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RESUMO

Sabe-se que varias patologias estdo associadas a existéncia de dano oxidativo
nos tecidos. O peroxinitrito (ONOO") é um dos agentes oxidantes referido em varias
patologias, tais como na disfungdo ventricular, na carcinogénese ¢ em doencas
neurodegenerativas. Para além destes estudos, verificou-se recentemente que a
exposic¢ao dos filamentos de actina (F-actina) a fluxos submicramolares de peroxinitrito,
provoca uma despolimerizagao destes filamentos com uma consequentemente inibi¢ao
da estimulacdo da actividade ATPésica da miosina. No presente trabalho, estudou-se a
susceptibilidade da actina, de musculo esquelético de coelho, a exposi¢ao cronica in
Vvitro a peroxinitrito, resultante da decomposi¢cdo do composto SIN-1. O SIN-1 liberta
pulsos lentos das espécies oxidantes de superdxido (*02°) e 6xido nitrico (*°NO), que
reagem entre si resultando em peroxinitrito (ONOQ"). O efeito deste agente oxidante na
actina foi analisado medindo a capacidade de polimerizacdo da proteina, a nitragcdo dos
residuos de tirosina e a oxidagdo dos residuos de cisteina e de metionina. Apos
exposicdo ao SIN-1 observou-se, que o peroxinitrito aumenta o tempo de meia vida
(ti2) da polimerizacdo méaxima de G-actina com um ICsy de 58,5 + 10,4 uM SIN-1.
Verificou-se oxidacdo de cisteinas de G-actina, sendo a Cys374 a mais susceptivel ao
ONOO™ (ICso = 10,9 + 2,5 uM SIN-1). Identificou-se ainda uma possivel oxidagdo das
metioninas nas posicdes 44 e 47 com valores de ICsy de 58,7 £ 19,2 uM e 30,8 + 8,8 uM
de SIN-1, respectivamente. Nao se detectou, no entanto, formacdo de 3-nitrotirosinas.
Apesar da oxidagdo da Cys374 preceder a oxidacdo da Met44 e da Met47, os valores de
ICsyp semelhantes encontrados para a inibicdo da polimerizagdo da G-actina e para
oxidagdo das metioninas, sugerem que estes residuos apresentam um papel relevante na

oxidagdo induzida pelo peroxinitrito na actina.
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ABSTRACT

It’s known that oxidative stress is associated in diverse diseases. Peroxynitrite is
one of these oxidant agents that is described in some diseases, like ventricular
dysfunction, carcinogenesis and neurodegenerative diseases. Furthermore, was been
recently shown that an exposure to submicromolar fluxes of ONOO", produces an
extensive depolymerization of the actin filaments (F-actin) leading to an almost
complete blockade of myosin ATPase activity stimulation. In this work, it was studied
the susceptibility of actin from rabbit skeletal muscle to in vitro cronic exposure to
peroxynitrite, resulting of the SIN-1 compound decomposition reaction. SIN-1 releases
slow pulses of the oxidant species superoxide (*0;") and nitric oxide (*NO), which react
one each other to produce peroxynitrite (ONOQ"). The effect of this oxidant agent on
actin was determined measuring the ability of G-actin polymerization, the tyrosine
residues nitration and the cystein and methionine oxidation. After exposure to SIN-1 it
was observed that the half-time of maximum polymerization of G-actin is increased
with an ICsy value of 58,5 = 10,4 uM SIN-1. It was verified the G-actin cystein
oxidation, being Cys 374 the most susceptible to ONOO™ (10,9 + 2,5 uM SIN-1). It was
identified a possible oxidation of methionine 44 and 47 with ICsy values of 58,7 + 19,2
puM and 30,8 £ 8,8 uM SIN-1, respectively. There was no production of 3-
nitrotyrosines. Although the oxidation of Cys-374 precedes that of Met-44 and Met-47,
the close ICsy values obtained for the inhibition of G-actin polymerization and
methionines oxidation suggests that these residues may play a relevant role in the

functional impaiment of peroxynitrite-induced actin oxidation.
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Introducéo

| - INTRODUCAO

Quando ocorre um aumento dos niveis de stresse oxidativo, 0os organismos vivos
tém uma extrema capacidade de adaptagdo a alteragdes internas e/ou externas a que sao
submetidos, apresentando mecanismos proprios que sdo desencadeados para que haja a
manuten¢do do equilibrio entre os agentes oxidantes e os antioxidantes. Se este

equilibrio ndo é conseguido, os sistemas sofrem dano oxidativo por parte do agente

oxidante (Fig. 1) (Scandalios, 2002).

1

Equilibrium £
(AOX=ROS) /[ \

b
AOX / ROS

Oxidative slress
(Excess ROS)

Oxidative stress

(Depleted ADX)

/ ROS

Anfioxidants Oxidants

LY
\
-.
"‘.
Y

Fig. 1 — Equilibrio entre agentes antioxidantes (AOX) e espécies reactivas de oxigénio (ROS).
Quando hé maior concentragdo de ROS do que de AOX o sistema passa para o estado de stresse

oxidativo (Scandalios, 2002).

Os agentes antioxidantes sdo compostos vitaminicos, minerais ou ainda enzimas.
Estas enzimas sdo as primeiras defesas antioxidantes a actuar contra os radicais livres.

Sdo exemplos a superdxido dimsutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
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peroxidase (GPx). A primeira reduz o radical anido superdxido (°O;) resultando em
perdxido de hidrogénio (H,O;) e oxigénio (O,) (Reacgdo 1). A CAT e a GPx trabalham
simultaneamente com a glutationa reduzindo o H,O, para formar dgua (H,O) (Reacgdo

2 ¢ 3). Posteriormente a glutationa oxidada vai ser reduzida pela enzima antioxidante

glutationa reductase.
SOD
2°0, + 2H EE— H0, + O (1)
CAT
2H,0, — > H,0 +0, (2)
GPx
H,O, + 2Glutationa ' Glutationa oxidada + 2H,O 3)

As células musculares também estdo sujeitas ao efeito de stresse e como
consequéncia pode surgir envelhecimento celular, ou determinadas patologias como
distrofia muscular e cardiomiopatias. Nestas células as proteinas contracteis, como a
miosina e a actina, sdo bastante frequentes e representam cerca de 40 % da massa total
do corpo humano. A actina ¢ uma proteina constituinte do citoplasma que ¢ altamente
conservada em todos os eucariotas e constituinte do citoesqueleto. Esta proteina
desempenha fungdes importantes como a contracgao muscular, a motilidade celular, o
transporte de organelos € tem também um papel importante no metabolismo de
aminoacidos e proteinas. No entanto, a actina ¢ um dos alvos preferenciais da maioria
dos agentes oxidantes e apresenta uma baixa capacidade de recuperacdo de danos
oxidativos. Estas caracteristicas podem ser duas das causas de envelhecimento celular.
Em consequéncia do envelhecimento celular poderdo surgir algumas patologias como a

distrofia muscular e as cardiomiopatias.



Introducéo

A actina esta presente em muitos tipos celulares, contudo neste trabalho focou-se

a sua importancia nas células musculares e a influéncia do peroxinitrito nesta proteina.

1.1 — Sistema Muscular

O tecido muscular esta espalhado por todo o corpo, debaixo da pele, envolvendo
muitos Orgdos internos ¢ vasos sanguineos. Existem trés tipos de tecido muscular, o
musculo esquelético, o musculo liso e o musculo cardiaco. Em todos eles a actividade
contractil depende da interac¢do de dois tipos de filamentos: os filamentos grossos
constituidos por miosina e os filamentos finos, constituidos por actina. Entre estas duas
proteinas formam-se pontes, que sdo o resultado da interac¢do entre as cabegas de
miosina e os filamentos de actina, que se movem na contrac¢do fazendo com que estas
duas proteinas deslizem uma pela outra (Voet e Voet, 1995).

O musculo esquelético ¢ responsavel por movimentos voluntarios, como por
exemplo locomogdo. E também conhecido por musculo estriado, porque quando
observado ao microscopio as fibras musculares que o constituem se assemelham a

estrias (Fig. 2) (Voet e Voet, 1995).

Fig. 2 — Fibra muscular vista sob luz de microscopio, com aparéncia de estrias (Voet e Voet,

1995).

O musculo ¢ constituido por uma série de fibras musculares, sendo a fibra

muscular constituida por células multinucleadas (Fig. 3), também designadas por
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miofibrilas. Cada miofibrila contém varios sarcomeros que sdo constituidos pelos dois
tipos de filamentos, o filamento grosso (de miosina) e o filamento fino (de actina) (Fig.
3) (Voet e Voet, 1995).

A B

Conjunto de
fibras musculares

/

Filamento Filamento
de Miosina de Actina

Miofibrila

Figura 3 — (A) Organizacdo do musculo esquelético. (B) Ampliacdo do sarcomero e das
proteinas que o constituem, designadamente a miosina (filamento grosso) ¢ a actina (filamento

fino).

I.1.1 - Miosina

A miosina é normalmente associada a uma superfamilia de proteinas motoras
capazes de interactuar com os filamentos de actina. Nesta superfamilia estdo
representadas pelo menos quinze subclasses. A miosina do tipo II ¢ a classe presente nas
células musculares e ¢ constituida por duas cadeias polipeptidicas iguais, enroladas
entre si, tendo cada cadeia uma massa molecular relativa de, aproximadamente, 200
kDa (Sellers, 1999).

A miosina est4 dividida em trés zonas: cabega, pesco¢o e cauda. O dominio da

cabeca ou dominio motor, contém um local de ligagdo para nucleodtidos e outro para

ligacdo a actina. O dominio do pescoco parece regular a distancia da cabeca de miosina
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para que esta funcione melhor, como uma alavanca, durante a geracdo de forga
responsavel pela contrac¢do muscular. A cauda ou ancora serve para fixar a miosina
para que se possa mover em relagdo aos filamentos de actina (Sellers, 1999).

A molécula de miosina divide-se em meromiosina leve e meromiosina pesada,
que podem ser clivadas por tripsina. A meromiosina pesada pode ainda ser clivada pela
papaina dando origem ao subfragmento-1 (S1) da miosina e ao subfragmento-2 (S2) da

miosina (Fig. 4) (Voet e Voet, 1995).

Heawy ¢
meromyosin (HMM)

papain

Y

w

A S1

Figura 4 — Clivagem enzimatica da miosina (Voet e Voet 1995).

[.1.2 — Actina

A baixas forgas i6nicas, a actina ocorre na forma de mondmero globular com
375 residuos (G-actina ou actina globular) (Fig. 5A). Na presenca de condigdes salinas
fisiologicas, cerca de 50-100 mM de cloreto de potassio (KCl) e 1 mM de ides
magnésio (Mg®"), os monémeros associam-se e a proteina converte-se em filamentos
(F-actina) (Fig. 5B). E nesta estrutura que adquire a capacidade funcional morfologica
para estimular a actividade de hidrolise do ATP (ATPésica) pela miosina. Cada
mondmero de G-actina catalisa a hidrélise de uma molécula de ATP durante um unico

ciclo de contrac¢dao muscular (Voet e Voet, 1995).
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Single actin subunit

R
Actin filament consisting
of muitiple subunits

Figura 5 — Representacdo da actina na sua forma globular (A) e na sua forma filamentosa (B)

(http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/illustrations/actin).

[.1.3 — Mecanismo de contrac¢cdo muscular

A miosina interage com a actina formando pontes cruzadas entre os filamentos
resultando na produgdo de forga e, consequentemente, no deslizamento dos filamentos
de actina pelos de miosina, diminuindo o tamanho do sarcémero. E por este motivo que
o musculo contraido tem apenas um ter¢o do comprimento total do musculo.

Na contraccdo muscular, o mecanismo de hidrolise de ATP pelo complexo
actina-miosina (actomiosina) pode ser resumida num ciclo de seis passos importantes:
(1) ATP liga-se a cabeca de miosina (S1) e este desliga-se da actina; (2) o sitio activo
fecha-se, da-se a hidrolise de ATP e o S1 aumenta o seu angulo em relagdo ao resto da
molécula de miosina; (3) S1 forma uma ligacao fraca com o mondmero de actina; (4) P;
(fosfato inorganico) ¢ libertado do S1, fazendo com que a afinidade a actina, antes fraca,
aumente; (5) “power stroke” ou geracao de forca acontece; (6) ADP ¢ libertado, o
musculo fica no estado de “rigor mortis” e o ciclo ¢ finalizado (Fig. 6) (Voet e Voet,

1995).
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Z disk +— —= M disk

B e
Rl

oo Moo
PP

Thin filament

1 ATP binds to 51 head;
actin cleft opens; 51 head
releases actin

& ADP release ,

2 Active site closure _— H,0
followed by ATP ,
hydrolysis causing
cocking of 51 head

5 Power stroke

Transient
intermediate

4 P; release resulting
in strong binding of
51 head to actin

4 /’Neah binding of
51 head to actin

Fig. 6 — Mecanismo de hidrolise do ATP pelo complexo actomiosina durante o processo de
contrac¢do muscular. A cabega de miosina desliza pelos monémeros de actina num processo
que ¢ acompanhado pela hidrélise de ATP. Observa-se na figura que o monémero ao qual o S1
se liga no inicio ndo é o mesmo a que o S1 se liga no fim, estando o primeiro destacado numa

cor mais escura (Voet e Voet, 1995).

