes célula-célula e célula-MEC. A interacéo
receptor/ligante envolve mudancas conformacionais nas integrinas, que passam de
um estado de baixa afinidade (inativo) para um estado de maior afinidade (ativo). Foi
mostrado que o bloqueio de tidis com N-etilmaleimida (NEM), DTNB e pCMBS é
capaz de inibir a ativagdo da integrina alloBs e agregacdo de plaquetas, mas que
redutores como o DTT promovem ativacdo de integrinas. Além disso, diversos
estudos mostram a importancia de reducbes e trocas dissulfeto catalisadas
enzimaticamente por PDI na ligagdo das integrinas a ligantes (MOR-COHEN, 2016).
A interacdo entre PDI e integrinas ja foi documentada em plaquetas e células
endoteliais, sendo que nessas mesmas células, a inibicdo da enzima resultou em
inibicdo da adesao (LAHAV et al., 2000, 2002, 2003; PONAMARCZUK et al., 2018;
SWIATKOWSKA et al., 2008). Nossos resultados estdo de acordo com a literatura e
direcionam para o fato de que o HOOU, ao oxidar a PDI, poderia indiretamente inibir
a ativacao das integrinas, sendo essa uma das razfes da menor adesao celular em
HUVECs tratadas com HOOU.

Além do ensaio de adesdo, foi feito um ensaio de descolamento das

HUVECs, que também reflete as propriedades adesivas das células, mas de um
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outro ponto de vista. Nesse caso, HUVECs ja aderidas a placa de cultura foram
tratadas com diferentes concentragcdes de HOOU e, em seguida, foram lavadas com
PBS de maneira bastante delicada. A figura 24, a seguir, mostra que o incremento
da concentracdo de HOOU usado nos tratamentos foi acompanhado de maior
sensibilidade das células a forca mecanica causada pelo fluxo de PBS. Além disso,
incubacfes com concentracdes mais altas de HOOU, embora nédo tenham causado
morte celular (dado ndo mostrado), provocaram alteracdes morfolégicas nas células,

gque se contrairam a um formato mais arredondado (figura 24 A).
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Figura 24. Hidroper6xido de urato favorece o descolamento de HUVECs da placa de cultivo.
Células foram cultivadas em placas de 24 pocos (densidade inicial de 2,5 x 104 células/poco) por 2
dias, seguido de incubacdo apenas com PBS (controle, C), fase mével evaporada (FM) ou HOOU (50
— 400 uM) por 10 min. (A) Apos lavagem com PBS, as células que permaneceram aderidas foram
contadas em camara de Neubauer. (B) As andlises morfologicas foram feitas com microscopio 6tico
invertido e aumento de 20x, exceto controle, cujo aumento foi de 10x. Os resultados estdo expressos
como a média £ erro padrdo da média de trés experimentos independentes. As analises estatisticas
foram feitas por analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo pds-teste de Bonferroni. * p <
0,05 em relag&o ao controle.

O destacamento das células endoteliais pode ser estimulado por insultos
imunes (ativacao de Toll Like Receptor [TLR] 2 de células endoteliais) e também
oxidantes como H202 e O2" liberado por neutréfilos ativados. Como consequéncia,
decorre a chamada erosao endotelial, que € um dos mecanismos de aterotrombose
relacionada a aterosclerose. Embora ainda pouco estudado, esse evento contribui
para 20 — 40 % dos casos de trombose, especialmente em mulheres e jovens
(HANSSON; LIBBY; TABAS, 2015). Tendo em vista o envolvimento de oxidantes e
conforme sinalizam os resultados acima, o HOOU gerado localmente poderia
contribuir para o processo de erosdo endotelial ao favorecer a descamacédo dessas
células. De fato, ja foi observada uma correlacdo positiva entre a espessura da
camada média da intima arterial e a oxidagdo do AU em pacientes (SANTANA et al.,

2018).

