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Resumo

Foi j& demonstrado que, em disfun¢gBes cardiacas, o compartimento
miofibrilar € um local de formacdo de peroxinitrito (ONOQO") e consequente
nitrosilagédo das proteinas miofibrilares. Existe muito pouca informacéo, in vitro,
acerca dos mecanismos pelos quais as proteinas miofibrilares sdo afectadas
por esta espécie. Por este motivo, neste trabalho determinou-se a
susceptibilidade do subfragmento-1 (S1) de miosina de musculo esquelético de
coelho a uma exposi¢cdo aguda e crénica, in vitro, a espécie ONOO’, produzida
sinteticamente ou por decomposicdo de SIN-1, um composto que liberta

simultaneamente as espécies ‘O, e NO;, que ao reagirem entre si formam o

ONOO'. Os efeitos no S1 foram determinados medindo a actividade Mg?*-
ATPase estimulada por F-actina, as actividades n&o-fisiolégicas, Ca®- e
K'/EDTA-ATPase bem como a oxidag&o de cisteinas e nitrosilagdo de tirosinas.
Testou-se ainda o ascorbato, GSH e NADH na proteccdo contra o ONOO'.
Observou-se que a exposicao cronica € mais eficiente que a exposicao aguda
e origina uma inibicdo da Mg?*-ATPase estimulada por F-actina na ordem dos
50% com 31,0 £ 5,0 uM SIN-1 para 8,7 uM de S1. A Ca’*- e K'/EDTA-ATPase
foram também inibidas com valores de ICsy semelhantes indicando que a
oxidacdo dos grupos —SH reactivos de S1 contribui para o mecanismo de
inibicdo da proteina. A nitrosilacdo de S1 ocorre no dominio de 25 kDa embora
seja improvavel que contribua para o mecanismo de inibicdo, uma vez que ha
menos de 0,1 residuos de tirosina nitrosilados por mol de S1 para
concentragcfes de SIN-1 que inibem 70% da actividade fisiologica da proteina.
Os antioxidantes foram eficientes elevando a actividade da Mg?*-ATPase
estimulada por F-actina em 70-100%. Os estudos permitiram concluir que o S1
de miosina de musculo esquelético de coelho é sensivel a concentracdes
fisiologicamente relevantes de ONOOQO", mas os efeitos desta espécie apenas se
manifestardo em condi¢cdes pato-fisiologicas nas quais exista deficiéncia de

antioxidantes intracelulares.
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Abstract

It has been shown that the myofibrillar compartment is a predominant site
of peroxynitrite (ONOQ") formation and attendant myofibrillar protein nitration in
cardiac dysfunction. In vitro little is known about the basic mechanisms by
which myofibrillar proteins are damaged by this species. For this reason in this

study it was quantified the susceptibility of myosin-subfragment-1 (S1) from

rabbit skeletal muscle to in vitro acute and chronic exposure to ONOO-,
chemically synthesized or generated through SIN-1, a compound that

simultaneously releases the species ‘O, and NO' which react each other to

produce ONOO". The effects on S1 were analysed by measuring the F-actin-
stimulated Mg**-ATPase activity, Ca®’- e K'/EDTA-ATPase activities as well as
cystein oxidation and the extent of tyrosine nitration. It was also tested
ascorbate, GSH and NADH against ONOO" effects. It was observed that
chronic exposure is more efficient then acute exposure and inhibits 50% of F-
actin-stimulated Mg®*-ATPase activity with 31,0 + 5,0 uM SIN-1 for 8,7 uM de
S1. Both Ca*- and K'/EDTA-ATPase were also inhibited with close ICso
indicating that S1 —SH groups oxidation contribute to the mechanism of protein
inhibition. S1 nitration occurs at the 25 kDa domain although it seems do not
contribute to inhibition mechanism since there is less than 0,1 tyrosine residues
nitrate per mol of S1 for SIN-1 concentrations that inhibit 70% of the S1
physiological activity. The antioxidants were efficient enhancing F-actin-
stimulated Mg?*-ATPase up to 70-100%. It was concluded that rabbit skeletal
muscle myosin-S1 is sensitive to physiologically relevant concentrations of
peroxynitrite, but ONOO" effects will only efficiently take place under
pathophysiological conditions in which exists depletion of intracellular ONOO-

scavengers.
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Parte dos resultados descritos neste trabalho foram apresentados em
congressos nacionais e internacionais sob a forma de painel e comunicacao

oral:

Comunicacg0des orais

¢ Tiago, T., Simao, S., Aureliano, M., Martin-Romero, F. J., Gutiérrez-
Merino, C. Inhibition of Skeletal Muscle S1-Myosin ATPase Activity
by the Peroxynitrite-Releasing Agent SIN-1, 2" Spanish and
Portuguese Congress on Free Radicals, 25 Novembro 2004, Leioa-
Bizkaia, Spain (Anexo ).