A regulacdo da contrac¢do muscular acontece num processo regulado pelo ido de
O 2+ . . ~ ,
calcio (Ca™"), que envolve a troponina e a tropomiosina, onde a contraccdo se da na

presenga de ATP, mas apenas quando o ido calcio estd presente (Fig. 7) (Voet e Voet,

1995).
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(h) ; T

Figura 7 — Controlo da contrac¢do muscular pela troponina (Tn) e pela tropomiosina (Tm). (a) O
S1 interage ¢ move-se sobre a F-actina (A) durante a contracg¢do e¢ na presenca de calcio. (b)
Quando ha dissociagdo de calcio da troponina C (TnC) a tropomiosina (Tm) muda para uma
posicdo que impede a interaccdo da actina com a miosina, ocorrendo assim o relaxamento do

musculo (Voet e Voet, 1995).

1.2 — Citoesqueleto de actina e a sua funcéo

Nos seres eucariotas existe uma estrutura denominada de citoesqueleto que lhes
permite adoptar uma variedade de formas e executar movimentos coordenados, e que ¢
constituida por uma rede de filamentos proteicos. Esta rede ¢ formada por trés principais
tipos de filamentos: os microtubulos, os filamentos intermediarios e os microfilamentos.
Estes filamentos diferem entre si quanto a estrutura, dimensdo e fungdo desempenhada
na célula.

Os microtibulos sdo estruturas tubulares constituidos por subunidades de um
heterodimero de tubulina a e de tubulina B. Tém um papel importante no transporte
intracitoplasmatico de vesiculas e organelos durante a interfase, na constru¢do do fuso

mitdtico, no movimento de cromossomas e na criacdo ¢ manuten¢ao de dominios
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citoplasmaticos (Azevedo, 1999). Os filamentos intermedidrios sao compostos por
proteinas fibrosas e possuem um didmetro de 10 nm. Pensa-se que a sua fungdo estd
relacionada com estabilidade mecanica que confere as células e tecidos para uma
organizagao tridimensional (Azevedo, 1999).

Para além dos filamentos mencionados anteriormente existem ainda os
microfilamentos ou filamentos de actina que sdo estruturas filamentosas resultantes da
polimerizacdo de actina globular (G-actina) em F-actina (actina filamentosa). Este
sistema esta envolvido na localizagdo e motilidade intracitoplasmatica de organelos e
vesiculas, bem como na motilidade celular. Para além destas fun¢des pode ter um papel

determinante nos mecanismos de transducg¢ao de sinal (Azevedo, 1999).

[.2.1 — Estrutura

A primeira determina¢do completa de uma sequéncia de aminoacidos de uma
proteina miofibrilar foi feita por Elzinga et al (1973), que determinaram a sequéncia
completa de aminodcidos da actina no musculo esquelético de coelho. A cadeia
polipeptidica de actina consiste em 374 residuos com uma massa molecular total de
41785 Da, aproximadamente 42 kDa. Ao comparar esta sequéncia com péptidos de
actinas isoladas de outras fontes observa-se que a actina tem a sua sequéncia altamente
conservada. E uma proteina globular que pode existir na forma monomérica de G-actina
(Fig. 8A) na auséncia de sais ou na forma filamentosa de polimero de dupla cadeia,
denominando-se de F-actina (Fig. 8B) em concentragdes fisioldgicas salinas (50-100
mM KCl e 1 mM de ides de magnésio) (Elzinga et al, 1973).

A polimerizagao, in vitro, da actina pura necessita de ATP e ides monovalentes
ou divalentes. Deste modo quando os ides de potassio ou magnésio sdo adicionados a

mondmeros de actina na presenga de ATP, ocorre um aumento dos filamentos devido a
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polimerizacdo rapida. A localizacdo, a extensdo, a polaridade e o momento da
polimerizacao da actina e as suas propriedades sdo regulados por um grande numero de
proteinas que se ligam a actina. As maiores categorias incluem a miosina, uma proteina
motora, proteinas estabilizadoras dos filamentos como a tropomiosina e proteinas
reguladoras como, por exemplo, a profilina.

As propriedades destas proteinas que determinam a organizacdo do
citoesqueleto de actina sao moduladas por sinais ambientais através de hormonas,
factores de crescimento e receptores da matriz extracelular, e também de diferenciagdo
interna de sinais, como por exemplo os moduladores do citoesqueleto, incluindo os ides
calcio, pH, inositol, lipidos e fosforilagao (Sheterline, 1998).

A B

Monomero
de G-actina.

Subdominia 3

Figura 8 — Representagdo da estrutura da actina. (A) G-actina com os quatro subdominios
indicados. (B) Representagdo da estrutura de F-actina. Cada cor representa um monoémero de G-
actina, que constituem o polimero. A F-actina é um polimero helicoidal constituido por duas

cadeias (http://www.bbri.org/faculty/dominguez/Movies/).

[.2.2 — Importincia

A actina desempenha um papel importante na motilidade de macromoléculas e

de organelos a nivel celular, no transporte de calcio (Wang et al, 2004) e sodio
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(Ekaterina et al, 2003), assim como na producdo de forca no sistema muscular
contractil. Estd associada a processos de comunicag¢do neuronal, como, por exemplo na
jun¢do neuromuscular em que os receptores de acetilcolina estdo ancorados ao
citoesqueleto de actina. Tal como a acetilcolina, muitas outras proteinas de membrana
estdo ancoradas a actina através de ligagdo directa com proteinas que servem de ponte
(Daniel et al, 1998). Para além destas fungdes, a actina serve como sitio de ligacdo das
pontes cruzadas com a miosina, ¢ ainda serve de suporte para as proteinas regulatorias

como a troponina ¢ a tropomiosina (Elzinga, 1973)

1.2.3 — Actina e stresse oxidativo

Milzani et al (1997) estudaram o efeito de alguns agentes oxidantes na actina e
verificaram que o tratamento com peroxido de hidrogénio (H,O;) diminuia a capacidade
da actina de polimerizar e produzia polimeros instaveis que falhavam na interac¢do com
proteinas de “cross-linking” como a miosina. Esta inibicdo da polimerizacdo ¢
dependente da concentracdo de peroxido de hidrogénio. Verificaram também que a
diamida, um agente oxidante possuindo dois grupos amido, inibe a polimerizagdo de
actina por afectar ligeiramente a extensao maxima de polimerizacdo e por influenciar a
extensao de polimerizagdo de actina. Observaram que a influéncia do perdxido de
hidrogénio, na extensdo maxima de polimerizagdo, ¢ mais notavel do que a obtida com
diamida. Concluiram entdo, que a oxidacdo da actina e os danos oxidativos que sofre
sdo especificos e relacionados com as caracteristicas quimicas do oxidante.
Experiéncias em solugdes de actina pura mostraram que o comportamento da actina a
oxidacdo depende i) dos aminoacidos alvo do oxidante e ii) da plasticidade da molécula
de actina, que responde de modo diferente a alteracdes quimicas. A resposta da actina

ao stresse oxidativo parece depender da “conectividade estrutural da actina”, a
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propriedade que permite modular especificamente a arquitectura dos filamentos de
actina.

Dalle-Donne et al (1999) também relataram a susceptibilidade da actina ao
stresse oxidativo provocado pelo agente oxidante tert-Butil de Hidroperoxido,
normalmente utilizado como antiséptico, e verificaram que existia oxida¢do das
metioninas e da cisteina 374 da actina. Como consequéncia, esta oxidagdo provocava
uma alteragdo da molécula de actina, e ainda uma alteragdo na cinética de
polimerizacdo. Mais tarde Dalle-Donne et al (2002) aprofundaram o conhecimento
sobre a oxidacdo da actina pela cloramina-T, outro agente antiséptico, na polimerizagao
e na estabilidade da molécula e observaram que a oxidacdo de varias metioninas leva a
completa inibicdo de polimerizacdo e afecta profundamente a estabilidade da F-actina,
que rapidamente despolimeriza.

Estudos realizados com neutréfilos, por Clements et al (2003), mostram também
que a actina intracelular quando sofre oxidacdo pelo peroxinitrito resultante da
decomposicao do SIN-1 apresenta alteragdes na sua fun¢do. A actina apresenta sinais de

nitracdo, ha inibi¢cdo da polimeriza¢do e uma inducdo da despolimerizagao.

1.3 — Stresse oxidativo celular

O stresse oxidativo causa modificagao de macromoléculas celulares e conduz a
um dano celular. Nos organismos pode resultar do excesso de producdo de espécies
reactivas de oxigénio ou de uma deficiéncia no sistema de defesa antioxidante. As
espécies reactivas de oxigénio sdo libertadas no citoplasma, entre outros locais, onde
podem interagir com proteinas sinalizadoras e modificar a sua fungdo. As espécies
reactivas de oxigénio sdo produtos do metabolismo normal que envolve as enzimas

SOD, CAT e GPx, descrito anteriormente e sdo exemplo o radical anido superoxido

12
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(*0y), o radical 6xido nitrico (*NO), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical
hidroxilo (OH®).

Os radicais livres de oxigénio, também conhecidos por espécies reactivas de
oxigénio (ROS) sdo espécies quimicas transitorias, altamente reactivas, caracterizadas
pela presenca de electroes desemparelhados. Podem ser formados durante o
metabolismo aerdbico normal, como acontece durante o fluxo de electrOes através da
cadeia de transporte de electrdes mitocondrial. As ROS t€ém um potencial para iniciar
danos em varios componentes intracelulares, incluindo acidos nucleicos, lipidos e
proteinas, das quais o funcionamento normal das células depende (Haycok et al, 1996).

A acumulacdo de proteinas modificadas oxidativamente, durante o
envelhecimento e o stresse oxidativo, fez com que se comecasse a tentar compreender
os mecanismos fisioldgicos e ndo fisioldgicos que geram ROS (espécies reactivas de
oxigénio) e cuja producdo envolve uma grande diversidade de factores bem como a
modificacdo bioldgica por parte de ROS em varios tipos de macromoléculas. As ROS
podem conduzir a oxidag@o de residuos de aminoéacidos das cadeias laterais, a formacao
de “‘cross-linking” (pontes cruzadas) entre proteinas, e a alteracdo da estrutura da
proteina com consequente fragmentagao.

A acumulacdo de proteinas oxidadas esta associada a um grande numero de
doencas. Acredita-se que, durante o envelhecimento, existe uma acumulagdo
progressiva de erros ao nivel do DNA que afecta factores que governam a dinamica da
oxidagdo de proteinas e a dinamica de degradagdo destas proteinas oxidadas. Existe
portanto um desequilibrio entre estes dois processos, onde a acumulacdo de proteina
oxidada ¢ o processo favorecido, com perda da sua funcdo biologica.

Muitos agentes oxidantes, incluindo o peroxinitrito, sdo formados em leucocitos

polimorfonucleares e noutras células fagociticas que sdo activadas devido a uma
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reaccdo ao agente estranho ao organismo. As células activadas produzem agentes
oxidantes altamente téxicos para microorganismos extracelulares invasores, mas
também para os tecidos e para os proprios neutrédfilos, levando a oxidacdo de varios

aminoacidos de muitas proteinas. (DalleDone et al, 1999).

1.3.1 — Producéao e Fontes de ROS

Quando um organismo esta sob infec¢do e inflamagao sdo activados mecanismos
de defesa, onde se incluem as enzimas que produzem agentes oxidantes para combater a
infecgdo (Fig. 9). Como exemplos destas enzimas temos a NADPH oxidase e a xantina
oxidase que produzem o radical anido superoxido. Existe a Oxido nitrico sintetase
induzida (iNOS) que produz o 6xido nitrico a partir da l-arginina, a mieloperoxidase
que produz o acido hipocloroso (HOCI) através do peroxido de hidrogénio e do ido
cloreto (CI') e a eosindfilo peroxidase que produz o 4cido hipobromoso (HOBr) usando
o peréxido de hidrogénio e o brometo (Br’). Estas duas ultimas enzimas podem também
produzir cataliticamente o didxido de nitrogénio (*NO,) usando o perdxido de
hidrogénio e o nitrito como substratos (Ohshima et al, 2003).

Os varios oxidantes produzidos em tecidos inflamatérios reagem uns com os
outros para produzir espécies oxidantes muito mais potentes do que as precursoras (Fig.
10). Estas ROS e as espécies reactivas de nitrogénio (RNS) sdo produzidas
primeiramente para invadir agentes infecciosos e agentes estranhos ao organismo por
reac¢des de nitracdo e oxidagdo nos residuos de aminoacidos das proteinas. Contudo,
quantidades excessivas de espécies produzidas nos tecidos inflamados podem causar
danos nas células do proprio organismo e inclusive promover danos na molécula de

DNA induzindo mutagdes (Ohshima et al, 2003).
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Figura 9 — A inflamagdo crdnica causada por agentes bioldgicos, quimicos e fisicos ¢

associada a um aumento do risco de cancro ou outras doengas (Ohshima et al, 2003).
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Figura 10 — Produ¢do de ROS e de RNS por varias enzimas que produzem agentes
oxidantes. Sdo formados novos oxidantes potentes por reacg¢des entre o *NO, o *O,,, H,0, e
HOCI. Estes oxidantes danificam o DNA, RNA, lipidos e proteinas por nitracdo e oxidagao.
SOD - Superoxido dismutase; MPO - Mieloperoxidase; EPO — eosinofilo peroxidase (Ohshima

et al, 2003).
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1.3.2 — Peroxinitrito

Foi demonstrado que os macréfagos, os neutrofilos e as células endoteliais
conseguem gerar peroxinitrito quando estimuladas e existem dados que evidenciam uma
formagdo in vivo em veias corondrias ateroscleroticas, em danos agudos dos pulmdes ¢
em inflamagdes cronicas (Ischiropoulos e Al-Mehdi, 1995).