4.9 Investigacao do acido urico como substrato da peroxidasina

O HOOU, cujos efeitos foram objeto central da investigacao feita até aqui, é
produto da oxidacdo do AU por heme peroxidases como a MPO e a LPO (MEOTTI
et al., 2011; SEIDEL et al., 2014). Mais recentemente foi identificada uma nova
heme peroxidase expressa no pulméo, figado, pancreas, baco e, principalmente, no
tecido vascular. Devido a sua abundancia nesse ambiente foi chamada de

peroxidase vascular (vascular peroxidase — VPO) (MA; ZHANG; PENG, 2013),
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embora a denominagao “peroxidasina” (PXDN) seja mais comumente empregada.
Estima-se que a concentracdo da PXDN no plasma de individuos saudaveis seja,
aproximadamente, quatro ordens de magnitude maior que a da MPO (MA; ZHANG,;
PENG, 2013). Ja foi observado que o dominio catalitico da PXDN € bastante similar
ao da MPO e LPO, tornando plausivel o fato de o AU também ser substrato da
PXDN (FURTMULLER et al., 2006; SOUDI et al., 2015).

Embora a literatura ja trouxesse evidéncias de que a PXDN é secretada por
células endoteliais (CHENG et al., 2011), foi necessario, primeiramente, verificar se
as HUVECs cultivadas por nés secretavam proteinas com atividade de peroxidase.
A incubacédo do sobrenadante concentrado da cultura de células com H202 e Amplex
Red, resultou na oxidacdo desse substrato fluorescente, confirmando, portanto, a
presenca de peroxidases (figura 25 A [amostra controle] e B [curva verde]). Em
seguida, com esse mesmo ensaio, foi possivel verificar reducéo significativa do sinal
do Amplex Red na presenca de concentrag@es fisioldgicas de AU, mostrando que
este € substrato e compete com o reagente fluorescente pelo sitio ativo da enzima

(Figura 25 A e B).
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Figura 25. Acido urico compete com Amplex Red como substrato para oxidacdo pela
peroxidase do sobrenadante de cultura de HUVECs. (A) Sobrenadante concentrado do cultivo de
HUVECs contendo 10 pg de proteina foi adicionado a pocos de uma placa preta de 96 pocos
juntamente com Amplex Red (50 pg) e H202 (50 ug), na auséncia ou presenca de &cido urico (200 e
500 pM). A catélise enziméatica e formacédo de resorufina foram acompanhados ao longo de 1 h e 30
min, a 37 °C em leitor de microplacas (Em = 560/Ex = 590). (A) Os resultados foram normalizados
pela fluorescéncia basal obtida de um poco contendo apenas sobrenadante e Amplex Red e
expressos como taxa de consumo de Amplex Red/min. (B) Cinética representativa da oxidacdo do
Amplex Red nas diferentes condi¢cbes experimentais. Reacdo na auséncia de AU (verde) ou na
presenca de AU 200 (vermelho) e 500 uM (azul); Reacdo contendo apenas sobrenadante e Amplex
Red (laranja).

Uma outra evidéncia de que o AU é substrato para a peroxidase secretada
pelas HUVECs foi obtida pela deteccdo de hidroxiisourato (HOU) em sistema LC-
MS/MS. A incubacdo de sobrenadante e H202 na presenca de AU resultou em
significativa geracdo de HOU (Figura 26, pico e grafico de barra azul claro),
mostrando que houve oxidacdo do AU. Amostras controle contendo AU (PBS + AU e
sobrenadante + AU) também apresentaram uma pequena fracdo de HOU,
possivelmente decorrente da auto-oxidacdo do AU. Nao foram detectados niveis
relevantes de HOU nas amostras de sobrenadante e sobrenadante + H202.

A funcdo biologica principal da PXDN abrange a formacdo de pontes
sulfilimina no colageno IV, fundamentais para a integridade da MEC (VANACORE et
al., 2009). O mecanismo proposto para a formacdo desses cross-links envolve a
geracédo de acido hipobromoso (HOBr) a partir da reacédo entre brometo (Br) e H20:2
catalisada pela peroxidase (BHAVE et al., 2012). Muito recentemente foi mostrado
gue concentractes fisioldégicas de urato inibem a formacédo das pontes sulfilimina,
sugerindo que o AU é capaz de competir com o Br como substrato da enzima
(BATHISH et al., 2018). A vista disso, nossos resultados estdo de acordo com a
literatura e apontam para o fato de que o AU ser substrato para PXDN tem