Comunicacfes em painel

¢ Simao, S., Tiago, T., Aureliano, M., Gutiérrez-Merino, C. Free-Radical
Mediated Effects on Myosin and Actin from Skeletal Muscle, 1%
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Abreviaturas

ADP Adenosina 5'-difosfato

ATP Adenosina 5’ -trifosfato

BSA Albumina de soro bovino

CAT Catalase

DTNB 5,5’-ditiobis(2-4cido nitrobenzdico)

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

ELC Cadeia leve essencial de miosina

GSH Glutationa reduzida

HC Cadeia pesada de miosina

Hepes Acido(N-2-hidroxietil)piperazina-N’-2-etano sulfonico
HMM Meromiosina pesada

HO Radical hidroxilo

ICso Concentracao de inibidor que inibe 50%

LDH Lactato desidrogenase

LMM Meromiosina leve

kDa kiloDalton

MM Marcador molecular

NAD* Nicotinamida adenina dinucledtido (forma oxidada)
NADH Nicotinamida adenina dinucleotido (forma reduzida)
NADP” Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (forma oxidada)
NADPH Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (forma reduzida)
NO Radical 6xido nitrico

NOS Oxido nitrico sintetase

0, Radical anido superoéxido
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ONOO

PBS

PBS-T

PEP

Pi

PK

PMSF

RLC

ROS

RNS

S1

S2

SDS

SDS-PAGE

SIN-1

SOD

TCA

TEMED

Tris

Peroxinitrito

Tampao fosfato salino

Tampao fosfato salino com Tween
Fosfoenolpiruvato

Fosfato inorganico

Piruvato cinase

Fluoreto de fenil metil sulfonil
Cadeia leve regulatéria de miosina
Espécies reactivas de oxigénio
Espécies reactivas de nitrogénio
Subfragmento -1 de miosina
Subfragmento -2 de miosina
Dodecilo sulfato de sadio
Electroforese em gel de poliacrilamida com SDS
“3-Morpholinosydnonimine”
Dismutase de superéxido

Acido tricloro acético
N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina

2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol
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1. Introducéo

1.1. Stresse oxidativo

O stresse oxidativo ocorre como consequéncia da alteracao do equilibrio
entre a producdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e/ou espécies
reactivas de nitrogénio (RNS) e processos antioxidantes, favorecendo a
producdo das espécies reactivas (Dringen, 2000). Embora estas espécies
oxidantes sejam tradicionalmente vistas como altamente reactivas e
destrutivas, elas podem ser, surpreendentemente, selectivas e atacar
preferencialmente locais especificos de macromoléculas (proteinas, lipidos e
acidos nucleicos) (Ischiropoulos e Beckman, 2003). Existe uma grande
variedade de fontes intracelulares de espécies reactivas, por exemplo, 0s
citocromos P450 e o sistema de transporte electronico (Schulz et al., 2000). A
producdo de ROS em células normais esta sob um firme controlo
homeostatico. Para ajudar a destoxificar as espécies reactivas, enzimas e
compostos antioxidantes, sdo capazes de reagir com a maioria destas

espécies.

1.1.1. Espécies reactivas de oxigénio (ROS)

O facto das biomoléculas, constituidas primeiramente por carbono,
hidrogénio, oxigénio, azoto e enxofre, poderem ser quebradas pela presenca
de oxigénio é um paradoxo evolucionario para a vida aerobia. (Gutteridge e
Halliwell, 2000). Esta forma de vida oferece grandes vantagens, mas esta
também repleta de alguns perigos. No processo de reducdo de uma molécula

de oxigénio a agua esta envolvida a formacéo de varios intermediérios: radical
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anido superoxido ('O,), perdxido de hidrogénio (H20;) e radical hidroxilo (HO")
(Fridovich, 1978). A estas espécies atribui-se 0 nome de espécies reactivas de
oxigenio. Esta designagdo descreve uma variedade de moléculas e radicais
livres derivados do oxigénio molecular. Na verdade estes sdo apenas alguns
exemplos de ROS pois nos sistemas bioldgicos existe uma grande variedade
destas espécies. Estas diferem entre si no que diz respeito ao seu local de
origem, funcéo fisiolégica, reactividade e tempo de meia vida (Schulz et al.,

2000).