O peroxinitrito resulta da reac¢do entre dois radicais livres, o 6xido nitrico
(*NO) e o anido superdxido (*0Oy). O oxido nitrico aparece como sendo a forma
predominante de um derivado endotelial relaxante, que ¢ sintetizado enzimaticamente
pela via de oxidacdo da arginina pela NADPH oxidase activada por calcio. A
acetilcolina, os nucleotidos de adeninda, os inondforos de célcio, a bradiquinina e
muitos outros compostos, activam a sintese de *NO pelo endotélio.

O ¢6xido nitrico aparece no organismo através da ac¢do da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS). Sao conhecidas trés isoformas de NOS, a NOS induzida (iNOS), a NOS
endotelial (eNOS) e a NOS neuronal (nNOS). Estas enzimas convertem a L-arginina em
L-citrulina na presenca de oxigénio e varios co-factores, originando o 6xido nitrico (Fig.

11). Estas enzimas sdo frequentes no citoplasma (Carvalho et al, 2001).

ON
( L-arginina
Clogine) e

L4 L4
NADPH ——> (D —— waop
% e

nz eNOS

Figura 11 — Esquema representativo da formagéo de 6xido nitrico nas células (Carvalho et al,

2001).

16



Introducéo

O superéxido ¢ um biproduto do mecanismo celular normal. As fontes
intracelulares de *O, incluem a mitocdndria, o reticulo endoplasmatico e proteinas
soliveis como a hemoglobina, aldeido oxidase, ¢ xantina oxidase. A producdo de
superoxido pode ser realgada em processos patologicos incluindo hipoxia, metabolismo
de xenobidticos, inflamagdo, e isquémia/reperfusio. Quando gerado em excesso, 0 Oy’
¢ responsavel por danos celulares (Radi et al., 1991).

A NADPH oxidase ¢ um complexo multienzimatico de membrana mitocondrial
que pode ser activado por uma variedade de intermediarios soliveis ou por estimulos
particulares que interagem com os receptores da superficie da célula e produzem
intermediarios reactivos de oxigénio. Este complexo esta separado da cadeia de
transporte de electrdes na mitocondria. E um dador de electrdes e converte o oxigénio

molecular em superoxido (*0,") (Reacgdo 4) (Cadenas e Forman, 1997).

NADPH + H"+20, ————» NADP +2H +2°0, (4)

O Peroxinitrito ndo ¢ um radical livre porque os electrdes desemparelhados do

oxido nitrico combinam com os do superoxido formando uma nova ligagdo (reacgdo 5).

A constante de reac¢ao de segunda ordem entre o 6xido nitrico e o superdxido € de 6.7 x

10° M's™ (Radi et al., 1991).

‘0, + °NO — 5 ONOO %)

1.3.3 — Peroxinitrito gerado por SIN-1

O composto SIN-1 (3-morpholino-sydnonimine) é usado in vitro para produzir

peroxinitrito. Singh et al (1999) descreveram o mecanismo de decomposi¢do do SIN-1
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que, se decompde em trés passos, originando 6xido nitrico (*NO) e superdxido (*Oy)
(Fig. 12). Inicialmente este composto sofre uma isomerizagdo que resulta numa
estrutura com um dos anéis aberto (SIN-1A) que, pela transferéncia de um electrao,
reduz o oxigénio a superéxido. Como consequéncia, o radical catido do SIN-1 (SIN-1°")
decompoe-se em SIN-1C libertando o 6xido nitrico. Como descrito anteriormente, o
superoxido reage com o 6xido nitrico dando origem ao peroxinitrito (ONOQO).

O SIN-1 é um agente oxidante que imita o efeito de uma exposi¢ao crénica ao
stresse oxidativo provocado pelo peroxinitrito, porque na sua decomposi¢cdo produz
pulsos lentos e continuos do radical anido superoxido e do radical o6xido nitrico,

formando o peroxinitrito (Singh et al, 1999).
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Figura 12 — Esquema representativo da decomposi¢do de SIN-1 com o aparecimento do radical

anido superoxido e do radical éxido nitrico (Singh et al, 1999).

1.3.4 — Alvos do peroxinitrito nas proteinas

O peroxinitrito ¢ um potente agente oxidante capaz de promover danos incluindo
a peroxidacdo lipidica, a inactivacdo de enzimas e nitracdo de residuos de tirosinas que
podem afectar a fungdo proteica. Foi mostrado que o peroxinitrito oxida residuos de

aminoacidos incluindo as cisteinas, metioninas e tirosinas.
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I.3.4.A - Cisteinas

A primeira reac¢do directa do peroxinitrito descrita foi com os grupos tiol das
cisteinas. E também este residuo que reage mais rapidamente com o peroxinitrito. Os
grupos tiol (-SH) deste aminoécido sdo alvos comuns de radicais livres e a sua oxidagdo
¢ a chave do mecanismo de toxicidade mediado por radicais livres ao nivel molecular.
Estes grupos sdo importantes, nos sitios activos de muitas enzimas, para manter a
conformacgado nativa das proteinas. O anido peroxinitrito (ONOQO") oxida os grupos tiol
cerca de 10° vezes mais rapido que o peréxido de hidrogénio a 37 °C e pH 7,4 (Radi et
al, 1991). Esta oxidagao acontece em moléculas ndo proteicas e proteicas. A constante
de reaccdo do anido peroxinitrito com as cisteinas livres € com o Unico grupo tiol livre
da albumina é de 5900 M's e de 2600-2800 M's™", respectivamente, a pH 7,4 a 37 °C.
Estas constantes de reac¢do sdo de trés ordens de grandeza maiores do que as constantes
relativas ao peroxido de hidrogénio com os grupos tiol a pH 7,4. Os efeitos citotoxicos
do peroxinitrito podem estar relacionados com a oxidac¢do dos grupos tiol nos tecidos.
Nos aminodcidos este grupo esta presente na cisteina, que ¢ oxidada pelo peroxinitrito a

cistina (Fig. 13).

Figura 13 — Representagao estrutural do residuo de cisteina (A) e do composto resultante apos a
oxidagdo com o peroxinitrito, cistina (B).

A G-actina tem na sua estrutura cinco cisteinas nas posigoes 10, 217, 257, 285 e
374 (Elzinga et al, 1973). As quatro primeiras cisteinas estao localizadas no interior da
proteina e por isso, ndo estdo em contacto com o solvente. Mas a cisteina na posicao

374 esta no exterior da proteina e por isso em contacto com o solvente, pelo que quando
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ocorre algum tipo de oxidacdo esta cisteina é, como veremos, a mais susceptivel das

cinco. Por este motivo ¢ denominada de cisteina rapida (Takashi, 1979).

1.3.4.B — Metioninas

Com excep¢do do radical *O,, todos os oxidantes produzem, em sistemas
bioldgicos, metioninas oxidadas que, juntamente com as cisteinas e os triptofanos,
pertencem aos residuos de aminoacidos mais rapidamente oxidados das proteinas. O
produto de oxidag¢do da metionina ¢ um derivado sulféxido, que pode ser reduzido
novamente a metionina por quimicos ou pela metionina sulfoxido reductase. A oxidagao
da metionina pode ter diferentes consequéncias funcionais.

Recentemente varios investigadores observaram que os residuos de metioninas
dentro das proteinas exibiam variedade na sua susceptibilidade a oxidagdo. A
susceptibilidade normalmente esta correlacionada com a exposi¢do do residuo a
superficie, contudo os residuos perto das metioninas também podem modular a sua
susceptibilidade. Estudos de varias proteinas biologicamente activas suportam a
hipotese de que os residuos de metionina expostos a superficie atraem efectivamente os
agentes oxidantes, enquanto que a funcdo bioldgica da proteina é, geralmente, mantida
(Levine et al, 1999). Assim os residuos de metioninas expostos a superficie podem
servir como antioxidantes enddgenos, reagindo rapidamente com os agentes oxidantes a
pH fisiologico, sendo a sua concentracdo efectiva a superficie da proteina elevada.
Outros residuos dentro de regides criticas das proteinas ficam assim protegidos, e a
existéncia de mecanismos de reparagdo significa que cada metionina pode atrair muitas
moléculas oxidantes (Levine et al, 1999).

Dalle-donne et al (1999) ao investigarem o efeito da oxidacdo dos residuos de

metioninas na polimerizag¢do da actina e verificaram que as metioninas mais expostas ao
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solvente (Met 44, 47 ¢ 355) sdo mais susceptiveis a oxidagdo. Observou-se também que
a oxidacdo de algumas metioninas criticas causa uma completa inibicdo da
polimerizacdo da actina e afecta gravemente a estabilidade dos filamentos de actina, que
despolimerizam rapidamente (Dalle-donne et al, 2002).

Alvarez e Radi (2003) descrevem que as metioninas reagem com O peroxinitrito
com uma constante de segunda ordem de cerca de 10> M''s”, resultando num derivado
sulfoxido (Fig. 14) sugerido como responsavel pela inactivagdo de proteinas ou pela
diminui¢ao da sua actividade biologica. Para além destes efeitos existem muitos estudos
que documentam o conteudo deste derivado sulfoxido nas proteinas durante o
envelhecimento (Levine et al, 1999).

Na G-actina estdo presentes dezasseis metioninas nas posicoes 44, 47, 82, 119,

123, 132, 176, 190, 227,269, 283, 299,305, 313, 325 e 355 (Elzinga et al, 1973).

w

HO ~ _._\\/\/\“/OH
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NH,
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On—n
o

methiomine sulfoxide

Figura 14 - Representacdo estrutural do residuo de metionina e do seu derivado sulfoxido.

1.3.4.C — Tirosinas

O peroxinitrito ou os seus intermediarios podem ser toxicos ao reagirem com
varias moléculas bioldgicas. Quando reage espontaneamente com proteinas um dos
resultados pode ser a nitracdo dos residuos de tirosina formando nitrotirosinas.
(Ischiropoulos e Al-Mehdi, 1995).

Segundo Alvarez e Radi (2003) a tirosina ¢ um dos aminoacidos que ndo reage

directamente com o peroxinitrito. Pode, no entanto, ser modificada através de radicais
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intermediarios como o hidroxilo, o carbonato, o didéxido de hidrogénio ou ainda por
metais de transi¢do que se tornam espécies oxidantes pela reaccdo com o peroxinitrito.
As tirosinas podem sofrer varias modificagdes na presenca do peroxinitrito, dando
origem a 3-nitrotirosinas, 3-ditirosinas, 3-hidroxitirosinas (Fig 15). Na actina existem 16
residuos de tirosina, nas posigdes 53, 69, 91, 133, 143, 166, 169, 188, 198, 218, 239,
278, 293, 305, 336 e 361 (Elzinga et al, 1973). A formagdo de nitrotirosinas foi
detectada em patologias humanas e ¢ um marcador 1til de detec¢@o de peroxinitrito.

A formagdo de nitrotirosinas, como consequéncia da nitragdo dos residuos de
tirosina, tem sido detectada em patologias humanas e ¢ considerado um marcador 1til na

deteccao de existéncia de peroxinitrito em amostras biologicas.

NH;
noc—i—cm-@-cn L-tyrosine

tf NO, . .
DDG_I!I CHy _@_ oH 3-nitro-L-tyrosine

H
HO CHy—{—C00
3'. hI‘H +
DDC_,'.. ¢ OH . 3,3’-dytyrosine
e
0OC—C—CH, OH L-3-hydroxytyrosine (L-dopa)

Figura 15 — Representagdo das modificagdes oxidativas na tirosina por reaccdes dependentes de
peroxinitrito. Os compostos 3-nitro-L-tyrosine, 3,3’-dytyrosine e L-3-hydroxytyrosine sdo
produtos primarios formados pelas reac¢des dos derivados de peroxinitrito (didxido de carbono,

carbonato e hidroxilo) com a tirosina (Alvarez e Radi, 2003).
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1.3.5 — Doencas associadas ao efeito do peroxinitrito

Alteragdes covalentes causadas pela oxidagdo das proteinas sdo primariamente
responsaveis pela acumula¢do de enzimas deficientes a nivel catalitico (inactivas ou
menos activas) e estruturalmente alteradas durante o envelhecimento. Para além disso, a
oxidacdo das proteinas pode desempenhar um papel em varios estados patologicos,
incluindo doengas inflamatorias, aterosclerose, desordens neuroldgicas e cataratogenese.

(DalleDone et al, 1999).

1.3.5.A — Disfuncéo ventricular

Na disfuncdo ventricular estd ja estabelecido que ocorre a formagdo de
peroxinitrito e, como consequéncia, ocorre a nitragao selectiva de residuos de tirosina e
disrupg¢do do controlo energético celular. Nesta situacdo a concentragao de 0xido nitrico
(*°NO), conhecido por modular o fluxo de sangue ¢ a contractilidade dos cardiomidcitos,
pode ser alterada em periodos de grandes niveis de stresse oxidativo ou dano tecidular
(Mihm et al, 2001). Como resultado formam-se espécies reactivas derivadas do *NO,

como ¢ o caso do peroxinitrito que resulta da reac¢do entre 0 *°NO € 0 *O;".

1.3.5.B — Carcinogénese, como consequéncia de danos no DNA

Oshima et al (2003) descrevem que a alteracdo da estrutura e funcdo de algumas
proteinas induzida por ROS ou por RNS, como ¢ o caso do agente oxidante,
peroxinitrito, podem contribuir para a carcinogénese.