implicagBes tanto na integridade da membrana basal como também no balanco

redox do sistema vascular.
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Figura 26. Deteccdo do hidroxiisourato no sobrenadante de HUVECs incubadas com &cido
Urico e peréxido de hidrogénio. Sobrenadante concentrado do cultivo de HUVECs contendo 20 g
de proteina foi adicionado a microtubos juntamente com AU (200uM) e H202 (50 pg). Apos 30 min de
incubacgdo a 37 °C, sob agitacdo (600 rpm), aliquotas das reacdes foram misturadas com acetonitrila
contendo padrao interno (alantoina marcada radioativamente) e submetidas a andlise LC-MS/MS. A
deteccdo do HOU foi feita com a transicdo de massa (MRM) m/z 183,0108 -140,0102. (A) Espectro
representativo dos picos referentes ao HOU detectado nas seguintes amostras: PBS + AU (azul
escuro), sobrenadante + AU (vermelho) e sobrenadante + H202 + AU (azul claro). (B) Quantificacdo
relativa feita pela razdo entre a area integrada do pico obtido para o HOU e o pico obtido para o
padrdo interno (alantoina marcada), em cada condicao experimental. Nas amostras contendo apenas
sobrenadante (sobren) e sobrenadante + H202 ndo foi detectado (N.D.) HOU. Foi feita apenas uma
replicata experimental.
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5 CONCLUSAO

Parte das atividades de pesquisa do nosso laboratério envolvem a
investigacdo dos efeitos biolégicos do HOOU e a padroniza¢do de uma condicao
na qual o oxidante permanece mais estavel foi importante para a condugcédo dos
experimentos.

Nossos estudos envolvendo a PDI recombinante demonstraram que a
reacdo com o HOOU promove consumo dos tiois livres da proteina e que, mais
especificamente, os tidis redox ativos dos sitios cataliticos da proteina sdo alvos
preferenciais. Provavelmente, um ti6l de cada sitio ativo é oxidado ao derivado
acido sulfénico que, subsequentemente, reage com o tiol vicinal e forma uma
ponte dissulfeto. Apesar de reversiveis, as oxida¢cdes promovidas podem ter
efeitos deletérios, principalmente quando consideramos o tempo de acdo de um
redutor e a geracdo continua do HOOU em situa¢Bes inflamatorias. As pontes
dissulfeto foram as Unicas modificacdes encontradas, mas o tratamento com
HOOU também resultou em agregacao e inativacdo da PDI. Ainda que careca de
mais evidéncias experimentais, esses resultados séo indicativos de outras
modificacdes promovidas pelo HOOU.

A oxidacdo da PDI observada in vitro foi confirmada pelos estudos de
biotinilacdo da proteina da superficie de HUVECs. A diferenca sutil de oxidacéo
entre as amostras controle e tratadas, se mostrou razoavel quando verificamos
qgue nas condigbes do experimento a grande maioria dos tidis extracelulares ja
estavam oxidados. Além da PDI, tidis totais expressos na superficie das células
também foram oxidados pelo HOOU. Em ambos 0s casos, a menor concentragao
de HOOU promoveu oxidacdo superior aquela observada para a maior

concentragdo. Ndo pudemos buscar evidéncias cientificas que explicassem tal
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fato, mas trata-se, sem duvida, de um efeito bastante interessante.

A diminuicdo da razdo GSH/GSSG das HUVECs tratadas com HOOU
sinalizou a alteracdo do estado redox da célula para um ambiente intracelular
mais oxidativo. Embora os ensaios de migracdo nao tenham refletido em efeitos
do HOOU - possivelmente por causa do fator temporal — 0 ensaio de adeséo, por
ter envolvido uma série reagentes e inibidores, trouxe valiosos insights
mecanisticos. A inibicdo da adesdo provocada pelo HOOU, juntamente com o
efeito desencadeado pelos inibidores e pelo bloqueador de tiol, evidenciou o
envolvimento da PDI e da integrina no processo de adesdo, bem como a
importancia da manutencéo dessas proteinas no estado reduzido e de reacdes de
troca de dissulfeto.

