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RESUMO

RESUMO

Tem sido demonstrado que o biomarcador 3-nitrotirosina (3-NT), frequentemente utilizado
na reactividade do peroxinitrito (ONOQ") com as proteinas, aumenta na miosina apos fibrilagao
atrial [Mihm et al, 2001b, 2003; Kooy et al, 1997] e durante o envelhecimento [Kansky et al, 2005a,
2005b; Hong et al, 2007]. Recentemente, foi também demonstrado que a exposicdo do
subfragmento-1 de miosina (S1) ao ONOO™ promove a oxidacdo das cisteinas, resultando na
inibi¢do da actividade Mg**-ATPase estimulada por F-actina [Tiago et al, 2006a]. No entanto, a
oxidacdo das cisteinas in vivo pode ser revertida através da ac¢do de sistemas especificos, enquanto
que a nitragdo de tirosinas ¢ uma modificaciao pds-traducional irreversivel. Assim, o presente estudo
teve por objectivo dar resposta a seguinte pergunta: Nitracdo de tirosinas na miosina: tera
consequéncias funcionais ou ¢ apenas um biomarcador associado ao stresse nitrosativo?

No sentido a optimizar as condi¢des de nitracao foram realizados estudos comparativos nos
tampodes: Tris, TFP e TFP+Bicarbonato, sendo esperado por esta ordem um aumento da formagao
de 3-NT no S1. Verificou-se que a exposi¢cdo aguda do S1 (9,1 uM) ao ONOQO'" resulta na inibi¢ao
da actividade Mg”-ATPase estimulada por F-actina, sendo os valores de ICsy de 0,41 £0,10; 0,29 +
0,04 e de 0,40 £ 0,03 mM ONOO' para os tampoes Tris, TFP e TFP+Bicarbonato, respectivamente.
Diferencas interessantes foram obtidas na actividade Mg®"-ATPase basal do S1, observando-se uma
estimula¢do de 250 % em TFP e de 150 % em Tris com 1 e 0,5 mM ONOQO’, respectivamente.
Verificou-se também que a nitragdo de tirosinas ¢ mais eficaz em TFP (ICso = 1,87 £ 0,22 mM
ONOO) do que em Tris, com 2 mol e 0,3 mol 3-NT/mol S1, quando a actividade Mg* ATPase
estimulada por F-actina ¢ inibida 50 %, respectivamente. Por Western Blotting demonstrou-se que a
formagdo de 3-NT ocorre nos dominios proteoliticos do S1 com 25 e 50 kDa. Relativamente a
oxidacdo de cisteinas, obtiveram-se valores de ICsy para a oxidagao das cisteinas “rapidas” de 0,11
+0,02; 0,23 £ 0,01 e de 0,37 £ 0,02 mM ONOO' e para a oxidagao cisteinas totais de 0,43 + 0,06;
0,33 £ 0,08 e de 0,16 £ 0,03 mM ONOOQO, para os tampodes de tratamento Tris, TFP e
TFP+Bicarbonato, respectivamente. Adicionalmente, a reversdo das cisteinas oxidadas com o
agente redutor DTT nao restabelece nenhuma das actividades ATPasicas do S1. Por fim, observou-
se que os ligandos naturais da miosina, nomeadamente o ATP e a actina, apresentam um efeito
protector na nitracdo de tirosinas no S1. Propde-se assim que este efeito seja o resultado das
modifica¢des estruturais no S1 que sdo induzidas pelos ligandos naturais na miosina. Portanto, de
um modo geral, os resultados obtidos sugerem que a formagdo de 3-NT na miosina, para além de

ser um biomarcador, também pode ter consequéncias a nivel funcional desta proteina.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The frequently used 3-nitrotyrosine (3-NT) biomarker of peroxynitrite (ONOQO")-reactivity
to proteins has been shown to increase on myosin after atrial fibrillation [Mihm et al, 2001b, 2003;
Kooy et al, 1997] and during aging [Kansky et al, 2005a, 2005b; Hong et al, 2007]. Recently, it was
also demonstrated that exposure of myosin subfragment-1 (S1) to ONOQO™ promotes cysteine
oxidation, resulting in the inhibition of the F-actin-stimulated S1-ATPase activity [Tiago et al,
2006a]. However, in vivo cysteine oxidation can be reverted by specific systems, while tyrosine
nitration is an irreversible post-translational modification. Therefore, the objective of the present
study was to answer the following question: Myosin tyrosine nitration: will have functional
consequences or is just a biomarker associated to nitrosative stress?

In sense to optimize nitration conditions comparative studies were performed in Tris, TFP
and TFP+Bicarbonate buffers, being waited by this order an increased of the formation of 3-NT on
S1. It was verified that S1 (9,1 uM) acute exposure to ONOQO™ results in the inhibition of the F-
actin-stimulated S1-ATPase activity, with I1Csy values of 0,41 = 0,10; 0,29 = 0,04 and 0,40 £+ 0,03
mM ONOO' for Tris, TFP and TFP+Bicarbonate buffers, respectively. Interesting differences were
obtained for the basal S1-ATPase activity, being observed a stimulation of 250 % in TFP and of
150 % in Tris with 1 and 0,5 mM ONOQ/, repectively. It was also verified that the tyrosine nitration
is more effective in TFP (ICso = 1,87 + 0,22 mM ONOQ) than in Tris, with 2 mol and 0,3 mol 3-
NT/mol S1, when 50 % of the F-actin-stimulated S1-ATPase activity is inhibited, respectively. By
Western Blotting it was demonstrated that 3-NT formation occurs at the 25 and 50 kDa trypitc S1
domains. Regarding cysteines oxidation, it has obtained ICsy values for the very accessible
cysteines of 0,11 + 0,02; 0,23 + 0,01 and 0,37 £ 0,02 mM ONOO" and for total cysteines of 0,43 +
0,06; 0,33 + 0,08 and 0,16 £ 0,03 mM ONOO’, for the treatment buffers Tris, TFP e
TFP+Bicarbonato, respectively. Additionally, the reversion of cysteine oxidation by the reducing
agent DTT failed to re-establish any of the S1 ATPase activities. Finally, it was observed that the
myosin natural ligands, namely ATP and actin, present a protective effect in the SI1 tyrosine
nitration. It is proposed that this effect is the result of S1 structural changes that are induced by the
myosin natural ligands. Therefore, altogether, the obtained results suggest that formation of 3-NT
on myosin, besides being a biomarker, also can have consequences at the functional level of this

protein.
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INTRODUCAO

I- INTRODUCAO

Os tecidos musculares sdo constituidos maioritariamente por miosina (60-70 %) e esta
proteina apresenta grande susceptibilidade aos danos oxidativos, pelo facto das espécies reactivas
de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) serem continuamente produzidas nos musculos [Jackson,
2005; Reid, 2001]. O peroxinitrito (ONOQ") ¢ uma RNS e um forte oxidante, sendo muito mais
reactivo do que os seus precursores, € pode promover tanto modificacdes oxidativas como
nitrosativas [Alvarez e Radi, 2003], apresentando uma elevada afinidade para nitrar tirosinas
[Beckman e Koppenol, 1996]. Nos ultimos anos o efeito da nitragao de tirosinas nas proteinas tem
sido um tema muito debatido, uma vez que a formag¢ao de 3-nitrotirosinas (3-NT) para além de ser
um biomarcador da presenca de ONOO™ nos tecidos, também tém sido detectada em niveis elevados
em diversas condi¢des patofisiologicas. Tal facto tem conduzido a colocagdo de uma pergunta que
pode ser aplicada a qualquer proteina, serd que a nitragdo de tirosinas nas proteinas apresenta
consequéncias funcionais ou sera apenas um biomarcador?

Apesar da miosina ser a principal proteina muscular que constitui os tecidos musculares,
poucos estudos foram realizados e consecutivamente ainda pouco se sabe acerca das consequéncias
estruturais e funcionais que resultam do stress nitrosativo induzido pelo ONOQO™ nesta proteina,

nomeadamente no que se refere a nitra¢do de tirosinas.

1.1 — Stresse oxidativo e nitrosativo

Define-se stresse oxidativo ou stresse nitrosativo como o deslocamento do equilibrio existente
entre a producdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) ou de nitrogénio (RNS) e de agentes
antioxidantes, no sentido das primeiras [Dringen, 2000; Sies, 1997]. Este desequilibrio pode ser
provocado por uma producdo excessiva de ROS e /ou RNS, pela eventual deficiéncia de defesas
antioxidantes, ou por ambas as situagdes anteriores. Apesar destas espécies, tal como o préoprio
nome indica, serem bastante reactivas e destrutivas, surpreendentemente, também podem ser
selectivas e terem como alvo locais especificos nas diversas biomoléculas (proteinas, lipidos,
glicidos e acidos nucleicos) [Ischiropoulos e Beckman, 2003]. As reac¢des mediadas pelas ROS

e/ou RNS podem ter como resultado danos a nivel celular e molecular, induzindo o
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desenvolvimento de diversas doencas, como por exemplo cardiovasculares, neurodegenerativas,
pulmonares, cancro e diabetes. No entanto, ¢ de referir que as espécies reactivas também podem
actuar como moduladores internos nos sistemas bioldgicos, incluindo a sinalizagdo celular, o
controlo do fluxo sanguineo, a neurotransmissdo, a inducao de morte celular programada
(apoptose), assim como podem regular a expressdo genética e a proliferacdo celular [Castro e

Freeman, 2001; Cui et al, 2004; Droge, 2002; Rahman et al, 2006; Sayre et al, 2008].

I.1.1 — Producio de espécies reactivas de oxigénio

Na cadeia respiratoria mitocondrial, durante o processo de redugdo de uma molécula de
oxigénio a 4gua, ocorre a formagdo de varios intermediarios: radical anido superdxido (*Oy),
peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxilo ("OH) [Cui et al, 2004; Turrens, 2003; Traverse
et al, 2006]. Estas espécies sdo denominadas por ROS, uma vez que ¢ atribuido esta designagdo as
moléculas e/ou radicais livres que derivam do oxigénio molecular [Cui et al, 2004]. Nos sistemas
bioldgicos as ROS podem ser produzidas por diversos mecanismos: através da cadeia respiratoria
mitocondrial; por NADPH oxidases; pela xantina oxidase; pelo citocromo P450; por flavoproteinas;
pelo desacoplamento da oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS), entre outros [Afonso et al, 2007;
Cui et al, 2004; Droge, 2002; Kunsch e Medford, 1999; Pacher et al, 2007; Thannickal e Fanburg,
2000]. Contudo, para além das fontes celulares, existem também fontes externas ao organismo que
conduzem a formacao de ROS, tais como o fumo do tabaco, a radiagdao, xenobioticos, drogas e

ozono [Rahman et al, 2006].

1.1.2 — Producio de espécies reactivas de nitrogénio

As espécies oxidantes que derivam do 6xido nitrico (NO) ou que resultam, posteriormente, da
reaccdo deste com as ROS s3o denominadas por espécies reactivas de nitrogénio (RNS), como por
exemplo o anido nitroxilo (NO") e o peroxinitrito (ONOOQO"). O NO ¢ produzido por uma familia de
enzimas designadas por 6xido nitrico sintetases (NOS). Estas enzimas na presenga de oxigénio
molecular ¢ de NADPH convertem o grupo guanidina do aminodcido L-arginina, através de
oxidacdes enzimaticas, a L-citrulina ocorrendo simultaneamente a forma¢ao de NO e de NADP.

Actualmente sdo conhecidas trés isoformas de NOS, a NOS endotelial (eNOS), a NOS neuronal
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(nNOS) e a NOS inductivel (iNOS). Enquanto a eNOS e a nNOs sdo ambas expressas
constitutivamente no organismo, por outro lado a iNOS ¢ induzida em situagdes de inflamagdo
através de mediadores pré-inflamatorios como as citoquinas [Alderton et al, 2001; Farrell e Blake,
1996; Pacher et al, 2007]. Durante muitos anos o NO foi considerado como uma espécies altamente
toxica e reactiva, no entanto, hoje ¢ sabido que o NO ¢ um mensageiro intracelular e muitos dos
efeitos que anteriormente foram atribuidos ao NO devem-se efectivamente ao ONOQO™ [Pacher et al,

2007].

1.1.2.1 — Formacao de peroxinitrito

O principal mecanismo reaccional para a formacdo do peroxinitrito (ONOQO") consiste na
recombinagdo do radical 6xido nitrico ("NO) com o radical anido superoxido (O;) [Eq. 1]. Esta
reac¢do encontra-se proxima do limite de difusdo e apresenta uma constante de reac¢do de segunda
ordem de aproximadamente 10" Ml [Alvarez et al, 2002; Goldstein e Czapski, 1995; Huie e
Padmaja, 1993; Kissner et al, 1997; Radi et al, 2001].

‘NO + ‘0, —— ONOO (1]

Uma vez que o "NO ¢ neutro e hidrofobico possui a capacidade de atravessar as membranas
por difusdo [Denicola et al, 1996b; Landcaster, 1994], no entanto o ‘O, ja ndo tem a mesma
capacidade por ser anionico a pH neutro (pKa = 4,8), podendo unicamente permear as membranas
por via de canais aniénicos [Fridovich, 1995]. Deste modo, ficou estabelecido que a formagao do
peroxinitrito ocorre predominantemente na proximidade dos locais de formagéo do ‘O, [Alvarez e
Radi, 2003; Radi et al, 2001]. Porém, o ONOO™ consegue atravessar as membranas por canais
aniénicos, ou por difusdo passiva quando se encontra no seu acido conjugado, o 4cido peroxinitrico
(ONOOH) [Denicola et al, 1998; Marla et al, 1998]. E de referir que o anido peroxinitrito ¢ a sua
forma protonada, o 4cido peroxinitrico (pKa = 6.8) existem em equilibrio dependente do valor do
pH, contudo a pH 7,4, ou seja, a pH fisiologico, 80 % desta espécie encontra-se sob a forma de

anido [Radi et al, 2001].
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1.1.3 — Reactividade bioldgica do peroxinitrito

O peroxinitrito ¢ um forte oxidante, sendo muito mais reactivo do que os seus precursores €
pode reagir com diversos componentes celulares, bem como com as principais biomoléculas,
conduzindo a danos celulares. Dependendo dos niveis dos danos celulares infligidos, o peroxinitrito
pode eventualmente promover a morte celular por meio de duas vias, necrose ou apoptose (Figura
1.1) [Pacher e tal, 2007; Szabo et al, 2007]. Duma forma geral, os efeitos citotoxicos dependentes do
peroxinitrito podem resultar da peroxidagdo lipidica, da oxidagdo e da nitragdo de proteinas, da
oxidagdo do ADN, da activagao de metaloproteinas, assim como da inactivagdo duma variedade de
enzimas. Contudo, as enzimas mitocondriais sdo particularmente vulneraveis ao ataque do ONOO/,
que tem como consequéncia a reducdo da formac¢do do ATP e a inducdo da despolarizagao
mitocondrial devido a abertura dos poros de permeabilidade. Estes eventos resultam, para além do
impedimento da producdo de ATP pela cadeia transportadora de electrdes, na libertagao de factores
apoptoticos do espaco intermembranar para o citoplasma, incluindo o factor inductor de apoptose
(AIF) e o citocromo ¢, que consequentemente, conduzem a morte celular por apoptose (Figura I.1).
Por outro lado, quando o ONOO' tem como alvo a molécula de ADN provocando a quebra da sua
cadeia ocorre a activagao da enzima poli(ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1), com o intuito de
reparar os danos na cadeia de ADN. A activagdo desta enzima consome NAD" de forma a sintetizar
polimeros de poli(ADP-ribose) (PAR), que posteriormente sdo metabolizados pela poli(ADP-
ribose) glicohidrolase (PARG), de modo a restaurar as proteinas no seu estado nativo. Por sua vez,
o consumo de NAD' proporciona disfun¢des na gliclise, no ciclo de Krebs e na cadeia
transportadora de electrdes, resultando no impedimento de formagao de ATP (Figura I.1). Uma vez
que a morte celular programada, apoptose, encontra-se completamente dependente de ATP, nesta
situagdo a via de morte celular predominante ¢ a necrose, que consequentemente ira causar danos

celulares nos organelos e biomoléculas vizinhas [Pacher e tal, 2007; Szabo et al, 2007].
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Figura I.1: Mecanismos moleculares mediados pelo peroxinitrito na morte celular. O 6xido nitrico e o radical anido
superdxido reagem originando o peroxinitrito, o qual pode promover danos tanto a nivel de organelos celulares como
de biomoléculas. Quando o0 ONOO™ tem como alvo a mitocondria desencadeia a libertagdo de moléculas apoptoéticas,
como o IAF e o citocromo ¢, que conduzem a morte celular por via apoptotica. Quando o ONOQO™ interage com o0 ADN
provoca a sua clivagem que activa o PARP-1, ocorrendo o consumo de NAD" e de ATP, o que resulta
predominantemente na morte celular por via necrética [Pacher et al, 2007].

Contudo, as reac¢des acima mencionadas, ndo se devem apenas a forma anidnica do
peroxinitrito, mas também podem ser provocadas pela sua forma protonada, ou até mesmo por
outras espécies secundarias que derivam das anteriores (Figura 1.2). Deste modo, foi sugerido por
Alvarez e Radi [2003] que o peroxinitrito reage com as biomoléculas através de dois possiveis
mecanismos. Em primeiro lugar, o peroxinitrito ou o acido peroxinitrico podem reagir directamente
com alguns alvos moleculares, como por exemplo proteinas, lipidos e ADN. Ainda neste primeiro
mecanismo, sdo incluidas as reac¢gdes quer do ONOO™ quer do ONOOH com metais de transi¢do
que proporcionam a formag¢io do radical dioxido nitrico ("NO,) e do anido didxido nitrico (NO5),
respectivamente. Em segundo lugar, o acido peroxinitrico pode sofrer homolise originando os

radicais dioxido nitrico (*"NO») e o hidroxilo ("OH), que por seu turno também reagem com os alvos

moleculares, resultando por exemplo na nitracao de tirosinas e na peroxidacgao lipidica.

-5-



INTRODUCAO

Uma das reacgdes mais relevantes a nivel bioldgico do peroxinitrito € aquela que ocorre com o
diéxido de carbono (CO;), que se encontra presente nos sistemas bioldgicos com uma concentragao
relativamente elevada (1,3-1,5 mM) [Alvarez e Radi, 2003]. O diéxido de carbono reage com o
ONOO' com uma constante de segunda ordem de 4,6 x 10* M'.s™ a pH 7,4 ¢ a 37 °C [Denicola et
al, 1996a; Lymar ¢ Hurst, 1995], levando a formagdo de "NO, e do radical anido carbonato (CO;")
[Bonini et al, 1999]. Por sua vez, estes radicais podem reagir especificamente com diferentes
biomoléculas, o que faz com que o CO, redireccione a reactividade in vivo do peroxinitrito, em vez

de ser um scavenger desta RNS [Alvarez e Radi, 2003; Denicola et al, 1996a].

'N02 + CO:;' I_iryfas—l> target molecule reaction
or NO3”

CO2 fast very fast

+
slow

‘NO + O — ONOO™ === ONOOH —NO,, +"OH
| |

n+ / fast RHA fast
M ROH
Mn+ +2)+
M+ M+
NO,

‘NO,

Figura 1.2: Esquema ilustrativo dos diversos mecanismos reaccionais mediados pelo peroxinitrito. O anido
peroxinitrito (ONOQ") é produzido através da reacg¢do entre o 6xido nitrico ("NO) e o radical anido superdxido ("O5).
O anido peroxinitrito (ONOO") e o acido peroxinitrico (ONOOH) promovem reacgdes de oxidagdo de um ou dois
electrdes nos metais de transicdo (M), conduzindo a formagdo de radical dioxido nitrico ("NO,) e do anifo dioxido
nitrico (NO,), respectivamente. O ONOO™ também reage com o dioxido de carbono, originando as espécies ‘NO, ¢
radical carbonato (CO;"). Alternativamente, o0 ONOOH pode sofrer homolise formando-se “NO, e radical anido

carbonato (CO;™), que reagem rapidamente com as biomoléculas ou podem recombinar-se gerando nitrato (NO;)
[Alvarez e Radi, 2003].

1.1.3.1 — Interaccio entre o peroxinitrito e as proteinas

Um dos aspectos mais importantes no qual o peroxinitrito se encontra envolvido ¢ a sua
interaccao com proteinas, apresentando como consequéncia modificagdes oxidativas e nitrosativas
em diversos residuos de aminoacidos na cadeia peptidica [Alvarez e Radi, 2003; Ischiropoulos e Al-
Mehdi, 1995; Radi, 2004]. Os aminoacidos mais susceptiveis a oxidagao por parte do ONOQO™ sdo
os que contém um atomo de enxofre (cisteina (Cys) e metionina (Met)) e os aromaticos (triptofano
(Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe)), mas apenas os residuos de cisteina, metionina e triptofano

reagem directamente com o ONOO'". No entanto, apesar dos aminoacidos tirosina e fenilalanina nao
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reagirem directamente com o ONOQO’, estes podem ser modificados através das espécies

secundarias que derivam do ONOQO', tais como o *OH, 0 CO;"* ¢ 0 *NO; [Alvarez e Radi, 2003].

I.1.3.1.1 — Oxidagao de cisteinas

A reaccao do peroxinitrito com os grupos tiol (-SH) das cisteinas da albumina foi a primeira
reaccdo directa do peroxinitrito a ser descrita [Radi et al, 1991]. De facto, a cisteina é o aminoacido
que reage mais rapidamente e directamente com o ONOO', apresentando uma constante de segunda
ordem de 4,5 x 10> M's™ (pH 7,4 a 37 °C). Deste modo ¢ considerado que esta reac¢io mediada
pelo ONOO' ¢ a que ocorre com maior prevaléncia nos sistemas biologicos [Alvarez e Rad, 2003;
Radi et al, 1991]. Na oxidacdo dos grupos tiol das cisteinas, induzida pelo ONOO', podem resultar
diferentes produtos (Figura 1.3), cujo mecanismo envolve provavelmente um ataque nucleofilico aos
grupos tiol das cisteinas. Especificamente, na formagdo das ligacdes dissulfureto, estas sao
originadas pela reaccdo entre dois grupos radicais cisteinilo ("RS) que resultam do ataque

nucleofilico as cisteinas [Alvarez e Radi, 2003].

A COOH B COOH C COOH D COOH E  COOH

HoN-C—H HoN-C—H HaN-C—H HoN-C—H HoN=C—H
?HZ CHy CHy CHy CH,
SH s S-OH 0=S—OH O=§—OH

Figura 1.3: Estruturas da cisteina e dos respectivos produtos que resultam da oxidacdo mediada pelo peroxinitrito. (A):
cisteina; (B): grupo radical cisteinilo (*RS); (C): 4cido sulfénico; (D): 4cido sulfinico e (E): acido sulfonico [Jacob et al,
2004].

Uma vez que os residuos de cisteinas no estado reduzido sdo necessarios a estabilidade e
actividade biologica de diversas proteinas, a sua oxidagdo tem geralmente como consequéncia a
inibicdo das actividades dessas mesmas proteinas [Pacher et al, 2007]. No entanto, actualmente
encontra-se descrito que a oxidacdo das cisteinas, que foram modificadas durante o envelhecimento
ou em condic¢des de stresse oxidativo, podem ser reparadas in vivo através de sistemas biologicos
especificos [Petropoulos e Friguet, 2006; Squier, 2001]. A titulo de exemplo, a glutationa reductase
e a tioredoxina reductase sao capazes de reverter a oxidacao de cisteinas sob a forma de ligagao
dissulfureto. Mais ainda, a tioredoxina reductase encontra-se também envolvida na reducdo de

cisteinas oxidadas sob a forma de acido sulfénico [Holmgren, 2000; Holmgren et al, 2005].
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1.1.3.1.2 — Nitrac¢ao de tirosinas
Os residuos de tirosina ndo reagem directamente com o peroxinitrito, no entanto a exposi¢ao
deste residuo ao peroxinitrito pode conduzir a formagao de 3-nitrotirosina (3-NT), de 3,3’-ditirosina

e de 3-hidroxitirosina (Figura 1.4) [Alvarez e Radi, 2003].

A ’l\“'*a+ C }l_{ )
'OOC—C—CHZ—O—OH HO Q CHZ—?—coo
NH5" 3
L | NH3
'ooc—(ls—CHz O OH
NH3" NO, H

B |
OOC—?—CHZ‘O'OH D TH; Sid
H 'ooc—clj—CHz—Q—OH

H
Figura 1.4: Representacdo das modificagdes oxidativas da tirosina por reac¢des dependentes de peroxinitrito. (A):

Tirosina; (B): 3-nitrotirosina (3-NT); (C): 3,3’-ditirosina e (D): 3-hidroxitirosina. Os compostos B, C ¢ D s3o os
principais produtos formados através das reaccdes dos derivados do peroxinitrito (didxido nitrico, radical anido
carbonato e radical hidroxilo) com a tirosina [Alvarez e Radi, 2003].

A nitragdo de tirosinas promovida por ONOO' ocorre por meio de um mecanismo radicalar no
qual € necessario a formacao do radical tirosilo, sendo este originado através da reac¢ao da tirosina
com as espécies secundarias que derivam do ONOQ, tais como o “OH e o “NO,. Porém, foi
verificado que os niveis de produgcdo de 3-nitrotirosinas através deste mecanismo eram
relativamente baixos, uma vez que o radical hidroxilo reage mais facilmente com as tirosinas
levando maioritariamente a producao de 3-hidroxitirosinas [Alvarez e Radi, 2003; Radi et al, 2001].
Contudo, uma vez que in vivo a formagio dos radicais “OH e *NO, resultantes da homolise do acido
peroxinitrico ¢ um processo lento (Figura 1.2), apds vdrios estudos, tornou-se evidente que a
formacdo de 3-nitrotirosinas nos sistemas bioldgicos era essencialmente dependente das reacgdes
entre 0 ONOO" e o didxido de carbono. Sendo assim, na presenca de didéxido de carbono os niveis
de produgido de 3-NT sdo superiores, pelo facto do COs" reagir rapidamente com as tirosinas

conduzindo a formagdo do intermediario radical tiroliso (Figura L.5) [Alvarez e Radi, 2003;

Goldstein e Merényi, 2008].
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Figura L.5: Mecanismo de formagao de 3-nitrotirosinas mediado por peroxinitrito. Em primeiro lugar, o ONOO' reage
com o CO, originando os radicais "NO, ¢ CO;". Por sua vez, o0 CO;" reage rapidamente com a tirosina ocorrendo a
produ¢do do intermediario, o radical tirosilo. Por fim, apos rearranjo do anel, o *NO, reage com o radical tirosilo
resultando na formagao de 3-nitrotirosina [Adaptado de Radi et al, 2001].

As reaccdes do peroxinitrito com os componentes celulares proporcionam modificagdes
oxidativas que podem servir como uma “impressdo digital” dos danos causados pela formacao e
reac¢ao desta RNS. Uma das modificagdes frequentemente utilizadas para tal efeito ¢ a nitragdo de
tirosinas nas proteinas que resulta na formacdo da modificacdo pos-traducional, as 3-nitrotirosinas
[Dalle-Donne et al, 2006; Radi et al, 2001]. Isto deve-se ao facto da nitracdo de tirosinas nas
proteinas ser uma modificacdo quimica bastante estavel, e da inexisténcia de sistemas metabolicos
capazes de reparar ou reduzir esta modificagdo, ou ainda pelo facto destes sistemas operarem muito
lentamente [Gow et al, 1996b; Kamisaki et al, 1998; Balabanli et al, 1999]. E de salientar que
actualmente nao existem evidéncias so6lidas da existéncia de um sistema metabolico especifico
capaz de reverter a formagdo de 3-NT, como por exemplo uma desnitrase [Alvarez e Radi, 2003;
Radi et al, 2001; Souza et al, 2008]. Os factos anteriores contribuiram assim para que a comunidade
cientifica considere que a nitragdo de tirosinas nas proteinas ¢ um processo irreversivel e que a
formacdo de 3-NT seja um marcador da produgdo de ONOO™ in vivo e, consequentemente, dos

danos celulares provocados por esta espécie.