O peroxinitrito pode induzir a quebra de uma cadeia simples de DNA, que activa
a enzima poli-ADP-ribosilase e a rapida activagdo desta enzima provoca a depleciao do
seu substrato, NAD", levando a perda de sintese de ATP e consequentemente a uma

disfuncdo aguda e morte celular (Oshima et al, 2003). Foi também descrito que a

23



Introducéo

substituicdo de bases no DNA tem como principal indutor o peroxinitrito (Jeong et al,
1998).

O tratamento do DNA e do RNA isolado com peroxinirito conduz a uma
formag¢ao de 8-nitroguanina (Fig. 16B) dependente da concentragdo deste agente
oxidante. De modo similar as reac¢des, induzidas pelo peroxinitrito de oligonucledtidos
ou DNA contendo guanina resultam na formagao do composto estavel 5-guanidino-4-

nitroimidazole (Fig. 16C).

A B C
0] (@]
ON__N
HN N HN )
/N NH N/L >\‘—NCI2 Py N
< | )\ H2 ) ':l H‘N r?l I
N N NH, R H R
Guanina 8- Nitroguanina 5-Guanidina-4-nitroimidazole

Figura 16 — (A) Estrutura da guanina, (B) Estrutura da 8-Nitroguanina e (C) Estrutura
da 5-Guanidina-4-nitroimidazole. (B) e (C) Estruturas tipicas de modificagdes de bases de DNA

causadas por ROS e por RNS (Ohshima et al, 2003).

1.3.5.C — Doencas neurodegenerativas

O stresse oxidativo contribui significativamente para o mecanismo fisiologico de
varias patologias neurodegenerativas. Entre os agentes oxidantes esta o peroxinitrito que
pode contribuir para o stresse oxidativo envolvendo a neurodegeneracdo em varias
doengas, como na doeng¢a de Alzheimer, na doenca de Parkinson e na esclerose
multipla. Li et al (1998) estudaram o efeito do peroxinitrito em células de
neuroblastoma humano SH-SYS5Y e verificaram que este agente actuava de trés modos
diferentes: provocava aumento rapido de nitrotirosinas em vérias proteinas, sendo mais

evidente nas proteinas do citoplasma, inibia a activa¢do do sistema de transducc¢ao de
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sinal do fosfoinositol e por ltimo diminuia e aumentava o conteido em fosfotirosinas

de varias proteinas.

1.4 — Objectivo

O presente trabalho teve por objectivo determinar, in vitro, a susceptibilidade de
actina apés exposi¢do a um agente oxidante, o peroxinitrito (ONOQ"), produzido na
decomposicao do SIN-1. Para tal determinou-se a extensdo de polimeriza¢ao da actina e
a existéncia de oxidagdo de alguns residuos de aminoacidos desta proteina,

nomeadamente as tirosinas, as cisteinas e as metioninas.
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Il - MATERIAIS E METODOS

II.1 — Reagentes

Na realizacdo de todo o trabalho experimental foram utilizados reagentes, de
elevado grau de pureza, que sdo descritos de seguida. Entre paréntesis estdo indicadas as
empresas responsaveis pela sua comercializagdo:

Acetato de sodio (Riedel), Acetona (Labsolve), Acido acético glacial Acrilamida
(Fluka), Bradford (reagente de) (Sigma), BSA (Merck), CaCl,s2H,0 (Merck), DTNB
(Sigma), EDTA dipotéssio (BDH), Etanol (Panreac), HCI (Panreac), Glicerol (Sigma),
Glicina (Sigma), KCl (Sigma-Aldrich), KOH (Pronalab), K,HPO, (Merck), Metanol
(Riedel), MgCl,«6H,O (Riedel), Marcador de baixo peso molecular (Sigma), B-
Mercaptoetanol (Merck), NADH disodio (Sigma), N,N-metil-bis-acrilamida (Riedel), 3-
nitro-L-tirosina (Sigma), NaHCO; (Pronalab), NaOH (Pronalab), NaN; (Riedel),
Na,ATP (Sigma), PMSF (Sigma), PSA (Merck), a-quimotripsina (Sigma), SDS

(Sigma-Aldrich), SIN-1 (Sigma), Subtilisina A (Sigma), TEMED (Sigma), Tris (USB).

I1.2 — Isolamento de actina

A solubilidade das proteinas varia bastante consoante as diferentes
caracteristicas destas macromoléculas. Algumas proteinas precipitam em condi¢des que
outras sdo soltiveis. Os multiplos grupos acido-base das proteinas tornam a solubilidade
destas macromoléculas dependente da concentracdo de sais dissolvidos, da polaridade
do solvente, do pH e da temperatura. E com base neste efeito que muitos processos sio
utilizados na purificagdo de proteinas.

O procedimento utilizado neste trabalho para o isolamento e purificagdo da

actina relaciona a solubilidade das proteinas com a forga idnica do meio. A solubilidade
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da proteina, numa solucdo de baixa forca idnica, normalmente aumenta com a adi¢do de
sais em solucdo e este fenomeno designa-se de “salting in”. Por outro lado, o “salting
out” consiste na adicdo de uma solucdo salina saturada que, ao competir eficazmente
com as proteinas pelas moléculas de solvente, obriga estas a agregarem-se e
precipitarem, sendo que as interacgdes proteina-proteina se tornam mais favoraveis que
as interacgdes proteina-solvente. Este fendmeno “Salting out” ¢ a base da maioria dos
protocolos de purificacdo de proteinas, uma vez que ¢ relativamente facil ajustar a
concentragdo de sal numa solugdo com diferentes proteinas, de modo a que a
concentragdo de sais fique exactamente abaixo do ponto de precipitagdo da proteina que
se pretende isolar. As restantes proteinas sdo eliminadas. Posteriormente aumenta-se a
concentragdo de sais na solucdo para que a proteina do isolamento precipite (Voet e

Voet, 1995) (Fig. 17).

Salting-in/Salting-out

-

Solubilidade
de proteinas

[Sais]

13

Figura 17 — Fenémeno de “salting in” e “ salting out”, variacdo da solubilidade de varias

proteinas com a concentracdo de sais da solucdo.

O isolamento e a purificagdo da actina sdo realizados para obter a actina em
estado de mondémero (G-actina), um estado menos viscoso. A G-actina obtém-se pela

extrac¢do do “p6 de acetona” com um tampao de baixa forga idnica e, posteriormente,
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adicionam-se sais para que a actina adquira um estado mais viscoso na forma de
filamentos (F-actina). A presenga de ATP na solug¢do tampao é importante, uma vez que
confere estabilidade a actina isolada.

Todo o protocolo de isolamento da actina foi realizado a temperatura de 4 °C
para evitar que a proteina desnaturasse. Este protocolo foi realizado com base no
descrito por Pardee e Spudish (1982). Neste procedimento existem duas fases,
primeiramente ¢ preparado um residuo seco denominado “p6d de acetona” e
posteriormente este residuo € utilizado para a extrac¢do de G-actina que poderd ser

polimerizada a F-actina, de imediato, consoante o estudo.

11.2.1 — Obtencdo do “Pé de acetona” a partir de muasculo esquelético de coelho

Sacrificou-se o animal, neste caso o coelho. Retiraram-se as gorduras
envolventes, e aproveitou-se a maior quantidade possivel de musculo, passou-se por
agua destilada, pesou-se e triturou-se. O musculo foi extraido em trés volumes de
solugdo A (0,1 M KCl, 0,1 M K,;HPOy,, pH 6,5) com agitagdo suave durante 10 minutos
e posteriormente centrifugou-se a 4000 g durante 10 minutos. Desprezou-se o
sobrenadante, ressuspendeu-se o sedimento em seis volumes de solugdo B (0,05 M
NaHCOs;, pH 8,2-8,5), deixou-se novamente em agitagdo suave 10 minutos e depois
centrifugou-se nas mesmas condicdes anteriores. Desprezou-se novamente o
sobrenadante (retirando uma amostra — Amostra 1), o sedimento foi ressuspendido em
trés volumes de solugdo C (1 mM EDTA, pH 7,0) com agitagdo suave durante 10
minutos e centrifugou-se nas mesmas condi¢des. Eliminou-se o sobrenadante (retirando
uma amostra — Amostra 2), ressuspendeu-se o sedimento em seis volumes de H,O
refrigerada e agitou-se 5 minutos. De seguida centrifugou-se a 4000 g, durante 10

minutos. Desprezou-se o sobrenadante e voltou-se a realizar este Ultimo procedimento
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de agitacdo em agua destilada (ao sobrenadante foi retirada a Amotra 3). Ressuspendeu-
se o sedimento resultante, em trés volumes de acetona e agitou-se suavemente durante
10 minutos. O residuo resultante foi filtrado com gaze esterilizada e repetiu-se este
procedimento mais quatro vezes. O residuo filtrado ficou num nicho a secar durante a
noite. No dia seguinte triturou-se o residuo seco e deixou-se secar mais umas horas. O

“P6 de acetona” obtido foi guardado num frasco a -20 °C.

11.2.2 — Obtencdo de G-actina e F-actina a partir do “Po de acetona”

Pesou-se 3,5 g de p6 de acetona e extraiu-se duas vezes em 50 ml de solugdo G
(0,2 mM CaCl,, 0,2 mM Na,ATP, 0,5 mM B-mercaptoetanol, 0,005 % NaNs, 2 mM
Tris-HCI, pH 8,0) durante 30 minutos com agitagdo suave. No fim de cada extrac¢do
filtrou-se o residuo em suspensdo com gaze (Amostra 4), centrifugou-se o sobrenadante
durante 30 minutos a 16000 g e o sedimento foi desprezado. Ao sobrenadante foi
adicionado KCl até uma concentracdo final de 50 mM, ATP at¢ 1 mM e MgCl, até 2
mM de forma a induzir a polimerizagdo a 25 °C. Apods 2 horas com agitagdo suave
arrefeceu-se em gelo durante 15 minutos (Amostra 5) e adicionou-se KCl até perfazer a
concentragdo final de 0,6 M. Apds agitacdo lenta durante 30 minutos, centrifugou-se a
110000 g durante 1 hora. O sobrenadante foi desprezado (Amostra 6), retirou-se o
sedimento com uma espatula e ressuspendeu-se no “potter” com 3 ml de solugdo G.
Esta prepara¢do ficou a dializar durante a noite contra 2 L de solugdo G. Centrifugou-se
novamente a 110000 g durante 1 hora, desprezou-se o sedimento (Amostra 7) e
determinou-se a concentracdo de G-actina no sobrenadante (Amostra 8) por medi¢do da
densidade optica a 290 nm [& = 0,62 mg/ml'cm ou 26000 M'cm™ (Pardee e Spudich,

1982)].
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A F-actina foi obtida por polimerizagdo da G-actina, adicionando-se KCI até
uma concentragdo final de 50 mM, MgCl, at¢ 1mM, ATP at¢ 1 mM e 0,02 % NaNG.

Armazenou-se a 4 °C e ficou a polimerizar durante cerca de 6 horas.

I1.3 — Caracterizacido da G-actina

A caracteriza¢do de G-actina foi realizada por electroforese desnaturante em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). A técnica de SDS-PAGE descrita por Weber and
Osborn (1969) e U.K. Laemmli (1970) ¢ utilizada para separagdo de proteinas consoante
a sua massa molecular (a migragdo das proteinas ¢ maior quanto menor for a sua
dimensdo). As amostras sdo desnaturadas pela adi¢do do detergente anidnico SDS
(dodecilo sulfato de sdédio), que apresenta uma grande densidade de cargas negativas e
confere esta carga as proteinas a que se liga. As amostras aplicadas no gel migram,
assim, no sentido do eléctrodo positivo.

Preparou-se o gel de resolugdo com concentracdo de poliacrilamida a 12 %. Para
tal adicionou-se 2 ml de solugdo stock de acrilamida [29,2 % (m/v) de acrilamida e 0,8
% (m/v) N,N’-metil-bis-acrilamida], 1,25 ml de tampao de resolugdo (1,5 M Tris-HCI,
pH 8,8, 4 x concentrado), 1,67 ml H,O e 50 ul de SDS 10 %. Com a finalidade de
promover a polimerizag¢do do gel adicionou-se 25 pl de PSA 10 %, 3,33 ul de TEMED e
agitou-se. Na cassete preparada anteriormente colocou-se cerca de 3,5 ml desta solug¢do
e posteriormente adicionou-se agua para uniformizar a superficie do gel e evitar a sua
desidratacdo. Apds, aproximadamente, 45 minutos o gel estava polimerizado.

Fez-se o gel de concentracdo de poliacrilamida 4 % adicionando 400 pl de
solugdo stock de acrilamida, 750 pl de tampao de concentragdo (0,5 M Tris, pH 6.8, 4 x
concentrado), 1,83 ml de H,O, 30 ul de SDS, 15 pl de PSA 10 % e 5 ul de TEMED.

Colocou-se a solucdo na cassete e utilizou-se o pente para definir os pocos. O gel
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polimerizou novamente durante, aproximadamente, 45 minutos, retirou-se o pente e
transferiu-se a cassete para a tina de electroforese superior.

Preparou-se a tina inferior adicionando o tampao de electroforese anddico [25
mM Tris, 192 mM Glicina, 0,1 % (m/v) SDS, 0,1 M Acetato de sodio, pH 8,3] e a tina
superior o tampao de electroforese catédico [25 mM Tris, 192 mM Glicina, 0,1 % (m/v)
SDS, pH 8,3].