E importante ressaltar que em todos 0s experimentos procuramos usar
concentracbes que consideravamos relevantes fisiologicamente. N&o existem
dados na literatura a respeito de concentracdes plasméticas de HOOU, mas
certamente sdo tdo maiores quanto maiores os niveis de AU. Diversos estudos
apontam a hiperuricemia como fator de risco para doencas vasculares, contudo,
nossos dados direcionam para o fato de que mesmo niveis normais de AU
plasmatico poderiam resultar em efeitos deletérios.

A Ultima parte do trabalho trouxe evidéncias de que o AU é substrato para
a PXDN e pode interferir tanto na integridade da membrana basal como também
no balango redox do sistema vascular. Como a PRDX é uma enzima descrita
recentemente, seus efeitos bioloégicos ainda n&o estdo completamente
caracterizados, sendo esse um campo frutifero para novas investigagoes.

Todo o conjunto de dados apresentado contribui para o maior

entendimento da participacdo do HOOU em processos oxidativos vasculares,
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especialmente a oxidacdo de proteinas. Nesse contexto, a geracdo do HOOU
pode ser entendida como um dos mecanismos pelos quais o AU altera a funcao
endotelial, interfere na homeostase vascular e, consequentemente, sustenta

patologias cardiovasculares.
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APENDICES

Apéndice A — Identificacédo de todos os peptideos encontrados em amostras de PDI submetidas a digestdo com tripsina e
analise nLC-MS/MS

Tabela Al - nLC-MS/MS de todos os peptideos encontrados em amostras de PDI incubadas com veiculo?

Peptideo® Massa tedrica m/z° Massa Massa Erro (ppm) lon Aminoacido modificado
M+ H) experimental calculada score!

KSNFAEALAAHK 1286,6857 429,5675 1285,6805 1285,6778 2,09 93

SNFAEALAAHK 1158,5908 386,8678 1157,5817 1157,5829 -1,03 89

YLLVEFYAPWCGHCK 1942,8985 648,3054 1941,8943 1941,8906 1,93 58 C%%e C%¢ - Carbamidometilagdo
ALAPEYAK 862,4675 431,7364 861,4582 861,4596 -1,64 55

VDATEESDLAQQYGVR 1780,8354 890,9237 1779,8328 1779,8275 2,99 155

EADDIVNWLK 1202,6058 601,8057 1201,5968 1201,5979 -0,90 80

EADDIVNWLK 1218,6007 609,8057 1217,5967 1217,5928 3,24 57 W12 - Hidroxilag&o
RTGPAATTLPDGAAAESLVESSEVAVIGFFK 3091,5952 1031,2077 3090,6013 3090,5873 4,51 142

DVESDSAK 850,3795 425,6899 849,3653 849,3716 -7,43 50

QFLQAAEAIDDIPFGITSNSDVFSK 2713,3362 905,1218 2712,3435 2712,3283 5,59 135

YQLDKDGVVLFK 1424,7790 475,5970 1423,7692 1423,7711 -1,32 94

DGVVLFK 777,4512 389,2278 776,4411 776,4433 -2,74 73

NNFEGEVTKENLLDFIK 2010,0184 670,6803 2009,0191 2009,0105 4,24 113

NNFEGEVTK 1037,4904 519,2468 1036,4791 1036,4825 -3,30 64

NNFEGEVTKENLLDFIK 2010,0184 670,6797 2009,0174 2009,0105 3,39 49



NNFEGEVTK

ENLLDFIK
HNQLPLVIEFTEQTAPK
IFGGEIK

THILLFLPK

SVSDYDGK

TAAESFK
ILFIFIDSDHTDNQR
ILEFFGLK

EECPAVR
LITLEEEMTK
LITLEEEMTK
YKPESEELTAER
IKPHLMSQELPEDWDKQPVK
IKPHLMSQELPEDWDK
IKPHLMSQELPEDWDKQPVK
NFEDVAFDEK
KNVFVEFYAPWCGHCK
NVFVEFYAPWCGHCK
QLAPIWDK