1.1.1.1. Producéo de ROS

O oxigénio molecular no estado fundamental contém dois electrbes
desemparelhados (estado tripleto). Uma vez que estes dois electrdes possuem
0 mesmo spin, 0 oxigénio apenas pode reagir com um electrdo de cada vez,
tornando-se assim uma molécula ndo muito reactiva. Por outro lado, se um dos
dois electrbes desemparelhados for excitado e mudar de spin, a espécie
resultante torna-se num poderoso oxidante, visto os dois electrdes de spins
opostos puderem reagir rapidamente com outros pares de electrbes (Turrens,
2003). O radical anido superoxido, o produto de reducdo de um electrdo do
oxigénio, é o precursor da maioria das ROS. A dismutacao deste radical, quer
espontaneamente ou através da reaccdo catalisada por dismutases de
superéxido (SOD), produz a espécie H,O,. Por sua vez, o H,O, pode ser
totalmente reduzido a agua ou parcialmente reduzido a HO’, um dos oxidantes
mais poderosos na natureza. A formacao deste radical € catalisada por metais
de transicdo reduzidos, uma reaccdo conhecida como reaccdes de Fenton

(Liochev e Fridovich, 1999).
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1.1.1.2. Fontes de ROS

In vivo, o radical anido superéxido é produzido quer enzimaticamente
qguer nao-enzimaticamente. As fontes enzimaticas incluem as NADPH
oxidases, células endoteliais (Babior, 2000; Vignais, 2002) e citocromos P450
(Coon et al., 1992). A conversao da xantina desidrogenase em xantina oxidase
constitui outra fonte enzimatica de ‘O, bem como de H,O,, sendo assim

também fonte de HO" (Yokoyama et al., 1990). Outros exemplos de fontes de

ROS encontram-se na tabela 1.1.

Tabela 1.I. Fontes celulares de ROS e sua localizagéo celular (Kunsch, 1999).

Fonte celular

Localizacédo celular

Lipo-oxigenases
Ciclo-oxigenases
NADPH oxidases
Sistema de transporte electrénico
Xantina oxidases
Hemoglobina
Catecolaminas
Riboflavina
Metais de transicao (Fe?"**, cu'*?")
Oxidases
Flavoproteinas

Citocromos P450

Membrana plasmatica
Membrana plasmatica
Membrana plasmatica

Mitocdndria
Citosol
Citosol
Citosol
Citosol
Citosol

Peroxissoma
Peroxissoma

Reticulo endoplasmético

A producdo n&o-enzimatica de O,

ocorre quando um electrdo é

directamente transferido para o oxigénio através de coenzimas reduzidas ou
grupos prostéticos. A cadeia transportadora mitocondrial contém varios centros

redox que podem ceder electrbes ao oxigénio (Fig. 1.1.), constituindo deste
modo uma fonte primaria de ‘O, na maioria dos tecidos (Turrens, 2003). De

facto, embora a maioria dos electrdes seja transferida com sucesso através da
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7

cadeia transportadora, € estimado que mais de 10% dos equivalentes

redutores do NADH se “percam” para formar ‘O, (Floyd et al., 2001).

0, H.,

2

cytoplasm ~

~ ™
moneaming \I
( oxidase i

intermembrane

space Cgﬂk A o
p—g

) Figura 1.1. Locais de
formacdo do radical anido

superoxido na cadeia

o™ transportadora mitocondrial
(Turrens, 2003).

matrix MASOD

Outra fonte de espécies reactivas sdo as células fagocitarias. Este tipo de

células ataca os agentes patogénicos com uma mistura de oxidantes, incluindo
‘O, e H,O; (Beckman e Ames, 1998).

Estudos mostram ainda que a exposicdo de animais ou células a
radiacbes ultravioleta, fumo de tabaco, ozono, bem como deficiéncia em
magnésio ou exercicio forcado induzem um aumento do nivel de proteinas

oxidadas (Berlett e Stadtman, 1997).