1.1.3.1.2.1 — Consequéncias biologicas e funcionais da formacio de 3-nitrotirosinas

Nos ultimos anos o efeito da nitracao de tirosinas nas proteinas tem sido bastante questionado
e investigado, com o propdsito de desvendar se a formagdo de 3-nitrotirosinas apresenta
consequéncias funcionais, ou se simplesmente se trata de um biomarcador associado ao stresse

nitrosativo. As primeiras evidéncias de que as reac¢des de nitragdo poderiam ocorrer nos sistemas
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biolégicos surgiram em dois estudos. No primeiro foi observado que ratos injectados com
tetranitrometano induziam a formagao de 3-NT [Ohshima et al, 1990], enquanto que no segundo foi
demonstrado, também em ratos, que um analogo de tirosina era nitrado por activa¢do de macrofagos
[Ischiropoulos et al, 1992]. Através destas publicagdes muitas outras surgiram, revelando a
formagdo de 3-NT em diversos tipos de células e de tecidos, bem como em diferentes condi¢des
biologicas, o que possibilitou a caracterizagdao das consequéncias biologicas e funcionais que advém
da nitragdo de tirosinas nas proteinas (Figura 1.6). Foi verificado que as proteinas expostas ao
ONOQO ' sao selectivamente reconhecidas e degradadas pelo preoteassoma [Gow et al, 1996b; Grune
et al, 1998], embora as bases moleculares no reconhecimento mediado por este permanegam ainda
por esclarecer. Contudo, ¢ sugerido que o reconhecimento de proteinas nitradas pelo proteassoma
deve-se, possivelmente, a combinag¢do dos seguintes factores: a presenga de um grupo nitro; a
alteracdo do ponto isoeléctrico da proteina e o deslocamento de outros aminoacidos ou a exposi¢ao
de regides hidrofobicas na zona superficial da proteina. Reunidos todos os factores anteriores, € na
auséncia de outras modificagdes na estrutura da proteina, ¢ proposto que a nitragao de tirosinas
consiste num evento que aumenta a degradacdo das proteinas através do proteassoma (Figura 1.6)
[Souza et al, 2008]. No entanto, encontra-se também reportado que em casos extremos, onde os
niveis de oxidagdo e nitragdo sdo elevados, a formagdo de 3-NT e de ditirosinas pode promover a
agregacao das proteinas nitradas. Estes agregados sdo considerados como “fracos” substratos do
proteassoma, uma vez que foi verificado que a sua taxa de degradagdo através do proteassoma ¢
bastante inferior [Grune et al, 1998; Grune et al, 2004]. Sendo assim, a formacao destes
aglomerados resulta numa resisténcia a degradacdo por parte do proteassoma, tendo como
consequéncia a sua acumulacdo sob a forma de amildides intra- ou extra-celulares [Souza et al,
2008]. Relativamente as cascatas de fosforilagao, a fosforilagao dos residuos de tirosina encontram-
se envolvidos em varios mecanismos de sinaliza¢do celular, como por exemplo através de factores
de crescimento e de oncogenes. A fosforilagdo ocorre no grupo hidroxilo (OH) dos residuos de
tirosina, enquanto que a nitragdo de tirosinas resulta na substituicdo de um adtomo de hidrogénio por
um grupo nitro na posi¢do orto em relacao ao grupo OH do anel aromatico da tirosina. De facto,
encontra-se descrito que a incorporacdo do grupo nitro no anel de tirosina resulta numa diminuicao

do valor de pKa [Creighton, 1997], bem como provoca impedimentos estéreos [Savvides et al,
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2002]. Adicionalmente, ¢ sugerido que a alteracdo dos factores descritos anteriormente podem
explicar as diferencas na fosforilagao de tirosinas e, consequentemente, a influéncia da nitragcdo de
tirosinas nas cascatas de fosforilagdo podem ser mais subtis ¢ modulatérias do que tinham sido
inicialmente postuladas (Figura 1.6) [Souza et al, 2008]. Ainda a nivel bioldgico, encontra-se
também descrito que a nitragdo de tirosinas nas proteinas pode mediar a resposta imunologica, uma
vez que existem registos que reportam que as proteinas nitradas induzem a formacao de anticorpos
anti-3NT e de linfocitos (células T) (Figura 1.6) [Birnboim et al, 2003; Herzog et al, 2005; Thomson
et al, 2007]. Contudo, mais uma vez, ¢ de referir que a reversibilidade da nitracdo de tirosinas nas
proteinas através de agentes redutores bioldgicos ou por ac¢do de uma desnitrase, ainda ndo sdo
conhecidos nem existem evidéncias sélidas acerca da sua existéncia. Porém, considerando que de
facto tais sistemas existam e que possam efectuar esta reversao, ¢ de salientar que apos este evento,
uma vez que existem ROS e RNS em abundéancia em condi¢gdes de inflamagdo, hd novamente a

possibilidade de formacgao de 3-NT (Figura 1.6) [Souza et al, 2008].
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¥2) l o)
Phosphorylation Cascade Functional Consequences Immune Response
-None -Antibodies anti-3-NT
-Loss-of-function -T cells

-Gain-of-function

Figura 1.6: Consequéncias da nitragdo de tirosinas nas proteinas que conduzem a formacgdo de 3-nitrotirosinas. A
nitracdo de tirosinas nas proteinas apresenta trés principais efeitos: pode afectar as fungdes das proteinas; modular as
cascatas de fosforilagdo e pode induzir a resposta imunoldgica. Normalmente as proteinas nitradas sdo reconhecidas
pelo proteassoma que consecutivamente as degrada. Contudo, a formacao de 3-NT ou de ditirosinas pode promover a
agregacdo das proteinas, o que as torna “fracos” substratos para o proteassoma. Isto resulta numa resisténcia a
degradagao destes aglomerados por parte do proteassoma, que posteriormente acabam por se acumular como amiloides
intra- ou extra-celulares. O possivel metabolismo das proteinas nitradas, incluindo agentes redutores bioldgicos ou por
ac¢do de uma desnitrase, ainda ndo sdo conhecidos nem existem evidéncias solidas acerca da sua existéncia. Ainda
assim, caso existam e apos a sua reversdo, existem ROS e RNS prontamente a reagirem de modo a formarem
novamente 3-NT [Souza et al, 2008].
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A niveis funcionais, a nitracdo de tirosinas nas proteinas apresenta trés principais efeitos: 1)
nenhuma alteragdo da funcdo da proteina nitrada; 2) inibicdo da actividade da proteina nitrada e 3)
estimulacdo da actividade da proteina nitrada [Souza et al, 2008]. Relativamente ao primeiro ponto
existem pouquissimas situagdes onde se verifica que a nitragao de tirosinas nao altera a funcao das
proteinas. A titulo de exemplo, a fun¢do das proteinas al-antiquimotripsina e a transferrina ndo sao
significativamente alteradas pela nitracdo de tirosinas, tanto in vivo como in vitro [Gole et al, 2000].
No entanto, o ganho ou perda de fungdo das proteinas por nitragdo de tirosinas encontra-se
extensivamente reportado, sendo apresentado na Tabela 1.1 varios exemplos do efeito da nitragdo de

tirosinas na funcao de diversas proteinas.

Tabela I.1: Efeito da nitracdo de tirosinas nas proteinas e respectiva alteracdo da sua fungao.

Efeito da nitracao de tirosinas a

Proteina , . Referéncia
nivel funcional
. .. Cassina et al, 2000;
Citocromo ¢ Aumento de actividade Batthyany et al, 2005
Citocromo P450 2B1 Perda de actividade Roberts et al, 1998
. . .. Mihm et al, 2001a;
Creatina cinase Perda de actividade Mihm e Baver, 2002
Glicogénio fosforilase Perda de actividade Dairou e tal, 2007
Glutamina sintetase Perda de actividade Berlett et al, 1998
Glutationa reductase Perda de actividade Francescutti et al, 1996
Glutationa-S-transferase Aumento de actividade Jietal, 2006
Ornitina descarboxilase Perda de actividade Seidel et al, 2001
Prostaciclina sintetase Perda de actividade Zou ctal, 1997,

Schmidt et al, 2003

Prostaglandina endoperoxidase H Goodwin et al, 1998;

Perda de actividade

sintetase Trostchansky et al, 2007
Proteina cinase Ce Aumento de actividade Balafanova et al, 2002
Ribonucleotido reductase Perda de actividade Guittet et al, 1998
MacMillan-Crow et al, 1996, 1998;
Superédxido dismutase (Mn-SOD) Perda de actividade Yamakura et al, 1998;

Demicheli et al, 2007

Ara et al, 1998;

Tirosina hidroxilase Perda de actividade Blanchard-Fillion et al, 2001

De facto, ¢ de referir que na maioria dos estudos reportados, a nitragao de tirosinas resulta na
inibicdo das actividades das proteinas. Isto tem levado a hipdtese de que a formacao de 3-NT, para
além de ser um biomarcador, também se apresenta conjugada com os mecanismos envolvidos no

desenvolvimento de doengas [Ischiropoulos, 2003; Schopfer et al, 2003; Souza et al, 2008].
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1.1.3.1.2.2 — Doencas associadas ao peroxinitrito

Normalmente in vivo sdo detectados baixos niveis de 3-nitrotirosinas em proteinas, o que
significa que em condigdes basais existe uma producdo limitada de ONOO'". No entanto, em estados
patofisiologicos, ou seja, em situagdes de desenvolvimento de doengas associadas ao stresse
nitrosativo ocorre um aumento significativo de formagao de 3-NT [Souza et al, 2008]. De facto,
nestas situacdes foram detectados elevados niveis de 3-NT em diversas condi¢des, incluindo o
envelhecimento, doencas cardiovasculares, distirbios neurodegenerativos, entre muitas outras, uma
vez que se encontra identificada a nitracao de tirosinas em pelo menos 50 doengas humanas e em
mais de 80 condi¢des de modelos animais [Greenacre e Ischiropoulos, 2001; Szabo et al, 2007;
Turko e Murad, 2002]. Na Tabela 1.2 encontram-se descritas algumas doengas em varios 6rgaos ou

regides do corpo humano, nas quais foram detectadas a formacao de 3-NT.

Tabela 1.2: Patologias associadas ao ONOO™ em diferentes regides do corpo humano, nas quais foram detectadas a
formagao de 3-nitrotirosinas.

Orgio / Regiiio do corpo humano Patologia Referéncia

Articulagdes Artrite reumatoide Greenacre e Ischiropoulos, 2001
Inﬂamaqaci cardiovascular, Isquémia- Turko e Murad, 2002;
reperfusdo, Trombose/Enfarte do . )
miocérdio, Fibrilacdo atrial Greenacre e Ischiropoulos, 2001;
Coragao > i Mihm et al, 2001b;

Cardiomiopatias, Hipertensao,
Aterosclerose, Rejeicdo no
transplante de coragdo

Mihm et al, 2003;
Kooy et al, 1997

Cérebro e sistema nervoso

Doenca de Alzheimer, Doenga de
Parkinson, Esclerose multipla, AVC

Greenacre e Ischiropoulos, 2001;
Reynolds e tal, 2007

Pulmoes

Asma; Fibrose pulmonar; Pneumonia

Greenacre e Ischiropoulos, 2001

Tracto gastrointestinal

Diabetes; Ulceras; Danos hepéticos

Turko e Murad, 2002; Greenacre e
Ischiropoulos, 2001

Corpo em geral

Envelhecimento acelerado; Cancro

Turko e Murad, 2002 ;
Kanski, et al, 2005a, 2005b;
Greenacre e Ischiropoulos, 2001

1.2 — Sistema muscular

Nos seres vivos embora existam varios tipos de musculos, a actividade contréactil depende
sempre da interac¢do entre dois tipos de filamentos citoplasmaticos que se interpenetram, sendo
estes os filamentos grossos (constituidos por miosina) e os filamentos finos (constituidos por actina)

[Azevedo, 2005].
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1.2.1 — Miosina

Actualmente, o termo miosina ¢ aplicado a uma variada superfamilia de motores moleculares,
tendo como particular caracteristica a capacidade de se ligar reversivelmente a actina e de hidrolisar
ATP, ocorrendo neste fenomeno a conversdo de energia quimica em energia mecanica. Esta
superfamilia de proteinas ¢ constituida, pelo menos, por 15 classes distintas, sendo a miosina do
tipo Il uma das classes mais bem estudadas e existe tanto em células musculares como em células
ndo musculares. Todos os tipos de miosina que foram purificados apresentam em comum trés
dominios estruturais e funcionalmente diferentes: a cabega, o pescogo e a cauda [Sellers, 1999].

A miosina do tipo II (miosina II) ¢ uma molécula relativamente grande (470 kDa), e composta
por seis cadeias polipeptidicas altamente conservadas: duas cadeias pesadas (HC) com
aproximadamente 200 kDa e dois pares de cadeias leves diferentes, as cadeias leves essenciais
(ELC) e regulatorias (RLC), com massa molecular compreendida aproximadamente entre 15 a 20
kDa [Lodish et al, 2001; Voet e Voet, 1995]. A sequéncia N-terminal da cadeia pesada de miosina
forma uma zona globular, sendo esta correspondente ao dominio da cabeca. Esta regido contém os
locais de ligagdo a actina ¢ ao ATP e ¢ o dominio responsavel pela produg¢do de forca. Na
extremidade C-terminal encontra-se as zonas filamentosas da cadeia pesada de miosina, enroladas
entre si numa estrutura em “coiled coil” de hélice-a, formando o dominio da cauda. Entre a regido
globular da cabeca e da extensa cauda da miosina encontram-se ambas as cadeias leves, que
constituem o dominio do pescoco. Este dominio ¢ responsavel pela regulacdo da actividade
desempenhada pelo dominio da cabega [Lodish et al, 2001; Sellers, 1999].

A miosina II pode ser clivada em diferentes fragmentos funcionais por proteolise controlada.
Um local tipico de clivagem situa-se a 130 kDa da extremidade N-terminal e produz dois
fragmentos: a meromiosina pesada (HMM) e a meromiosina leve (LMM), que podem ser separados
através de didlise sob condi¢des de baixa forca idnica. Nestas condigoes, a HMM apresenta
solubilidade e ¢ formada por duas regides globulares e pelo pescoco, sendo capaz de se ligar a
actina e de hidrolisar ATP, manifestando assim actividade enzimatica. Por outro lado, a LMM
retém apenas as caracteristicas de solubilidade da miosina intacta formando agregados. O fragmento
HMM pode ainda ser clivado por proteolise originando o subfragmento-1 (S1) e o subfragmento-2

(S2) de miosina (Figura I.7A) [Sellers, 1999].
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Quimotripsina

Figura L.7: (A): Clivagem proteolitica da molécula de
miosina II. A quimiotripsina quebra a molécula de
miosina na sua zona flexivel, ou seja, na regido da
Papaina cauda e produz dois fragmentos: a meromiosina

. l/ pesada (HMM) e a meromiosina leve (LMM).
Posteriormente, a digestio da HMM com papaina

HMM LMM

soepez origina os subfragmentos: S1 e S2 [Adaptado de

Lodish et al, 2001]. (B): Esquema ilustrativo dos

locais do S1 susceptiveis a protedlise. Um destes

S1 S2 locais encontra-se aproximadamente a 25 kDa (Loop
1) da extremidade N-terminal, ¢ o outro situa-se

aproximadamente a 75 kDa (Loop 2) da extremidade

N-terminal. A digestdo proteolitica do S1 resulta

Loop 1 Loop 2 assim na formacdo de trés fragmentos proteoliticos:

um dominio com 25 kDa, um dominio com 50 kDa e
N ‘ ‘ ‘ h 111319 g]lfimo dominio com 20 kDa [Adaptado de Sellers,
~ 25 kDa ~ 50 kDa ~ 20 kDa

O subfragmento-1 de miosina (110 kDa) ¢ constituido pelo dominio da cabeca, encontrando-
se associado a ambos os pares de cadeias leves ou apenas as cadeias leves essenciais, dependendo
das condig¢des de clivagem. E importante referir, que este subfragmento mantém as propriedades
moleculares iniciais da miosina, ou seja, ¢ enzimaticamente activo e possui os locais de ligacdo a
actina e ao ATP, apresentado ainda a vantagem de ser soltivel em solu¢des aquosas [Sellers, 1999].
Adicionalmente, o S1 demonstra ainda dois locais sensiveis a proteolise, sendo o primeiro
localizado aproximadamente a 25 kDa (Loopl) e o segundo a 75 kDa (Loop 2) da extremidade N-
terminal (Figura 1.7B). A sua subsequente clivagem resulta na formacdo de trés fragmentos: um
dominio N-terminal de 25 kDa com capacidade para se ligar a nucledtidos (ATP ¢ ADP); um
dominio central de 50 kDa onde se liga a actina; ¢ um dominio C-terminal de 20 kDa (Figura 1.8)

[Geeves e Holmes, 1999; Rayment, 1996; Sellers, 1999].
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Dominio de 50 kDa superior

Local de ligaciao a nucleotidos

Dominio de 25 kDa

Cadeias leves regulatorias

Dominio de 50 kDa inferior
ou
Dominio de ligacio a actina

Dominio de 20 kDa |

Cadeias leves essenciais

Figura 1.8: Estrutura do subfragmento-1 de miosina. Os dominios do S1 encontram-se evidenciados por codigo de
cores: N-terminal de 25 kDa (verde); central de 50 kDa (vermelho e cinzento) e C-terminal de 20 kDa (azul). O local
de ligacdo a nucleodtidos encontra-se no dominio de 25 kDa (verde) representado por esferas pretas e vermelhas. O
dominio de 50 kDa encontra-se destacado por duas cores, correspondentes ao dominio superior (vermelho) e o dominio
inferior (cinzento), também designado por dominio de ligagdo a actina. As cadeias leves essenciais também sdo
apresentadas em sistema de cor: cadeias leves essenciais (amarelo) e cadeias leves regulatorias (roxo) [Adaptado de
Geeves e Holmes, 1999].

1.2.2 — Actina

A actina ¢ a segunda proteina mais abundante do sistema muscular, apresentando-se na sua
forma monomérica (G-actina ou actina globular) com 42 kDa em condigdes de baixa forca idnica.
In vitro, as moléculas de G-actina polimerizam originando a actina na forma filamentosa (F-actina),
sendo este processo reversivel, uma vez que ¢ promovida a despolimerizagao de F-actina quando a
forca i6nica diminui [Voet e Voet, 1995]. Os filamentos de actina consistem em duas cadeias de F-
actina organizadas em hélice e sobre estes localizam-se ainda outras proteinas como a tropomiosina
e as troponinas C, I e T. De facto, ¢ de referir que in vivo, ou seja, nos musculos apenas existe actina
na forma filamentosa, e somente a F-actina ¢ a estrutura que adquire a capacidade funcional para

estimular a actividade ATPasica da miosina [Azevedo, 2005; Voet e Voet, 1995].

1.2.3 — Mecanismo de contraccio muscular
A contrac¢do muscular ocorre quando a miosina interage com a actina formando pontes

cruzadas, fazendo com que os filamentos finos deslizem sobre os filamentos grossos, induzindo
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assim o movimento através da energia resultante da hidrdlise do ATP. A hidrolise de ATP pelo
complexo actina-miosina (actomiosina), no mecanismo de contrac¢ao muscular, pode ser resumido
num ciclo constituido por seis passos importantes: 1) o ATP liga-se a cabeca de miosina (S1)
provocando a destabilizagdo da interac¢do actina-miosina, o que resulta na libertagdo da actina
ligada; 2) o centro activo da miosina fecha-se e ocorre a hidrdlise do ATP, levando a uma alteragao
conformacional da proteina para um estado de maior energia, que move a cabeca de miosina e altera
a sua orientacdo em rela¢do ao filamento fino; 3) o S1 forma uma ligacdo fraca com um monémero
de actina, mais préxima do disco Z; 4) o fosfato inorganico (Pi) que resultou da hidrolise do ATP ¢
libertado do S1, provocando um aumento na afinidade do S1 para se ligar a actina; 5) ocorre a
geracao de forca (power stroke) durante a qual a conformagao do S1 regressa ao estado de repouso
original, a sua orientacdo muda em relagdo a actina ligada de modo a puxar o S1 na direc¢do do

disco Z; 6) o ADP ¢ libertado, concluindo assim um ciclo (Figura 1.9) [Voet € Voet, 1995].

Z disk <—— — M disk
2 Pl 'a-«T pretonls

e I O
%pﬁr@‘rﬁ@ﬁ“ﬂ” =)

SR a«-,-»' WireWSmelWicoah, . r«m e e T

1: Ligacdo do ATP ao S1
e quebra da ligagdo entre

6: Libertagdo de ADP 0 Sl e aactina

2: Centro activo do _—H,0
S1 fecha-se e ocorre
a hidrolise do ATP

Transient
intermediate

4: Libertagao de Pi
resultando numa ligagdo
forte entre o S1 e a actina

3: Ligacdo fraca
entre o S1 e a actina

Figura 1.9: Esquema ilustrativo do mecanismo da contrac¢do muscular realizado pelo complexo actomiosina. A cabega
de miosina desliza sobre os filamentos finos de actina, sendo este processo assistido pela hidrdlise de ATP [ Adaptado
de Voet e Voet, 1995].
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1.3 — Stresse oxidativo e nitrosativo na miosina

O tecido muscular apresenta grande susceptibilidade aos danos oxidativos, devido a
capacidade singular do musculo sofrer alteracdes rapidas no fornecimento de energia e fluxo de
oxigénio durante a actividade contractil [Jackson e O’Farrell, 1993]. Para além disso, a regeneracao
das proteinas musculares ¢ relativamente lenta em comparagdo com outras proteinas [Waterlow et
al, 1976], o que as torna potencialmente mais susceptiveis a acumulacdo de danos oxidativos.
Actualmente, encontra-se descrito que as ROS e RNS promovem disfun¢des contracteis, como
consequéncia da modificacdo de proteinas miofibrilares [Canton et al, 2004; Dunn e tal; 1991,
Mihm et al, 2001b]. Adicionalmente, encontra-se também descrito que o ONOQO™ possui uma
elevada afinidade para nitrar os residuos de tirosina nas proteinas [Beckman e Koppenol, 1996].
Estudos realizados nos ultimos anos sugerem que o ONOO™ pode ser responsavel, pelo menos em
parte, pelas disfuncdes dos musculos esqueléticos e cardiacos que se observam em algumas
condi¢des patofisiologicas referenciadas na Tabela 1.2, tais como fibrilagdo atrial [Mihm et al,
2001b, 2003; Kooy et al, 1997] e durante o envelhecimento [Kansky et al, 2005a, 2005b; Hong et
al, 2007], tendo sido verificado que a miosina ¢ uma das proteinas musculares que apresenta niveis

elevados de 3-NT.

1.4 — Hipotese de trabalho

Recentemente, foi demonstrado por Tiago et al [2006a], que a exposi¢cao do S1 ao ONOO
promove a oxidagdo das cisteinas altamente reactivas resultando na inibicdo da actividade
fisiologica desta proteina. No entanto, visto que in vivo a oxidagdo das cisteinas pode ser revertida
através da acgao de sistemas bioldgicos especificos, como por exemplo a glutationa reductase e a
tioredoxina-reductase, ¢ pertinente o esclarecimento do envolvimento da nitracdo de tirosinas na
actividade ATPasica da miosina. E de relembrar, que a formacdo de 3-NT nas proteinas para além
de ser um biomarcador dos danos causados in vivo por ONOO’, ¢ uma modificagdo quimica
bastante estavel e considerada como irreversivel, uma vez que actualmente ndo existem evidéncias

solidas acerca de um sistema metabolico capaz de reverter esta modificagao.
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1.4.1 — Objectivo

O presente estudo tem por objectivo responder a seguinte pergunta: nitragdo de tirosinas na
miosina, serd que tem consequéncias funcionais, ou serd apenas um biomarcador associado ao
stresse nitrosativo? Nesse sentido, serdo determinadas in vitro as consequéncias funcionais da
nitragdo de tirosinas na miosina de musculo esquelético de coelho, promovida por uma exposi¢ao
aguda ao peroxinitrito sintético. Primeiramente serdo optimizadas as condi¢des de nitragdo testando
varias condi¢des, nomeadamente diferente solugdes tampao nas quais serdo realizadas a exposi¢ao
do S1 a diversas concentracdes de ONOOQO', e determinadas as alteracdes funcionais bem como as
modificagcdes moleculares do S1. Apods optimizadas as condigdes de nitracdo serdo também
realizados estudos de reversibilidade, assim como se investigard o efeito dos ligandos naturais da

miosina na nitracdo de tirosinas do S1.
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I1 - MATERIAIS E METODOS

I1.1 — Material

I1.1.1 — Material bioldgico
A realizagdo deste trabalho envolveu a utilizacdo das

principais proteinas musculares, miosina e actina. Nesse sentido,

estas proteinas foram obtidas a partir de muasculo esquelético de ) -
o ) Figura II.1: Coelho doméstico jovem
coelhos domésticos jovens com cerca de 2 kg (Figura IL.1). utilizado para obtengdo de proteinas
musculares.

I1.1.2 — Reagentes
Os reagentes utilizados ao longo das actividades experimentais, assim como a respectiva

empresa que os comercializa e o seu grau de pureza encontram-se referidos no Anexo B: Quadro B.1.

11.1.3 — Equipamento
Os equipamentos utilizados durante este trabalho experimental, tal como a correspondente
marca ¢ modelo encontram-se apresentados no Anexo C: Quadro C.1, com excep¢ao dos materiais

vulgarmente utilizados em laboratérios de quimica e bioquimica.

I1.2 — Isolamento e purificacdo de proteinas musculares

As proteinas apresentam na sua superficie diferentes residuos de aminoacidos que contribuem
para diferentes niveis de solvatacdo pelas moléculas de dgua. A solubilidade duma proteina numa
solu¢do depende da concentragdo de sal presente, da polaridade do solvente, do valor do pH e da
temperatura. Uma vez que o efeito de qualquer um deste factores varia de proteina para proteina, a
manipula¢do destes ¢ bastante vantajosa e utilizada durante os processos de purificacdo de
proteinas, com o intuito de precipitar a proteina de interesse ou as proteinas contaminantes [Quintas
et al, 2008; Voet e Voet, 1995]. Os procedimentos utilizados para o isolamento e purificacdo das
proteinas musculares baseiam-se essencialmente nas diferengas de solubilidade destas proteinas em

solugdes aquosas, tratando-se basicamente de um “jogo” de forga idnica do meio envolvente. Numa
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solugdo com forga ionica baixa, a solubilidade de uma proteina aumenta com o aumento da
concentracdo de sais (salting in), enquanto que para forcas idnicas drasticamente elevadas, a
proteina precipita (salting out) (Figura 11.2). Este fendmeno acontece, uma vez que as proteinas em
solucdo comportam-se como polides. Para forcas ionicas relativamente baixas, a superficie da
molécula encontra-se melhor solvatada e os residuos hidrofobos nao sdo afectados pela
concentracdo de sal, ocorrendo preferencialmente interacgdes proteina-solvente que resultam
consequentemente no aumento da solubilidade da proteina. Contrariamente, para forgas idnicas
elevadas ocorre competicao entre as moléculas de proteinas e os i0es de sal pelas moléculas de
solvente. Isto leva a que os residuos hidrofobos deixem de estar solvatados, passando a ocorrer
interaccdes proteina-proteina entre as regioes hidroéfobas, sendo estas energeticamente mais
favoraveis do que as interacgdes proteina-solvente, conduzindo assim a uma diminuicdo da
solubilidade da proteina [Quintas et al, 2008; Voet ¢ Voet, 1995; Walsh, 2002].

Figura II.2: Efeito da concentragdo de sais na
solubilidade de proteinas. Para concentragdo de
sais nulas ou baixissimas as proteinas possuem
pouca solubilidade e precipitam (salting out). No
entanto, o aumento da concentragdo de sais até
determinado valor, ainda que a forga idnica seja
relativamente baixa, proporciona o aumento da
solubilidade de uma proteina (salting in). Porém,
concentragdes de sais acima do valor 6ptimo de
solubilidade resultam na destabilizacdo das

[Sais] proteinas e consequentemente na sua precipitagao
(salting out) [Adaptado de Walsh, 2002].

N Saiting in

Saiting out :
Salting out

Solubilidade de proteinas

Na extrac¢do e nos diferentes passos do processo de purificacdo, a composicdo do meio ¢
alterada e os factores estabilizadores sdao diluidos ou removidos, resultando numa maior
susceptibilidade das proteinas sofrerem desnatura¢ao ou protedlise. De modo a minimizar estes
problemas durante o isolamento e purificagdo das proteinas musculares utilizaram-se solucdes
tamponizadas a pH e forca iénica adequada as proteinas de interesse, sendo todas as solugdes feitas
com H,O miliQ (4gua destilada, esterilizada e filtrada por um sistema miliporo, com condutividade
electrolitica 0,054 uS e pH = 6,5-7,0 a 25 °C) e os valores desejados de pH ajustados a temperatura
ambiente. Todos os procedimentos envolvidos neste trabalho foram realizados a 4 °C, tendo-se
também o cuidado de refrigerar previamente todas as solugdes e material 2 mesma temperatura,

sempre que assim era necessario. Adicionalmente, durante estes procedimentos, também se
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suplementou as solugdes com agentes redutores, como o B-mercaptoetanol (B-mer), de modo a
garantir a redugdo dos grupos —SH, uma vez que estes sdo necessarios a estabilidade e actividade

biologica das proteinas.