QLAPIWDK

LGETYKDHENIVIAK

1037,4904
991,5465
1965,0446
763,4355
1081,6774
870,3846
753,3784
1833,9136
966,5665
860,3937
1222,6241
1206,6292
1451,7018
2418,2492
1965,9745
2434,2441
1213,5378
2041,9418
1913,8468
970,5363
986,5312

1729,9125

519,2486
496,2750
655,6885
382,2195
361,2317
435,6941
377,1912
611,9786
483,7865
430,6983
611,8150
603,8174
484,5729
605,3196
655,9978
609,3168
607,2728
511,2460
638,6238
485,7727
493,7675

433,2335

1036,4827
990,5354
1964,0437
762,4244
1080,6732
869,3736
752,3679
1832,9138
965,5584
859,3821
1221,6154
1205,6203
1450,6970
2417,2492
1964,9716
2433,2381
1212,5311
2040,9418
1912,8496
969,5309
985,5205

1728,9049

1036,4825
990,5386
1964,0367
762,4276
1080,6695
869,3767
752,3705
1832,9057
965,5586
859,3858
1221,6162
1205,6213
1450,6939
2417,2413
1964,9666
2433,2362
1212,5299
2040,9339
1912,8389
969,5284
985,5233

1728,9046

0,13
-3,24
3,57
-4,16
3,40
-3,49
-3,38
4,42
-0,17
-4,26
-0,65
-0,83
2,10
3,28
2,55
0,78
1,00
3,90
5,57
2,66
-2,84

0,16

48

70

128

38

66

46

52

96

67

39

80

75

97

111

106

62

68

78

63

57

42

71

C32 - Carbamidometilagdo

M324 . Oxidacg&o

M3%6 - Oxidac&o

C397e C4° - Carbamidometilag&o

C%¥7e Cys*®- Carbamidometilagdo

W47 - Hidroxilag&o
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DHENIVIAK 1038,5584 519,7813 1037,5481 1037,5505 -2,34 59
MDSTANEVEAVK 1309,5946 655,3000 1308,5855 1308,5867 -0,95 107 M?*?% - Oxidag&o
MDSTANEVEAVK 1293,5997 647,3004 1292,5862 1292,5918 -4,35 105
VHSFPTLK 928,5257 464,7626 927,5106 927,5178 -7,76 39
FFPASADR 910,4424 455,7233 909,4320 909,4345 -2,72 62
TVIDYNGER 1066,5170 533,7588 1065,5030 1065,5091 -5,72 60
KFLESGGQDGAGDDDDLEDLEEAEEPDMEED 3885,5417 972,1471 3884,5592 3884,5338 6,55 63
ELDISSKGGQDGAGDDDDLEDLEEAEEPDMEED 3757,4467 1879,2390 3756,4634 3756,4388 6,56 128
EI;%SEGGQDGAGDDDDLEDLEEAEEPDMEED 3773,4416 944,1203 3772,4522 3772,4337 4,90 90 M?*%5 - Oxidagéo

apPDI reduzida (10 pM) foi incubada com veiculo em tampé&o fosfato (100 mM, pH 7,4) contendo DTPA (0,1 mM), a 25 °C por 10 min. As amostras foram alquiladas em tampé&o
desnaturante, digeridas com tripsina e submetidas a analise nLC-MS/MS conforme descrito nos procedimentos experimentais;

b Apenas os peptideos modificados estdo mostrados. A porcentagem de cobertura da sequéncia da proteina foi, em média, 84 %;

¢ Todos os peptideos foram carregados com 3 cargas, exceto KNVFVEFYAPWCGHCK que foi carregado com 4 cargas.

dlon score é -10 log (P) onde P é a probabilidade do sinal observado ser um evento aleatério. Em média, para esse experimento, ion score individual > 59 indica extensa
identidade ou homologia (p < 0,01).