As amostras foram preparadas com um volume final de 100 pl dos quais 25
correspondem ao tampdo de amostra [320mM Tris-HCl (pH 6,8), 0,4 M de B-
Mercaptoetanol, 8 % SDS, 15 % (v/v) de Glicerol e 0,024 % de Roxo de m-cresol (4 x
concentrado)]. Colocaram-se as amostras em agua fervente durante 5 minutos.

Ao gel adicionou-se 5 pl de padrdo de baixo peso molecular e 20 pul de cada
amostra retirada no decorrer do isolamento de actina (sec¢do I1.2). O gel correu durante
cerca de 2,5 horas a 90 Volts e de seguida foi transferido para uma tina com solugdo
corante [“Comassie Brilliant Blue” com metanol 45 % (v/v) e acido acético glacial 10 %
(v/v)]. Apds corar durante uma hora, utilizou-se a solucdo descorante [Metanol 10 %
(v/v) e Acido acético glacial 10 % (v/v)] para que as bandas ficassem bem definidas.

Devido a existéncia de proporcionalidade, foi possivel determinar uma recta de
calibragdo do logaritmo da massa molecular em fun¢cdo da migra¢do das proteinas.
Nesta recta utilizaram-se os dados das bandas do marcador de baixo peso molecular e de
seguida, sabendo a mobilidade relativa das amostras, determinou-se a massa molecular
da proteina por interpolagdo. Comparando os valores de massa molecular obtidos, com

a literatura foi possivel concluir sobre o grau de purificagdo da G-actina.
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I1.4 — Quantificacao da F-actina

A quantificagdo da F-actina fez-se através do método de Bradford. Este método
baseia-se no facto do corante "Coomassie blue", quando complexado com proteinas,
exibir um maximo de absor¢do de radia¢des ao comprimento de onda de 595 nm. Este
método ¢ de rapida execugdo e elevada sensibilidade.

A concentracdo de proteina na amostra ¢ determinada pela realizacdo de uma
recta padrdo obtida com amostras de albumina de soro bovino (BSA) de concentracao
conhecida.

Usou-se uma preparagdo “stock” de BSA com concentracdo de 1 mg/ml para
preparar seis amostras necessarias para a recta de calibragdo, de acordo com a seguinte
tabela:

Tabela I — Quantidades necessarias dos varios reagentes para a realizagdo da recta padrdo do
método de Bradford.

BSA (ng) BSA (ul) HO (ul)
0 0 600
2 2 598
4 4 596
6 6 594
8 8 592
10 10 590

Apos a adi¢do de agua (H,O) as amostras foram homogeneizadas no vortex. O
reagente de Bradford (600 pl) foi o Gltimo a ser adicionado e apds o qual se voltou a
homogeneizar. Apds 5 minutos registaram-se os valores da absorvancia a 595 nm. A
concentragdo de proteina em cada amostra foi determinada por interpolacdo da recta de

calibracgao.
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IL.5 — Preparacio do SIN-1
O SIN-1 com massa molecular de 206,6 g/mol foi preparado, num “eppendorf”,
em agua MiliQ com uma concentracao stock de 200 mM e guardado a -80 °C protegido

com papel de aluminio de forma a evitar a sua fotodecomposigao.

I1.6 — Medicao da percentagem de SIN-1 decomposto

Para saber qual a percentagem de SIN-1 decomposto nas condi¢des de incubagado
da proteina utilizou-se um método que segue o procedimento proposto por Kirsh e de
Groot (1999). Este protocolo baseia-se no facto de a reac¢do do peroxinitrito (ONOQO")
com o NADH resultar na formagdo de NAD" e *O,. O NADH pode ser usado para
seguir a cinética de decomposicdo do SIN-1 em peroxinitrito nas solu¢des tampao
habituais em estudos com proteinas, com um limite de detec¢do inferior a 0,1 uM de
ONOQO" a pH 7,4 (Martin-Romero et al., 2004). Este método tem a vantagem do NADH
ser oxidado a NAD" pelo peroxinitrito numa razio equimolar e de esta cinética poder
ser seguida ao comprimento de onda de 340 nm.

A cinética foi realizada numa cuvete de quartzo (1 ml) a 25 °C, com solugdo G
(pH 8,0) e posterior adi¢do de 375 uM de NADH ([NADH]stock = 25 mM, preparado em
50 mM Tes/Tris, pH 7,0). Adicionou-se o SIN-1 para uma concentragao no ensaio de 50
UM e a cinética decorreu 5 horas a 25 °C. A eficiéncia de decomposi¢do do SIN-1 foi

determinada sabendo que AAbS340 nm = 6,2 mD.O./nmol de NADH.

I1.7 — Tratamento da actina com SIN-1

Antes de se realizar o tratamento com o agente oxidante ambas as proteinas, G-

actina e F-actina, foram dialisadas “overnight” contra solu¢ao G sem B-mercaptoetanol.
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Esta didlise foi um modo de eliminar este agente redutor da amostra de proteina, uma

vez que pode haver interferéncias com a ac¢ao do peroxinitrito.

I1.8 — Medicao da polimerizacao de G-actina por “Light-Scattering”

A técnica de “light scattering” ¢ muito facil de utilizar, ¢ ndo invasiva e bastante
util na caracterizagdo da estrutura de macromoléculas e agregados moleculares. A luz ¢
dispersada pela interac¢cdo dos electrdes com a radiagdo incidente. O campo eléctrico
oscilante causa vibracdo nos electrdes, transformando-os em dipolos oscilantes que
voltam a emitir radiagdo. Como os electrdes estdo em movimento constante, a
frequéncia de radiagdo apresenta variacdes, dependendo da sua velocidade e direcgdo
relativamente ao detector.

A dispersdo de luz ¢ sobretudo uma fun¢do da diferenca entre o indice de
refraccdo do contetido da matriz e do meio de suspensdo (Zimm, 1948). Assim sendo, a
dispersao de luz ¢ maior quanto maior for a dimensdo das particulas em solugao.

Esta técnica pode ser seguida pela diminuicdo de luz transmitida num
espectrofotometro normal, ou por um método mais sensivel que mede a luz dispersa
directamente através da geometria a 90 °C de um fluorimetro. Nestes estudos de
dispersao de luz utilizou-se sempre o fluorimetro FluoroMax-3.

Observou-se a polimerizacdo da G-actina a 25 °C, por alteragdes de “light
scattering”a 90 °, utilizando os comprimentos de onda de excitagdo e de emissao de 546
nm. Numa cuvete de quartzo colocou-se a solu¢do G (pH 8.0) e deixou-se estabilizar,
adicionou-se G-actina (8 puM) e apds a estabilizagdo adicionou-se a solugdo de
polimerizacdo (100 mM KCI, 2mM MgCl,). O mesmo procedimento foi realizado para

as amostras em que a G-actina foi tratada com SIN-1. Os valores de intensidade foram

34



Materiais e Métodos

expressas em percentagem, considerando 100 % o sinal da amostra controlo (o sinal de

G-actina foi subtraido ao sinal de F-actina).

I1.9 — Quantificacdo de 3-nitro-L-tirosina

O método utilizado na quantificagdo de 3-nitro-L-tirosina baseia-se no facto de
os residuos de Tyr nitrosilados absorverem ao comprimento de onda de 415 nm.

Numa primeira fase, foi necessario determinar o coeficiente de extingdo molar
de 3-nitro-L-tirosina no meio de reaccao utilizado. Preparou-se uma solugao stock de 3-
nitro-L-tirosina em solugdo G com uma concentracdo de 10 mM, mediu-se a
absorvancia a 415 nm de concentragdes crescentes de 3-nitro-L-tirosinas (0, 1, 2, 4, 6, 8,
10, 20, 30, 40, 50, 100, 500 e 1000 uM). Tragou-se uma recta de Absa;s,m em funcio da
concentragdo de 3-nitro-L-tirosina (uM) e através da lei de Lambert-Beer (Abs = €.c.])
determinou-se o coeficiente de extingdo molar deste composto no meio pretendido. O
valor encontrado foi de 4300 M"'cm™.Ao mesmo comprimento de onda registou-se a
absorvancia das amostras previamente tratadas com SIN-1. Com o valor da absorvéancia
obtido e usando o valor do coeficiente de extingdo molar estimado, calculou-se a

concentragdo de 3-nitro-L-tirosinas formadas na G-actina ¢ F-actina.

I1.10 — Quantificacdo de Cisteinas reduzidas

O método utilizado baseia-se na reacgdo entre os grupos sulfidrilo (-SH)
reactivos das proteinas e o reagente de Ellman [5-5" — ditiobis(2-4cido nitrobenzoico) ou
DTNB]J. Esta reaccao resulta na formacao de uma ligacao dissulfeto entre a proteina e o
anido 3-carboxilato-4-nitrotiofenolato (CNT), o qual apresenta um maximo de
absorvancia a 412 nm (Robyt, 1990). Para que ocorra a reac¢do entre o DTNB e os

grupos sulfidrilo, estes grupos tiol tém que estar reduzidos e expostos ao solvente.
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11.10.1 — Preparacao e contribuicdo da absorvancia de DTNB

O reagente de Ellman foi preparado numa concentra¢do stock de 50 mM em
tampao fosfato de sédio de concentragdo 250mM e pH 7,2. Protegeu-se da luz com
papel de aluminio e enquanto esteve a ser utilizado foi sempre mantido no frio.

Para determinar a absorvancia deste reagente colocou-se na cuvete 780 ul de
solug¢do G (pH 8.0), 220 pl de tampao fosfato e fez-se um branco no espectofotometro a
412 nm. Adicionou-se 400 uM de DTNB e mediu-se a absorvancia. Este valor de
absorvancia ¢ descontado ao valor de absorvancia apresentado pela proteina apos a

reac¢ao com o DTNB.

11.10.2 — Célculo do coeficiente de extincdo molar de DTNB

Para determinar o coeficiente de extingdo molar do produto de uma ligacao
dissulfeto com o anido 3-carboxilato-4-nitrotiofenolato (CNT) colocou-se 50 uM de
DTNB numa cuvete e a esta adicionaram-se concentragdes de cisteinas gradualmente
crescentes (0, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50 e 100 uM). A solugdo stock de cisteina tinha
uma concentragdo stock de 165 uM e foi preparada em agua destilada. Os valores de
absorvancia foram sendo registados apos cada adi¢do e com os dados determinou-se

uma recta onde o declive representa o coeficiente de extingdo molar.

11.10.3 — Quantificacdo das cisteinas de actina

Numa cuvete de quartzo colocou-se 780 pl de actina (6,24 uM) previamente
tratada com SIN-1 e 220 pl do tampdo fosfato de soédio. Fez-se o branco no
espectofotdmetro a 412 nm e iniciou-se a cinética apos a adi¢do de 400 uM de DTNB.
Assim que o valor de absorvancia estabilizou adicionou-se 0,01 g de SDS. Este agente

desnaturante serve para que todos os grupos sulfidrilo consigam estar expostos ao
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solvente ap6s a desnaturacdo da proteina. Pode-se, assim, quantificar todas as cisteinas
presentes na actina. A cinética decorreu até o valor da absorvancia estabilizar.

A quantificacdo do niimero de cisteinas reduzidas por mol de proteina foi
determinada através dos valores de absorvancia a 412 nm registados ap6s a adigdo de
DTNB (cisteinas rapidas) e SDS (cisteinas totais) ao meio de reac¢do. Nestes calculos
utilizou-se o coeficiente de extingdo molar 13,2 mM'cm™, calculado anteriormente (ver

secgdo 11.10.2).

I1.11 — Quantificacdo da oxidacao das Metioninas de G-actina

Neste método recorreu-se da susceptibilidade enzimatica da G-actina a o-
quimiotripsina e a subtilisina para verificar o estado de oxida¢do das metioninas 44 e
47, respectivamente (DalleDonne et al, 1999), isto porque estas enzimas s6 clivam as
respectivas metioninas se estes residuos se encontrarem no estado reduzido.

O corte da a-quimiotripsina ocorre entre o residuo de metionina na posicao 44 e
o de valina na posicdo 45 e resulta num fragmento de 33 kDa, que surge apods a
degradagdo de um fragmento percursor de 35 kDa. A subtilisina cliva a G-actina entre o
residuo de metionina na posicdo 47 e o de glicina na posicdo 45 e resulta num
fragmento de 35 kDa

Preparou-se a a-quimiotripsina 0,05 % em 0,001 N HCI no préprio dia de
utiliza¢do e adicionou-se numa razao enzima:proteina de 1:40, a G-actina tratada com
SIN-1. Apds 90 minutos parou-se a reac¢do com a adicdo de 2 mM de PMSF.
Adicionou-se tampao de amostra 6x concentrado numa razao tampao: amostra de 1:5, as

amostras ferveram durante 5 minutos e foram colocadas num gel de SDS-PAGE a 15 %.
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Preparou-se a subtilisina 0,005 % em 0,0001 N HCI no préprio dia de utilizacao.
A proteina incubada com SIN-1 foi adicionada subtilisina numa razio enzima:proteina
de 1:1500 e apos 10 minutos adicionou-se 2 mM de PMSF para parar a reacgdo.
Adicionou-se tampdo de amostra 6x concentrado numa razdo tampao: amostra de 1:5,
ferveram-se e correram-se as amostras num gel de SDS-PAGE a 15 %.