I1.2.1 — Isolamento e purificacdo de miosina

O isolamento e purificagdo de miosina a partir de musculo esquelético de coelho foi
executado consoante o método previamente descrito por Margossian e Lowey [1982], tendo sido
introduzidas algumas alteragdes.

O animal ¢ primeiramente sacrificado com uma pancada rapida
e forte atras do pescoco e imediatamente sangrado por corte da artéria
jugular, sendo posteriormente esfolado e colocado numa tina com
gelo. Com o auxilio de uma pinga e de um bisturi, retiraram-se as
partes de tecido conjuntivo que envolve o tecido muscular e,
recolheram-se para um copo aproximadamente 200 g de musculos
dorsais e das pernas (Figura I1.3), sendo estes lavados com H,O
destilada de forma a remover quaisquer impurezas. Os musculos
foram pesados e triturados, efectuando-se de seguida a extraccdo em 3

volumes de solucao A (0,012 M K,COs; 0,04 M KHCO3; 0,6 M KCl,

pH 6,5 ¢ 10 mM B-mer), mexendo-se lentamente durante 15 minutos

(E importante ndao exceder este tempo de modo a minimizar a Figura 11.3: Remoggo de
tecidos, conjuntivo (A) e
extraccdo de actina). Apos o tempo de extracg¢do, centrifugou-se a musculares dorsais (B) e das
pernas (C) num coelho.
suspensao de musculo a 2000xg durante 20 minutos e filtrou-se o sobrenadante em 13 de vidro (para
remover os componentes lipidicos que se encontram em suspensdo) para uma proveta, registando-se
o respectivo volume. De seguida, diluiu-se a solugdo filtrada em 14 volumes de H,O destilada
previamente refrigerada de modo a baixar a forga idnica para 0,04 M. Verificou-se se o pH se
encontrava entre 6-7 com papel indicador de pH e adicionou-se 10 mM de B-mer. Deixou-se a
miosina precipitar aproximadamente durante 4 horas e removeu-se o sobrenadante com o auxilio de

uma bomba de vacuo (Figura I1.4). Concentrou-se o precipitado obtido anteriormente realizando-se

uma centrifugacdo a 2000xg durante 15 minutos. Cuidadosamente decantou-se o sobrenadante e
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ressuspendeu-se o precipitado na solucdo A (cerca de 1 mL por tubo), mediu-se o volume numa
proveta e adicionou-se solucao B (100 mM Tris e 2 M KCl, pH 7,0) de modo a elevar a forca i6nica
a 0,6 M e, por fim, homogeneizou-se lentamente a solu¢do no potter (Figura IL.5). Reduziu-se
novamente a for¢a idnica para 0,04 M por adicao lenta de H,O destilada e refrigerada, confirmou-se
se o pH se encontrava entre 6-7 e adicionou-se 10 mM de B-mer, deixando a proteina precipitar

durante a noite.

Figura I1.4: Precipitacdo da miosina apds 4 horas e remogdo do Figura II.Szomogeneizagﬁo lenta da
sobrenadante com o auxilio de uma bomba de vacuo. soluc@o de miosina no potter.

Ap0s a precipitacdo da miosina durante a noite, removeu-se o sobrenadante com o auxilio da
bomba de vacuo e concentrou-se o precipitado centrifugando este a 2000xg durante 20 minutos.
Desprezou-se o sobrenadante com cuidado e ressuspendeu-se o precipitado na solu¢do B. De
seguida, mediu-se o volume numa proveta e adicionou-se solucdo B até se obter uma forca i6nica
de 0,6 M. Homogeneizou-se lentamente a suspensdo obtida no potter e deixou-se esta repousar
cerca de 2 horas, sendo depois novamente homogeneizada no potter. Ultracentrifugou-se a
suspensao a 110000xg durante 60 minutos, e filtrou-se o sobrenadante em 13 de vidro para uma
proveta na qual se mediu o volume obtido. O precipitado de coloragdo escura foi desprezado uma

vez que se trata de complexos de actomiosina e proteina desnaturada (Figura I1.6).

Figura 1I1.6: Suspensio obtida apds a
ultracentrifugacdo a 110000xg durante 60
minutos, sendo possivel visualizar, na parte
superior do tubo, os componentes lipidicos em
suspensdo e, na parte inferior do tubo, o
precipitado de coloracdo escura correspondente
a complexos de actomiosina e proteina
desnaturada.
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11.2.1.1 — Preparacao do subfragmento-1 de miosina por digestio quimeotriptica

A elevada massa molecular da miosina (470 kDa) e a sua insolubilidade conferida pela regiao
da “cauda” levaram os investigadores a optar por fragmentos proteoliticos que retenham as
propriedades moleculares iniciais da miosina, e que facilitem tanto as andlises fisico-quimicas como
enzimaticas [Margossian e Lowey, 1982]. Um dos fragmentos proteoliticos da miosina designa-se
por subfragmento-1 de miosina (S1), sendo este possivel de obter através de digestdo controlada, e
apresenta as vantagens de ser solivel em dgua e ser enzimaticamente activo [Sellers, 1999].
Portanto, ao longo deste trabalho foi sempre utilizado o S1, sendo este obtido no seguimento do
procedimento anterior previamente descrito por Margossian e Lowey [1982], tendo sido
introduzidas algumas alteragdes.

Primeiramente, preparou-se a membrana de dialise, lavando esta com dgua corrente durante 3-
4 horas de modo a remover a glicerina. Efectuou-se a remog¢ao dos compostos sulfuricos tratando a

membrana com uma solucao de 0,3 % (m/v) de sulfito de s6dio a 80 °C durante 1 minuto e lavou-se

de imediato com H,O destilada a 60 °C durante 2 minutos. Procedeu-se
a acidificacdo da membrana de didlise colocando esta numa solucao de
0,2 % (v/v) de acido sulftrico a 60 °C, sendo posteriormente lavada de
novo com H,0 destilada a 60 °C. Transferiu-se a solu¢do de miosina
obtida anteriormente para a membrana de dialise previamente tratada e

dialisou-se contra a solugdo C (25 mM Tris; 0,12 M KCl e 1 mM

EDTA, pH 7,0) durante a noite e com agitagdo suave (Figura IL7). (A

Figura 1II.7: Didlise da
inclusdo de EDTA ¢ essencial, uma vez que a substituicdo de EDTA  solugdo de miosina contra a

solucdo C durante a noite,
por MgCl, resulta na producdo da HMM em vez do S1). com agitagdo suave.

No dia seguinte apos a dialise, quantificou-se a proteina obtida pelo método de Bradford (ver
ponto II.3.1, da presente sec¢do), de forma a prever-se a quantidade de a-quimotripsina necessaria
para a digestdo. Equilibrou-se a suspensao de miosina a temperatura ambiente e digeriu-se esta com
uma solu¢do de a-quimotripsina (0,05 % (m/v) de a-quimotripsina em 0,001 M de HCI), na
proporg¢ao 0,3 mg/mL de a-quimotripsina para 20 mg/mL de miosina, durante 45 minutos, tendo-se

o cuidado de agitar a solu¢do de miosina enquanto se adicionava a solu¢ao de a-quimotripsina, de

modo a evitar a precipitacdo local e desnaturagdo da miosina pela solug¢ao acida. Interrompeu-se a
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digestao da miosina por adi¢do de 0,2 mM PMSF (0,1 M PMSF em 70 % (v/v) de etanol), tendo-se
também o cuidado de agitar a solu¢do de miosina de forma a evitar a precipitacdo da proteina pelo
etanol. De seguida, ultracentrifugou-se a solucdo obtida anteriormente a 110000xg durante 60
minutos, de modo a separar os produtos insoluveis da digestdo do S1 (Figura IL.8). O sobrenadante
obtido correspondente ao S1 foi cuidadosamente filtrado em 13 de vidro para uma proveta na qual se
mediu o respectivo volume e, posteriormente, quantificado pelo método de Bradford (ver ponto
11.3.1, da presente seccdo) ou por medi¢io da absorvéncia a 280 nm (g = 7,5 cm’™), enquanto o

precipitado foi desprezado.

Figura IL.8: Separacio dos produtos
insoluveis da digestdio da solugdo de
miosina, apdés  ultracentrifugagio a
110000xg  durante 60 minutos. O
sobrenadante trata-se maioritariamente do
Sl e o precipitado, que se encontra
ampliado a direita, corresponde
efectivamente aos produtos insoluveis da
digestdo.

Por fim, a solugdo de S1 adicionou-se 10 % (m/v) de sacarose e 2 mM de B-mer, dividiu-se
esta solucdo em aliquotas e congelou-se rapidamente em azoto liquido, sendo posteriormente as

aliquotas colocadas a -80 °C.

I1.2.2 — Isolamento e purificacdo de actina

O isolamento e purificagdo de actina a partir de musculo esquelético de coelho foi realizado
de acordo com o método anteriormente descrito por Pardee e Spudich [1982]. Este procedimento
inclui duas fases, primeiramente obtém-se um residuo seco denominado por “p6 de acetona” e, em
seguida, a partir deste residuo seco ¢ possivel extrair actina na sua forma monomeérica (G-actina),
que posteriormente pode ser promovida a polimerizacdo desta para originar actina na forma

filamentosa (F-actina).
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11.2.2.1 — Preparacao do “po de acetona” a partir de musculo esquelético de coelho

O mausculo esquelético de coelho foi obtido tal como se descreve anteriormente para o
isolamento e purificacdo de miosina, sendo posteriormente pesado, triturado e extraido em 3
volumes de solugao D (0,1 M KCl e 0,15 M K;HPO4, pH 6,5) mexendo lentamente durante 10
minutos. De seguida, centrifugou-se a suspensdo a 4000xg durante 10 minutos e desprezou-se o
sobrenadante. Ressuspendeu-se o precipitado em 6 volumes de solugdo E (0,05 M NaHCO;, pH
8,2-8,5) mexendo-se lentamente durante 10 minutos e, certificou-se se o pH se encontrava
aproximadamente entre 8,2-8,5 com papel indicador de pH, acertando-se caso necessario, com
solu¢do F (1 M Na,COs). (Nesta etapa teve-se o cuidado de controlar rigorosamente o tempo de
extraccao, pelo facto de extracgdes muito longas resultarem numa perda consideravel de activa).
Centrifugou-se a 4000xg durante 10 minutos e desprezou-se o sobrenadante. Ressupendeu-se o
sedimento em 3 volumes de solucdo G (1 mM EDTA, pH 7,0) durante 10 minutos e centrifugou-se
novamente a 4000xg durante 10 minutos. Seguidamente, decantou-se o sobrenadante, enquanto o
precipitado foi ressuspendido 2 vezes consecutivas com 6 volumes de H,O destilada previamente

refrigerada durante 5 minutos, tendo-se posteriormente centrifugado a 4000xg durante 10 minutos e

desprezado o sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido 5 vezes
sucessivas com 3 volumes de acetona pura, agitando-se suavemente
durante 10 minutos a temperatura ambiente (Figura I1.9) e,
posteriormente, no final de cada extraccdo o musculo obtido foi filtrado
em gaze esterilizada. Colocou-se o residuo filtrado, proveniente da

ultima extrac¢do com acetona pura, numa tina com o fundo revestido

com papel de filtro e deixou-se a evaporar na hotte durante a noite. No

dia seguinte triturou-se o residuo seco e deixou-se secar mais algumas  Figura IL9: Extrac¢io do
precipitado com 3 volumes de

horas. Por fim, este residuo seco conhecido vulgarmente por “pd de acetona pura, com agitagdo
suave durante 10 minutos a

acetona” foi armazenado num frasco bem fechado a -20 °C. temperatura ambiente.

I1.2.2.2 — Obtencao de G-Actina e F-Actina a partir do “p6 de acetona”
Por cada grama de “p6 de acetona” adicionaram-se 20 mL de solugdo H (0,2 mM CaCl,; 0,2

mM Na,ATP; 0,005 % (m/v) NaN3; 2 mM Tris-HCI, pH 8,0 e 0,5 mM B-mer), sendo a extrac¢ao
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efectuada com agitagdo lenta durante 30 minutos. Separou-se o extracto do “pd de acetona”
hidratado filtrando a suspensdo anterior com 4 camadas de gaze esterilizada, tendo o cuidado para
ndo se espremer o residuo uma vez que dificulta a proxima extrac¢do, e extraiu-se novamente o
musculo com o mesmo volume de solugdo H, durante 30 minutos com agitacdo suave.
Adicionaram-se os dois extractos obtidos anteriormente e centrifugou-se a 16000xg durante 30
minutos. Decantou-se cuidadosamente o sobrenadante para uma proveta, sendo este também
filtrado com 4 camadas de gaze esterilizada, para que o sedimento solto ndo se misturasse com o
sobrenadante, e registou-se o volume. De seguida, promoveu-se a polimerizacdo dos mondmeros de
actina a filamentos de actina, adicionando-se com agitacdo suave e continua KCIl até uma
concentracdo final de 50 mM, MgCl, at¢ 2 mM e ATP at¢ 1 mM e, deixou-se polimerizar, em
repouso, durante 2 horas a temperatura ambiente. (Nesta fase observa-se a formacao de bolhas de
ar, indicando o aumento de viscosidade, sendo uma caracteristica da formacdo de F-actina).
Prosseguiu-se com a remog¢ao de tropomiosina, arrefecendo a suspensao num banho de gelo durante
15 minutos e, posteriormente, adicionou-se pouco a pouco KCI solido até se atingir uma
concentragdo final de 0,6 M, deixando-se a agitar suavemente durante 30 minutos. Centrifugou-se a
suspensdo a 110000xg durante 1 hora e desprezou-se o sobrenadante, enquanto o precipitado foi
removido com o auxilio de uma espatula para o potter, no qual se ressuspendeu e se homogeneizou
cuidadosamente o precipitado obtido anteriormente com 3 mL de solugdo H. Transferiu-se esta
preparacdo para uma cassete de didlise e deixou-se dialisar contra 1 L de solugdo H com agitagao
continua durante a noite. No dia seguinte, trocou-se a solugdo de dialise por nova solugdo H e
deixou-se a dialise decorrer durante toda a manha, tendo-se posteriormente, ultracentrifugado a
actina dialisada a 110000xg durante 1 hora. O sobrenadante obtido correspondente a G-actina, foi
cuidadosamente decantado para uma proveta na qual se mediu o respectivo volume e,
posteriormente, quantificou-se esta pelo método de Bradford (ver ponto 11.3.1, da presente sec¢ao)
ou por medi¢ao da absorvéncia a 290 nm (¢ = 0,62 mL/mg.cm), enquanto o precipitado foi
desprezado. Por fim, a solug@o anteriormente obtida adicionou-se 2 mg de sacarose por cada mg de
G-actina, 0,005 % (m/v) NaN3; e 0,5 mM de B-mer, dividiu-se esta solu¢do em aliquotas e congelou-
se rapidamente em azoto liquido, sendo posteriormente sendo posteriormente as aliquotas colocadas

a -80 °C.
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A obtencdo de F-actina a partir de G-actina foi conseguida através da sua polimerizacao,
tendo-se adicionado KCI até uma concentragdo final de 50 mM, MgCl, at¢ 1 mM e ATP até 1 mM,
deixando-se polimerizar no minimo 4 horas a temperatura ambiente ou durante a noite a 4 °C. A F-
actina assim obtida pode ser armazenada a 4 °C, e por ser bastante estdvel pode permanecer

seguramente nestas condi¢des até 3 semanas.

I1.3 — Caracterizacio das proteinas musculares isoladas

Tanto a determinagao da concentracdo de proteinas como a analise do seu estado de pureza
sdo frequentemente necessarias durante os estudos experimentais, pelo facto de serem fundamentais

para se averiguar se as proteinas possuem qualidade adequada a realizagao dos estudos seguintes.

I1.3.1 — Quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford

Ao longo deste trabalho experimental as proteinas de interesse foram quantificadas através de
um método colorimétrico, o método de Bradford, originalmente descrito pelo proprio [Bradford,
1976]. Este método utiliza o corante Coomassie Brilliant Blue (incluido no reagente de Bradford)
que possui carga negativa e absorve entre 470 e 650 nm, no entanto, apresenta um maximo de
absorc¢do a 595 nm quando se encontra complexado com proteinas. As vantagens que este método
apresenta sao a simplicidade da técnica, a rapidez no desenvolvimento da cor da solugdo e a
producdo de um complexo estavel quando este se liga a proteinas, assim como o facto de ser
bastante sensivel, exibindo uma sensibilidade abaixo dos 20 pg/mL. O método de Bradford também
possui algumas limitag¢des, pelo facto do corante apenas se ligar aos grupos amina dos aminoacidos
basicos a pH fisiologico, como a arginina e a lisina [Halpern, 1997; Wilson e Walker, 2000].

Preparou-se inicialmente uma recta de calibragdo com amostras de albumina de soro bovino
(BSA) com concentragdo conhecida ([BSAlswck = 1mg/mL), de acordo com a Tabela IL1. As
amostras foram homogeneizadas no vortex antes e apos a adicdo do reagente de Bradford,

deixando-se de seguida reagir em repouso durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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Tabela II.1: Reagentes e respectivas quantidades necessarias para a realizacdo da recta de calibragdo do método
Bradford ([BSAJsok = 1 mg/mL).

BSA BSA H,0 miliQ Reagente de Bradford
(g ((119) (uL) (uL)

0 0 600

2 2 598

4 4 596

6 6 594 600

8 8 592

10 10 590

Ap6s o tempo de reacgdo, para cada amostra, efectuou-se no espectrofotometro a leitura dos
valores da absorvéncia (Abs) ao comprimento de onda de 595 nm, o que permitiu tracar uma recta
de calibragdo pela constru¢ao do grafico da Abssos,m em funcdo da quantidade (pg) de BSA.

Os ensaios para determinar a concentragao de proteina foram realizados em triplicado,
colocando-se num eppendorf 5 pL. da solucdo da amostra proteica (estando diluida caso necessario),
595 uL de H,O miliQ e 600 uL de reagente de Bradford. As amostras foram homogeneizadas no
vortex antes e apoOs a adigdo do reagente de Bradford, deixando-se de seguida reagir em repouso
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Registaram-se os valores da Abssos,, das amostras
proteicas no espectrofotometro e determinou-se a quantidade de proteina em cada amostra por

interpolacdo a partir da recta de calibrag@o obtida anteriormente.

I1.3.2 — Analise do estado de pureza das proteinas isoladas

O estado de pureza das proteinas isoladas foi analisado por electroforese em condi¢des
desnaturantes (SDS-PAGE) de acordo com o método de Laemmli [1970], sendo nesta técnica
utilizado o detergente dodecil sulfato de sddio (SDS) e as proteinas separadas de acordo com a sua
massa molecular. O SDS ¢ um detergente anidnico utilizado para desnaturar proteinas, uma vez que
rompe quase todas as interacgdes ndo covalentes existentes numa proteina, destruindo assim a sua
estrutura nativa, obrigando-as a assumir uma conformacao linear. Para além do facto anterior, este
detergente tem a particularidade de se ligar a estas moléculas na propor¢do de 1,4 g de SDS por
grama de proteina (cerca de uma molécula de SDS por cada dois residuos de aminoacidos na cadeia
polipeptidica). Desta forma, as proteinas vao ficar revestidas por um excesso de cargas negativas
que resulta na produ¢do de uma carga total negativa a proteina desnaturada proporcional a sua

carga. As proteinas assim tratadas, quando aplicadas num gel de poliacrilamida e submetidas a um
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campo eléctrico migram no sentido do anodo (polo positivo) e, consequentemente, sdo separadas
apenas consoante as suas massas moleculares (as de maiores dimensdes migram menos, enquanto as
menores migram mais) [Quintas et al, 2008; Voet e Voet, 1995; Wilson e Walker, 2000].

Montou-se a cassete de polimerizacao constituida por dois vidros, ajustando-os rigorosamente
de forma a evitar-se fugas de gel, e colocou-se estes no respectivo suporte. De seguida, prepararam-

se os géis de resolugdo e de concentragdo conforme descrito na Tabela I1.2.

Tabela I1.2: Reagentes e volumes necessarios para a preparagdo dos géis de resolugdo e de concentragao.

Gel de resolucao Gel de concentracao
(12% de acrilamida) (4% de acrilamida)
Componentes Volume (pL) Volume (pL)
Solugdo concentrada de acrilamida 2000 400
(29,2 % (m/v) acrilamida e 0,8 % (m/v) N,N’-metil-bis-acrilamida)
Solugdo tampao do gel de resolugdo (4x concentrado) 1250 o
(1,5 M Tris-HCI, pH 8§,8)
Solucdo tampao do gel de concentragdo (4x concentrado) o 750
(0,5 M Tris, pH 6,8)
H,O destilada 1670 1830
10 % (m/v) SDS 50 30
10 % (m/v) PSA 25 15
TEMED 6,6 5

OBS: Todas as solugdes foram colocadas previamente a temperatura ambiente e a solugdo de PSA foi preparada no
proprio dia. O PSA e o TEMED foram os tltimos reagentes a se adicionar na preparacdo dos geis, pelo facto de serem,
respectivamente, o catalizador e o iniciador da reac¢do de polimerizagdo. Apods a adigdo destes, teve-se o cuidado de
agitar suavemente a solug@o de forma a desgaseificar esta, uma vez que o oxigénio ¢ um inibidor desta reac¢@o.
Colocou-se cerca de 3,5 mL do gel de resolugdo na cassete de polimerizagao e cobriu-se este
com H,O destilada, de modo a garantir que o gel ndo desidratasse e a superficie deste ficasse
uniforme, deixando-se a polimerizar aproximadamente durante 1 hora. De seguida, verteu-se a H,O
destilada que se encontrava a superficie, adicionou-se o gel de concentracdo e colocou-se o pente
sobre este, deixando a polimerizar cerca de 45 minutos. Entretanto, procedeu-se a preparacao das
amostras para aplicacdo no gel de electroforese com concentragio final de proteina de 1 mg/mL
num volume de 100 pL, dos quais 16,7 pL correspondem ao tampao de amostra (320 mM Tris-HCI,
pH 6,8; 0,4 M B-mer; 8 % (m/v) SDS; 15 % (v/v) glicerol (confere densidade a amostra,
dificultando que esta saia do pogo aplicado); 0,024 % (m/v) azul bromofenol (cora as amostras de
forma a ser possivel visualizar a frente de migragdo); 6x concentrado). Posteriormente, as amostras
foram aquecidas a 100 °C durante 5 minutos, sendo homogeneizadas no vortex antes € apos o

respectivo aquecimento. Apds a polimerizacdo do gel de concentracao, removeu-se o pente e lavou-

se cuidadosamente os pogos com H,O destilada. Transferiu-se a cassete de polimerizagdo para a
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tina de electroforese, a qual se adicionou a solu¢do tampao da tina superior/interior (25 mM Tris;
192 mM glicina e 0,1 % (m/v) SDS, pH 8,3) e solu¢do tampdo da tina inferior/exterior (25 mM
Tris; 192 mM glicina; 0,1 % (m/v) SDS; 0,1 M acetato de sodio, pH 8,3). Aplicaram-se nos pogos
do gel, 10 uL das solugdes dos marcadores de alta e de baixa massa molecular (Anexo D: Tabela D.1 e
Tabela D.2) ¢ 20 uL (correspondentes a 20 pg) das amostras proteicas preparadas anteriormente.
Ligou-se a fonte de alimentacdo da electroforese, aplicando-se uma voltagem constante de 90 V e

deixou-se esta a decorrer durante 2 horas (Figura I1.10).

Figura I1.10: Electroforese SDS-PAGE
em decurso, com a aplicacdo de um
campo eléctrico constante de 90 V. E
possivel a visualizacdo da frente de
migracdo das amostras proteicas a azul,
quase no final do gel, devido ao tampao
de amostra conter azul de bromofenol.

Apo6s terminada a electroforese, transferiu-se o gel para uma tina contendo solugdo corante
(“Coomassie Brilliant Blue” com 45 % (v/v) metanol e 10 % (v/v) acido acético glacial) onde se
deixou o gel a corar durante 1 hora. De seguida, colocou-se o gel numa tina com solug¢ao descorante
(10 % (v/v) metanol e 10 % (v/v) acido acético glacial), deixando-se o gel a descorar durante a noite
e, no dia seguinte, mudou-se esta solugao até as bandas se encontrarem visivelmente bem definidas.

Com os resultados obtidos, determinou-se a mobilidade relativa das bandas correspondentes
aos marcadores de alta e baixa massa molecular, construindo-se um grafico do logaritmo da massa
molecular destes em fun¢do das suas mobilidades relativas, sendo assim, possivel obter uma recta
de calibracdo. A massa molecular das proteinas isoladas foi entdo determinada por interpolagdo das

suas mobilidades relativas na recta de calibragdo obtida anteriormente.

I1.4 — Medicao das actividades enzimaticas do subfragmento-1 de miosina
Para além da caracterizacdo das proteinas, a actividade ATP4sica do S1 na presenca de Ca’",
K'/EDTA ou actina, constituem bons critérios para avaliar a qualidade da preparagdo do SI. Foi

demonstrado que os grupos sulfidrilo, nomeadamente as duas cisteinas mais reactivas, nas posigdes
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707 (SH1) e 697 (SH2), encontram-se intimamente relacionadas com a actividade ATPasica da
miosina e do S1, sendo assim importante manter estes grupos no seu estado reduzido [Margossian e
Lowey, 1982]. Uma preparagdo adequada do S1 apresenta uma actividade da K'/EDTA-ATPase
superior & actividade da Ca*"-ATPase [Sellers, 1999]. Quando o grupo SH1 se encontra oxidado, as
actividades K'/EDTA-ATPase ¢ Mg>"-ATPase estimulada por F-actina sdo inibidas, enquanto as
actividades Ca’"-ATPase ¢ Mg’ -ATPase (basal) sio estimuladas. Por outro lado, a oxidagdo do
grupo SH2 resulta na perda completa de todas as actividades ATPasicas do S1 [Margossian e
Lowey, 1982; Reisler, 1982; Sellers, 1999]. Portanto, com base no descrito anteriormente, a
medicdo das actividades da Ca® ¢ da K'/EDTA-ATPase, fornecem uma boa indicacio do estado de
oxidacdo dos grupos sulfidrilo. Porém, apesar das actividades da Ca’" ¢ da K'/EDTA-ATPase
serem bons indicadores in vitro da actividade da miosina ¢ do S1, apenas a actividade da Mg*'-

ATPase estimulada por F-actina tem significado fisiologico [Margossian e Lowey, 1982].

I1.4.1 — Medicao das actividades enzimaticas nao fisiologicas do S1 — Ca’ e K'/EDTA-ATPase

As actividades enzimaticas ndo fisioldgicas do S1, dependentes de Ca’*" e de K'/EDTA, foram
obtidas através da determinacio da quantidade de fosfato inorganico (PO,>) libertado proveniente
da hidrolise do ATP. De modo a quantificar o fosfato inorganico, seguiu-se o método colorimétrico
directo e descontinuo (tempo fixo) descrito anteriormente por Taussky e Shorr [1953], sendo este
baseado no método inicialmente relatado por Fiske e Subbarow [1925]. Este método ficou
conhecido por Fiske-Subbarow modificado e consiste na reaccdo entre o fosfato inorganico e o
molibdato de amoénia em solugdo acida, produzindo o 4cido fosfomolibdico. A adigdo de um agente
redutor promove a redugdo do molibdénio a fosfomolibdato que forma um complexo de cor azulada
com absor¢ao a 660 nm, podendo assim ser detectado por métodos espectrofotométricos.

Em primeiro lugar, preparou-se a recta de calibrac¢do tal como ¢ indicado na Tabela I1.3, sendo

utilizado nas seguintes amostras a solu¢ao de KH,PO,4 ([KH2PO4]stock = 5 mM) como padrao.
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Tabela I1.3: Composi¢ao das amostras efectuadas para determinar a recta de calibragdo do método de Fiske-Subbarow
modificado, utilizando como padrao a solu¢do de KH,PO, ([KH,PO4]50ck = S mM).