Tabela A2 - nLC-MS/MS de todos os peptideos encontrados em amostras de PDI tratadas com HOOU (40 uM)2

Peptideo® Massa tedrica m/z° Massa Massa Erro (ppm)  lon score? Aminoacido modificado
(M +H) experimental calculada
KSNFAEALAAHK 1286,6857 429,5648 1285,6725 1285,6778 -4,17 92
SNFAEALAAHK 1158,5908 386,867 1157,5791 1157,5829 -3,31 79
YLLVEFYAPWCGHCK 1826,8399 609,6174 1825,8305 1825,832 -0,86 82 C58 - C%¢ - Dissulfeto
LKAEGSEIR 1002,5584 334,855 1001,5431 1001,5505 -7,43 7
VDATEESDLAQQYGVR 1780,8354 890,9224 1779,8301 1779,8275 1,48 155
EADDIVNWLK 1202,6058 601,8026 1201,5907 1201,5979 -5,96 75
EADDIVNWLK 1218,6007 609,8002 1217,5859 1217,5928 -5,68 60 W12 — Hidroxilag&do
EADDIVNWLKK 1330,7007 444,2366 1329,6879 1329,6928 -3,73 49
RTGPAATTLPDGAAAESLVESSEVAVIGFFK 3091,5952 1031,2033 3090,5881 3090,5873 0,24 147
TGPAATTLPDGAAAESLVESSEVAVIGFFK 2935,4941 979,1711 2934,4916 2934,4862 1,81 158
QFLQAAEAIDDIPFGITSNSDVFSK 2713,3362 905,1141 2712,3204 2712,3283 -2,9 151
YQLDKDGVVLFK 1424,779 475,5965 1423,7676 1423,7711 -2,48 88
DGVVLFK 777,4512 389,2256 776,4365 776,4433 -8,64 73
NNFEGEVTKENLLDFIK 2010,0184 670,6722 2008,9949 2009,0105 -7,78 116
NNFEGEVTK 1037,4904 519,2439 1036,4732 1036,4825 -8,99 54
ENLLDFIK 991,5465 496,2717 990,5288 990,5386 -9,88 57
HNQLPLVIEFTEQTAPK 1965,0446 655,6879 1964,0418 1964,0367 2,58 133
IFGGEIK 763,4355 382,218 762,4214 762,4276 -8,15 37
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THILLFLPK
ILFIFIDSDHTDNQR
ILEFFGLK
LITLEEEMTK
LITLEEEMTK
YKPESEELTAER

ITEFCHR

IKPHLMSQELPEDWDK
IKPHLMSQELPEDWDK
IKPHLMSQELPEDWDKQPVK

IKPHLMSQELPEDWDKQPVK

NFEDVAFDEK

KNVFVEFYAPWCGHCK

NVFVEFYAPWCGHCK

QLAPIWDK
QLAPIWDK
LGETYKDHENIVIAK
DHENIVIAK
MDSTANEVEAVK
MDSTANEVEAVK
VHSFPTLK

FFPASADR

1081,6774
1833,9136
966,5665
1222,6241
1206,6292
1451,7018
962,4519
1965,9745
1981,9694
2418,2492
2434,2441
1213,5378
1925,8832
1797,7883
970,5363
986,5312
1729,9125
1038,5584
1309,5946
1293,5997
928,5257

910,4424

361,2301
611,9744
483,7832
611,8121
603,8126
484,5702
321,4858
655,9963
661,3233
806,7554
609,3187
607,2686
482,2555
599,9351
485,7682
493,7666
577,3069
346,8541
655,2946
647,297
464,7618

455,7206

1080,6685
1832,9014
965,5518
1221,6096
1205,6106
1450,6887
961,4355
1964,9669
1980,9481
2417,2444
2433,2457
1212,5225
1924,876
1796,7834
969,5218
985,5187
1728,899
1037,5405
1308,5746
1292,5794
927,509

909,4266

1080,6695
1832,9057
965,5586
1221,6162
1205,6213
1450,6939
961,444
1964,9666
1980,9615
2417,2413
2433,2362
1212,5299
1924,8753
1796,7804
969,5284
985,5233
1728,9046
1037,5505
1308,5867
1292,5918
927,5178