Com os géis obtidos analisou-se a densidade das bandas utilizando programa

Quantity One da BIO-RAD, como software.
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III - RESULTADOS E DISCUSSAO

As condi¢des utilizadas no presente trabalho tiveram como base estudos
realizados anteriormente (Tiago et al, 2006) onde se analisou a susceptibilidade de
actina ao peroxinirito utilizando duas solu¢des de incubac¢do: 10 mM Tris, 25 mM KCl,
pH 8,5; 10 mM Tris, 0,2 mM CacCl,, 0,2 mM Na,ATP, pH 8,5. No presente trabalho a
solugdo de incubacdo escolhida foi 0,2 mM Tris, 0,2 mM CaCl,, 0,2 mM Na,ATP, pH
8,0, uma vez que a actina € mais estavel nesta solugdo e o pH encontra-se mais préximo

do fisiolégico.

II1.1 - Isolamento e caracterizacao de G-actina

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho experimental realizou-se o
procedimento de obten¢do de “p6 de acetona” 11 vezes, nas quais o rendimento (massa
“p6 de acetona”/massa de musculo) foi de aproximadamente 15 %, isto € cerca de 30 g
por 200 g de “p6 de acetona”.

O isolamento de G-actina a partir de “pd de acetona” foi realizado 31 vezes. A
concentragdo final de G-actina foi obtida através da sua absorvancia a 290 nm como
referido na secc¢do I1.2.2 com uma média de 58,5 + 23,3 uM (2,46 = 0,98 mg/ml). Ao
analisar a concentracdo de G-actina em trabalhos anteriores verifica-se que a média ¢
cerca de 96 + 40 uM (4,0 = 1,7 mg/ml), o que significa que o valor de concentragdo
obtido durante este trabalho experimental ¢ baixo. Uma vez que o procedimento foi
exactamente igual aos realizados nos trabalhos anteriores poderd ter existido alguma
alteracdo nas solugdes utilizadas durante todo o protocolo de isolamento, quer no
processo de obtencao do “p6 de acetona” (secgdo II.2.1), quer no de isolamento de G-
actina (seccao I1.2.2). Sugere-se que tenha existido alguma altera¢do no pH aquando da

ressuspensdo com agua destilada onde o pH ndo foi verificado. Para que o rendimento
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possa melhorar sugere-se entdo que se verifique o pH e a sua manutengdo no protocolo
de isolamento de “p6 de acetona”.

Com a realiza¢do do gel de SDS-PAGE 12 % conseguiu-se determinar a pureza
da amostra obtida no isolamento (Fig. 18). As amostras recolhidas ao longo do processo
de obtengdo da G-actina foram colocadas nos pogos (b-j). Do poco b ao h ¢ visivel a
diminui¢do de proteinas ao longo do processo de isolamento, desaparecendo nos pogos
onde se encontra a G-actina purificada (i ¢ j).

Com base na recta de calibragdo do logaritmo da massa molecular em fungao da
migragdo das proteinas do marcador de baixo peso molecular foi possivel calcular, por
interpolagdo, a massa molecular da proteina isolada. A banda foi identificada como
sendo o monomero de actina (G-actina), uma vez que a sua massa molecular ¢ de 42

kDa.

66 kDa

45kDa <*—
36 kDa <*+—
29kDa w—__
24 kDa <*—
20 kDa <*—
142kDa  w—__

6.5kDa ¢—

Figura 18 — Gel SDS-PAGE 12 % onde correram as 8 amostras recolhidas durante o
protocolo de isolamento de actina (sec¢do II.2). Pogco (A): 5 pl de padrio de baixo peso
molecular (6,6 — 66 kDa); pogco (B) - (H): 5 pul das amostras recolhidas; poco (I): 5 pl de
proteina purificada, correspondente a 52,5 ug de G-actina; poco (J): 1,9 ul de proteina
purificada, correspondente a 20 pg de G-actina. O gel correu numa voltagem de 90 V durante

cerca de 2,5 horas.
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I11.2 - Decomposi¢io do agente oxidante SIN-1

Para determinar o tempo ideal de tratamento da proteina com o SIN-1, nas
condi¢des pretendidas (pH 8,0, 25°C em solugdo G) determinou-se a cinética de
decomposicado deste composto oxidante através da decomposicdo do NADH. Como foi
demonstrado por Martin-Romero et al (2004), o peroxinitrito em solugdes aquosas
oxida o NADH a NAD®, que se converte rapidamente em NAD". Assim a utiliza¢io do
NADH, que absorve a 340 nm, ¢ uma boa estratégia para seguir a cinética de
decomposi¢do do SIN-1 em peroxinitrito.

Na figura 19 observa-se a cinética de decomposicdo do SIN-1 (50 uM) nas
condi¢des utilizadas no trabalho experimental (25 °C, pH 8,0 em solu¢do G), ao longo

de aproximadamente 4 horas.

2 A6l e ———————q

2.000
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12010 { =
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.0 000 .0 100000 150025

Tempo (s)
Figura 19 — Cinética de decomposicdo do SIN-1 determinada através da oxidagdo de NADH a

340 nm em fungdo do tempo, 4 horas, em solucao G, pH 8,0 a 25 °C.
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Através desta cinética retirou-se os valores de absorvancia no inicio e no final da
oxidacdo de NADH. Calculou-se a eficiéncia de decomposicdo do SIN-1 em
peroxinitrito, utilizando o coeficiente de extingdo molar de NADH a 340 nm (¢ = 6,2
mM'em™). Sabendo que a oxidagio em NAD' ocorre numa razdo equimolar ao
peroxinitrito existente no meio de reac¢do, apos cerca de 4 horas a eficiéncia de
decomposicao do SIN-1 ¢ de 78 %. Deste modo, para garantir uma decomposic¢io de 78
% (no minimo) de SIN-1 em peroxinitrito, o tratamento da actina com SIN-1 foi

realizado sempre durante 5 horas.

I11.3 — Efeito do peroxinitrito na polimerizacio da G-actina

O efeito do SIN-1 na polimerizagdo da G-actina foi seguido a 25 °C pelo
aumento da dispersdo de luz, que ¢ maior quanto maior for a dimensdo das particulas
em solucdo, esta técnica ¢ conhecida por “light-scattering” e foi seguida a 90 ° num
comprimento de excitacdo e emissdo a 546 nm.

Verifica-se que a polimerizagdo dos monomeros de actina oxidados ¢ mais
retardada e menos eficiente, isto ¢, com um maximo de polimerizagdo inferior ao dos
monomeros de actina controlo (auséncia de SIN-1) (Fig. 20). Com excepcao das
amostras incubadas com 25 e 50 uM de SIN-1 que apresentam um mdaximo de
intensidade de “light-scattering” superior (Fig. 20). Este aumento do méximo de
polimerizacdo pode dever-se a formacdo de estruturas intermedidrias de maiores
dimensdes de actina, mas mais desorganizadas e consequentemente menos estaveis. Um
dos estudos sobre este acontecimento foi realizado por Mossakowska e colaboradores
(1993) que nesse trabalho verificaram o efeito do C-terminal e da sua remog¢ao na actina
e na sua polimerizag¢do. Concluiram que a extensdo de polimerizacdo da proteina com o

C-terminal removido ¢ maior devido a uma maior fragmentacdo espontinea dos
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filamentos que ja se encontravam polimerizados. Consequentemente 0os monomeros
conseguiam adicionar-se a estes terminais dos polimeros, que se haviam fragmentado,
formando novos polimeros cruzados.

Os valores de “light-scattering” para cada concentragdo de SIN-1 foram
ajustados a uma equagdo de Boltzman para determinar o tempo de meia vida (t;) da
polimerizagdo. y = [A;-Ay/ (1 + e “*)]+ A,, onde A, representa o valor inicial no
eixo das ordenadas, A, representa o valor final de y, x0 corresponde ao t;, € dx é o
valor no eixo das abcissas entre o inicio da polimerizagdo e o final, ou seja o tempo

necessario para que ocorra totalmente a polimerizagao.

16 -
14 oy I1ka

12 - 1

0] ’7}_’ 'l'ﬂ.l

Light-Scattering {u.a.)

2T T T T T T T T T T T 1
2 0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20 22

Tempo (min)

Figura 20 — Polimerizag¢do de 8 uM de G-actina em F-actina ap6s incubag@o durante 5 horas a
25 °C em solucao G, pH 8,0 com diferentes concentragdes de SIN-1: (m) O uM de SIN-1; (e) 10
uM de SIN-1; (A) 25 uM de SIN-1; (¥) 50 uM de SIN-1; (¢) 100 uM de SIN-1; (<€) 200 pM
de SIN-1; (») 400 uM de SIN-1 e (®) 600 uM de SIN-1. A polimerizagdo foi iniciada pela
adicao da solucao de polimerizagdao (100 mM KCl e 2 mM MgCl,). A variacdao na intensidade
da dispersdo de luz a 546 nm foi seguida continuamente por um periodo de aproximadamente

22 minutos. (n = 3).
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Na figura 21, estd representado o tempo de meia vida (t;,) em minutos da
polimerizacao de G-actina, determinado através dos valores de t;, de cada amostra (Fig.
20), em fun¢do da concentragdo de SIN-1 (uM) presente no tratamento de G-actina (8
uM), a 25 °C durante 5 horas ¢ em solucdo G (pH 8,0). Analisando os dados observa-se
que o tj, de polimerizagdo aumenta de acordo com o aumento da concentragcdo de

peroxinitrito (ONOQ") presente na amostra (Fig. 21).

t.. (min)
oy

1] I "Ilil] I 2l]Il] I '“:“ I "'"I'“ I Slil] I Elil]
p [SIN-11 (M)

Figura 21 — Tempo de meia vida (t;,)da polimerizagdo de 8 pM de G-actina em F-actina apods
incubagdo com diferentes concentragdes de SIN-1 a 25 °C durante 5 horas, em solugdo G, pH

8,0.

Aplicando novamente a equacdo de Boltzman obteve-se um ICsy de 58,46 +
10,39 uM SIN-1. O facto de a polimerizacdo da G-actina em F-actina ndo acontecer
eficazmente vai influenciar a fungdo bioldgica da actina. Como foi demonstrado em
estudos anteriores (T. Tiago et al., 2006) a inibicao da polimerizagdo, pelo peroxinitrito,

conduz a uma diminui¢do da actividade ATP4ésica da miosina estimulada por actina.
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I11.4 — Efeito do peroxinitrito nos residuos de G-actina

Neste estudo analisou-se o efeito do peroxinitrito (ONOQO") em varios residuos
da G-actina e da F-actina, nomeadamente nas tirosinas, cisteinas e metioninas com a
finalidade de determinar quais os que sofriam oxidagdo e quais os que poderiam
provocar alteragdo na polimerizacdo da actina, e consequentemente inibicdo da sua

funcao.

I11.4.1 — Efeito do peroxinitrito nas Tirosinas de Actina

Com base na recta de calibragdo [3-nitro-L-nitrotirosina] (uM) versus Absais
determinou-se o coeficiente de extingdo molar de 3-nitro-L-nitrotirosina e

posteriormente foi possivel calcular a formagao deste composto na actina.

111.4.1.A — Coeficiente de extin¢gdo molar de 3-nitro-L-tirosinas

Para quantificar a formagdo de 3-nitro-L-tirosinas nas amostras incubadas com
SIN-1 foi necessario calcular o coeficiente de extingdo molar de 3-nitro-L-tirosina.
Realizou-se a recta de calibragdo ([3-nitro-L-nitrotirosina] (uM) versus Absa;s) (Fig. 22)
e através da sua equacdo determinou-se pelo declive que o valor de €415 ¢ de 4300 M”

lem™ em solu¢do G, pH 8,0 e a 25 °C.
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Figura 22 - Recta de calibragdo para determinar o coeficiente de extingdo molar de 3-nitro-L-
tirosinas a 415 nm, realizada em solucdo G, pH 8.0, a 25 °C. As solu¢des de 3-nitro-L-tirosina

foram preparadas a partir de uma solugéo stock de 10 mM em solugéo G.

111.4.1.B — Formacao de 3-nitro-L-tirosinas na Actina

Com base na absorvancia a 415 nm e no coeficiente de extingdo molar calculado
anteriormente determinou-se a formagdo de nitrotirosinas nas amostras de G-actina ¢ F-
actina previamente tratadas com SIN-1.

Na tabela II estdo indicadas as concentragdes de SIN-1 com que a proteina foi
incubada, a concentracdo de 3-nitro-L-nitrotirosina formadas no ensaio e ainda a

quantidade de 3-nitro-L-tirosinas formadas por molécula de G-actina.
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Tabela II — Valores de formacao de 3-nitro-L-tirosinas (uM) na G-actina (8 pM) apds incubagao

com diferentes concentragdes de SIN-1 (0, 10, 25, 50, 100, 200 e 400 uM) em solugdo G, pH

8,0 e 25 °C durante 5 horas. Medicao a 415 nm (&3-yitro-L-tirosinas = 4300 M'lcm'l) (n=3).

[SIN-1] (uM) | [3-nitro-L-nitrotirosina] (nM) 3-nitro-L-tirosinas/
G-actina (mol/mol)

0 0,698 + 0,233 0,087 + 0,03

10 0,698 + 0,465 0,087 = 0,06

25 0,930 + 0,465 0,11 +0,06

50 1,395 + 0,698 0,17 +0,09

100 1,395 + 0,698 0,17 +0,09

200 2,09 £ 0,698 0,26 + 0,09

400 2,33 + 0,698 0,29 + 0,09

Na tabela III estdo indicadas as concentragdes de SIN-1 com que a proteina foi

incubada, a concentracdo de 3-nitro-L-nitrotirosina formadas no ensaio ¢ ainda a

quantidade de 3-nitro-L-tirosinas formadas por molécula de F-actina.
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Tabela III — Valores de formagdo de 3-nitro-L-tirosinas (uM) na F-actina (8 puM) apos
incubagdo com diferentes concentragdes de SIN-1 (0, 10, 25, 50, 100, 200 e 400 pM) em

solugdo G, pH 8,0 e 25 °C durante 5 horas. Medi¢do a 415 nm (€3niwo-L-tirosinas = 4300 M'cm™)

(n=3).