3. KH,PO, H20 miliQ Molibdato de aménio' Agente redutor?
bl (L) (uL) (L) (uL)

0 0 1780

25 5 1775

50 10 1770
100 20 1760 200 20
200 40 1740
500 100 1680

! Soluciio de molibdato de aménio: 2,5 % (m/v) molibdato de aménio em 2,5 M de H,SO,.

2 Solugdo de agente redutor: 5 mg 4cido 4-Amino-3-hidroxil-1-naftaleno sulfonico; 30 mg bissulfito de sodio e 30 mg
sulfito de s6dio em 2,6 mL de H,O miliQ (Solugdo preparada imediatamente antes da sua utilizagdo € o por ser
fotosensivel foi protegida com papel de aluminio).

Apos a adicao de cada volume de reagente homogeneizou-se as misturas no vortex. Deixou-se
cada amostra reagir durante 10 minutos e efectuou-se no espectrofotometro a leitura dos valores da
Absgonm, procedendo-se entdo a construgdo do grafico da Absgeonm €m funcdo das nmol PO43', no
qual se tragou a recta de calibragdo.

Para determinar a actividade Ca®"-ATPase adicionou-se num eppendorf 400 puL de meio de
reacgdo (125 mM Tris-HCI e 0,575 M KCl, pH 7.9), 25 uL de CaCl, ([CaCl2]sock = 100 mM) e 10
uL ATP ([ATP]swoeck = 250 mM em 1 M Tes/Tris), enquanto que, para determinar a actividade
K'/EDTA-ATPase adicionou-se num eppendorf 400 uL de meio de reaccdo, 123 pL de KCl
([KCl]stock = 3 M), 10 uL de EDTA ([EDTA]stock = 100 mM) e 10 uL ATP. Em ambos os ensaios
ainda se adicionaram a proteina de forma a obter uma concentragao final de 0,1 mg/mL e, caso
necessario, H,O miliQ até perfazer um volume final de 1 mL. A reac¢do enzimadtica iniciou-se apos
a adicao do ATP, uma vez que este o ¢ substrato da reac¢do enzimatica, e como tal foi o ultimo
reagente a ser adicionado, deixando-se a cinética decorrer a temperatura ambiente num intervalo de
tempo maximo de 20 minutos. Ao longo deste intervalo de tempo recolheram-se varias amostras de
150 pL da cinética transferindo-as para um eppendorf previamente preparado com igual volume de
10 % (m/v) TCA refrigerado, tendo-se de seguida, homogeneizado rapidamente esta mistura no
vortex e colocado em gelo. Centrifugou-se a mistura anteriormente obtida a 10000xg durante 10
minutos de modo a sedimentar a proteina desnaturada e retirou-se 200 uL do sobrenadante para
novos eppendorfs. Adicionaram-se ainda a estes eppendorfs 1580 uL. de H,O destilada e 200 pL da

solucdo de molibdato de amoénio, sendo a solucdo sempre homogeneizada apds a adicdo de cada
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reagente. Por fim, para cada amostra, adicionou-se 20 puL da solugdo de agente redutor, agitou-se no
vortex e deixou-se reagir durante 10 minutos, tendo-se medido apds este tempo os valores da
Absgsonm. Por interpolagdo a partir da recta de calibragdo obtida anteriormente determinou-se a
quantidades de fosfato inorganico (P1) libertado em cada ensaio, e consequentemente, a partir destes
resultados foram entdo determinadas as actividades da Ca®" e da K'/EDTA-ATPase em nmol

Pi/min.mg S1.

11.4.2 — Medic¢do da actividade enzimatica fisiologica do S1 — Mg2+-ATPase

As actividades Mg®-ATPase ¢ Mg®"-ATPase estimulada por F-actina foram medidas
espectrofotometricamente utilizando o método de enzimas acopladas. Este método ¢ muitas vezes
escolhido para determinar actividades enzimaticas quando os substratos e produtos ndo absorvem
no mesmo comprimento de onda, porém a variacdo do comprimento de onda da absorvéncia
consiste numa maneira de contornar este problema. Muitos destes ensaios sdo baseados na
interconversio de NAD" e NADH, uma vez que ambas as formas oxidada e reduzida destes dois
nucleodtidos absorvem a 260 nm, mas apenas a forma reduzida absorve a 340 nm. Sendo assim,
nestas reaccdes, a enzima sujeita a analise encontra-se acoplada a uma outra, que por sua vez utiliza
o sistema NAD'/NADH através dos intermediarios formados [Wilson e Walker, 2000]. Neste
trabalho, utilizou-se o método de enzimas acopladas piruvato cinase (PK)/lactato desidrogenase
(LDH). O fosfoenolpiruvato (PEP) e o ADP sdao primeiramente convertidos em piruvato e ATP,
pela ac¢do da enzima PK. Posteriormente, o piruvato ¢ transformado em lactato, sendo esta reacgdo
catalisada pela enzima LDH, ocorrendo simultaneamente a oxidagdo do NADH a NAD'. A
presenga do S1 no meio reaccional provoca a hidrolise do ATP anteriormente formado, em ADP e
Pi, o que proporciona a formag¢ao de um ciclo (Figura IL.11). Estando as enzimas em excesso, a
velocidade de conversio do NADH, monitorizada pela variacdo da absorvéncia a 340 nm, ¢
limitada pela formag¢ao de ADP e Pi pelo S1, sendo o ATP sempre regenerado, e portanto a sua

concentragdo inicial € sempre mantida permitindo assim a manutencao do ciclo [Bagshaw, 1982].
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m Piruvato m Lactato

Pi+ ADP NADH NAD*

U

S1
Figura I1.11: Representagdo esquematica das reacgdes do método de enzimas acopladas PK/LDH, utilizado para

determinar a actividade Mg>*-ATPase do S1 [Adaptado de Bagshaw, 1982].

O método de enzimas acopladas trata-se de um método continuo (cinética) e indirecto, € o
protocolo seguido foi anteriormente descrito por Cuenda et al [1990]. Numa cuvete de 1 mL
adicionaram-se 800 pL de meio de reac¢do (25 mM Tris-HCl e 3,125 mM MgCl,, pH 7,0), 10 uL
de PEP ([PEP]stock =42 mM em 100 mM Tes/Tris), 10 uL de PK+LDH (1 mg/mL (1:1)), 15 pL de
NADH ([NADH]st0ck = 25 mM em 100 mM Tes/Tris), 10 uL de ATP ([ATP]stock =250 mM em 1 M
Tes/Tris), 0,05 mg/mL de S1 e perfez-se o volume final de 1 mL com H,O miliQ. A reac¢do foi
iniciada pela adi¢do de ATP e registou-se os valores da Abss4onm a0 longo do tempo. Para a medicao
da Mg2+-ATPase estimulada por F-actina, adicionou-se posteriormente a mistura reaccional anterior
F-actina e registou-se novamente os valores da Absssonm a0 longo do tempo. As actividades Mg2+-
ATPase e Mg*"-ATPase estimulada por F-actina foram entdo determinadas em nmol ATP/min.mg
S1, através do declive produzido pela oxidacdo do NADH. Primeiramente converteram-se o0s
valores da absorvéncia a 340 nm para nmol NADH oxidado através da lei de Beer-Lambert (Abs =
e.c.l), uma vez que o coeficiente de extingdo molar (¢) do NADH a 340 nm ¢ de 6,2 mM'.cm™ e,

sabendo que, cada mole de NADH oxidado corresponde a uma mol de ATP hidrolisado.

I1.5 — Preparacio e quantificacio de peroxinitrito sintético

A espécie reactiva utilizada neste estudo foi o peroxinitrito (ONOQO") sintético, sendo
produzido seguindo o procedimento descrito por Martin-Romero et al [2002], tendo sido este
baseado no método originalmente descrito por Radi et al [1991].

Colocou-se 2,5 mL da solug@o de perdxido de hidrogénio (0,7 M H,O, e 0,6 M HCI) num
copo a 4 °C com agitagdo moderada e adicionou-se igual volume da solu¢dao de nitrito de sddio

([NaNO;]stock = 0,6 M), de modo a promover-se a formagao da espécie ONOO'". Imediatamente apos
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a adi¢do das primeiras gotas da solugdo de NaNQO,, adicionaram-se 5 mL da solu¢do de hidroxido
de sédio ([NaOH]soek = 3 M), sendo esta solucdo necessaria para a estabilizagdo do ONOO"
formado, uma vez que este se decompde rapidamente. De seguida, adicionou-se 67 mg de MnO,
solido a mistura reaccional anterior, de modo a eliminar-se o excesso de H,O,, e deixou-se em
agita¢do constante durante 30 minutos a 4 °C. Ao fim deste tempo, centrifugou-se a solugdo anterior
a 3000xg durante 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, o sobrenadante obtido foi filtrado através de
um filtro de 0,45 pum, fizeram-se aliquotas e guardaram-se em frascos de vidro a -80 °C, enquanto o
sedimento foi desprezado. Apds o congelamento do ONOO', verifica-se que a camada superior
apresenta uma coloracao amarelada mais escura que a restante solug¢ao, e como tal encontra-se mais
concentrada. Assim, sempre que necessario, retirou-se uma aliquota da -80 °C e com o auxilio de
espatulas removeu-se alguns microlitros da camada superior de ONOO™ sintético e deixou-se
descongelar.

A concentracdo de peroxinitrito sintético foi determinada espectroscopicamente por medigao
do valor Abs3ponm em 1,5 M NaOH (solugdo onde se encontra o ONOOQ"), utilizando-se o coeficiente

de extincdo molar de 1670 M .cm™ [Uppu e Prior, 1996].

I1.6 — Tratamento do subfragmento-1 de miosina com peroxinitrito sintético

No presente estudo o S1 foi tratado com peroxinitrito sintético por uma exposi¢do aguda,
consistindo apenas numa unica adi¢do da espécie reactiva a proteina de interesse. Antes do
tratamento do S1 com a espécie reactiva em questdo, a proteina foi sempre dialisada contra o
tampao de tratamento de forma a remover o -mer, o agente redutor que se havia adicionado no
final do isolamento e purificacdo da proteina. A remog¢ao do agente redutor ¢ um passo fundamental
neste trabalho, pois caso este ndo seja removido o tratamento do S1 com ONOO' pode ficar
comprometido. Isto ¢ devido ao facto do B-mer ser um agente antioxidante que compete com 0s
substratos oxidaveis pelas espécies reactivas e, consequentemente, diminui ou inibe
significativamente a oxidacao desses substratos.

Apos a didlise do S1 contra o tampdo de tratamento durante a noite, com agita¢do continua e a

4 °C, quantificou-se o S1 através do método de Bradford e diluiu-se a proteina para 1 mg/mL no
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mesmo tampao. O tratamento do S1 com ONOO" sintético foi efectuado adicionando-se, apenas
numa unica vez € com agitagao suave, o volume necessario da solugdo concentrada de ONOO™ de
modo a se atingir a concentragdo final desejada. Deixou-se de seguida reagir durante 5 minutos a
temperatura ambiente e, posteriormente, colocou-se a proteina a 4 °C. Paralelamente, foram também
realizados tratamentos controlo que consistiram na adi¢ao de igual volume de 1,5 M NaOH (em vez
de ONOO) ao S1, de forma a garantir que os efeitos futuramente observados a nivel molecular e
funcional eram apenas causados pelo ONOO'". Foram também verificadas as variacdes de pH antes

e apos o tratamento.

I1.7 — Optimizacao das condicoes de nitraciao das tirosinas do subfragmento-1 de
miosina

Pretendendo-se neste estudo investigar o efeito in vitro da nitracdo de tirosina do Sl
promovido por uma exposicao aguda de ONOQO, foi necessario optimizar as condigdes de nitragao.
Estas consistiram no favorecimento da nitragdo de 3-nitrotirosinas (3-NT) em detrimento de outras
modificagdes oxidativas mediadas pelo peroxinitrito, nomeadamente a oxidagao das cisteinas (Cys)
do subfragmento-1 de miosina. Nesse sentido, os tratamentos do S1 foram realizados em vérias
solucdes tampoes: tampao Tris (0,5 M Tris, pH 7,2), tampao fosfato de potassio (TFP: 0,25 M
K;HPOs e 0,25 M KH,PO4, pH 7,2) e em tampao fosfato potdssio com bicarbonato
(TFP+Bicarbonato: 0,25 M K,HPO,, 0,25 M KH,PO4 ¢ 25 mM KHCOs, pH 7,2), tendo-se, para
cada tampao de tratamento, titulado com varias concentragdes de peroxinitrito sintético (0; 0,1;

0,25;0,5; 1 e 2 mM ONOOQO).

I1.8 — Quantifica¢ao de 3-nitrotirosinas

Na presenca do peroxinitrito os residuos de tirosina das proteinas sdo susceptiveis a sofrer
nitracdo através de um mecanismo radicalar resultando na formacao de 3-NT, uma modificacao
bastante estavel e irreversivel. O método utilizado no presente estudo para a quantificagdo de 3-NT

baseia-se no facto do grupo nitro, incorporado na posicao orto relativamente ao grupo OH do anel
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aromatico da tirosina, conferir uma absorvéncia maxima ao comprimento de onda de 415 nm, o que

permite a determinacao das 3-NT por espectrofotometria.

I1.8.1 — Determinacio do coeficiente de extingao molar de 3-nitrotirosinas

Para cada tampao de tratamento determinou-se o respectivo coeficiente de extingdo molar de
3-NT a 415 nm. Nesse sentido, prepararam-se em triplicado solugdes de 3-nitro-L-tirosina
purificada com uma concentragdo de 10 mM em ambos os tampdes de tratamentos, tendo-se de
seguida, medido a absorvéncia a 415 nm para concentragdes crescentes de 3-nitro-L-tirosina (0, 2,
4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 500 e 1000 uM). Com os resultados obtidos anteriormente,
construiu-se uma recta da Abss;s,m em fungdo da concentracdo de 3-nitro-L-tirosina (uM) e através
da lei de Beer-Lambert, determinou-se o coeficiente de extingdo molar de 3-NT para cada um dos

tampdes de tratamento.

I1.8.2 — Quantificacdo de 3-nitrotirosinas no subfragmento-1 de miosina

Ao longo deste trabalho, a quantificacao de 3-nitrotirosinas no subfragmento-1 de miosina foi
efectuada espectroscopicamente pela leitura directa do valor da absorvéncia a 415 nm. Através do
valor da absorvéncia obtido e utilizando o coeficiente de extingdo molar previamente estimado,

determinou-se a concentragdo de 3-nitrotirosinas formadas no S1, em mol 3-NT/mol S1.

I1.9 — Imunodeteccio de 3-nitrotirosinas

Neste estudo, para além da quantificagdo de 3-NT, também se procedeu a sua imunodeteccao,
de forma a obter-se informagao referente a localizagao das 3-NT formadas no S1. A presenca de um
grupo nitro nos residuos de tirosina, para além de conferir uma absor¢do maxima caracteristica a
415 nm, pode também gerar respostas imunologicas, ¢ deste modo ¢ utilizado vulgarmente o
método de Western blotting para detectar as regides da proteina nitrada [Ye et al, 1996]. O Western
blotting ¢ uma das técnicas mais eficazes para detectar proteinas especificas apds a sua separacao
por electroforese, uma vez que combina a capacidade analitica da electroforese com a sensibilidade

e especificidade das sondas utilizadas, nomeadamente os anticorpos, no caso de ensaios
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imunoquimicos (imunoblotting). De uma forma geral, uma experiéncia de Western blotting consiste
na separagdo das proteinas por electroforese (SDS-PAGE), e posteriormente, estas sao transferidas
para uma membrana de nitrocelulose. Por conseguinte, a membrana ¢ primeiramente incubada com
um anticorpo primario (anticorpo especifico que reconhece e se liga as proteinas de interesse), e
seguidamente, incubada com um anticorpo secundério (que por sua vez reconhece e se liga ao
anticorpo primario), o qual se encontra marcado com um grupo apropriado. Neste caso em
particular, o anticorpo secundario estd conjugado com uma enzima que, apds reagir com um
substrato, desenvolve uma reac¢ao colorida na membrana, permitindo assim a detec¢do das
moléculas de interesse. Neste método, como as proteinas separadas electroforeticamente sao
transferidas para uma membrana, as dificuldades da analise de moléculas em géis sao ultrapassadas.
Esta técnica apresenta assim varias vantagens, tais como: maior acessibilidade das proteinas aos
anticorpos; as proteinas imobilizadas na membrana nao sdo afectadas por efeitos de difusdo; a
analise do blot necessita de menor quantidade de reagentes e, as membranas sdo muito mais faceis
de manusear e de guardar comparativamente aos géis [Goldsby et al, 2000; Quintas et al, 2008;

Videira, 2001; Wilson ¢ Walker, 2000].

I1.9.1 — Tripsiniza¢io do subfragmento-1 de miosina

Apresentando o S1 dois locais sensiveis a proteolise, dos quais resulta a formagdo de trés
fragmentos: um de 25 kDa (N-terminal), um de 50 kDa (central) e um de 20 kDa (C-terminal)
[Sellers, 1999; Rayment, 1996; Geeves ¢ Holmes, 1999], procedeu-se a tripsinizagdo do S1 de
forma a localizar-se em que fragmentos se encontram as 3-NT formadas pela exposicao aguda do
S1 a0 ONOO'".

As amostras de S1 foram tripsinizadas adicionando-se uma solugdo de 0,5 mg/mL de tripsina
na propor¢do de 1:50 (mol tripsina:mol S1) e deixou-se a digestdo decorrer durante 45 minutos a
temperatura ambiente. De seguida, terminou-se a digestdo das amostras de S1 através da adigao da

solucdo de inibidor de tripsina na propor¢ao de 2:1 (mol inibidor tripsina:mol tripsina).
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I1.9.2 — Imunodeteccio de 3-nitrotirosinas no subfragmento-1 de miosina por Western blotting

O procedimento utilizado para a imunodetecg¢do de 3-NT no S1 e que se descreve de seguida,
foi baseado consoante o descrito no manual de instrugdes do kit de substrato e de amplificacao
Opti-4CN da Biorad (n° 170-8238), consistindo este numa versdo melhorada e mais sensivel do
método colorimétrico horseradish peroxidase (HRP) que utiliza o substrato 4-cloro-1-naftol (4CN).

Prepararam-se as amostras de S1 (10 pg de proteina), previamente tratadas com a
concentracdo desejada de ONOO™ e tripsinazadas, sendo depois aquecidas a 100 °C durante 5
minutos, homogeneizadas e aplicadas num gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes
(preparado de forma idéntica ao descrito no ponto I1.3.2 da presente seccdo). As amostras foram
entdo separadas por electroforese aplicando-se uma voltagem constante de 90 V cerca de 2 horas.
Apo0s concluida a separacao das proteinas electroforeticamente, num tabuleiro contendo tampao de
transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina e 20 % (v/v) metanol), embeberam-se duas esponjas,
duas folhas de papel de filtro Biorad, a membrana de nitrocelulose de 0,45 um da Biorad e o gel
obtido anteriormente, € montou-se uma “sanduiche” pela seguinte ordem: esponja, papel de filtro,
gel (previamente marcado), membrana de nitrocelulose, papel de filtro e esponja, tendo-se o
cuidado de retirar as bolhas de ar que se podem formar entre o gel e a membrana. De seguida,
colocou-se a “sanduiche” na cassete de transferéncia, que por sua vez foi colocada na tina de
transferéncia e encheu-se com tampao de transferéncia até que a “sanduiche” se encontrasse
submersa com este tampao. Iniciou-se a transferéncia das proteinas para a membrana de
nitrocelulose por transferéncia activa (electrotransferéncia), aplicando-se 300 mA, a 4 °C e com
agitacdo constante durante 3 horas e 20 minutos (1 Ampére total por cada transferéncia gel-

membrana) (Figura I1.12).

Figura I1.12: Transferéncia activa
(electrotransferéncia) das proteinas separadas
previamente por SDS-PAGE para a membrana
de nitrocelulose, com a aplicagdo de 300 mA,
a4 °C e com agitacdo continua.
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Apos estar finalizada a electrotransferéncia, com o auxilio de pingas, retirou-se a membrana
da cassete de transferéncia, marcou-se com um lapis o lado onde se encontram as amostras e lavou-
se a membrana com a solucdo tampao fosfato salino (PBS: 8,1 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,POy; 2,7
mM KCl e 137 mM NaCl), de modo a remover-se o tampao de transferéncia. Corou-se a membrana
com a soluc¢ao reutilizavel de Ponceau (0,1 % (m/v) Ponceau S e 5 % (v/v) acido acético), para se
verificar se a transferéncia das proteinas para a membrana foi eficiente, uma vez que este reagente
cora rapidamente as proteinas. Em seguida, lavou-se a membrana com H,O destilada para remover
o excesso de corante até as bandas se encontrarem nitidamente definidas e fez-se um scanner da
membrana. Removeu-se completamente o corante da membrana, lavando-se esta duas vezes com a
solu¢do de PBS durante 5 minutos e lavou-se a membrana mais duas vezes durante 5 minutos com a
solu¢do de PBST (0,1 (v/v) Tween-20 em PBS), sempre com agitacdo continua e a temperatura
ambiente. O detergente Tween-20 presente no PBST vai eliminar as ligagdes ndo especificas
produzidas por interac¢des hidrofobicas, reduzindo assim a forma¢do de manchas e de background
e, simultaneamente, uma vez que nao afecta as ligagdes membrana-anticorpos, vai tornar as
proteinas mais acessiveis resultando num aumento da sensibilidade da detecgdo. Prosseguiu-se com
o bloqueio da membrana (para evitar posteriormente ligacdes ndo especificas dos anticorpos),
incubando esta com a solu¢do de bloqueio (3 % (m/v) bloqueador Biorad em PBST), na proporcao
de 0,25 mL de solucio de bloqueio por cm® de membrana, durante 1 hora com agitacio constante e
a temperatura ambiente. Apds o bloqueio da membrana, lavou-se esta com PBST (3x 5 minutos)
com agitacdo a temperatura ambiente. Preparou-se o anticorpo primario (diluido 1:5000 em 1 %
(m/v) BSA em PBST) na propor¢io de 0,1 mL de solucdo diluida de anticorpo por cm’ de
membrana, tendo-se de seguida incubado a membrana com o anticorpo primario durante 1 hora com
agitacdo constante e a temperatura ambiente. Lavou-se novamente a membrana com PBST (3x 5
minutos) com agitacdo a temperatura ambiente. Entretanto, preparou-se o anticorpo secundario
(diluido 1:25000 em 1 % (m/v) BSA em PBST) na mesma propor¢do que o anterior, incubou-se a
membrana com o anticorpo secundario durante 1 hora e, mais uma vez, lavou-se a membrana com
PBST (3x 5 minutos), sempre com agitacdo continua a temperatura ambiente. Preparou-se a solugao
diluida de reagente de amplificacdo Biorad (BAR) na proporcao de 0,1 mL por cm’® de membrana,

combinando-se 2 partes de diluente de amplificagao Biorad (2x concentrado), 1 parte de BAR (4x
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concentrado) e 1 parte de H,O destilada, e de seguida procedeu-se a amplificagdo do sinal, tendo-se
incubando a membrana com a solu¢ao diluida de BAR durante 10 minutos com agitagdo e a
temperatura ambiente. ApoOs esta incubacdo, lavou-se a membrana com 20 % (v/v) DMSO em
PBST (4x 5 minutos) e, posteriormente, com PBST (2x 5 minutos), sempre com agitagdo continua a
temperatura ambiente. Preparou-se a solugdo diluida de streptavidina-HRP (diluida 1:1000 em 1 %
(m/v) BSA em PBST) na propor¢io de 85 pL por cm” de membrana, e incubou-se a membrana com
esta solugdo durante 30 minutos com agitacao estavel e a temperatura ambiente, tendo-se de seguida
lavado novamente a membrana com PBST (3x 5 minutos) nas mesmas condigdes que
anteriormente. Por fim, preparou-se a solu¢ao de diluente Opti-4CN, na proporcao de 0,1 mL por
cm’ de membrana, misturando-se 1 parte de diluente Opti-4CN Biorad (concentrado) com 9 partes
H,O destilada, e seguidamente adicionou-se a esta solu¢do 2 % (v/v) substrato Opti-4CN Biorad e
homogeneizou-se. A deteccdo colorimétrica foi entdo efectuada incubando-se a membrana com a
solucao anterior cerca de 3 minutos (ou até se atingir o nivel desejado de sensibilidade), com
agitacdo suave e a temperatura ambiente. Posteriormente a detec¢do removeu-se a solugdo de

substrato, lavou-se a membrana com H,O destilada e fez-se novamente um scanner da membrana.

I1.10 — Quantificacao de cisteinas reduzidas

O método utilizado no presente estudo para a quantificacio de Cys foi adaptado por
Gutiérrez-Merino [1987] e fundamenta-se na reac¢do entre os grupos —SH das proteinas com o
reagente de Ellman (5-5’-ditiobis(2-4acido nitrobenzdico) — DTNB). Esta reac¢do ocorre a pH neutro
e origina a formacdo de um grupo disulfidico misto, resultante da liga¢do dissulfureto entre a
proteina e o acido tionitrobenzéico (TNB) (Figura 11.13). E de referir que o grupo TNB confere uma
cor amarela viva a solugdo e apresenta um maximo de absorvéncia ao comprimento de onda de 412
nm [Robyt e White, 1990]. No entanto, para que esta reac¢do ocorra os grupos —SH das cisteinas,
constituintes das proteinas, t€ém que se encontrar reduzidos e expostos ao solvente. A quantificacao
de Cys reduzidas ¢ determinada pela leitura do valor da Abssjonm, uma vez que uma mol de grupos —

SH das proteinas reage com o DTNB, formando uma mol do composto TNB.
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Figura I1.13: Representacdo esquematica da reacgdo entre os grupos —SH das proteinas com o DTNB utilizada para
quantificar as Cys reduzidas do S1 (Adaptado de www.bio.net/bionet/mm/methods/1994-October/020180.html).
11.10.1 — Determinac¢ao do coeficiente de extin¢cio molar do DTNB

Determinou-se o coeficiente de extingao molar do DTNB a 412 nm respectivamente para cada
tampao de tratamento. Primeiramente, prepararam-se em triplicado solugdes de DL-cisteina
purificada ([ DL-cisteina]sioek = 15 mM em H,O miliQ) e de DTNB ([DTNB]stock = 50 mM em 250
mM de tampdo fosfato de soédio, pH 7,2), sendo esta ultima solugdo protegida da luz solar com
papel de aluminio e sempre mantida a temperatura de 4 °C. De seguida, colocou-se numa cuvete
1650 pL de tampao de tratamento, 990 uL de H,O miliQ, 660 puL de 250 mM de tampao fosfato de
sodio (pH 7,2) e 33 pL de 50 mM de DTNB, tendo-se posteriormente efectuado a leitura dos
valores da absorvéncia a 412 nm para concentragdes crescentes de DL-cisteina (0, 2, 4, 6, 8, 10, 20,
30, 40, 50 ¢ 100 uM). Com os resultados obtidos anteriormente construiu-se uma recta da Abssjonm
em fun¢do da concentracdo de DL-cisteinas (uM) e, através do declive originado por esta,

determinou-se o coeficiente de extingdo molar do DTNB para cada um dos tampdes de tratamento.

I1.10.2 — Quantificacao de cisteinas reduzidas no subfragmento-1 de miosina

Colocou-se numa cuvete 550 pL de S1 (9,1 uM em tampdo de tratamento) previamente
tratado com a concentragdo desejada de ONOO", 330 uL H,O miliQ e 220 puL de 250 mM de
tampao fosfato de sodio (pH 7,2), homogeneizou-se suavemente e iniciou-se a leitura da
absorvéncia a 412 nm. Prosseguiu-se com a determinagdo das Cys “rapidas”, ou seja, as cisteinas do
S1 acessiveis ao solvente, adicionando-se a cuvete anterior 11 pL. de DTNB ([DTNB]stock = 50 mM
em 250 mM de tampao fosfato de sodio, pH 7,2), homogeneizou-se ¢ mediu-se imediatamente o

valor da Abssjonm. Por fim, adicionou-se a mesma cuvete 0,01 g de SDS, agitou-se fortemente e foi
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novamente medido o valor da Abssjonm. Neste tltimo procedimento, determina-se as Cys totais do
S1, uma vez que o SDS vai desnaturar a proteina de interesse e, consequentemente, proporciona a
exposicdo de todos os residuos de cisteina ao solvente. Portanto, a quantificacdo de cisteinas
reduzidas do S1 foi entdo determinada, em mol Cys/mol S1, através dos valores da Abssionm
registados apds a adicdo de DTNB (Cys “rapidas”) e de SDS (Cys totais) ao meio reaccional,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar previamente determinado no respectivo tampao de

tratamento, e tendo-se descontado em ambos os casos a contribuicdo do DTNB e do S1.