909,4345

-0,96
-2,34

-7,03

63

118

61

83

80

97

31

107

59

96

7

71

38

62

62

44

119

54

104

97

59

49

M324 - Oxidag&o

C3% - Carbamidometilagdo

M3%6 - Oxidagéo

M3%6 - Oxidag&o

C37 e C*° . Dissulfeto

C37 e C*° . Dissulfeto

W47 - Hidroxilag&o

M*25 - Oxidagdo



TVIDYNGER

KFLESGGQDGAGDDDDLEDLEEAEEPDME
EDDDQK
KFLESGGQDGAGDDDDLEDLEEAEEPDME
EDDDQK
FLESGGQDGAGDDDDLEDLEEAEEPDMEE
DDDQK
FLESGGQDGAGDDDDLEDLEEAEEPDMEE
DDDQK

1066,517
3885,5417
3901,5366
3757,4467

3773,4416

533,7584
972,1436
976,1421
1879,2191

944,1187

1065,5022
3884,5455
3900,5393
3756,4236

3772,4455

1065,5091
3884,5338
3900,5287
3756,4388

3772,4337

-6,43
3,02
2,72
-4,04

3,13

60

65

50

131

95

127

M4% - Oxidag&o

M*5 - Oxidagdo

aPDI reduzida (10 pM) foi incubada com HOOU (40 pM) em tampéo fosfato (100 mM, pH 7,4) contendo DTPA (0,1 mM), a 25 °C por 10 min. As amostras foram alquiladas em

tampao desnaturante, digeridas com tripsina e submetidas a analise nLC-MS/MS conforme descrito nos procedimentos experimentais;

b Todos os peptideos com ion score acima de 30 estdo mostrados. A porcentagem de cobertura da sequéncia da proteina foi, em média, 84 %;
¢ Todos os peptideos foram carregados com 3 cargas, exceto KNVFVEFYAPWCGHCK que foi carregado com 4 cargas.
d]on score é -10 log (P) onde P é a probabilidade de o sinal observado ser um evento aleatdrio. Em média, para esse experimento, ion score individual > 59 indica extensa

identidade ou homologia (p < 0,01).
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Apéndice B - Espectros de MS e MS/MS do peptideo referente ao dominio a’
com um missed cleavage, alquilado e oxidado
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Figura B1. Caracterizacdo do peptideo ¥KNVFVEFYAPWCRGHCRK*! contendo cisteinas
cataliticas alquiladas. PDI reduzida (10 uM) foi incubada com veiculo (acetato de aménio), em
tampéao fosfato (100 mM, pH 7,4) contendo DTPA (0,1 mM), a 25°C, por 10 min. Em seguida, as
amostras foram submetidas a digestdo com tripsina e submetidas & anélise por nLC-MS/MS (A).
Sequenciamento por MS/MS do pico com m/z igual a 511,2460, correspondente ao peptideo
alquilado (massa monoisotopica 2040,9418 Da) com 4 cargas. 100% intensidade = 6 x 103. Os
insertos a esquerda representam os fragmentos das series b e y previstos teoricamente. Os
fragmentos encontrados no espectro experimental estdo destacados em vermelho. Os insertos a
direita mostram a distribuicdo monoisotopica do peptideo com 4 cargas. O espectro é representativo

de triplicatas experimentais.
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Figura B2. Caracterizacdo do peptideo ¥KNVFVEFYAPWCGHCK?! — 2H contendo cisteinas
cataliticas alquiladas. PDI reduzida (10 uM) foi incubada com veiculo (acetato de amdnio), em
tampéao fosfato (100 mM, pH 7,4) contendo DTPA (0,1 mM), a 25°C, por 10 min. Em seguida, as
amostras foram submetidas a digestdo com tripsina e submetidas a andlise por nLC-MS/MS (A).
Sequenciamento por MS/MS do pico com m/z igual a 482,2555, correspondente ao peptideo
alquilado (massa monoisotopica 1924,8760 Da) com 4 cargas. 100% intensidade = 6 x 10%. Os
insertos a esquerda representam os fragmentos das series b e y previstos teoricamente. Os
fragmentos encontrados no espectro experimental estdo destacados em vermelho. Os insertos a
direita mostram a distribuicdo monoisotopica do peptideo com 4 cargas. O espectro € representativo
de triplicatas experimentais.
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