[SIN-1] (uM) | [3-nitro-L-nitrotirosina] (unM) 3-nitro-L-tirosinas/
F-actina (mol/mol)

0 3,49+ 1,98 0,44 + 0,25

10 5,12+ 3,60 0,64 + 0,45

25 3,72+2,21 0,465 +0,28

50 4,19 + 1,98 0,52 +0,25

100 3,72+ 1,86 0,465 +£0,23

200 4,19 +2,33 0,52 + 0,29

400 4,42 + 2,44 0,55+0,31

Analisando os dados da tabela II, verifica-se que a formag@o de 3-nitrotirosinas
foi inferior a 0.4 mol/mol de G-actina para as concentragdes de SIN-1 mais elevadas
(200 e 400 uM). Na tabela III observa-se que a formag¢ao de 3-nitrotirosinas foi inferior
a 1.0 mol/mol de F-actina. Sabendo que a actina contém, na sua estrutura, 16 residuos
de tirosina nas posi¢des 53, 69, 91, 133, 143, 166, 169, 188, 198, 218, 239, 278, 293,
305, 336 ¢ 361 (Elzinga et al, 1975), pode-se concluir que ndo ha formagao significativa
de nitrotirosinas pelo peroxinitrito (ONOO’) nem na forma monomérica da actina (G-
actina) nem na filamentosa (F-actina).

A formacdo pouco significativa de 3-nitro-L-tirosinas pode estar relacionado
com o descrito por Alvarez e Radi (2003). Estes autores defendem que a formagdo de
nitrotirosinas ndo estd relacionada directamente com o peroxinitrito, mas sim com 0s

intermediarios deste composto. No meio de reacgdo, in vitro, a G-actina foi incubada
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apenas com o agente gerador de peroxinitrito, o SIN-1. Neste meio ndo estdo presentes
outras biomoléculas ou compostos quimicos que se encontrariam N Vivo,
consequentemente, ndo existem os intermedidrios que sdo descritos como responsaveis
pela nitragdo das tirosinas. Deste modo, é natural que nao haja forma¢ao de 3-nitro-L-

tirosinas na G-actina incubada com peroxinitrito.

111.4.2 — Efeito do peroxinitrito nas Cisteinas da G-actina

Na estrutura da G-actina estdo presentes cinco cisteinas nas posigdes 10, 217,
257, 285 e 374. A Cys374 ¢ denominada de cisteina rdpida porque estd exposta ao
solvente e reage rapidamente com o DTNB. As cisteinas totais sdo o conjunto das cinco
cisteinas da G-actina que sé reagem totalmente com o DTNB apos a desnaturacdo da
proteina com SDS (T. Tiago et al., 2006).

Na figura 23 pode observar-se a presen¢a de aproximadamente 5 cisteinas
reduzidas na G-actina controlo (0 uM de SIN-1) como proposto por Elzinga et al
(1973). Neste estudo quantificou-se as cisteinas que permaneceram reduzidas apds o

tratamento da G-actina com o SIN-1 (Fig. 23).
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Figura 23 — Cisteinas reduzidas da G-actina (6.24 pM), em mol cisteinas/mol de G-actina, apds
tratamento de 5 horas com 0, 10, 25, 50, 100, 200 ¢ 400 uM de SIN-1. O tratamento realizou-se
em solu¢do G, pH 8,0 e a 25 °C. Absorvancia a 412 nm (epng = 13,2 mM"cm’l) apos 10
minutos de exposi¢do ao DTNB. (m) Quantidade de Cisteina 374 reduzida; (e) Quantidade de

Cisteinas totais reduzidas.

Verifica-se que, com apenas 50 uM de SIN-1, a cisteina 374 ¢ completamente
oxidada. Determinou-se o ICsy desta inibi¢do utilizando uma equagdo hiperbdlica do
tipo de Michaelis-Menten [y = y0 — (P;x /P,+x)], onde P1 ¢ a velocidade maxima, o P, ¢
o Km e o x ¢ a concentragdo de SIN-1. O ICsy ¢ de 10,9 = 2,5 uM de SIN-1, o que
significa uma estequiometria de 1,7 mol SIN-1/mol de G-actina (Fig. 23).

Na andlise do efeito do peroxinitrito na oxidagdo das cisteinas totais observou-se
que s6 cerca de 2,5 sdo totalmente oxidadas, sendo o ICsy de 24,4 + 0,8 uM de SIN-1,
isto €, uma estequiometria de cerca de 3,9 mol de SIN-1/ mol de G-actina (Fig. 23).

Confirma-se entdo, uma elevada capacidade do peroxinitrito originado pelo SIN-

1 de oxidar a G-actina e em primeiro lugar a Cys 374. Segundo Vandekerckhove e
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Webber (1978) a Cys374 encontra-se na regido C-terminal da actina, estando mais
exposto ao solvente, por isso € o residuo mais reactivo e consequentemente ¢ também o
mais oxidado. Pode por isso ser uma das causas da inibigdo da polimeriza¢do da G-
actina. Tal como Mossakowska e colaboradores (1993) descrevem, a remog¢ao dos trés
ultimos residuos do C-terminal da actina parece influenciar as interac¢gdes mondémero-
monomero, uma vez que ha diminui¢do da razao de nucleagdo dos mondmeros de actina
na polimerizagdo. Como a Cys 374 pertence aos trés ultimos residuos de actina pode-se
considerar que este residuo ¢ importante na dindmica de polimerizagdo da actina. Mais
recentemente Tiago et al (2006) descrevem que a oxidagdo de apenas esta cisteina pode
ser suficiente para condicionar a polimerizacdo da actina, bem como a sua fungdo

bioldgica de estimular a ATPase da miosina.

111.4.3 — Efeito do peroxinitrito nas cisteinas da F-actina

Através da absorvancia a 412 nm, apds 10 minutos de exposicdo ao DTNB,
analisou-se o efeito do peroxinitrito nas cisteinas da F-actina. Na figura 24 observa-se
que o controlo de F-actina, tal como a G-actina, contém as cinco cisteinas incluindo a
cisteina rapida (Cys374). A F-actina, no entanto, parece conter as cisteinas mais
protegidas do que a G-actina, como se comprova pelo ICsy para a oxidagdo da Cys 374
por peroxinitrito (41,5 + 8,2 uM SIN-1, aproximadamente 6,7 mol de SIN-1/mol de F-
actina) (Fig. 24). Este ICs, foi calculado com base numa equacdo hiperboélica do tipo de
Michaelis-Menten como explicado na sec¢dao II1.4.2. Em relagdo as cisteinas totais
observa-se que mesmo com 400 uM de SIN-1 s6 a Cys374 € que se encontra oxidada.
Outro modo de perceber que a oxidagdo ndo se estende para além da Cys374 passa por
analisar o ICsy para a oxidagdo das cisteinas totais, que ¢ de 48,9 + 23,2 uM de SIN-1,

valor muito semelhante ao ICsy da oxidacdo da Cys rapida (Fig. 24).
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Figura 24 - Cisteinas reduzidas da F-actina, em mol cisteinas/mol de F-actina, apos tratamento
(durante 5 horas) de 6,24 uM de G-actina com 0, 10, 25, 50, 100, 200 e 400 uM de SIN-1. O
tratamento realizou-se em solugdo G, pH 8,0 e a 25 °C. Absorvancia a 412 nm (gptng = 13,2
mM'em™) apés 10 minutos de exposi¢io ao DTNB. (m) Cys374 reduzida com o aumento da
concentracdo de SIN-1 presente na incubagio; (e) Cisteinas totais reduzidas com o aumento da

concentracdo de SIN-1.

Tiago et al (2006) descrevem a oxidagdo destes residuos pelo peroxinitrito na F-
actina e, tal como os resultados do presente trabalho, confirmam também que a Cys374

¢ a mais susceptivel na estrutura filamentosa da actina.

No entanto, na analise da forma¢dao de 3-nitro-L-tirosinas ¢ da oxidacdo dos
residuos de cisteina, € necessario ter atencdo quando ha referéncia a estrutura de F-
actina, uma vez que a incubag¢do com o SIN-1 durante as 5 horas nao foi realizada numa
solugdo em que a F-actina se mantivesse estavel. E de relembrar que em solugio G

(solugdo de incubacdo) a F-actina pode despolimerizar para estruturas intermediarias
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entre a estrutura de filamento e a de monomero, uma vez que esta solu¢ao nao tem a

concentragdo suficiente de KC1 (50 mM), ATP (1 mM) e MgCl, (1mM).

111.4.4 — Efeito do peroxinitrito nas Metioninas da G-actina

Estudos realizados por Mornet ¢ Ue (1984) permitiram compreender a ac¢ao de
nove proteases diferentes na G-actina, entre elas a a-quimiotripsina e a subtilisina.
Verificou-se que a G-actina consiste numa regido maior de 33 kDa e numa menor de 9
kDa que ¢ facilmente degradada. Ao clivarem a G-actina com a o-quimiotripsina
verificaram a existéncia de um fragmento de 33 kDa que surgia apds a degradagdo de
um fragmento precursor de 35 kDa. Na digestdo com a subtilisina obtiveram apenas um
fragmento de 35 kDa.

No presente trabalho verificou-se a oxidagdo, por peroxinitrito, das metioninas
44 e 47. Estas metioninas sdo descritas por serem as mais expostas ao solvente e
consequentemente as mais susceptiveis a oxidagao (Dalle-donne et al, 2002).

Para verificar a oxidacao entre os residuos Met44 e Val45 e entre Met47 e Gly48
aproveitou-se o conhecimento sobre a susceptibilidade proteolitica da G-actina a a-

quimiotripsina e a subtilisina, respectivamente.

111.4.4.A — Efeito do peroxinitrito na metionina 44 de G-actina

Na figura 25 pode verificar-se que na amostra controlo (sem SIN-1) (Poco c)
ocorre corte na metionina 44, com o desaparecimento da banda de 42 kDa (massa
molecular da G-actina) e outra a 33 kDa. Conforme se aumenta a concentragdo de SIN-
1 a banda de 42 kDa torna-se mais evidente e a banda de 33 kDa fica menos visivel. A

diminuicdo do corte da G-actina pela a-quimiotripsina entre a metionina 44 e a valina
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45 com o aumento de SIN-1, pode estar relacionado com a oxida¢do da metionina 44,
com formagao do grupo sulfoxido.

Para concentragdes de SIN-1 superiores a 100 uM ¢ de notar ainda o
aparecimento muito ténue de uma banda de 35 kDa, correspondente ao fragmento
percursor descrito anteriormente. Tal aparecimento consolida o facto de que a a-

quimiotripsina ndo consegue clivar correcta e eficazmente.

66 kDa

45 kDa
36 kDa
29 kDa
24 kDa
20 kDa
14.2 kDa
6,5 kDa

Figura 25 — Padrao electroforético de amostras de G-actina digeridas durante 90
minutos com a-quimiotripsina (1:40) ap6s a incubag@o em solugido G (pH 8,0), durante 5 horas a
25 °C na auséncia de SIN-1 e de a-quimiotripsina (pogo B) ou na presenca de a-quimiotripsina
com 0 uM SIN-1 (pogo C), 25 uM de SIN-1 (pogo D), 50 uM de SIN-1 (pogo E), 100 uM de
SIN-1 (pogo F), 200 uM de SIN-1 (pogo G), 400 uM de SIN-1 (pogo H), 600 uM de SIN-1
(poco 1) e 800 uM de SIN-1 (pogo J). Poco (A): 5 ul de padrao de baixo peso molecular (6.6 —
66 kDa); Nos pocos de B a J foram aplicados 20 pl de amostra correspondente a 5 pg de G-

actina em cada pogo. O gel correu numa voltagem de 90 V durante cerca de 2,5 horas.
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Através da andlise da densidade das bandas presentes no gel construiu-se um
grafico da razdo entre a banda de 33 e a de 42 kDa em funcao da concentragdo de SIN-1
com que a G-actina foi incubada (Fig. 26). O ICs, foi calculado com base numa equagao
hiperbolica do tipo de Michaelis-Menten como explicado na sec¢do 111.4.2. Da analise
da diminuicao da razdo entre as duas bandas (33 e 42 kDa), representado na figura 26, o

ICs) obtido para a diminuic¢do do corte na metionina 44 ¢ de 58,7 + 19,2 uM de SIN-1.

1,00

o o o

i) in] 0

m = m
1 1 1

0,50 4

33142 kDa band (a.u.)

0,75 4

a.7a

0 200 400 600 800
[SIN-1] (uM)

Figura 26 — Razdo entre a densidade da banda 33 kDa e a de 42 kDa em funcdo da concentragao
de SIN-1 (uM) no tratamento realizado com a G-atina (8 uM) durante 5 horas a 25 °C, em
solugdo G e pH 8,0. A razdo das amostras tratadas com SIN-1 foram normalizadas relativamente

a amostra controlo, que se considerou como sendo de 1,0.