I1.11 — Estudos de reversibilidade

Uma vez que os organismos possuem processos bioldgicos para a reversao de modificagdes
oxidativas, resultantes dos danos causados pelo ONOO™ [Alvarez e Radi, 2003; Petropoulos e
Friguet, 2006], os estudos de reversibilidade constituem adicionalmente um factor fundamental
neste trabalho. Isto ¢ devido ao facto de actualmente se encontrar descrito que in vivo a oxidagao de
cisteinas pode ser revertida através da ac¢do de algumas enzimas, como por exemplo a tioredoxina
reductase e a glutationa [Petropoulos e Friguet, 2006], enquanto que, ndo existem evidéncias solidas
da presenca de sistemas biologicos especificos que removam ou eliminem as 3-nitrotirosinas [Radi
et al, 2001]. No presente estudo utilizou-se o agente redutor ditiotreitol (DTT) pelo facto de estudos
anteriores demonstrarem que in vitro este ¢ capaz de reduzir os grupos tiol das cisteinas oxidadas,
estando estabelecido que 1 mol de DTT reverte 2 mol de ligagdes dissulfureto [Radi et al, 1991].

Este estudo consistiu em trés etapas nas quais se efectuaram, sempre que possivel, a medigao
dos seguintes pardmetros: medicio das actividades ndo fisiologicas do S1 (Ca’" e K'-ATPase),
medicdo das actividades fisiologicas do S1 (Mg®"-ATPase ¢ Mg”"-ATPase estimulada por actina), ¢
quantificagdo de 3-nitrotirosinas e de cisteinas reduzidas (ver pontos 11.4.1, 11.4.2, 11.8.2 e 11.10.2,
respectivamente). A primeira etapa consistiu na medicado dos varios parametros logo apds o
tratamento da proteina de interesse com peroxinitrito sintético. Na segunda etapa prosseguiu-se com
a reversao das modificacdes oxidativas promovidas pelo ONOO™ no S1 e verificou-se se houve
restabelecimento das actividades enzimaticas do S1. Para isso, incubou-se as varias amostras de S1
em estudo com 1 mM DTT durante 2 horas a 4 °C e mediu-se os varios parametros. Pelo facto do

reagente redutor reagir com o DTNB foi necessario a realizagdo de uma terceira etapa, para se
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quantificar as cisteinas reduzidas do S1 e de modo a verificar-se se na auséncia de DTT existiam
alteragdes dos resultados obtidos anteriormente. Nesse sentido, procedeu-se a elimina¢ao do DTT
nas amostras de S1 em estudo através de uma cromatografia de filtracdo em gel ou por didlise.
Ambas as técnicas possuem 0 mesmo principio, uma vez que sdo utilizadas para separar
componentes de diferentes dimensdes numa mistura. A técnica de cromatografia de filtragdo em gel
baseia-se no facto de ser constituida por uma fase estacionéaria que possui poros de diferentes
tamanhos, o que proporciona a elui¢do das varias moléculas numa mistura por ordem decrescente
de massa molecular. A didlise ¢ uma técnica mais simplista, uma vez que se utiliza uma membrana
semi-permeével contendo poros que permitem ou bloqueiam a passagem de moléculas, caso o seu
tamanho seja respectivamente inferior ou superior ao poro da membrana utilizada [Creighton, 1997;
Voet e Voet, 1995; Wilson ¢ Walker, 2000]. Para a remogdo do DTT da solugdo do S1 através da
cromatografia de filtracdo em gel, equilibrou-se primeiramente as respectivas colunas (Amersham
Bioscience PD-10) com 25 mL de tampao de tratamento, tendo-se de seguida carregado estas com
2,5 mL de amostra proteica. Apds estas terem eluido completamente na coluna, adicionou-se 3,5
mL de tampao de tratamento e comecaram-se a recolher as amostras de S1 (sem DTT) num falcon.
Depois da recolha das proteinas, lavou-se as colunas com 50 mL de H,O miliQ e com 25 mL de 10
% (v/v) de etanol e, posteriormente, estas colunas foram guardadas a 4 °C. A remocdo do DTT da
solucao do S1 através de dialise consistiu em colocar-se na cassete de didlise a amostra proteica, €
deixou-se dialisar cerca de nove horas contra o tampdo de tratamento, com agitacdo continua e a 4
°C, tendo-se mudado o tampao de dialise, ou seja, o tampao de tratamento de trés em trés horas.
Apo6s obtidas as amostras de S1 sem DTT, procedeu-se entdo a medicao dos varios parametros na

auséncia de DTT.

I1.12 — Estudos bioinformaticos
I1.12.1 — Pesquisa da estrutura tridimensional

A estrutura tridimensional do subfragmento-1 de miosina para a posterior analise
bioinformatica foi obtida a partir da base de dados Protein Data Bank (PDB), cujo site encontra-se

disponivel em http://www.rcsb.org/pdb/. A estrutura tridimensional (3D) do S1 de galinha retirada

desta base de dados apresenta o seguinte codigo de acesso: 2MYS.
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I1.12.2 — Analise bioinformatica da estrutura tridimensional

A andlise da estrutura 3D ¢ relevante para este estudo uma vez que contribui para a
monitorizagdo de caracteristicas, como por exemplo as orientagdes espaciais e proximidade dos
aminoacidos relativamente uns aos outros, que consequentemente podem explicar ou estar
associados ao favorecimento da nitragao de tirosinas no S1. Esta analise bioinformatica da estrutura
tridimensional do S1 foi realizada no software PyMOL, que se encontra disponivel no site

http://pymol.sourceforge.net/.

- 46 -



RESULTADOS E DISCUSSAO

III - RESULTADOS E DISCUSSAO

II1.1 — Caracterizacio das proteinas musculares isoladas

De modo a verificar se as proteinas musculares isoladas apresentam qualidade adequada a
realizacao dos estudos futuros foi determinada a concentragdo das proteinas bem como o seu estado

de pureza.

I1.1.1 — Quantificacio das proteinas musculares isoladas
Para ambas as proteinas isoladas, a sua quantificagdo foi efectuada através do método de
Bradford, conforme descrito anteriormente no ponto I.3.1 na seccdo dos Materiais ¢ Métodos. A

concentracdo média obtida do S1 de miosina foi de 21,49 + 11,94 uM (2,36 £ 1,31 mg/mL) (n = 4),

enquanto que para a G-actina obteve-se uma concentracdo média de 240,45 + 30,47 uM (10,10 *
1,28 mg/mL) (n = 2).

Ao analisar-se a concentragdo média do S1 comparativamente a estudos anteriores [Simao,
2004; Ramos, 2005], verifica-se que a concentragdo do S1 obtida neste estudo € cerca de 2,5 vezes
inferior. Uma possivel razdo para tal efeito podera ser o facto de o método adoptado nos estudos
anteriores para a quantificacdo desta proteina, consistir na leitura directa da absorvéncia a 280 nm.
Neste método, a quantificagdo de proteinas baseia-se na capacidade dos aminodcidos aromaticos
(tirosina, triptofano e fenilalanina) absorverem a este comprimento de onda, e este método
apresenta uma sensibilidade inferior ao método de Bradford. Mais ainda, a gama do UV ¢
vulgarmente designada por uma ‘“gama suja” uma vez que nesta podem absorver bastantes
compostos. Como tal, os tampdes e outros componentes presentes na solugdo proteica podem
interferir neste método, resultando no aumento da absor¢do e consequentemente numa quantificagdo
da proteina superior a real. Adicionalmente, tanto o tempo como a quantidade de a-quimotripsina
utilizada na respectiva digestdo de miosina de modo a obter o S1, foi diferente em ambos os casos
anteriores, € no presente estudo notou-se que o aumento dos dois factores anteriores proporcionava

uma maior quantidade do SI.
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Relativamente a G-actina, por comparacdo a estudos anteriores [Simao, 2004; Ramos, 2005;
Silva, 2006; Santos, 2007], observa-se que a concentragao média obtida neste estudo pode ser desde
1-4 vezes superior. Uma vez que esta proteina também foi quantificada pelo método mais sensivel,
ou seja, através do método de Bradford em vez da leitura directa da absorvéncia a 290 nm, sdo
assim excluidas as interferéncias durante a respectiva quantificacdo que poderiam conduzir a uma
aumento da absor¢do e, consequentemente, da concentragdo da proteina. Isto remete entdo que o
resultado de uma concentracdo superior de G-actina neste trabalho seja devido a manutenciao dos
valores de pH durante o isolamento, nomeadamente, na certificagao (e ajuste caso necessario) do
pH apds a extraccdo com a solucdo E, uma vez que este passo foi recentemente introduzido no

protocolo para a preparacao do “p6 de acetona” a partir de musculo esquelético de coelho.

I11.1.2 — Analise do estado de pureza das proteinas isoladas

O estado de pureza das proteinas musculares isoladas foi analisado por electroforese em gel
de poliacrilamida a 12% e em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE), tal como indicado no ponto
I1.3.2 na seccdo dos Materiais e Métodos. Os resultados obtidos relativamente ao isolamento do
subfragmento-1 de miosina (S1) assim como de G-actina encontram-se expostos na Figura IIL.1. Nos
pogos b) e c¢) encontra-se o S1 proveniente de duas preparagdes diferentes, sendo este obtido apds
digestdo da miosina com 0,1 e 0,3 mg/mL de oa-quimotripsina durante 30 e 45 minutos,
respectivamente. Pela anélise do gel de SDS-PAGE observa-se facilmente, em ambos os pogos b) e
c), a existéncia de uma banda intensa que apresenta uma massa molecular aparente de 91 kDa,
determinada como se descreve no ponto I1.3.2 na seccdo dos Materiais ¢ Métodos. Deste modo,
constatou-se que estas bandas intensas correspondem efectivamente ao S1, uma vez que este possui
uma massa molecular de 110 kDa [Margossian e Lowey, 1982].

Adicionalmente, ¢ possivel visualizar nestes dois pogos a presenca de mais duas bandas de
menor intensidade, identificadas como sendo as cadeias leves essenciais de miosina, a LC1 e a LC3,
com 22,5 e 15,5 kDa de massa molecular, respectivamente [Voet ¢ Voet, 1995]. E relevante referir
que a cadeia leve regulatéria de miosina, LC2, cuja massa molecular ¢ de 18,5 kDa, nao ¢ visivel
nos respectivos pocos deste gel, pelo facto da digestdo quimotriptica da miosina ter sido realizada

na presenca de EDTA [Margossian ¢ Lowey, 1982]. Observa-se ainda neste gel algumas diferencas
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relativamente as duas preparacdes distintas do S1, em que o pogo b) apresenta menor numero de
bandas comparativamente ao pogo c), uma vez que esta ultima preparagdo do S1 esteve sujeita a
maior proteolise, da qual resultou um maior nimero de fragmentos proteoliticos. Contudo, pode-se
afirmar que ambas as preparagdes do S1 encontram-se livres de contaminagdes, embora se note nos
respectivos pogos a presenca de outras bandas ndo significativas, provavelmente correspondentes as
cadeias pesadas de miosina (200 kDa) e da proteina C (135 kDa). Tanto esta ltima proteina como
contaminagdes por actina podem ser removidas através de um passo adicional de purificagdo no
protocolo seguido, sendo sugerido a realizagdo de uma cromatografia de troca i6nica [Margossian e
Lowey, 1982].

MM (kDa) a b c d e f MM (kDa)

205
116
84
66 66
55
45 4
S G-Actina
36 36
29
LC1 24
20
LC3 14,2
6,5

Figura IIL1: Gel de SDS-PAGE (12 % acrilamida) correspondente as proteinas musculares isoladas, nomeadamente o
subfragmento-1 de miosina (S1) e a G-actina, apds a aplicacdo de uma voltagem constante de 90 V durante cerca de 2
horas. Pocos a) e f) correspondem a 10 pL. dos marcadores de alta (36 — 205 kDa) e de baixa (6,5 — 66 kDa) massa
molecular, respectivamente. Os pogos b) e ¢) contém 20 pg do S1 proveniente de duas preparagdes diferentes (O S1 foi
obtido ap6s digestdo da miosina: no pogo b) com 0,1 mg/mL de a-quimotripsina durante 30 minutos; e no pogo ¢) com
0,3 mg/mL de a-quimotripsina durante 45 minutos). Nos pogos d) e e) encontram-se 20 pg de G-actina proveniente de
duas preparagdes distintas. LC1 e LC3: Cadeias leves essenciais de miosina.

Nos pogos d) e e) encontram-se a G-actina proveniente de duas preparacdes diferentes,
observando-se claramente apenas a existéncia de uma unica banda intensa que apresenta uma massa

molecular aparente de 43 kDa, tendo sido identificada como sendo o mondémero de actina (42 kDa)

[Voet e Voet, 1995]. Verifica-se entdo que foram eliminadas eficazmente varias proteinas, como a
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miosina (470 kDa), e proteinas associadas ao filamento de actina, tais como a-actinina (95 kDa),
troponinas C (18 kDa), I (21 kDa) ou T (31 kDa) e tropomiosina (33 kDa).

Portanto, e de uma forma geral, pela analise dos resultados obtidos no gel de SDS-PAGE
(Figura II1.1) pode-se afirmar que ambas as proteinas musculares isoladas, nomeadamente o S1 e a

G-actina, foram obtidas com elevados graus de pureza.

I11.2 — Analise das actividades enzimaticas do subfragmento-1 de miosina

Para além da caracterizacdo das proteinas musculares isoladas, as actividades ATPasicas do
+ + . , e, .
S1 na presenga de Ca’", K'/EDTA ou actina fornecem também bons critérios para avaliar

respectivamente a qualidade da preparagdo do S1.

I11.2.1 — Analise das actividades enzimaticas nio fisiologicas do S1 — Ca’* e K'/EDTA-ATPase

As actividades enzimaticas nao fisioldgicas do S1, dependentes de Ca®' e de K'/EDTA, foram
determinadas pela medi¢dao da quantidade de fosfato inorganico libertado pela hidrélise de ATP,
através do método de Fiske-Subbarow modficado, tal como indicado no ponto 11.4.1 da seccio dos
Materiais ¢ Métodos. Na Figura 1112 — A e B, encontram-se as curvas de progressao do fosfato
inorgénico libertado em nmol PO,*/mg S1 em fungdo do tempo de reacgio, para as actividades

Ca”"-ATPase ¢ K'/EDTA-ATPase, respectivamente.
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Figura IIL2: Curvas de progressio do fosfato inorganico libertado em nmol PO,*/mg S1 em fungio do tempo de
reacgio, para as actividades Ca*"-ATPase (A) e K'/EDTA-ATPase (B) do subfragmento-1 de miosina. Estas actividades
foram determinadas pelo método colorimétrico de Fiske-Subbarow modificado, tal como se indica no ponto 11.4.1 da
seccdo dos Materiais e Métodos.
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Na actividade ndo fisioldgica Ca”*-ATPase (Figura IIL2A) observa-se um aumento linear de
fosfato inorganico até cerca de 6 minutos de reac¢do, enquanto que, para a actividade K'/EDTA-
ATPase (Figura IIl.2B) o mesmo se verifica até cerca de 2 minutos de reaccdo. Apods o
correspondente tempo, para cada actividade nota-se que a quantidade do Pi libertado no meio
reaccional ¢ praticamente constante, o que indica que ao fim desses tempos ¢ atingida a hidrdlise
total de ATP presente no meio. Com base no declive inicial dos gréaficos, e sabendo que, por cada
mol de ATP hidrolisado ¢ libertado uma mol de Pi e outra mol de ADP, ¢ entdo possivel determinar
as actividades nao fisiologicas do S1. Os resultados referentes as actividades médias das actividades

ATPi4sicas dependentes de Ca*" ¢ de K'/EDTA encontram-se na Tabela IIL1.

Tabela IIL1: Actividades ndo fisiologicas do subfragmento-1 de miosina dependentes de Ca** e de K'/EDTA,
determinadas pelo método de Fiske-Subbarow modificado (n = 4).

L. . L. Actividade
Actividade nao fisiolégica . I
nmol PO, "/min.mg S1 S
Ca**-ATPase 1218,37 £ 237,21 2,23+0,43
K'/EDTA-ATPase 3012,41 £ 373,50 5,52 +£0,68

De acordo com o descrito por Margossian ¢ Lowey [1982], as actividades ndo fisioldgicas
dependentes de Ca’" e de K’'/EDTA devem ser de 2,4 ¢ de 11,2 s, respectivamente. Pela anélise
dos resultados obtidos no presente estudo, observa-se a existéncia de algumas diferencas
relativamente aos valores reportados destas actividades. Estas diferencas podem ser explicadas por
pequenas alteragdes nas condigdes da reacgdo cinética, uma vez que as actividades ATPasicas
variam consoante a for¢a ionica do meio, o valor de pH e a temperatura, pelo facto de influenciarem
a velocidade de hidrolise do ATP. Adicionalmente, encontra-se relatado que uma preparacao
adequada do S1 apresenta uma actividade da K'/EDTA-ATPase superior, cerca de 3 vezes, a
actividade da Ca*"-ATPase [Sellers, 1999]. Verifica-se pela analise dos resultados obtidos que estes
se encontram em consonancia com os descritos, sendo a razdo entre as actividades K'/EDTA e
Ca’’-ATPase obtida neste estudo de 2,47. Uma vez que as actividades ndo fisiologicas do S1 se
encontram intimamente relacionadas com o estado de oxidacdo das duas cisteinas mais reactivas,

Cys-707 (SHI) e Cys-697 (SH2) [Margossian e Lowey, 1982; Reisler, 1982], ¢ possivel constatar
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que estes dois residuos se encontram no estado reduzido, reflectindo assim a boa qualidade das

preparagoes do S1.

I11.2.2 — Anilise da actividade enzimatica fisiologica do S1 — Mg**-ATPase
As actividades enzimaticas Mg2+-ATPase (basal) e Mg2+-ATPase estimulada por proporc¢des
crescentes de F-actina (Figura I11.3) foram determinadas através do método de enzimas acopladas

PK/LDH, tal como referido no ponto 11.4.2 da sec¢do dos Materiais e Métodos.
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Figura IIL3: Actividade Mg*"-ATPase do subfragmento-1 de miosina estimulada por proporcdes crescentes de F-
actina, determinada através do método das enzimas acopladas PK/LDH (n = 4).

Através do grafico da Figura 1113, observa-se um aumento linear da actividade Mg® -ATPase
do S1 consoante o aumento da quantidade de F-actina no meio reaccional, indicando que ainda ndo
se atingiu a saturacdo desta actividade com 16 mol de F-actina para 1 mol de S1. De facto, os
resultados obtidos encontram-se de acordo com os reportados por Ramos [2005], em que a
saturacdo so € atingida para concentracdes de F-actina equivalentes a 45 mol de F-actina por mol de
S1. Adicionalmente, encontra-se descrito que na presenga de F-actina a actividade Mg*"-ATPase
pode ser estimulada cerca de 50 a 100 vezes, dependendo das condigdes experimentais [Sellers,
1999]. Uma vez que para a concentracdo maxima de F-actina utilizada observa-se uma estimulacao
da Mg*"-ATPase por F-actina de apenas 25 vezes, este facto reforca o exposto anteriormente. Para
além das actividades ndo fisiologicas, as actividades ATPasicas dependentes de Mg®" também
podem ser utilizadas adicionalmente como critérios indicadores da qualidade das preparagdes do

S1. Isto porque quando o grupo SHI1 se encontra oxidado, a actividade Mg2+-ATPase estimulada
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por F-actina ¢ inibida, enquanto que a actividade basal ¢ potencialmente activada, e quando o grupo
SH2 se encontra oxidado, tal como ja referido, ocorre a perda completa de todas as actividades
enzimaticas do S1 [Bobkova et al, 1999; Reisler, 1982; Sellers, 1999]. Uma vez que tais situagdes
ndo se observam através da analise dos resultados obtidos, pode-se reafirmar que as duas cisteinas
mais reactivas, Cys-707 (SHI1) e Cys-697 (SH2), se encontram efectivamente no estado reduzido,

reflectindo assim a boa qualidade das preparacdes do S1.

II1.3 — Tratamento do subfragmento-1 de miosina com peroxinitrito sintético e
optimizacao das condicoes de nitraciao

No presente estudo pretendeu-se investigar o efeito in vitro da nitracdo de tirosinas do S1
promovido por uma exposi¢do aguda de peroxinitrito sintético, sendo necessario para tal efeito
optimizar as condigdes de nitragdo. Esta optimizagdo fundamenta-se essencialmente no
deslocamento das reacgoes do ONOQO™ de modo a beneficiar a formacdo de 3-nitrotirosinas em
detrimento de outras modificagdes oxidativas, nomeadamente da oxidagdo de cisteinas do S1. Isto
porque ¢ sabido que oxidacdo das Cys altamente reactivas resulta na inibicdo de todas as
actividades ATPésicas do S1 [Margossian e Lowey, 1982; Reisler, 1982] e, recentemente, foi
demonstrado por Tiago et al [2006a] que o peroxinitrito inibe cerca de 50% da actividade Mg**-
ATPase do S1 estimulada por F-actina, sendo esta inibi¢do provocada por consequéncia da
oxidacao das cisteinas altamente reactivas do S1.

Em primeiro lugar, a razao pela qual se optou por uma exposi¢ao aguda do S1 ao ONOO"
sintético em vez de uma exposi¢do cronica com o composto 3-morfolinosidnonimina (SIN-1) na
optimizagao das condi¢cdes de nitracido do S1, teve como base o trabalho desenvolvido
anteriormente por Simdo [2004], no qual foi verificado que a formacdo de 3-NT no SI era
potenciada com ONOO™ preparado sinteticamente. De facto, isto faz sentido uma vez que se
encontra descrito que a formagdo de 3-NT pelo ONOO™ requer a formagdo do seu acido conjugado,
o acido peroxinitrico (ONOOH), e os baixos valores de formacao de 3-NT com o SIN-1 devem-se,
possivelmente, as reacgdes de caracter competitivo entre o radical tirosilo e os radicais “NO ou "0y

[Van der Vliet et al, 1995]. Adicionalmente, encontra-se também relatado que a nitracdo ¢ mais
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eficiente apenas com o doador “NO, do que com a coexisténcia simultdnea de ‘O, no meio
envolvente [Pfeiffer e Mayer, 1998].

Assim, durante a optimizacdo das condigdes de nitragao, o S1 foi tratado com ONOO
sintético, simulando uma exposi¢do aguda ao S1, em trés tampdes de tratamento com elevada
capacidade tampao mas com composi¢oes diferentes. A elevada capacidade tampao utilizada em
todos os tampdes de tratamento € justificada pelo facto do ONOQO'" sintético ter sido preparado em
1,5 M NaOH, sendo esta solu¢ao com pH alcalino necessaria a estabilizagdo desta espécie reactiva
de nitrogénio. Foram assim testadas trés solu¢des tampao com composi¢ao diferente devido a estas
poderem influenciar de forma diferenciada as reac¢des oxidativas e/ou nitrosativas promovidas pelo
ONOO'. Os tratamentos em TFP sdo considerados como controlo relativamente aos restantes
tampodes utilizados, uma vez que este tampao nao interfere com as reacgoes do ONOO™ [Radi et al,
2001]. Isto deve-se ao facto de outros tampdes vulgarmente utilizados, por se tratarem de tampdes
aminados como ¢ o caso do Tris e do HEPES, reagirem com o ONOO' inibindo assim os processos
oxidativos [Gadelha et al, 1997] e podendo conduzir a formag¢do de radicais intermedidrios e
doadores de *NO [Kirsch et al, 1998; Schmidt et al, 1998], o que consecutivamente pode diminuir a
eficiéncia de nitra¢do. Por outro lado, encontra-se descrito que o ONOQO™ reage com o didxido de
carbono/bicarbonato promovendo o aumento da formagdo de 3-nitrotirosinas nas proteinas [Gow et
al, 1996a; Tien et al, 1999], razdo pela qual também se efectuaram os tratamentos do S1 com
ONOO" em TFP+Bicarbonato. Pelo exposto, espera-se portanto um favorecimento da nitragdo de
tirosinas no S1 pela seguinte ordem de meios de tratamento utilizados: Tris, TFP e

TFP+Bicarbonato.

I11.3.1 — Efeito do peroxinitrito nas actividades ATPasicas do subfragmento-1 de miosina

Os resultados obtidos referentes ao efeito do anido peroxinitrito nas actividades ATPasicas
dependentes de Mg®" apos o tratamento do SI com concentragdes crescentes de ONOO™ (0; 0,1;
0,25; 0,5; 1 e 2 mM) nos diversos tampoes de tratamento encontram-se ilustrados na Figura II1.4.
Comegando por analisar os resultados correspondentes a actividade da Mg2+-ATPase basal (Figura
I11.4A), verifica-se que em todos os tampdes de tratamento ocorre uma estimulagao desta actividade,

embora existem algumas diferencas entre os varios tampdes testados. De facto, em Tris e em TFP
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observa-se primeiramente uma estimulagio da Mg*'-ATPase basal para baixas concentragdes de
ONOQ/, observando-se respectivamente para estes tampdes uma activacado maxima de cerca de 150
% e de 250 %. Contudo, a partir de uma concentracdo de ONOO™ de 0,5 mM e de 1 mM
respectivamente para Tris e TFP, nota-se que esta actividade comega a ser inibida consoante o
aumento da concentragio de ONOO'. E conhecido que a modificagio oxidativa dos grupos SHI e
SH2 tém efeitos opostos na actividade Mg* -ATPase basal, pois quando o grupo SHI se encontra
oxidado esta actividade ¢ potencialmente activada (cerca de 7 vezes), e por outro lado, quando o
grupo SH2 se encontra oxidado esta actividade ¢ inibida (aproximadamente 4 vezes) [Bobkova et
al, 1999]. Por comparagdo e através dos resultados obtidos, nestes dois tampdes, ¢ entdo colocada a
hipdtese que o grupo SH2 s6 comega a ser oxidado para concentracdes de ONOO™ acima de 0,5 mM
e de 1 mM para Tris e TFP, respectivamente.

Para o TFP+Bicarbonato obteve-se uma estimulacdo de apenas 160 % com a concentragao
maxima de ONOO' testada (2 mM), sugerindo que a estimulagdo desta actividade esta a ser
desviada para concentragdes superiores de ONOOQO". Consequentemente, ¢ também sugerido que a
oxidacdo do grupo SH2 provavelmente s6 ocorrerd para concentracdes de ONOO™ ainda mais
elevadas. Sendo assim, consoante os resultados obtidos sugere-se que a nitragdo de tirosinas no S1
esteja a desviar a oxidacdo dos grupos SHI1 e SH2 para concentragdes superiores de ONOQO,
resultando na estimulaco da actividade Mg*"-ATPase basal, ou que adicionalmente a nitracdo de
tirosinas no S1 tenha igualmente como consequéncia a activagdo desta actividade. Contudo, ¢
importante referir que o ONOO™ pode estar também a modificar outros residuos no Sl1,
nomeadamente as metioninas, € que as discrepancias observadas nesta actividade basal possam ser
de facto o resultado do somatdrio de diferentes efeitos, provenientes da modificagdo de varios
aminoacidos no S1.

Relativamente a actividade da Mg®"-ATPase estimulada por F-actina (Figura IIL4B), verifica-
se em todos os tampdes de tratamento que o ONOO™ apresenta um efeito inibitdrio bastante
pronunciado desta actividade, sendo observado que consoante o aumento da concentra¢do de

ONOQ' utilizada no tratamento do S1, maior ¢ a inibi¢ao da actividade fisiologica do S1.
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Figura II1.4: Actividades ATPasicas dependentes de Mg2+ do S1 (9,1 uM) apos tratamento com ONOO™ (0; 0,1; 0,25;
0,5; 1 e 2 mM) a temperatura ambiente durante 5 minutos, nos diversos tampdes de tratamento: (m) Tris (0,5 M Tris, pH
7,2), (2 £n £5); (o) TFP (0,25 M K,HPO, ¢ 0,25 M KH,PO,, pH 7,2), (2 £ n < 5) e (m) TFP+Bicarbonato (0,25 M
K,HPO,, 0,25 M KH,PO, ¢ 25 mM KHCO;, pH 7,2), (n = 2). (A): Mg*-ATPase basal e (B) Mg**-ATPase estimulada
por F-actina. Esta actividade refere-se a razao entre a actividade MgztATPase estimulada por F-actina e a actividade
Mg*'-ATPase basal. As actividades foram medidas espectrofotométricamente a 340 nm utilizando o método de enzimas
acopladas PK/PDH, tal como se descreve no ponto 11.4.2 da secgdo dos Materiais e Métodos .
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Através destes resultados foi possivel determinar a concentragdo inibitoria a 50 % (ICso) e a
inibicdo maxima desta actividade, ajustando-se uma funcao hiperbolica modificada que corresponde
ao modelo da cinética enzimatica Michaelis-Menten (y = yo — (P;.x/P,+x)), onde y € a actividade
fisiologica do S1, yy € o valor controlo da actividade fisiologica do S1 (tratado com 0 mM ONOOQO),
P, ¢ correspondente a inibicdo maxima da actividade, P, é o equivalente ao ICsy € 0 x corresponde a
concentracdo de ONOQ'. Os respectivos valores de ICsy e de inibigdo maxima para cada tampao de

tratamento encontram-se apresentados na Tabela I1L.2.

Tabela II1.2: Valores de ICs, ¢ de inibigdo méaxima da actividade Mg”"-ATPase do S1 estimulada por F-actina nos
diversos tampdes utilizados, ap6s tratamento com ONOO" a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Tampao IC5y (mM) Inibicdo maxima (%)
Tris 0,41 +0,10 8717
TFP 0,29 + 0,04 72+3
TFP+Bicarbonato 0,40 + 0,03 65+2

Pela analise dos ICs referentes a cada tampao de tratamento, pode-se constatar que estes sao
semelhantes, embora se verifique uma ligeira diminui¢ao do ICsy correspondente ao tratamento em
TFP. A nivel da inibi¢do maxima atingida nota-se que esta parece estar relacionada com a
composi¢do dos tampdes estudados, observando-se valores de inibicdo mdaxima decrescentes
respectivamente para os tampdes de tratamento na seguinte ordem: Tris, TFP e TFP+Bicarbonato,
ou seja, a ordem esperada de favorecimento da nitragdo. Segundo os resultados obtidos sugere-se
que podera estar a ocorrer um efeito protector na inibicao da actividade fisioldgica do S1, pelo facto
de se estar a desviar as vias de reac¢ao do ONOO™ no favorecimento da nitracao de tirosinas e em
detrimento de outras modifica¢des oxidativas, nomeadamente a oxidagdo de cisteinas.

Em estudos anteriores, verificou-se que a oxidagdo do S1 por uma exposi¢cdo crénica ao
ONOO", derivado da decomposicio do composto SIN-1, resulta na inibi¢do da actividade Mg*-
ATPase estimulada por F-actina apresentando um valor de ICsy de 46,7 = 8,3 uM SIN-1 para 8,7
uM S1, isto é, uma razdo de 5,4 mol SIN-1/mol S1 [Tiago et al, 2006a]. Porém, neste trabalho
obteve-se uma razado de 45 mol ONOO/mol S1 para a inibi¢do da mesma actividade por uma
exposicao aguda a ONOOQO' sintético. Para além disto, observou-se também que a inibicdo maxima
atingida no S1 foi aproximadamente de 90 % com 500 uM de SIN-1 [Tiago et al, 2006a], enquanto

que no presente estudo esta percentagem de inibigdo sé € atingida com a concentracdo maxima de
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ONOQO' testada (2 mM). Por comparagdo dos resultados obtidos neste trabalho com os reportados
por Tiago et al [2006a], pode-se sugerir que uma exposicao cronica do S1 ao ONOO™ ¢ mais eficaz
do que uma exposicdo aguda na inibi¢do da actividade fisioldgica do S1. Adicionalmente, uma vez
que o ONOO" ¢ uma espécie quimica com um tempo de meia vida bastante curto a pH fisioldgico,
menor do que 1 s em solugdes tampdes a pH 7 [Murphy et al, 1998] e menor do que 0,1 s no citosol
[Koppenol et al, 1992; Radi, 1998], a eficiéncia do tratamento com ONOOQO" sintético por exposi¢ao
aguda (apenas com uma unica adicdo do ONOO") sera muito menor do que a esperada por
condi¢des onde este ¢ formado lenta e continuamente, tal como acontece numa exposicao cronica
com o agente SIN-1. Para além disto, ¢ também de referir que no presente estudo e no
anteriormente realizado por Tiago et al [2006a], os valores de pH dos meios de tratamento onde o
S1 ¢ exposto ao ONOO' sdo diferentes, sendo estes valores de 7,2 e 8,5, respectivamente. De facto,
uma vez que o ONOO™ ¢ mais estavel em solugdes com pH alcalino, sugere-se entdo que no estudo
anterior esta RNS encontrava-se mais estavel, resultando consequentemente numa inibicdo mais
pronunciada da actividade fisiologica do S1 com concentragdes inferiores de ONOO,

comparativamente ao presente trabalho.

I11.3.2 — Modifica¢des nos residuos do subfragmento-1 de miosina por exposi¢iao a peroxinitrito

O peroxinitrito por se tratar de um poderoso agente oxidante, sendo muito mais reactivo do
que os seus precursores, pode alterar a estrutura e a funcdo de varias proteinas devido a sua
reactividade e consequente modificacdo tanto nitrosativa como oxidativa de diversos aminoacidos
na cadeia peptidica. De modo a determinar quais as alteragcdes moleculares e, consecutivamente,
desvendar qual o seu envolvimento a nivel funcional nas actividades do S1, no presente estudo
também se analisou o efeito do ONOQO™ nos residuos do S1, nomeadamente nas tirosinas € nas
cisteinas. De facto, ja ¢ conhecido que o ONOO™ provoca a oxidacdo de cisteinas tendo como
consequéncia a inibi¢do da actividade fisiologica do S1 [Tiago et al, 2008], no entanto a correlagao
entre a nitracdo de tirosinas nesta proteina com modifica¢des funcionais e estruturais ainda ndo se

encontra esclarecida.
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I11.3.2.1 — Efeito do peroxinitrito na nitragao de tirosinas do subfragmento-1 de miosina

O peroxinitrito, tal como ja foi referido anteriormente, pode promover varios tipos de
reacgdes de caracter oxidativo e nitrosativo em diferentes residuos de aminoéacidos nas proteinas
[Alvarez e Radi, 2003; Ischiropoulos e Al-Mehdi, 1995; Radi, 2004]. Adicionalmente, encontra-se
também descrito que esta RNS apresenta uma elevada afinidade para nitrar os residuos de tirosina,
resultando numa modificagdo pos-traducional destes residuos em 3-nitrotirosinas [Beckman e
Koppenol, 1996]. Nos ultimos anos, o efeito da nitragdo de tirosinas nas proteinas tem sido bastante
discutido, de forma a elucidar se a formagao de 3-NT tem consequéncias a nivel funcional, ou se
simplesmente se trata de um biomarcador associado ao stresse nitrosativo. A acumulagdo de estudos
indica que a citotoxicidade provocada pelo peroxinitrito encontra-se relacionada com a sua
capacidade para nitrar os residuos de tirosina nas proteinas [Crow e Beckman, 1995; Pacher et al,
2007], sendo entdo sugerido que a formagdo de 3-NT ¢ uma modificagdo pds-traducional com
importantes consequéncias a nivel funcional, resultando numa forte ligacdo com o mecanismo
envolvido no desenvolvimento de doencgas [Ischiropoulos, 2003; Schopfer et al, 2003; Souza et al,
2008]. De facto, na maioria dos estudos publicados, a nitragdo de tirosinas encontra-se relacionada
com uma significativa perda de funcdo das proteinas nitradas. A titulo de exemplo, o ONOO
promove a nitracdo de Tyr e consequentemente provoca a inibi¢do das proteinas superdxido
dismutase (Mn-SOD) [MacMillan-Crow et al, 1996, 1998; Yamakura et al, 1998; Demicheli et al,
2007], tirosina hidroxilase [Ara et al, 1998; Blanchard-Fillion et al, 2001], creatina cinase [Mihm et
al, 2001a; Mihm e Bauer, 2002], glutationa reductase [Francescutti et al, 1996], glutamina sintetase
[Berlett et al, 1998], prostaciclina sintetase [Zou et al, 1997; Schmidt et al, 2003], entre outras.
Portanto, pelo facto da formacao de 3-NT inibir a fungdo de vérias proteinas, que podem resultar ou
ndo de alteragdes estruturais, a quantificagdo de 3-NT no S1 apds uma exposicao aguda ao ONOO
apresenta extrema relevancia de forma a esclarecer o seu envolvimento a nivel funcional na proteina
em estudo.

De modo a quantificar a formag¢do de 3-NT nas amostras do S1 tratadas com ONOO™ foi
necessario determinar previamente o respectivo coeficiente de extingdo molar nos meios de reacgao
utilizados. Nesse sentido, construiram-se rectas de calibracdo (Abssisnm em fungdo [3-nitro-L-

tirosina] (uM)) nas duas solugdes tampao de tratamento do S1, ou seja, em Tris e em TFP (Figura
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I11.6), e através dos declives das rectas de calibragdo obtiveram-se os valores de €415 de 3330,00 e de
3056,67 M.cm™, respectivamente. E relevante referir que ndo foi determinado o coeficiente de
extingdo molar de 3-NT em TFP+Bicarbonato, uma vez que em estudos anteriores se verificou que
o valor do coeficiente de extingdo molar ndo sofria qualquer alteracdo com a presenca de

bicarbonato em solu¢ao [Ramos, 2005].

Figura III.6: Rectas de calibracdo utilizadas para
determinar o coeficiente de extingdo molar de 3-NT a 415
nm nos tampdes de tratamento: (m) Tris (0,5 M Tris, pH
7,2), Equacdo da regressao linear: y = 0,00333x + 4,94425
x 10™; Coeficiente de correlagio: r = 0,99999; (n = 9); ¢ (0)
TFP (0,25 M K,HPO, ¢ 0,25 M KH,PO,, pH 7,2), Equagio
da regressdo linear: y = 0,003056x — 3,08688 x 107
Cocficiente de correlagdo: r = 1 (n = 9). Para ambos os
casos, os valores foram obtidos em triplicado a partir de 3
0 100 200 200 400 500 solucdes stock de 3-nitro-L-tirosina com uma concentragao

[3-Nitro-L-Tirosina] (M) de 10 mM.

Utilizando-se os valores anteriormente estimados, foi entdo possivel efectuar a quantificacao
de 3-NT no S1, de acordo com o descrito no ponto I1.8.2 da seccdo dos Materiais ¢ Métodos. Os
resultados obtidos referentes ao efeito do peroxinitrito na formagdo de 3-NT no SI1, apods o
tratamento da proteina de interesse com concentracdes de ONOO™ (0; 0,1; 0,25; 0,5; 1 e 2 mM) nos
diversos tampodes de tratamento, encontram-se representados na Figura I11.7.

Em geral, verifica-se que 0 ONOO™ promove a nitra¢cdo de Tyr no S1, ocorrendo a formacao
de 3-NT nesta proteina em todos os tampodes de tratamento analisados. Adicionalmente, também ¢
possivel observar-se que a nitragao ¢ favorecida quando o S1 se encontra em TFP (tanto na auséncia
como na presenca de bicarbonato), sendo a formagao de 3-NT neste meio cerca de 4 vezes superior
relativamente ao meio Tris. Uma possivel explicagdo para tal efeito pode dever-se ao facto do
ONOQ' reagir com o tampao Tris, tendo como consequéncia a inibicdo dos processos oxidativos
[Gadelha et al, 1997], e simultaneamente, pode também ocorrer um desvio das reac¢des nitrosativas
induzidas por esta RNS, tal como j& fora discutido anteriormente. Por comparacdo com os
resultados obtidos no presente estudo, relativos a inibi¢ao da actividade fisiologica do S1, ¢ possivel
constatar-se que em TFP foram formadas 2 mol 3-NT/mol S1, enquanto que em Tris apenas se nota

a formagdo de 0,3 mol 3-NT/mol S1, quando a actividade da Mg”"-ATPase do S1 estimulada por F-
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actina ¢ inibida 50 %. Segundo os resultados desta comparacdo ¢ assim sugerido que,
aparentemente, a nitracdo de tirosinas no S1 ndo contribui para a inibi¢io da actividade Mg*"-

ATPase do S1 estimulada por F-actina.

m  Tris
81 o TFP
® TFP+Bicarbonato
6 P
_ B
4 -

3-Nitrotirosinas/S1 (mol 3-NT/mol S$1)

I
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

[ONOOT (mM)
Figura II1.7: 3-Nitrotirosinas formadas no S1 (9,1 uM) apés tratamento com ONOO™ (0; 0,1; 0,25; 0,5; 1 ¢ 2 mM) a

temperatura ambiente durante 5 minutos, nos diversos tampoes de tratamento: (m) Tris (0,5 M Tris, pH 7,2), (2 <n < 5);
(o) TFP (0,25 M K,HPO, ¢ 0,25 M KH,PO,, pH 7,2), (2 < n £ 5) e (m) TFP+Bicarbonato (0,25 M K,HPO,, 0,25 M
KH,PO, e 25 mM KHCO;, pH 7,2), (n = 2). A formagao de 3-NT no S1 foram quantificadas espectrofotométricamente
a 415 nm (g45 = 3330,00 M".cm™ em Tris; €415 = 3056,67 M™'.cm™ em TFP), de acordo com o descrito no ponto 11.8.2
da sec¢@o dos Materiais ¢ Métodos.

Com base nos resultados relativos ao efeito do ONOO™ na formag¢ao de 3-NT no S1, nos
diversos tampdes de tratamento, determinou-se ainda o ICsy ajustando a fun¢do hiperbdlica
correspondente ao modelo da cinética enzimatica Michaelis-Menten (y = P;.x/P,+x), sendo os
respectivos valores de ICsy para cada tampdo apresentados na Tabela IIL3. E de referir que tal
afericao nao foi possivel de efectuar para os valores obtidos em Tris, uma vez que se observa uma
correlagdo linear entre a formagdo de 3-NT/S1 e a concentragdo de ONOQO'. Isto significa que a

saturacdo da formagdo de 3-NT ainda nao foi atingida para a concentragdo méaxima de ONOO

testada (2 mM), logo o valor de ICsy da formagao de 3-NT em Tris sera substancialmente superior.

Tabela I11.3: Valores de ICsy da formagdo de 3-NT no S1 nos tampdes TFP e TFP+Bicarbonato, apds tratamento com
ONOO' a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Tampao IC59 (mM)
TFP 1,87 £0,22
TFP+Bicarbonato 2,25+ 1,16
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Através da andlise dos valores de ICsp, que neste caso em particular correspondem a
concentracdo de ONOQO™ que promove a nitragdo de metade dos residuos de tirosina, pode-se apurar
que a nitragdo dos residuos de Tyr no S1 ¢ sensivelmente a mesma tanto na auséncia como na
presenca de bicarbonato em TFP, tendo em consideracdo os devidos erros experimentais. Porém,
este efeito ndo se encontra de acordo com o descrito anteriormente por Tien e colaboradores [1999],
cujo autor afirma, numa proteina diferente da utilizada no presente estudo, que a nitracao de Tyr da
glutamina sintetase a pH 7,5 depende da presenca de didxido de carbono (CO;), enquanto que a pH
8,6 0 CO; apresenta um pequenissimo efeito ou ndo influencia o processo de nitragdo mediado pelo
ONOO'. Uma vez que o S1 ¢ tratado com ONOQ™ preparado sinteticamente, que por sua vez se
encontra numa solu¢do extremamente alcalina, poderia-se, porventura, por em causa se a elevada
capacidade tampao utilizada nos diversos tampdes de tratamento era suficientemente forte para
garantir o pH 7,2 desejado. No entanto, esta duvida fora esclarecida no presente estudo, pois tal
como referido anteriormente, foram verificadas as variagdes de pH antes e apds os tratamentos do
ST com ONOQ/, tendo-se registado uma variagdo maxima de 0,38 unidades (desde pH 7,20 a pH
7,58). Adicionalmente, encontra-se descrito que os niveis de CO, presente em solucdes ou em
sistemas tampoes equilibrados ao ar podem variar, sendo estes dependentes da composicao da
solugdo, da forca idnica e da temperatura [Radi et al, 2001]. Por exemplo, em 50 mM de tampao
fosfato (pH 7,4) equilibrado ao ar encontram-se normalmente valores de CO; entre 5 a 10 uM [Radi
et al, 1999]. O facto de neste trabalho o S1 em TFP ter sido equilibrado ao ar durante as dialises e
nos respectivos tratamentos com ONOO', podera ter contribuido para a presenga de bicarbonato na
solucao tampao. Coloca-se entdo, segundo os resultados obtidos, a hipdtese da concentragdo de
bicarbonato atingida no tampdo equilibrado ao ar ser correspondente ao ponto de saturacdo de
favorecimento da formacao de 3-NT no S1, ou seja, concentragdes de bicarbonato superiores a
criada pela exposi¢do do tampdo ao ar ndo proporcionam um aumento significativo da formagao de
3-NT no S1.

Curiosamente, em proteinas distintas, verificam-se diferentes tendéncias de formagao de 3-NT
dependentes do pH, da presenca de CO,/bicarbonato no meio, da composi¢ao da solu¢ao tampao e
da forca i6nica [Tien et al, 1999; Gow et al, 1996a]. Verifica-se ainda, que em sistemas controlo

utilizando-se apenas DL-tirosina como alvo de nitragdo pelo ONOO' e na auséncia de bicarbonato,
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a tendéncia apresentada nem sempre corresponde as anteriormente observadas nas proteinas. Neste
sistema, ¢ sugerido que existe uma competicdo entre a formagdo de ditirosinas € de 3-NT pelo
ONOQO/, cuja formagdo de ditirosinas ¢ beneficiada consoante o aumento do pH para valores
superiores a 7 [Van der Vliet et al, 1995]. De facto, as diferentes tendéncias de formacao de 3-NT
em proteinas e em sistemas controlo fazem sentido, uma vez que se encontra descrito que o
ambiente aquoso ou hidrofobico onde a tirosina alvo se encontra pode influenciar o mecanismo de
formagdo de 3-NT [Bartesaghi et al, 2007]. Estes resultados apontam assim para o facto de cada
proteina possuir um comportamento singular quando sujeita ao ONOO™ no que diz respeito ao
favorecimento da nitracdo, sendo esta dependente de cada um dos varios factores acima
mencionados. Portanto, tendo em consideragao que cada proteina € constituida por diferente nimero
de residuos tirosina e a exposi¢cdo deste residuos ao solvente ser variavel, ¢ entdo sugerido que a
nitragdo de tirosinas de determinada proteina ¢ condicionada primeiramente pelo pH, presenca de
COg/bicarbonato, composi¢cdo e forca idnica da solucdo tampdo, e secundariamente, por outras
variaveis como o tipo de exposicdo da proteina ao ONOQO™ (aguda ou crénica) e a respectiva
concentragdo desta RNS.

Sendo assim, consoante o sugerido acima, pode-se justificar em parte os diferentes valores
obtidos para a formacgdo de 3-NT no S1 no presente trabalho, relativamente ao estudo publicado
anteriormente por Tiago et al [2006a]. Neste verificam-se valores muitissimo inferiores referentes a
formagdo de 3-NT no S1, sendo as possiveis razdes para tal efeito diferencas no que diz respeito a:
a) composicao e a for¢a idnica dos tampdes de tratamento; b) pH dos tampdes de tratamento, 7,2
versus 8,5; c) tipo de exposi¢ao do S1 ao ONOO', ou seja, exposi¢ao aguda com ONOO™ versus

exposicdo cronica com SIN-1.

I11.3.2.2 — Identificagio dos dominios proteoliticos do subfragmento-1 de miosina nitrados
pelo peroxinitrito

Uma vez que se verifica que uma exposicao aguda do S1 ao ONOO™ resulta na formagao
significativa de 3-NT, pretendeu-se monitorizar que dominios proteoliticos deste subfragmento
seriam mais susceptiveis a sofrer nitracdo. Nesse sentido, procedeu-se conforme o descrito no ponto

I1.9 da sec¢ao dos Materiais e Métodos, sendo os resultados obtidos apresentados na Figura IIL.8.
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Figura IIL.8: Deteccdo dos dominios proteoliticos do S1 nitrados por exposi¢do aguda ao ONOO™ a temperatura
ambiente durante 5 minutos em TFP. (A): Membrana de nitrocelulose corada com solu¢do de Ponceau, possibilitando a
visualizagdo das proteinas. Estas foram previamente separadas em gel de SDS-PAGE (12 % acrilamida) e transferidas
para a membrana por electrotransferéncia, conforme se descreve no ponto 11.9.2 da sec¢do do Materiais ¢ Métodos. (B):
Revelagao colorimétrica do respectivo imunoblot, permitindo a monitorizagdo dos niveis de formagdo de 3-NT nos
diferentes dominios proteoliticos do S1. Nos pogos a) e i) encontram-se 10 pL. dos marcadores de alta (36 — 205 kDa) e
de baixa (6,5 — 66 kDa) massa molecular, respectivamente. No pogo b) encontra-se 10 pug de S1 stock. Os pogos c) e f)
correspondem a 10 pg do S1 sem tratamento com ONOO™ (controlo). Os pogos d) e g) contém 10 pg do S1 tratado com
0,1 mM ONOQ/, ¢ os pogos ¢) ¢ h) correspondem a 10 pg do S1 tratado com 0,25 mM ONOO'. As amostras proteicas
pertencentes aos pogos f), g) ¢ h) foram sujeitas posteriormente ao tratamento com ONOQ", a digestdo com tripsina
durante 45 minutos a temperatura ambiente. As setas indicam as bandas referentes ao S1 e os respectivos dominios
proteoliticos do S1 (fragmentos de 50, 25 e 20 kDa) quando este ¢ digerido com tripsina.
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A digestdo do S1 com tripsina conduz a uma fragmentacdo especifica desta proteina,
originando trés dominios proteoliticos distintos: um fragmento central de 50 kDa; um fragmento N-
terminal de 25 kDa e um fragmento C-terminal de 20 kDa (Figura IIL8A), que podem ser
devidamente separados por SDS-PAGE [Rayment, 1996; Lowey et al, 1969]. Posteriormente
detectou-se a formacao de 3-NT por Western Blot utilizado um anticorpo primario especifico para
as 3-NT (Figura I11.8B). Pela andlise desta figura ¢ possivel constatar maiores niveis de nitracao
quando o S1 ¢ tratado com 0,25 mM ONOO" (pogos e) e h)) pelo facto de se visualizar um aumento
significativo das bandas, relativamente ao tratamento do S1 com 0,1 mM ONOO' (pogos d) e g))
assim como ao S1 na auséncia de tratamento (pogos b), c) e f)). Examinando apenas a amostra
proteica de S1 tratada com 0,25 mM ONOQO/, verifica-se que ap0ds a sua digestao com tripsina (pogo
h) ocorre intensificacdo das bandas correspondentes aos fragmentos proteoliticos de 25 e 50 kDa,
sendo observada efectivamente uma banda muito mais intensa no dominio de 25 kDa. Estes
resultados encontram-se em concordancia com os demonstrados por Tiago et al [2006a], onde o
autor refere que a formagdao de 3-NT ocorre no fragmento de S1 de 25 kDa. Uma possivel
justificag@o para este resultado ¢ o facto de este ser o dominio catalitico que possui maior nimero
de tirosinas [Rayment et al, 1993; Rayment, 1996] e, de possivelmente, estes residuos encontrarem-
se mais expostos ao solvente, em relacdo aos outros dois dominios proteoliticos do S1. O facto de
no presente estudo se ter verificado também a nitracdo do dominio de 50 kDa, pode ser explicado
por se ter utilizado uma condi¢@o cuja nitracdo de tirosinas ¢ favorecida (exposi¢ao aguda do S1 em
meio TFP a 0,25 mM ONOO).

Curiosamente, num estudo recente foram identificadas quatro residuos de tirosinas (Tyr-114,
Tyr-116, Tyr-134 e Tyr-142) nitradas na cadeia pesada de miosina, extraida a partir de musculo
cardiaco de ratos velhos (com 34 meses) [Hong et al, 2007]. De facto, ¢ de salientar que a
localizagdo destas tirosinas nitradas in vivo € consistente com a nitra¢cdo no dominio proteolitico do
S1 de 25 kDa, onde foi verificado in vitro, no presente estudo e no anteriormente reportado por
Tiago et al [2006a], a ocorréncia de maiores niveis de nitracdo por exposi¢do desta proteina ao

ONOO'.
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Actualmente, ndo existe uma aparente sequéncia consenso de aminoacidos ou qualquer
padrao definido na estrutura primaria das proteinas que determine a ocorréncia da nitragao de
tirosinas [Souza et al, 1999; Kanski et al, 2005a]. No entanto, foram reveladas algumas
caracteristicas comuns a nitra¢ao de tirosinas: 1) a presenga de um ou mais residuos carregados
negativamente (glutamato (Glu) ou aspartato (Asp)) proéximos da tirosina alvo; 2) um pequeno
numero de cisteinas e metioninas na vizinhanca da tirosina nitrada; e 3) predominancia de nitragao
de tirosinas nos loop da estrutura tridimensional das proteinas (presen¢a de aminoacidos como a
glicina (Gly) e a prolina (Pro) proximos do local de nitragdao) [Souza et al, 1999]. No sentido de
investigar se algumas destas caracteristicas se encontram presentes nas tirosinas nitradas que foram
recentemente identificadas in vivo e que sdo consistentes com a nitragdo no dominio de 25 kDa,
realizou-se a analise da estrutura tridimensional do S1 utilizando ferramentas bioinformaticas. Uma
vez que a estrutura cristalografica de miosina de coelho ainda ndo se encontra resolvida, utilizou-se
nesta andlise a estrutura 3D do S1 de galinha (PDBid: 2MYYS), pelo facto de ter sido demonstrado
anteriormente por Tiago [2005], que a sequéncia primaria do S1 de galinha apresenta o maior grau
de homologia comparativamente com a de coelho (Identidade = 90,5 %; Semelhanca = 94,8 %;
gaps = 0,5 %). Primeiramente, ¢ de referir que os residuos de tirosinas 116, 118, 135 e 143 no
subfragmento-1 de miosina de galinha, correspondem as tirosinas 114, 116, 134 ¢ 142 de miosina
de ratos. Na Figura I11.9 ¢ possivel observar a estrutura 3D do S1 onde se apresenta a distribuicao de
moléculas de tirosina. Pela analise da figura verifica-se uma predominancia de residuos de tirosina
no dominio proteolitico do S1 de 25 kDa (amarelo). Para além disso, constata-se que este dominio ¢
constituido por varios loops o que resulta efectivamente numa maior exposi¢do dos residuos de

tirosinas a nitra¢ao por parte do ONOO'.
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Figura II1.9: Localizacdo na estrutura tridimensional do S1 de galinha (PDBid 2MYS) de todos os residuos de
tirosinas que constituem este fragmento. A estrutura 3D do S1 esta representada em carfoon cinzento, sendo destacado
o dominio proteolitico do S1 de 25 kDa a cartoon amarelo. Todos os residuos de tirosina constituintes deste
subfragmento encontram-se representados em sticks vermelhos.