111.4.4.B — Efeito do peroxinitrito na metionina 47 de G-actina

Tal como foi referido anteriormente, a diminuigdo do corte da G-actina pela
subtilisina entre a metionina 47 (Met47) e a glicina 48 (Gly) pode significar a oxidagao
desta metionina, com igual forma¢do do grupo sulfoxido. A subtilisina cliva a G-actina

resultando apenas num fragmento de 35 kDa. Observou-se que o corte entre a Met47 e a
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Gly48 diminuia com o aumento da concentracdo de SIN-1 no tratamento da G-actina
(Fig. 27). Pode-se observar, que na amostra controlo (sem SIN-1) (Pogo c) o corte na
Met47 ¢ total, uma vez que a banda de 42 kDa (massa molecular da G-actina) ¢ muito
ténue e existe o aparecimento bem visivel da banda de 35 kDa (Fig. 27). Estes dois
factos indicam a boa eficacia da clivagem pela subtilisina e uma boa conservacio da
Met47. Ao aumentar a concentragdo de SIN-1 a banda de 42 kDa torna-se mais evidente
e a de 35 kDa fica menos visivel. Este facto resulta da menor clivagem pela subtilisina,
como consequéncia de um possivel aumento da oxidacdo da Met47 devido ao aumento
da concentrag¢do de SIN-1.

A B C D E F G H | J

66 kDa
‘—

45 kDa w_ pr— — e G—
36 kDa +— . G > S

29 kDa +— =
24 kDa
20 kDa +—
14.2 kDa w_
6.5 kDa®t—

"
"
\

Figura 27 — Padrdo electroforético de amostras de G-actina digeridas durante 10
minutos com subtilisina (1:1500) apds a incubagao em solu¢ao G (pH 8,0), durante 5 horas a 25
°C na auséncia de SIN-1 e de subtilisina (pogo B) ou na presenca de subtilisina com 0 pM SIN-1
(poco C), 25 uM de SIN-1 (pogo D), 50 uM de SIN-1 (pogo E), 100 uM de SIN-1 (pogo F), 200
uM de SIN-1 (pogo G), 400 uM de SIN-1 (pogo H), 600 uM de SIN-1 (pogo I) e 800 uM de
SIN-1 (pogo J). Poco (A): 5 ul de padrao de baixo peso molecular (6.6 — 66 kDa); Nos pogos de
B a J foram aplicados 20 pl de amostra correspondente a 5 pg de G-actina em cada pogo. O gel

correu numa voltagem de 90 V durante cerca de 2,5 horas.
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Pela andlise do gel e da densidade das bandas construiu-se um grafico com a
razao entre a banda de 35 ¢ a de 42 kDa em fung¢ao da concentragdo de SIN-1 utilizada
na incubagdo de G-actina (Fig. 28). Da analise da figura 28 obteve-se um ICs, para a
diminui¢do do corte na metionina de 30,8 + 8,8 uM de SIN-1, significando que esta
metionina ¢ mais susceptivel do que a metionina 44 e que pode estar mais exposta. Mais
uma vez este ICsy foi calculado com base numa equagdo hiperbolica do tipo de

Michaelis-Menten como explicado na secgao 111.4.2.

1.0 1

094

0.8

07- [

SERNN

35142 kDa band (a.u.)
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0.4

n | EEIIEI | 4|:'||:| | BO0 | BEIIEI

[SIN-1] (M)
Figura 28 — Diminuic¢do do corte realizado pela subtilisina, observado por uma diminui¢do da
banda 35 de kDa e por um aumento da banda de 42 kDa, com o aumento da concentragdo de
SIN-1. A G-actina (8 uM) foi incubada a 25 °C durante 5 horas com SIN-1, em solucdo G, pH
8,0. Considerou-se a razdo na amostra controlo como 1,0 e posteriormente as razdes das

restantes amostras foram comparadas com esta.

Neste trabalho apenas se sugere a oxidacdo destas metioninas, no entanto, ndao se
confirmou este facto. E possivel que, em vez da oxidacdo das metioninas, esteja a
ocorrer uma alteragdo estrutural da G-actina e que a acessibilidade, das enzimas de

corte, ao local de clivagem seja diminuida. Para confirmar qual o acontecimento que
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realmente ocorre sugere-se que antes da digestdo com as enzimas (a-quimiotripsina e
subtilisina) haja uma desnaturac¢ao da proteina, com SDS, por exemplo. A proteina num
estado desnaturado tem todos os residuos expostos ao solvente e acessiveis a clivagem
pelas enzimas. Se o resultado for idéntico ao que se obteve neste trabalho (diminui¢ao
igual do corte pelas enzimas), pode-se entdo concluir que o que acontece de facto ¢ a
oxidacdo destes residuos de metioninas e que ndo existe nenhuma alteragdo estrutural
que impede estas enzimas de clivarem a G-actina. Se no entanto o corte for idéntico
para as varias concentragdes de SIN-1 com que a proteina foi incubada, entdo isso
significa que o que acontece ¢ uma alteracdo da estrutura da G-actina que torna menos
acessiveis as metioninas alvo de corte pelas enzimas.

Dos residuos de G-actina analisados pode-se concluir que os mais susceptiveis a
oxidacdo pela ac¢do do peroxinitrito sdo as cisteinas e as metioninas, uma vez que nao
houve formagdo de 3-nitro-L-tirosinas. Ambos os residuos de cisteina ¢ de metionina
possuem um atomo de enxofre (S) que facilmente se liga a mais um par de electrdes
resultante do ambiente oxidante da incubagdo com SIN-1. As cisteinas sdao, no entanto,
mais susceptiveis ao peroxinitrito do que as metioninas, sendo a Cys374 o primeiro alvo
de oxidacdo, uma vez que ¢ o residuo com menor ICsy para a sua oxidacao (10,9 + 2,5
uM de SIN-1).

Tal como ja foi discutido por Dalle-Donne (2002), existe claramente uma
gradual oxidag¢do de residuos da G-actina que posteriormente mostram ser factores
importantes na polimerizagdo. Assim sendo, numa sequéncia de acontecimentos, na G-
actina, a Cys374 ¢ o primeiro residuo a sofrer oxidagao (ICso de 10,9 + 2,5 uM de SIN-
1), seguida das restantes cisteinas (ICsp = 24,4 + 0,8 uM SIN-1), segue-se a diminui¢do
do corte pela subtilisina (sugestdo de oxidacao da Met47) e por ltimo o corte com a a-

quimiotripsina (sugestdo de oxidacdo da Met44), ICso de 30,8 + 8,8 uM de SIN-1 e de
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58,7 £ 19,2 uM de SIN-1, respectivamente. Na polimerizagdo o I1Csq (58,46 + 10,39 uM
SIN-1) é bem maior que o correspondente a oxidacdo da Cys374 (10,9 = 2,5 uM de
SIN-1), maior que o da oxidagao das cisteinas totais (ICsy = 24,4 = 0,8 uM SIN-1) e que
o da oxidacdo da Met47 (30,8 + 8,8 uM de SIN-1) sugerida anteriormente. No entanto ¢
um valor muito semelhante ao da oxidacdo da metionina 44, sugerindo que esta
metionina pode ser importante na polimerizagdo dos monoémeros. Esta metionina
encontra-se no subdominio 2 da actina, no “loop” 38-52 e esta regido da actina foi
sugerida, por Kim e Reisler (1996), por interagir com o C-terminal na F-actina. Assim
sendo, em condi¢des oxidantes, se esta metionina estiver oxidada, como € proposto, ndo
vai estar totalmente funcional. Deste modo a interac¢do entre o “loop” 38-52 ¢ o C-
terminal da F-actina ndo se realiza nas condi¢des ideais e consequentemente a extensao

de polimerizacao da G-actina vai diminuir.
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CONCLUSAO

A exposicdo da actina ao peroxinitrito, resultante da decomposicdo do SIN-1,
provoca uma inibicdo da polimerizacdo da G-actina em F.actina. Esta inibicdo da
polimeriza¢do vai induzir, in vivo, um desequilibrio entre a forma monomérica e a
forma filamentosa da actina. O valor de 1Cso encontrado para o t;, da polimerizacédo, da
actina tratada com SIN-1, foi de 58,46 + 10,39 pM de SIN-1.

De modo a determinar quais as alteracdes nos residuos de actina que conduzem a
inibicdo da polimerizagédo e consequente inibicdo da sua funcdo analisou-se a nitracao
de tirosinas e a oxidacdo das cisteinas e das metioninas. Verificou-se que ndo ha
nitragdo de tirosinas com formagdo de 3-nitro-L-tirosinas na G-actina exposta ao
peroxinitrito, significando que a oxidacdo deste residuo ndo afecta a polimerizacdo da
actina. Pelo contrario, as cisteinas da G-actina foram oxidadas, sendo a Cys374 a mais
susceptivel ao peroxinitrito, uma vez, que é completamente oxidada para concentragoes
de SIN-1 iguais ou superiores a 50 uM. De referir ainda uma possivel oxidacdo das
metioninas 44 e 47 com 1Csg de 58,7 £ 19,2 uM de SIN-1 e de 30,8 £ 8,8 uM de SIN-1,
respectivamente. Se esta oxidagdo for confirmada sugere-se que a modificacdo
oxidativa da Met44 pode contribuir para a inibigdo da polimerizagéo, uma vez que
ambos apresentam 1Cso muito semelhantes.

E de relevar a importancia deste trabalho uma vez que esta proteina desempenha
um papel importante em varios mecanismos bioldgicos e é um potencial alvo do
peroxinitrito, como se observou no presente estudo em que a G-actina é bastante

susceptivel ao peroxinitrito, resultante da decomposicéo do SIN-1.
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ESTUDOS FUTUROS

No sentido de esclarecer melhor a inibi¢do da dindmica de polimerizacdo da G-
actina em F-actina pela exposi¢do ao peroxinitrito (ONOO-) resultante da decomposi¢do
do SIN-1, sugere-se como estudos futuros: 1) Confirmar a oxidagdo da Met44 e da
Met47 pela desnaturagdo, com SDS, da actina tratada com SIN-1, antes da digestao com
a-quimiotripsina e subtilisina, respectivamente; 2) Estudar a mutagénese da Cys374, da
Met44 e da Met47 para clarificar quais destes residuos € relevante para a polimerizagao
da actina; 3) Estudar o efeito de agentes anti-oxidantes na actina tratada com SIN-1 na
polimerizacdo da actina e na oxidacdo de cisteinas e metioninas; 4) Propdem-se ainda
realizar os mesmos estudos do efeito do peroxinitrito, na F-actina, assim como também

se sugere a andlise, do efeito do peroxinitrito, na despolimerizagdo de F-actina.
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ANEXO

Poster apresentado no XV Congresso Nacional de Bioguimica da SPB, Aveiro 2006

Peroxynitrite-mediated impairment of G-actin/F-actin equilibrium

Teresa Tiagol, Dorinda Silva', Carlos Gutiérrez-Merino® and Manuel Aureliano’

'CCMar, Depto. de Quimica e Bioquimica, FCT, Universidade do Algarve, 8000-139
Faro, Portugal; “Depto. Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciéncias,
Universidad de Extremadura, 06071-Badajoz, Spain. Email: a21563@ualg.pt

In recent years peroxynitrite (ONOO?) has been shown to play a major role in an
increasing list of diseases including cardiac dysfunctions and neurodegenerative
disorders. In aged skeletal muscle, actin is one of the proteins showing higher content of
the commonly used fingerprint marker of peroxynitrite-reactivity to proteins, 3-
nitrotyrosine [1]. Furthermore, we have recently shown that an exposure to
submicromolar fluxes of ONOO’, produces an extensive depolymerization of the actin
filaments (F-actin) leading to an almost complete blockade of myosin ATPase activity
stimulation [2]. Nevertheless, the contribution of Cys oxidation and additional protein
modifications, namely Met oxidations induced by ONOO' to the alterations of the three
dimensional structure of the actin monomer (G-actin) and consequently to the
imbalance of F-actin/G-actin equilibrium have yet to be clarified. In this work, we
report that in the monomeric form, actin is more susceptible to cysteines oxidation by
the peroxynitrite-releasing agent 3-morpholinosydnonimine (SIN-1) than in the
filamentous form. The ICsy value for SIN-1-induced oxidation of the more exposed
cysteine (Cys-374) was 10.9 £ 2.5 and 41.5 + 8.2, i.e., a ratio of approximately 1/1 and
1/5 mol SIN-1/mol protein, for G-actin and F-actin, respectively. Moreover, of the five
cysteines present in the actin molecule, up to 2.5 Cys were found to be oxidized in G-
actin (ICsp = 24.4 + 0.8 uM SIN-1) against only one (Cys-374) in F-actin. A decreased
susceptibility to limited proteolysis by a-chymotrypsin and subtilisin of SIN-1 treated
G-actin revealed that both Met-44 and Met-47 are oxidized to the sulfoxide derivative
with ICsg values of 58.7 £ 19.2 uM and 30.8 + 8.8 uM de SIN-1, respectively. G-actin
structural alterations upon SIN-1 exposure resulted in a decrease of the maximum rate
of polymerization as monitored by light-scattering, meaning an increased of the half-life
needed to reach the maximum polymerization extent upon SIN-1 concentration increase
(ICso = 58.5 £ 10.4 uM SIN-1). Although the oxidation of Cys-374 precedes that of
Met-44 and Met-47, the close ICsy values obtained for the inhibition of G-actin
polymerization and methionines oxidation suggests that these residues may play a
relevant role in the functional impaiment of peroxynitrite-induced actin oxidation.
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