Numa analise pormenorizada as tirosinas 116, 118, 135 e 143 localizadas no dominio de 25
kDa do S1 (Figura I11.10) observa-se que a Tyr-135 e a Tyr-143 se encontram efectivamente num
loop, e para além disso verifica-se que a Tyr-143 se encontra na proximidade de um aspartato com
uma distancia de 3,37 A (distancia calculada através do programa PyMOL). Por outro lado, apesar
das Tyr-116 e Tyr-118 ndo se encontrarem em /oop mas numa folha 3, estas encontram-se proximas
de residuos carregados negativamente, nomeadamente do Glu-89 com distancias de 5,37 A e de

2,58 A, assim como do Asp-90 com distancias de 8,20 A e de 3,21 A, respectivamente.
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Figura II1.10: Localizagdo pormenorizada das tirosinas 116, 118, 135 e 143 na estrutura tridimensional do S1 de
galinha (PDBid 2MYS). (A): vista frontal e (B): vista posterior. A estrutura 3D do S1 esta representada em cartoon
cinzento. As tirosinas (Tyr), os aspartatos (Asp) e os glutamatos (Glu) encontram-se representadas em sticks
vermelhos, verdes ¢ azuis, respectivamente. A roxo encontra-se evidenciado o loop. (residuos de 127 a 154).
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I11.3.2.3 — Efeito do peroxinitrito na oxidacio de cisteinas do subfragmento-1 de miosina

Os aminoacidos que contém atomos de enxofre sdo os mais susceptiveis a oxidacdo, o que
torna as cisteinas um dos principais alvos do ONOO™ [Alvarez e Radi, 2003]. Os grupos —SH das
cisteinas sdo os que reagem mais rapido e directamente com o ONOQ’, sendo assim considerada
esta reaccdo induzida pelo ONOO™ a que ocorre com maior prevaléncia [Radi et al, 1991].
Encontra-se descrito que a oxidagdo, mediada pelo ONOO', de residuos especificos de cisteinas
conduz a inactivagdo de vérias proteinas envolvidas em processos energéticos celulares, incluindo a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase [Buchczyk et al, 2003; Souza e Radi, 1998], a creatina cinase
[Konorev et al, 1998], o complexo I (NADH desidrogenase), o complexo II (sucinato
desidrogenase), e o complexo III (citocromo ¢ redutase), bem como o complexo V (ATP sintetase)
da cadeia respiratéria mitocondrial [Radi et al, 2002a; Radi et al, 2002b; Radi et al, 1994]. Para
além destas proteinas, foi também demonstrado para as proteinas do sistema contractil,
especificamente a miosina e a actina, um efeito inibitorio bastante pronunciado a nivel da fungao de
ambas as proteinas [Tiago et al, 2006a; Tiago et al, 2006b], que se atribuiu a oxidagdo das cisteinas.
Uma vez que no presente trabalho se pretende desviar as reac¢gdes do ONOO™ no sentido de
beneficiar a nitracdo de tirosinas no S1 em detrimento de outras modificagdes moleculares,
nomeadamente a oxidac¢do de cisteinas, para além da quantificacdo de 3-NT, a quantificagdo das
cisteinas reduzidas no S1 consiste num parametro indispensavel.

O S1 ¢ constituido por 11 cisteinas, dos quais dois residuos, Cys-707 e Cys-697, sdo mais
reactivos que os restantes e sao usualmente designados de SH1 e SH2, respectivamente, pela ordem
da sua reactividade quimica. De facto, estes dois residuos também sdo denominados por cisteinas
“rapidas”, uma vez que reagem com o DNTB em menos de 30 segundos por se encontrarem
expostos ao solvente. As cisteinas totais correspondem ao conjunto das 11 cisteinas que s6 reagem
totalmente com o DTNB quando ao S1 ¢ adicionado SDS, uma vez que este detergente proporciona
a desnaturacao e, consequentemente, a exposi¢ao ao solvente de todos os residuos de cisteinas que
anteriormente se encontravam no interior desta proteina [Tiago et al, 2006a].

De forma a quantificar as cisteinas nas amostras do S1 tratadas com ONOO’, foi necessario
determinar previamente o respectivo coeficiente de extingdo molar do DTNB nos meios de reac¢ao

usados. Com esse intuito, construiram-se rectas de calibragdo (Abssionm em fungdo [DL-cisteina]
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(uM)) nas duas solugdes tampao de tratamento do S1, ou seja, em Tris e em TFP (Figura IIL.11), e
através dos declives das rectas de calibracdo obtivera-se os valores de €41, de 13,86 ¢ de 14,22

mM.cm™ , respectivamente.

1,6

1,4

Figura III.11: Rectas de calibracdo utilizadas para
determinar o coeficiente de extingdo molar do DTNB a 412
nm nos tampdes de tratamento: (m) Tris (0,5 M Tris, pH
7,2), Equagdo da regressdo linear: y = 0,01386x — 0,0055;
Cocficiente de correlagdo: r = 0,99998 (n = 9); e (o) TFP
(0,25 M K,HPO, ¢ 0,25 M KH,PO,, pH 7,2), Equagdo da
regressdo linear: y = 0,01422x + 0,00166; Coeficiente de
correlagdo: r = 0,99998 (n = 9). Para ambos os casos, 0s
valores foram obtidos em triplicado a partir de 3 solucdes
stock de DL-cisteina com uma concentracao de 15 mM.

T
0 20 40 60 80 100
[DL-Cisteina] (uM)

Através dos valores adquiridos anteriormente, de modo a realizar a quantificagao dos residuos
de cisteinas reduzidas no S1, procedeu-se consoante o descrito no ponto I1.10.2 da sec¢do dos
Materiais e Métodos. Os resultados obtidos correspondentes a quantificacdo das cisteinas reduzidas

no S1, apds o tratamento desta proteina com diferentes concentragdoes de ONOO™ (0; 0,1; 0,25; 0,5;

1 e 2 mM) nos diversos tampdes de tratamento, encontram-se representados na Figura I11.12.
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Figura III.12: Cisteinas reduzidas “rapidas” e totais do S1 (9,1 uM) apos tratamento com ONOO™ (0; 0,1; 0,25; 0,5; 1 ¢
2 mM) a temperatura ambiente durante 5 minutos, nos diversos tampdes de tratamento: (m/e) Tris (0,5 M Tris, pH 7,2),
(n =2); (o/o) TFP (0,25 M K,HPO, ¢ 0,25 M KH,PO,, pH 7,2), (n = 2) e (m/®) TFP+Bicarbonato (0,25 M K,HPO,,
0,25 M KH,PO4 ¢ 25 mM KHCO;, pH 7,2), (n = 2). As cisteinas reduzidas do S1 foram quantificadas
espectrofotométricamente com DTNB a 412 nm (g41, = 13,86 mM ™ .cm™ em Tris; €4, = 14,22 mM'.cm™ em TFP),
segundo o descrito no ponto I1.10.2 da seccdo dos Materiais ¢ Métodos. (m/o/m): Cisteinas reduzidas “rapidas” e
(e/0/e): Cisteinas reduzidas totais.
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E de referir que nem sempre foram obtidos os valores esperados de cisteinas reduzidas
“rapidas” e/ou totais (valores esperados de 2 e 11, respectivamente) nas amostras proteicas do S1
controlo (tratamento do S1 com 0 mM ONOO)). Isto leva a supor que tanto a for¢a idnica como a
composi¢do dos diversos tampdes de tratamento, o pH e a temperatura podem, eventualmente,
influenciar a estrutura tridimensional do S1, resultando numa maior acessibilidade dos residuos de
Cys ao DTNB. Para além dos factores anteriores, também se coloca a hipotese de erros
experimentais e a limitacdo do método adoptado, pois durante as detec¢des espectrofotométricas
notou-se que apenas 10 segundos eram suficientes para as cisteinas “rapidas” reagirem com o
DTNB, e ao deixar-se a reac¢do decorrer durante mais tempo obtiam-se valores proximos das
cisteinas totais, sem recorrer a adicdo de SDS. Como tal, sugere-se que estes resultados sejam
confirmados, assim como sejam introduzidos mais concentragdes de ONOO™ entre 0 e 0,5 mM, de
modo a observar-se de forma mais clara a oxidagao das cisteinas do S1 nestas condigdes.

Através destes resultados observa-se que para a concentracdo de ONOO™ méxima (2 mM) a
oxidagdo das cisteinas “rapidas” do S1 ¢ sensivelmente a mesma em todos os tampdes de
tratamento testados. No entanto, relativamente a oxidagdo das cisteinas totais verifica-se que ocorre
maior oxidagdo do S1 em Tris e menor em TFP+Bicarbonato com aproximadamente 7 e 5 cisteinas
oxidadas, respectivamente. Este resultado indica que a ordem pela qual ha uma diminui¢cdo da
oxidagdo das cisteinas S1 ¢ idéntica a que favorece a nitragdo de tirosinas no S1, sugerindo que
nestes tampdes ocorre um deslocamento das reac¢des promovidas pelo ONOO™ no sentido a
favorecer a nitragdo, impedindo a oxidacao de cisteinas.

Aos resultados obtidos anteriormente nos diversos tampdes de tratamento, ajustaram-se
funcdes hiperbolicas correspondentes ao modelo da cinética enzimatica Michaelis-Menten (y =
P,.x/Py+x) e determinaram-se os ICsy para as cisteinas “rapidas” e totais, sendo estes representados

na Tabela II1.4.

Tabela II1.4: Valores de ICs, referentes a oxidagdo das cisteinas “rapidas”e totais do S1 nos diversos tampdes
testados, apos tratamento com ONOO™ a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Tampio Cisteinas “rapidas” Cisteinas totais
P ICsy (mM) ICso (mM)
Tris 0,11 £0,02 0,43 = 0,06
TFP 0,23 £0,01 0,33 £ 0,08
TFP+Bicarbonato 0,37 £0,21 0,16 £ 0,03
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Através da analise dos valores de ICsp, que neste caso em particular correspondem a
concentracdo de ONOO™ que provoca a oxidacdo de metade dos residuos de cisteinas, observa-se
que os valores de ICsy obtidos para as cisteinas “rapidas” aumentam consoante o meio onde a
nitragdo ¢ mais eficaz, ou seja, no meio TFP e em TFP+Bicarbonato ¢ preciso uma maior
concentragdo de ONOQO'™ para provocar a oxidacdo de uma cisteina rapida, relativamente ao meio
Tris. No entanto, os valores de ICsy para a oxidacao das cisteinas totais apresentam uma ordem
contraria a anterior. Contudo, ¢ de referir que o nimero maximo de cisteinas oxidadas no S1 ¢
consistente com a ordem apresentada para o favorecimento da nitragdo, uma vez que se observa
para a maxima concentracdo de ONOO™ testada (2 mM) uma diminui¢do na oxidacdo das cisteinas
totais do S1 na seguinte ordem de meios: Tris, TFP e TFP+Bicarbonato. Consequentemente, ao se
ajustar as fungdes hiperbdlicas ao pontos obtidos, isto pode estar a influenciar o calculo do ICs, para
a oxidacao das cisteinas totais no S1, resultando na diminui¢do destes valores no sentido em que a
nitragdo ¢ favorecida. Deste modo, segundo estes resultados comprova-se a hipotese de que ao
desviar-se as reaccoes do ONOO™ no sentido da nitracdo de tirosinas, obter-se-a simultaneamente
um decréscimo na oxidacdo de cisteinas no S1. Adicionalmente, por comparagdo destes resultados
com os obtidos relativamente a actividade Mg*"-ATPase do S1 basal ¢ reforcada a ideia de que a
nitragdo de tirosinas esteja efectivamente a desviar a oxidacdo do SH2 para concentracdes
superiores de ONOO'".

Uma vez que as duas cisteinas altamente reactivas do S1, ou seja a Cys-707 (SH1) e a Cys-
697 (SH2), encontram-se intimamente relacionadas com as actividades ATPésicas desta proteina, e
pelo facto das suas actividades ndo fisiologicas, dependentes de Ca’>” ¢ de K'/EDTA, consistirem
em bons critérios de avaliagdo in vitro do estado de oxidagdo destes grupos sulfidrilo, caracterizou-
se também o estado de oxidacdo das cisteinas do S1 através da medi¢do destas actividades. As
actividades ndo fisiologicas do SI, nomeadamente a Ca**-ATPase ¢ a K'/EDTA-ATPase, apenas
foram determinadas em Tris (Figura I11.13) uma vez que o método adoptado (Fiske-Subbarow
modificado), para a medi¢do destas actividades se basear na quantificacdo de nanomoles de fosfato
inorganico resultantes da hidrélise do ATP, incompativel portanto com o meio TFP (0,25 M

KQHPO4 € 0,25 M KH2P04, pH 7,2)
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Figura IIL13: Actividades ndo fisiologicas do S1 (9,1 uM) dependentes de Ca’" (m) e de K'/EDTA (O), apos

tratamento com ONOO™ (0; 0,25; 0,5; 1 e 2 mM) a temperatura ambiente durante 5 minutos em tampao Tris (0,5 M Tris,
pH 7,2), (2 £ n < 4). Estas actividades foram determinadas pelo método de Fiske-Subbarow modificado, tal como se
indica no ponto I1.4.1 da sec¢@o dos Materiais ¢ Métodos.

Através da razdo entre as actividades K'/EDTA e Ca’’-ATPase ¢ possivel verificar-se que o
grupo SH2 comeca a ser oxidado com 0,5 mM ONOO/, pelo facto de se obter uma razao entre estas
actividades de 0,90, comparativamente a condi¢ao controlo (0 mM ONOQ") que exibe uma razao de
2,25. Portanto, constata-se assim que os resultados obtidos através da medicdo das actividades ndo
fisiologicas do S1 sdo consistentes com os obtidos na quantificacdo de cisteinas reduzidas do S1 por
deteccdo espectrofotométrica com DTNB. Adicionalmente, ¢ de referir que a razdo entre as
actividades K'/EDTA e Ca’’-ATPase obtida na condi¢io controlo (0 mM ONOO") ¢é ligeiramente
inferior a razdo encontrada na caracterizacdo do S1 (ponto II.2.1 da presente sec¢do), sendo as
razoes de 2,25 e de 2,47, respectivamente. Esta diferenga entre as razdes das actividades pode

dever-se a dialise efectuada durante a noite para remover o agente redutor -mer, antes de efectuar

o tratamento com ONOQ, ficando assim o S1 com maior susceptibilidade a oxidagao.

II1.4 — Estudos de reversibilidade com DTT nos efeitos induzidos pelo

peroxinitrito no subfragmento-1 de miosina

Os organismos encontram-se constantemente expostos a diferentes ROS que podem provocar
danos celulares. No entanto, o sistema bioldgico ¢ composto por uma maquinaria complexa, que

possui antioxidantes enzimaticos que apresentam como principal funcdo a protec¢do da célula em
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condigdes de stresse, como a SOD que catalisa a dismutagdo do "0, a H,O,, ¢ a catalase (CAT) que
por sua vez transforma o H,O, em H,0O e O,. [Klaassen, 2001; Rahman et al, 2006]. Porém, por
vezes, estes eventos de defesa aos alvos precursores dos danos celulares, em vez de serem
benéficos, acabam por criar situagdes ainda mais prejudiciais ao organismo [De Grey, 2006]. A
titulo de exemplo, ¢ a reac¢do entre o "NO, considerado como um supressor de cadeias radicalares,

com o "0, que promove a formagdo do ONOQO', sendo este muito mais reactivo que as espécies
paternais [Alvarez et al, 2002; Beckman e Koppenol, 1996; Pacher et al, 2007]. De facto, o ONOO"
também pode ser destoxificado pelo organismo através de varios sistemas, incluindo
peroxiredoxinas e a glutationa peroxidase, entre outras [Trujillo et al, 2008; Sies et al, 1997; Sies e
Arteel, 2000]. Contudo, as interaccdes que tém directamente como alvo os proprios danos
provocados pelas espécies reactivas, apresentam menores probabilidades de criar situagdes de risco
para o organismo, precisamente porque os danos encontram-se inertes [De Grey, 2006].
Adicionalmente, apds os danos causados, existem ainda sistemas bioldgicos especificos que tém a
capacidade de reverter as modificagdes moleculares induzidas pelas ROS e/ou RNS nas proteinas,
como por exemplo, a glutationa reductase e a tioredoxina reductase que sdo capazes de reverter in
vivo a oxidacao das cisteinas [Petropoulos e Friguet, 2006; Squier, 2001].

No entanto, tal como referido anteriormente, a nitragdo de tirosinas nas proteinas ¢ um
processo irreversivel, sendo considerado como um biomarcador referente aos danos promovidos in
vivo pelas ROS e/ou RNS. Tal facto tem sido cada vez mais aceite pela comunidade cientifica, uma
vez que a nitracao de tirosinas nas proteinas resulta numa modificacdo quimica bastante estavel e
sistemas metabolicos capazes de reparar ou reduzir a nitragdo sdo ambos inexistentes ou actuam
muito lentamente [Gow et al, 1996b; Kamisaki et al, 1998; Balabanli et al, 1999]. Mais ainda,
actualmente nao existem evidéncias sélidas de um sistema metabodlico especifico capaz de reverter a
formacao de 3-NT, como por exemplo uma desnitrase [ Alvarez e Radi, 2003; Radi et al, 2001].

Portanto, esta ¢ a razdo pela qual os estudos de reversibilidade no presente trabalho sdo
indiscutivelmente importantes, pois para além de simular os fendémenos que ocorrem in vivo, podem
também provir de resultados que permitem a andlise do efeito da nitracdo de tirosinas nas
actividades do S1, sem a contribui¢do dos efeitos provocados pela oxidagdo das cisteinas desta

proteina.
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Nesse sentido, procedeu-se a realizacdo dos estudos de reversibilidade utilizando-se o agente
redutor DTT, visto encontrar-se descrito que este composto pode promover in vitro a reversao de
ligagdes dissulfureto [Cleland, 1964], sendo estas ligacdes umas das consequéncias da oxidagdo de
cisteinas nas proteinas. De facto, posteriormente a descoberta deste novo agente redutor, ja foram
efectuados in vitro varios estudos em diversas proteinas que relatam a capacidade do DTT na
reversdao das cisteinas oxidadas sob a forma de pontes dissulfureto, sendo correlacionado com o
restabelecimento da funcionalidade destas [Borutaite et al, 2000; Casadei et al, 2008; Hurne et al,
2000; Radi et al, 1991; Ryu et al, 2004; Saunders e Booker, 2008]. E de referir que os estudos de
reversibilidade do S1 com DTT que a seguir se apresentam foram efectuados em TFP, uma vez que
neste meio se verifica um favorecimento da nitracdo de tirosinas em detrimento da oxidagao de
cisteinas. Para além disso, foi escolhida uma concentragdo de 0,5 mM ONOO pelo facto de se
observar, para esta concentracdo, uma elevada estimulacdo da actividade da Mg”"-ATPase basal do

S1, ao passo que a actividade fisioldgica do S1 ja se encontra significativamente inibida.

I11.4.1 — Reversibilidade da oxida¢do das cisteinas do subfragmento-1 de miosina
O efeito do DTT na reversdo das cisteinas “rapidas™ e totais do S1, apos o tratamento com

peroxinitrito sintético em TFP, encontra-se ilustrado na Figura II1.14.

>
o]

I Controlo 14 I Controlo
[ 1+ DTT + Dialise | [ 1+ DTT + Dialise

12

10 +

Cisteinas totais/S1 (mol cys/mol S1)

Cisteinas "rapidas"/S1 (mol cys/mol S1)

. 5
0 0,5 0
[ONOO] (mM) [ONOO'] (mM)

Figura I11.14: Efeito do DTT (1 mM) na reducdo das cisteinas “rapidas” e totais do S1 (9,1 uM) apds tratamento com
ONOO" (0 e 0,5 mM) a temperatura ambiente durante 5 minutos em TFP (0,25 M K,HPO, ¢ 0,25 M KH,PO,, pH 7,2).
(A): Cisteinas reduzidas “rapidas” (n = 2) e (B) Cisteinas reduzidas totais (n = 2). (m): Controlo; S1 tratado com ONOO"
. (0): S1 tratado com ONOQ", posteriormente incubado com 1 mM DTT durante 2 horas a 4 °C e sujeito a dialise. As
cisteinas reduzidas do S1 foram quantificadas espectrofotométricamente com DTNB a 412 nm (g41, = 14,22 mM™.cm™
em TFP), tal como se encontra descrito no ponto I1.10.2 da sec¢do dos Materiais e Métodos.
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Através destes resultados, ¢ possivel observar-se que na situagdo controlo, particularmente
para a condi¢do em que o S1 ndo ¢ sujeitado ao tratamento com ONOQ", foram obtidos os valores
esperados de cisteinas reduzidas “répidas” (Figura III.14A) e totais (Figura IIL.14B), sendo estes
valores de 2 e de 11, respectivamente. Quando esta amostra proteica de S1 ¢ posteriormente
incubada com DTT durante 2 horas a 4 °C, observam-se resultados idénticos no que diz respeito a
quantidade de cisteinas reduzidas. Também se verifica que na situagdo controlo o numero de
cisteinas reduzidas diminui quando o S1 € exposto a 0,5 mM ONOO’, para aproximadamente 0,5 e
6 mol Cys/mol S1 para as cisteinas reduzidas “rapidas” (Figura III.14A) ¢ totais (Figura I11.14B),
respectivamente, encontrando-se de acordo com os valores descritos anteriormente no ponto
II1.3.2.3 da presente secgao.

Apos incubagdo do S1, previamente tratado com 0,5 mM ONOQO’, com DTT durante 2 horas a
4° C observa-se uma reversao da oxidacdo das cisteinas de 1,5 e de 5 mol Cys/mol SI,
respectivamente para as cisteinas “rapidas” (Figura II1.14A) e totais (Figura I11.14B) do S1. Estes
resultados demonstram assim uma completa reversibilidade com DTT de todas as cisteinas do S1
que se encontravam oxidadas devido ao tratamento desta proteina com 0,5 mM ONOO'. E de referir
que este estudo de reversibilidade com DTT a nivel da oxidagdo das cisteinas do S1, foi também
efectuado no tampao de tratamento Tris, sendo os resultados obtidos neste tampao (ndo mostrados)
semelhantes aos obtidos quando o S1 se encontra em TFP.

Num estudo anterior encontra-se descrito que in vitro 1 mol do agente redutor DTT reverte 2
mol de ligacdes dissulfureto, mas ndo a forma sulfénica, sulfinica e sulfonica das cisteinas oxidadas
(Figura IIL.15) [Radi et al, 1991]. Através dos resultados obtidos no presente estudo e consoante o
descrito por Radi e colaboradores [1991], sugere-se que as cisteinas oxidadas no S1, provocadas
pela exposicdo desta proteina ao ONOQO, encontram-se oxidadas sob a forma de ligagdes

dissulfureto, uma vez que esta modificagdo ¢ a unica a ser revertida apds tratamento com DTT.
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Estado de
oxidagdo

Formula Nome

0 RSH“—_—\ Grupo tiol

-2e" DTT and CN-
reducible
AsO;
reducible \ Ligacdo
+1,+1 .
L RSSR dissulfureto
v
+2 RSOH Acido sulfénico
-2e +
+4 RSOoH Acido sulfinico
-2e
 /
+6 RSOzH Acido sulfénico

Figura II1.15: Diagrama dos produtos resultantes
da oxidagdo dos grupos tiol (-SH) das cisteinas.
Neste esquema encontram-se também ilustrados
as possiveis reversoes in vitro de alguns produtos
da oxidagdo dos grupos tiol das cisteinas com
agentes redutores, tais como DTT, cianeto (CN")
e arsenato (AsO,). [Adaptado de Radi et al,
1991].

I11.4.2 — Reversibilidade da nitracdo das tirosinas do subfragmento-1 de miosina

Os resultados obtidos referentes ao efeito do DTT na reversao das 3-NT formadas no S1 em

TFP, ap6s a exposi¢do aguda desta proteina ao ONOO', encontram-se representados na Figura I11.16.

I Controlo
[ 1+ DTT + Dialise

3-Nitrotirosinas/S1 (mol 3-NT/mol S1)

0,5

[ONOOT (mM)

Figura II1.16: Efeito do DTT (1 mM) na reversdo de 3-nitrotirosinas formadas no S1 (9,1 uM) apds tratamento com
ONOO" (0 ¢ 0,5 mM) a temperatura ambiente durante 5 minutos em TFP (0,25 M K,HPO, ¢ 0,25 M KH,PO,, pH 7,2),
(n = 2). (m): Controlo; S1 tratado com ONOO". (0): S1 tratado com ONOOQO’, posteriormente incubado com 1 mM DTT
durante 2 horas a 4 °C e sujeito a dialise. As 3-NT no S1 foram quantificadas por espectrofotométrica a 415 nm (g4;5 =
3056,67 M™".cm™ em TFP), de acordo com o descrito no ponto I1.8.2 da secgdo dos Materiais ¢ Métodos.
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Pela andlise destes resultados verifica-se que quando o S1 em TFP ¢ tratado com 0,5 mM
ONOQO'’ (condicao controlo) ocorre a formacao de 4,5 mol 3-NT/mol S1, cujos valores se encontram
de acordo com os anteriormente referidos no ponto II1.3.2.1 da presente sec¢do. A incubacdo com
DTT da amostra de S1 previamente tratada com 0,5 mM ONOQO™ ndo apresenta qualquer efeito na
reversdo desta modificagdo molecular. Apesar de se notar uma ligeira diminuicdo dos niveis de 3-
NT, esta nao ¢ significativa uma vez que os erros associados as medi¢des sao sobreponiveis. De
facto, tal efeito do DTT na nitragdo encontra-se de acordo com o esperado uma vez que ndo existem
quaisquer indicios de que o DTT seja capaz de reverter esta modificacao.

Mais uma vez, ¢ de referir que este estudo de reversibilidade com DTT a nivel da nitracdo de
tirosinas do S1, foi também efectuado no tampao de tratamento Tris, sendo os resultados obtidos

neste tampao (ndo mostrados) semelhantes aos obtidos quando o S1 se encontra em TFP.

I11.4.3 — Estudos de reversibilidade com DTT a nivel funcional do subfragmento-1 de miosina

Os resultados obtidos relativos ao efeito do DTT nas actividades ATPasicas dependentes de
Mg, ap6s o tratamento do S1 com o anidio peroxinitrito em TFP, encontram-se representados na
Figura IT1.17.

Analisando os resultados correspondentes as actividades Mg2+-ATPase basal (Figura IIL.17A) ¢
Mg*"-ATPase estimulada por F-actina (Figura IIL.17B), verificam-se nas condi¢des controlo de S1
tratado com 0,5 mM ONOO' respectivamente uma estimulagdo de aproximadamente 250 % e uma
inibi¢do de pelo menos 40 %, encontrando-se estes valores de acordo com os obtidos anteriormente
no ponto III.3.1 da presente sec¢do. Adicionalmente, estes resultados também demonstram que apos
a exposicao aguda do S1 ao ONOO, a incubacdo com DTT (durante 2 horas a 4 °C) e a sua
posterior remogao através de didlise (durante 9 horas, com mudanca de tampao de tratamento de 3
em 3 horas), ndo provocam alteracdes significativas em ambas as actividades. Estes resultados
indicam assim que o poder redutor do DTT nao resulta no restabelecimento da fun¢do do S1, ou
seja, a reversdo in vitro dos grupos tiol das cisteinas oxidadas no S1, nomeadamente da Cys-707 e
da Cys-697 para o estado reduzido, ndo apresenta qualquer efeito no restabelecimento das
actividades ATPasicas do S1 dependentes de Mg*". E entdo sugerido que as alteragdes funcionais

do S1 se devam aparentemente a modificagdes moleculares que nao a oxidagdo de cisteinas e que a
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formagdo de 3-NT no S1 seja possivelmente a modificagcdo responsavel pelas alteracdes funcionais
do S1 quando exposto ao ONOO'. Contudo, ¢ também de referir que o ONOO™ pode estar a
modificar outros residuos no S1, nomeadamente as metioninas, e que esta modificagdo possa ter
eventualmente um efeito a nivel funcional. Para além do exposto, deve-se ter em consideracdo que
o tratamento do S1 ao ONOO™ pode possivelmente provocar uma perda de estrutura na proteina, que

nao seja revertida pela incubagdo com DTT, e que contribua para as alteragdes funcionais do S1.

A || s Controlo
2,5 + DTT
1+ DTT + Dialise

2,0

1,5+

Mg**-ATPase (u.a.)

[ONOOT (mM)

1,4

|| I Controlo
[+ DTT
1,24/ ]+ DTT + Dialise

2+

Mg~ -ATPase estimulada por F-actina (u.a.)

[ONOO] (mM)

Figura I11.17: Efeito do DTT (1 mM) nas actividades ATPasicas dependentes de Mg”" do S1 (9,1 pM) ap6s tratamento
com ONOO™ (0 e 0,5 mM) a temperatura ambiente durante 5 minutos em TFP (0,25 M K,HPO, ¢ 0,25 M KH,PO,, pH
7,2). (A): Mg2+—ATPase basal (n=2) e (B) Mg2+—ATPase estimulada por F-actina (n = 2). (m): Controlo; S1 tratado com
ONOQO'. (m): S1 tratado com ONOO' e posteriormente incubado com 1 mM DTT durante 2 horas a 4 °C. (0): S1 tratado
com ONOQO', posteriormente incubado com 1 mM DTT durante 2 horas a 4 °C e sujeito a dialise. As actividades foram
medidas espectrofotométricamente a 340 nm utilizando o método de enzimas acopladas PK/PDH, tal como se descreve
no ponto 11.4.2 da sec¢do dos Materiais e Métodos.
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I11.5 — Efeito dos ligandos naturais do subgramento-1 de miosina na nitraciao de

tirosinas

Uma vez que os resultados anteriores indicam um possivel envolvimento da nitragdo de
tirosinas nas consequéncias funcionais no S1, procurou-se investigar se os ligandos naturais desta
proteina, especificamente o ATP e a F-actina, desempenhavam algum efeito na nitragdo de
tirosinas. Esta andlise apresenta também extrema relevancia no presente estudo, pelo facto de
reflectir os fendmenos in vivo da contraccdo muscular, na qual a miosina se pode encontrar
associada tanto ao ATP como a F-actina. Nesse sentido, suplementou-se os meios de tratamento
onde ocorreu a exposicao do S1 ao ONOO™ com MgATP ou com F-actina. A detec¢dao de 3-NT bem
como a identificacdo dos dominios nitrados foram efectuadas por imunodeteccdo, sendo os
resultados obtidos das amostras proteicas do S1 ndo digeridas e digeridas com tripsina apresentados
respectivamente na Figura I11.18 € na Figura I11.19.

Quando a amostra proteica do S1 ¢ tratada com 0,25 mM ONOO™ em TFP (pogo f), observa-
se na situacdo de auséncia de digestdo (Figura I11.18) a intensificacdo da banda correspondente ao S1,
indicando portanto formagao de 3-NT relativamente a situacdo controlo (poco b). Por outro lado,
quando esta amostra € tripsinizada (Figura IIL.19) nota-se a presenca de bandas intensas nos
fragmentos proteoliticos de 25 e 50 kDa, que indicam que a formacao de 3-NT no S1 ocorrem
preferencialmente neste dominios. Relativamente a amostra proteica do S1 tratada com 0,25 mM
ONOO™ em Tris também se verifica-se a formagao de bandas, embora muito menos intensas, com
localizagdo idéntica a situacao anterior em meio TFP, tanto nas amostras ndo digeridas (Figura I11.18)
como nas amostras digeridas com tripsina (Figura IIL.19). Isto encontra-se em consondncia com o
reportado no ponto I11.3.2.1, cujos resultados demonstram que os niveis de formagao de 3-NT no S1

em tampao Tris sdo bastante inferiores aos obtidos em TFP.
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Figura II1.18: Deteccdo de 3-NT formadas no S1 apos exposi¢do aguda ao ONOO', a temperatura ambiente durante 5
minutos (amostras proteicas do S1 ndo sujeitas a digestdo proteolitica com tripsina). (A): Membrana de nitrocelulose
corada com solugdo de Ponceau, possibilitando a visualizag@o das proteinas. Estas foram previamente separadas em gel
de SDS-PAGE (12 % acrilamida) e transferidas para a membrana por electrotransferéncia, conforme se descreve no
ponto 11.9.2 da seccdo do Materiais ¢ Métodos. (B) Revelacdo colorimétrica do respectivo imunoblot, permitindo a
monitorizagdo dos niveis de formagdo de 3-NT no S1. Nos pogos a) e j) encontram-se 10 pL dos marcadores de alta (36
— 205 kDa) e de baixa (6,5 — 66 kDa) massa molecular, respectivamente. Os pogos b) e f) contém a 10 pg do S1 em TFP
tratado com 0 e 0,25 mM ONOO', respectivamente. Os pogos c) e g) correspondem a 10 pug do S1 em Tris tratado com
0 e 0,25 mM ONOQO/, respectivamente. Nos pocos d) e h) correspondem a 10 pg do S1 em TFP+MgATP (TFP
suplementado com 2,5 mM ATP e com 2,5 mM MgCl,) tratado com 0 e 0,25 mM ONOO', respectivamente. Os pogos
e) e i) contém a 10 pg do S1 em TFP+F-actina (TFP suplementado com 27,3 uM F-actina dialisada contra solugdo H
sem B-mer) tratado com 0 e 0,25 mM ONOO", respectivamente.
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Figura I11.19: Deteccdo de 3-NT e dos correspondentes dominios proteoliticos do S1 nitrados apos exposi¢do aguda ao
ONOQO, a temperatura ambiente durante 5 minutos (amostras proteicas do S1 sujeitas a digestdo proteolitica com
tripsina durante 45 minutos a temperatura ambiente). (A): Membrana de nitrocelulose corada com solu¢do de Ponceau,
possibilitando a visualizagdo das proteinas. Estas foram previamente separadas em gel de SDS-PAGE (12 %
acrilamida) e transferidas para a membrana por electrotransferéncia, conforme se descreve no ponto I1.9.2 da sec¢ao do
Materiais ¢ Métodos. (B) Revelagdo colorimétrica do respectivo imunoblot, permitindo a monitorizacdo dos niveis de
formacdo de 3-NT no S1. Nos pogos a) ¢ j) encontram-se 10 pL. dos marcadores de alta (36 — 205 kDa) e de baixa (6,5 —
66 kDa) massa molecular, respectivamente. Os pogos b) e f) contém a 10 pg do S1 em TFP tratado com 0 ¢ 0,25 mM
ONOQO:;, respectivamente. Os pogos ¢) ¢ g) correspondem a 10 pg do S1 em Tris tratado com 0 e 0,25 mM ONOO",
respectivamente. Nos pogos d) e h) correspondem a 10 pg do S1 em TFP+MgATP (TFP suplementado com 2,5 mM
ATP e com 2,5 mM MgCl,) tratado com 0 ¢ 0,25 mM ONOQO’, respectivamente. Os pogos ¢) e i) contém a 10 pg do S1
em TFP+F-actina (TFP suplementado com 27,3 uM F-actina dialisada contra solugdo H sem [-mer) tratado com 0 e
0,25 mM ONOQO’, respectivamente.
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Na presenca de ATP (poco h) observa-se que a formac¢do de 3-NT é menor na banda
correspondente ao S1 (Figura I11.18) € nas bandas referentes aos fragmentos proteoliticos de 25 e 50
kDa (Figura II1.19), uma vez que as bandas sdo bastante menos intensas comparativamente ao Sl
tratado na auséncia de ATP (pogo f). Estes resultados indicam que o ATP apresenta um efeito
protector na nitracao de tirosinas no S1, sendo este efeito bastante pronunciado no dominio de 50
kDa.

Na presenca de F-actina (poco 1) averigua-se que as bandas correspondentes ao S1 (Figura
I11.18) e aos fragmentos proteoliticos de 25 e 50 kDa (Figura I11.19) sdo ainda menos intensas,
comparativamente as condi¢des em que o S1 foi tratado com ONOQ™ na presenga de ATP (pogo h)
e apenas tratado com ONOO™ (poco f). Isto significa que a F-actina apresenta um forte efeito
protector na nitragdo de tirosinas no S1 em ambos os dominios proteoliticos (25 e 50 kDa). Uma
vez que nesta condicdo em particular existem como alvo do ONOO™ duas proteinas, miosina e
actina, poderia-se por como hipotese que o efeito protector da nitracdo do S1 fosse o resultado da
competi¢ao destas duas proteinas para a reaccdo com o ONOO'. No entanto, consoante dos
resultados obtidos observa-se na banda correspondente a actina a auséncia de formagdo de 3-NT
(Figura II1.18 ¢ Figura II1.19).

E de referir que o ATP liga-se ao dominio proteolitico de 25 kDa, enquanto que a F-actina
liga-se ao dominio proteolitico de 50 kDa [Rayment, 1996], mas interessantemente ambos o0s
ligandos naturais da miosina apresentam um efeito protector da nitracdo nos dois fragmentos
proteoliticos (25 e 50 kDa). De facto, também se encontra descrito que a ligagao quer do ATP quer
da F-actina ao S1 promovem modificacdes conformacionais na estrutura tridimensional desta
proteina [Geeves e Holmes, 1999; Holmes e Geeves, 2000; Rayment, 1996; Rayment et al, 1996].

Sendo assim, ¢ entdo sugerido que o ATP por induzir alteragdes estruturais no S1, torna
possivelmente as tirosinas menos acessiveis ao meio envolvente, e tal resulta na efectiva protecgao
da formagao de 3-NT nesta proteina ap6s uma exposicao aguda ao ONOO'". Relativamente a actina
¢ sugerido que a proteccdo da nitragdo de tirosinas do S1 resulta de dois factores, primeiro pelos
impedimentos estéreos criados pela ligacdo desta proteina ao dominio de 50 kDa do S1 e também

pela indugdo de altera¢des conformacionais.
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Consoante, os resultados apresentados ao longo deste estudo sugere-se que a nitracdo de
tirosinas no S1 apresenta um importante papel na actividade contractil desempenhada pelo
complexo acto-S1. De facto, estes resultados encontram-se de acordo com os reportados
recentemente por Snook et al [2008], cujo autor refere que a formacdo de 3-NT na miosina de
musculo cardiaco, mediada por exposi¢do a ONOO', contribui significativamente para a disfun¢do
contractil.

Analogamente a situagdo in vivo, a formagdo de 3-NT ¢ uma modificagdo pos-traducional
irreversivel, e actualmente ndo existem evidéncia solidas acerca de uma desnitrase, enquanto que a
oxidagdo de cisteinas pode ser revertida por sistemas enzimaticos especificos. Consecutivamente, ¢
colocada a hipdtese de que a formagao de 3-NT possa estar eventualmente implicada na perda de
forca muscular e de velocidade contractil que se encontra correlacionada com o envelhecimento
[Hook et al, 2001], bem como no desenvolvimento de variadissimas doengas no sistema muscular e
cardiaco. Uma vez que as 3-NT s3o modificacdes pos-traducionais irreversiveis, sugere-se ainda
que as consequéncias anteriormente mencionadas durante o envelhecimento sejam de facto o

resultado da acumulagao dos danos causados pelo ONOO'.
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IV — CONCLUSOES

Nos ultimos anos o efeito da nitragdo de tirosinas nas proteinas tem sido bastante questionado,
uma vez que foram detectados elevados niveis de formagdo de 3-NT em diversas condicdes
patofisiologicas. E também conhecido que as ROS e as RNS sdo constantemente produzidas nos
musculos esquelético e cardiaco, estando estabelecido que estas consistem num importante factor
no desenvolvimento de doencas associadas ao envelhecimento, incluindo as doengas
cardiovasculares. De facto, ja se encontra descrito que o ONOQO™ provoca a oxidagdo de cisteinas
tendo como consequéncia a inibi¢cdo da actividade fisiologica do S1, no entanto, a correlagdo entre a
nitra¢do de tirosinas nesta proteina com modificagdes funcionais e estruturais ainda ndo se encontra
totalmente esclarecida. Deste modo, o presente estudo teve como objectivo responder a pergunta:
nitragdo de tirosinas na miosina, serd que tem consequéncias funcionais, ou apenas se trata de um
biomarcador associado ao stresse nitrosativo?

Na optimizacdo das condi¢des de nitragdo verifica-se que a exposi¢do aguda do S1 (9,1 uM)
ao ONOO" resulta numa inibicdo bastante pronunciada da actividade Mg® -ATPase estimulada por
F-actina, em todos os meios de tratamento testados. Os valores obtidos de ICs para a inibi¢cdo desta
actividade foram de 0,41 £+ 0,10; 0,29 £ 0,04 e de 0,40 £ 0,03 mM ONOO’, enquanto que as
percentagens de inibi¢ado maximas atingidas com 2 mM ONOO™ foram de 87 £ 7; 72 £ 3 e de 65 £
2, respectivamente para os tampdes de tratamento, Tris, TFP e TFP+Bicarbonato. Estes resultados
sugerem que poderd estar a ocorrer um efeito protector na inibicdo da actividade fisioldgica do S1,
quando se desvia as reac¢gdoes mediadas pelo ONOO™ no favorecimento da nitragdo de tirosinas em
detrimento de outras modificagoes oxidativas, nomeadamente na oxidacdo de cisteinas.
Adicionalmente, diferengas interessantes foram obtidas relativamente a actividade Mg2+-ATPase
basal do S1, cuja actividade apresenta uma estimulagdo maxima de cerca de 150 % em Tris e de
250 % em TFP quando o S1 ¢ exposto a 0,5 ¢ 1 mM ONOO, respectivamente, e a partir destes
valores esta actividade comeca a ser inibida. Segundo estes resultados, ¢ entdo sugerido que a
oxidagdo dos grupos SH1 e SH2 esta a ser desviada para concentragdes superiores de ONOQO, pelo

facto de se estar a promover a nitragao de tirosinas no S1.
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Relativamente a nitracao de tirosinas do S1, conclui-se que esta reac¢do nitrosativa mediada
pelo ONOO' ¢ favorecida quando o S1 se encontra em TFP, uma vez que se observam com 2 mM
ONOO™ niveis de formag¢do de 3-NT aproximadamente 4 vezes superiores neste meio
comparativamente ao meio Tris. No entanto, ¢ de referir que a adicdo de bicarbonato ao TFP a pH
7,2 ndo proporcionou um aumento significativo na formagdo de 3-NT no S1, tendo-se obtido
valores de ICsg para esta reaccdo de 1,87 £ 0,22 mM ONOO™ em TFP e de 2,25 £ 1,16 mM ONOO"
em TFP+Bicarbonato. Constatou-se também que em TFP sdo formadas 2 mol 3-NT/mol SI,
enquanto que em Tris ocorre somente a formagdo de 0,3 mol 3-NT/mol S1, quando a actividade
Mg**-ATPase estimulada por F-actina é inibida 50 %, o que sugere que a nitragdo nio estara a
afectar significativamente a actividade fisiologica do S1.

Na identificacdo dos dominios proteoliticos do S1 mais susceptiveis a nitracao pelo ONOO',
observa-se que a formacdo de 3-NT ocorre nos dominios proteoliticos do S1 com 25 e 50 kDa.
ApoOs andlise estrutural, sugere-se assim que a nitracao de tirosina no S1 seja superior no fragmento
de 25 kDa devido a este dominio conter maior nimero de residuos de tirosinas, por ser constituido
por varios loops (0 que torna as tirosinas mais expostas ao solvente) e por existirem na proximidade
das tirosinas alvo um ou mais residuos carregados negativamente.

Ainda a nivel molecular, constata-se que o deslocamento das reac¢des promovidas pelo
ONOO'™ no sentido de favorecer a nitragdo resulta na diminui¢do das cisteinas oxidadas do SI,
sendo os valores de ICsy obtidos para a oxidagdo das cisteinas “rapidas” de 0,11 + 0,02; 0,23 £ 0,01
e de 0,37 £ 0,02 mM ONOO™ para os meios de tratamento Tris, TFP e TFP+Bicarbonato,
respectivamente.

Através dos estudos de reversibilidade com DTT realizados no presente estudo, observa-se a
completa reversdo in vitro das cisteinas oxidadas, sob a forma de ligagdes dissulfureto, promovidas
no S1 pelo tratamento com ONOQO". Contudo, esta reversao nao apresenta qualquer efeito no
restabelecimento das actividades ATPasicas do S1 dependentes de Mg”", sendo entdo sugerido que,
possivelmente, a formagao de 3-NT no S1 ou eventualmente outras modificagcdes moleculares, tais
como a oxidacdo de metioninas, estejam envolvidas nas alteragdes funcionais desta proteina.
Adicionalmente, ¢ também colocada a hipdtese de que o ONOO™ possa possivelmente provocar

uma perda de estrutura na proteina, que contribua para as alteragdes funcionais do S1.

- 86 -



CONCLUSOES

Por fim, constatou-se que os ligandos naturais da miosina, nomadamente o ATP e a F-actina,
apresentam um efeito protector na nitragdo de tirosinas quer na molécula do S1, quer em ambos os
dominios proteoliticos de 25 e de 50 kDa. Desta forma, sugere-se que tal efeito seja o resultado das
modificagdes estruturais que sao induzidas pelos ligandos naturais da miosina, tornando assim os
residuos de tirosina do S1 menos acessiveis ao meio envolvente.

Portanto, através dos resultados apresentados no presente estudo, pode-se dar como resposta a
pergunta principal deste trabalho, que a nitracdo de tirosinas na miosina, para além de ser um
biomarcador, também podera apresentar consequéncias a nivel funcional desta proteina, podendo
justificar, em parte, a perda de for¢a muscular e de velocidade contractil que se encontram
correlacionadas com o envelhecimento e com diversas doengas tanto musculares como cardiacas.

Nao tendo sido possivel responder de forma concreta e definitiva a pergunta principal deste
trabalho, sugere-se assim estudos futuros de modo a melhor esclarecer o efeito da nitracao de

tirosinas na miosina a niveis funcionais e estruturais.
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V - ESTUDOS FUTUROS

No sentido de esclarecer melhor o papel da nitragcdo de tirosina a nivel funcional da miosina,

apoOs uma exposi¢ao aguda desta proteina ao ONOO', sugere-se como estudos futuros:

Caracterizagao dos efeitos no S1 que resultam da reacgdo do ONOO™ com outros
aminoacidos, tais como metioninas, triptofanos e histidinas, bem como na formagao de
grupos carbonilo;

Estudo da oxidacdo de cisteinas no S1 quando esta proteina € exposta a baixas
concentragdes de ONOO', especificamente entre 0 e 0,5 mM, segundo as condig¢des de
utilizadas no presente estudo;

Andlise dos efeitos a nivel de formacao de 3-NT e das consequéncias funcionais do S1,
apos exposicdo desta proteina ao ONOO™ em tampao Tris suplementeado com
bicarbonato;

Quantificacdo da formagdo de 3-NT no S1, quando o meio de tratamento da proteina em
questao ¢ suplementado com MgATP antes da exposi¢ao aguda ao ONOO;

Estudos de reversibilidade, nomeadamente na oxidacao de cisteinas do S1, utilizando os
sistemas bioldgicos: glutationa/glutationa reductase e tioredoxina/tioredoxina reductase;
Estudos com agentes antioxidantes, como por exemplo glutationa, SOD, CAT, NADH e
ascorbato, na proteccdo da formagdo de 3-NT assim como nas actividades desta
proteina;

Avaliar o favorecimento da formagdo de 3-NT e simultaneamente a formagdo de
ditirosinas variando o pH tanto na auséncia como na presenca de bicarbonato;

Estudar as modificagdes estruturais induzidas na miosina pela nitracdo de tirosinas,
através da determinacgdo da estabilidade térmica da proteina nitrada por calorimetria com
varrimento diferencial (DSC);

Estudar por mutagénese dirigida as tirosinas 116, 118, 135 e 143, que foram encontradas
nitradas in vivo durante o envelhecimento e que sdo coincidentes com o fragmento de 25
kDa do S1, de modo a verificar se a perda de actividade fisioldgica é consequéncia da

nitragdo de varias tirosinas ou apenas de um destes residuos em particular;
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e Imunodeteccao de 3-NT na miosina proveniente de coelhos jovens e de coelhos idosos;

e Andlises utilizando ferramentas bioinformatica de forma a verificar na integra da
molécula de miosina quais as tirosinas que sdo mais susceptiveis a nitragao;

e Estudos bioinforméaticos de modo a determinar quais as alteragdes estruturais que sao
induzidas na molécula de miosina através da nitragdo de tirosinas, que passam a 3-NT

envolvendo modificagdes pos-traducionais.

Adicionalmente, sugere-se também o esclarecimento da nitra¢ao de tirosinas na actina, quer a
nivel do mecanismo da estimulacdo da actividade Mg”*-ATP4sica do S1, quer na sua polimerizago
e despolimerizagdo. Sera que nitragdo de tirosinas na actina apresenta consequéncias funcionais ou
serd apenas um biomarcador? Propdem-se assim que nos proximos estudos com actina seja
utilizado peroxinitrito preparado sintéticamente e que o tratamento a proteina simule uma exposi¢ao

aguda, de forma a optimizar as condi¢des de nitracao.
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ANEXO A: Abstract da comunicagdo em painel apresentado no XVI Congresso Nacional de

Bioquimica da SPB, Agores 2008.

EFFECT OF TYROSINE NITRATION MEDIATED BY PEROXYNITRITE ON MYOSIN
Teresa Tiagol’z, Pedro Palmal, Carlos Gutiérrez-Merino® and Manuel Aureliano'

D Center for Marine Sciences (CCMar), Depto. Quimica, Bioquimica e Farmacia, FCT,
Universidade do Algarve, 8000-139 Faro, Portugal; ¥ Grupo de Bioenergética en Neuronas y
Miocitos, Depto. Bioquimica y Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Extremadura,

06071-Badajoz, Spain;

The commonly used fingerprint-marker of peroxynitrire (ONOQO")-reactivity to proteins, 3-
nitrotyrosine, has been shown to increase on myofibril proteins in skeletal muscle and heart during
biological aging and in numerous disease settings including myocardial inflammation [J. Kanski et
al. J. Biol. Chem., 280:24261-24266 (2005); N.W. Kooy et al. Crit. Care Med, 25:812-819 (1997)].
On the other hand, we have demonstrated that exposure of purified myosin to submicromolar fluxes
of peroxynitrite produces strong inhibition of the actomyosin-ATPase activity that could be related
with oxidation of the highly-reactive Cys on myosin [T. Tiago et al., Biochemistry; 45:3794-3804
(2006)]. Considering that Cys oxidation is largely reversible in vivo whereas Tyr-nitration is an
irreversible post-translational modification, our aim was to evaluate the relevance of myosin
nitration to the impairment of muscle contractility.

In order to optimize nitration conditions comparative studies were performed in phosphate
(0.5M, pH7.2) versus Tris-buffer (0.5M, pH7.2). We found that nitration is more effective in
phosphate then in Tris buffer with 2mol and 0.3mol of 3-nitrotyrosine/mol myosin when 50% of the
F-actin-stimulated myosin-ATPase activity is lost, respectively. The presence of F-actin and Mg-
ATP during the acute exposure to peroxynitrite prevented myosin nitration as shown by western-
imunoblotting. Interesting differences were also observed with respect to the basal myosin-Mg-
ATPase activity that was found to be stimulated by 250% and 150% for phosphate and Tris-buffer,
respectively. Moreover, reversion of Cys oxidation by reducing agents such as DTT failed to re-
established any of the previous ATPase activities, suggesting an important role for tyrosine-
nitration in the impairment of the actomyosin-ATPase activity.

Teresa Tiago is supported by a post-doctoral grant (SFRH/BPD/20777/2004) from the Portuguese Foundation for
Science and Technology (FCT). Work supported by the research project: FCT/POCI/SAU-MMO/57598/2004.
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ANEXO B

ANEXO B: Lista de reagentes utilizados na realizagdo das actividades experimentais.

Quadro B.1: Reagentes utilizados na realizacdo das actividades experimentais e respectivas informacdes destes,
nomeadamente a empresa responsdvel pela sua comercializagdo e o seu grau de pureza.

Reagente Empresa purg;a(l:n(:ﬁ.“ %)
Acetato de so6dio (CH;COONa) Merck 99
Acetona (C;H40) IMGS 99,5
Acido acético glacial (C,H,0,) Merck 99,8
Acido cloridrico (HCI) Riedel-de Haen 37
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (C;oH;¢N,Os) BDH 98
Acido sulfurico (H,SO,) Merck 95-97
Acido tricloroacético (CCl;COOH) Sigma 99,0
Acrilamida (C;HsNO) Fluka 99,0
Acido 4-amino-3-hidroxi-1-naftalenosulfonico (C;0H,NO,S) Sigma 99.9
Albumina de soro bovino (BSA) Merck 97
Anticorpo primario (anti-nitrotirosina, rato) Calbiochem *
Anticorpo secundario (anti-rato horseradish peroxidase (HRP)) Biorad *
Azida de sodio (NaN3) Riedel-de Haen 99
o-Quimotripsina Sigma HoE
Bicarbonato de di-potassio (K,COs) Riedel-de Haen 99
Bicarbonato de potassio (KHCO;) Sigma 99,9
Bicarbonato de sddio (NaHCO3) Pronalab 99,5
Bissulfito de sddio (Na,S,05) Sigma 99
B-Mercaptoetanol (C,HsOS) Merck 98,0
Carbonato de sodio (Na,COs) IMGS 99,5
Cloreto de calcio (CaCl,) Merck 99,5
Cloreto de magnésio (MgCl,) Riedel-de Haen 99
Cloreto de potassio (KCl) Panreac 99,5
Di-hidrogenofosfato de potassio (KH,PO,) Pronalab 99,5
Dimetilsulfoxido (DMSO) (C,H¢OS) Riedel-de Haen 99,9
Dio6xido de manganés (MnQO,) BDH 99
5-5’-Ditiobis(2-acido nitrobenzodico) (DTNB) (C14HgN,O4S;) Sigma 98
Ditiotreitol (DTT) (C4H1002$2) Acros 99%
DL-Cisteina (C3H;NO,S.HCI) Sigma 95
Dodecil sulfato de sédio (SDS) (C;,H,504S.Na) Sigma-Aldrich 98,5
Etanol (C,H40) Riedel-de Haen 99,8
Fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (C;H,FO,S) Sigma 99
Fosfoenolpiruvato (PEP) (C;H,NaOgP) Sigma 97
Glicerol (C3HgO3) Sigma 99
Glicina (C,HsNO,) Sigma 99
Hidrogenofosfato de di-potéssio (K,HPO,) Merck 99,0
Hidréxido de s6dio (NaOH) Pronalab 98,6
Hidréxido de potassio (KOH) Pronalab 87,5
Inibidor de tripsina Sigma ok
Kit de substrato e de amplificacdo Opti-4CN para Western blotting Biorad *
Lactato desidrogenase (LDH) Roche *
Marcador de alta massa molecular (36 — 205 kDa) Sigma *
Marcador de baixa massa molecular (6,5 — 66 kDa) Sigma *
Metanol (CH,0) Panreac 99,8
Molibdato de aménia (NH4)sMo0,0,,4.4H,0) Pronalab 99
NazATP (C10H14N5N32013P3) Slgma 99
NADH (C21H28N7017P3.XH20) Slgma 97
Nitrito de sodio (NaNO,) Merck 99
N,N’-metil-bis-acrilamida BDH 97
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ANEXO B

N,N,N’ N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED) (C¢H sN>) Sigma 99
Peréxido de hidrogénio (H,0,) Panreac 30
Persulfato de aménia (PSA) (NH,),S,05) Sigma 99
Piruvato cinase (PK) Roche *
Ponceau S BDH 75
Reagente de Bradford Sigma *
Sacarose (C;,H,,01;) Panreac 99,5
Sulfito de sodio (Na,SO;) Pronalab 98
TES (C¢HsNOgS) Sigma 99
Tripsina Sigma *
Tris (C4H1NO3) Riedel-de Haen 99,5
Tween-20 Biorad *

*: Informag@o ndo referida pela empresa no rotulo do respectivo reagente.

**: Parcialmente purificado
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ANEXO C

ANEXO C: Lista de equipamentos utilizados na realizagdo das actividades experimentais.

Quadro C.1: Equipamentos utilizados na realizagdo das actividades experimentais e correspondentes marcas e
modelos.

Equipamento Marca / Modelo
Agitador (vortex) Heidolph
Balanca analitica Oertling

Balanga semi-analitica Shimadzu
Banho térmico Julabo 7A
Bomba de vacuo Biichi Vac V-500
Cassetes de dialise Pierce
Centrifuga de bancada Eppendorf 5415D
Centrifuga refrigerada Beckman J2-MC
Colunas de filtragdo em gel Amersham Bioscience PD-10
Espectrofotometro (UV/Vis) Shimadzu UV-2401 PC
Medidor de pH Grison GLP 21
Membrana de didlise Sigma D-0405
Pipetas automaticas Eppendorf
Placa térmica e de agitacdo Agimatic-N
Tina de electroforese e de western blotting Biorad
Ultracentrifuga Beckman XL-80
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ANEXO D

ANEXO D: Constitui¢do dos marcadores moleculares (proteinas padrdo) da Sigma utilizados na

electroforese e respectivas massas moleculares.

Tabela D.1: Proteinas padrdo constituintes do marcador de alta massa molecular (36 — 205 kDa) da Sigma e respectivas
massas moleculares.

Proteinas padrao Massa molecular (kDa)
Miosina (musculo de coelho) 205
B-Galactosidase (E. coli) 116
Fosforilase b (mtisculo de coelho) 97
Frutose-6-fosfato cinase (mtsculo de coelho) 84
Albumina de soro bovino 66
Desidrogenase glutamica (figado de bovino) 55
Ovalbumina (ovo de galinha) 45
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (musculo de coelho) 36

Tabela D.2: Proteinas padrio constituintes do marcador de baixa massa molecular (6,5 — 66 kDa) da Sigma e
respectivas massas moleculares.

Proteinas padrio Massa molecular (kDa)
Albumina de soro bovino 66
Ovalbumina (ovo de galinha) 45
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (musculo de coelho) 36
Anidrase carbonica (eritrocitos de bovino) 29
Tripsinogénio (pancreas de bovino) 24
Inibidor de tripsina (feijdo de soja) 20
o-Lactalbumina (leite de bovino) 14,2
Aprotinina (pulmao de bovino) 6,5
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