1.1.2. Espécies reactivas de nitrogénio (RNS)

As espécies oxidantes que derivam do radical 6xido nitrico (NO)
designam-se de espécies reactivas de nitrogénio. O Oxido nitrico resulta da
conversdo da arginina em citrulina, numa reacc¢éo catalisada por uma familia

de enzimas dependentes de NADPH designadas de Oxido nitrico sintetases
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(NOS) (Turrens, 2003). O NO' tem sido descrito por um lado, como um
“‘mensageiro” intracelular e por outro, como uma molécula téxica. A producéo
de NO' ocorre numa variedade de células, incluindo, células endoteliais,
macréfagos e células do masculo liso (Kunsch, 1999). Dependendo do
ambiente envolvente, o NO' pode ser convertido em varias outras RNS como,

anido nitroxilo (NO") ou peroxinitrito (ONOQO") (Stamler et al., 1992).

1.1.2.1. Peroxinitrito

Com a descoberta de que o radical 6xido nitrico € um produto do
metabolismo da arginina e que reage rapidamente com o radical anido
superoxido para formar a espécie peroxinitrito (eq. 1), os efeitos biolégicos
desta espécie oxidante tém sido extensivamente estudados (Hunter, 1995).
Esta espécie extremamente toxica decompde-se rapidamente em HO e NO,

(Voet, 1995).

0, + NO - ONOO [1]

O peroxinitrito ndo € um radical livre pois os electrdes desemparelhados do
radical oxido nitrico e do radical anido superoxido estdo combinados formando
uma nova ligacdo no peroxinitrito (Beckman et al., 1994).

O peroxinitrito ou 0s seus derivados podem ser toxicos ao reagirem com
varias moléculas biologicas (Ischiropoulos e Beckman, 2003). No caso
particular das proteinas, o0s residuos de cisteina e metionina s&o
particularmente vulneraveis a oxidacao pela espécie ONOO'. Por outro lado, os

residuos de tirosina e triptofano sdo alvos selectivos de nitrosilagdo por parte
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desta mesma espécie. A nitrosilacdo de residuos de tirosina tem especial
importancia uma vez que impede a capacidade que estes residuos possuem
para se converterem ciclicamente em formas fosforiladas e ndo fosforiladas
(Hunter, 1995). A nitrosilacéo de residuos de tirosina é um processo irreversivel
levando a uma conformagéo da enzima relativamente inactiva. A capacidade
desta espécie oxidante para nitrosilar residuos de tirosina e oxidar residuos de
metionina de proteinas é dependente da disponibilidade de CO,. Na auséncia
de CO,, o ONOO" esta em equilibrio com uma forma activada (de estrutura
desconhecida) que reage rapidamente com os residuos de metionina. Na
presenca de CO,, 0 ONOO" é praticamente convertido instantaneamente num
derivado (possivelmente O=NOOCO,; ou O;NOCO;) capaz de nitrosilar
compostos aromaticos. Assim, a nitrosilagdo de residuos de tirosina e a
oxidacdo de residuos de metionina de proteinas sdo processos exclusivos e
regulados de modo diferente pela disponibilidade de CO, (Berlett e Stadtman,
1997). O reconhecimento recente de que a nitrosilacdo de residuos de tirosina
ocorre in vivo e representa um marcador de RNS, levou um vasto numero de
investigadores a analisar a formacao de 3-nitrotirosina em proteinas de varios
tecidos (Vliet, 1999). A formacao de 3-nitrotirosina ocorre agquando da reaccao
espontanea do ONOO™ com proteinas resultando na nitrosilacdo da posicéo

orto do residuo de tirosina (Fig.1.2.) (Ischiropoulos e Beckman, 2003).
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1.1.3. Alvos das espécies reactivas

Figura 1.2. Mecanismo de
reaccdo de ONOO™ com
residuos de tirosina. O
ONOO" reage com o0s
residuos de tirosina atraves
dum mecanismo de
transferéncia de electrbes
formando-se o0s radicais
tirosilo e dioxido de
nitrogénio (NO;) (reaccéo
1). A consequente
combinacdo destes radicais
origina 3-nitrotirosina e 3,3’-
ditirosina (reaccédo 2 e 3)
(Vliet, 1999).

As principais classes de macromoléculas biolégicas, lipidos, acidos

nucleicos, proteinas e glicidos sdo susceptiveis de ataque por parte de

espécies reactivas e existem evidéncias de que todas sofrem danos oxidativos

in vivo (Halliwell e Gutteridge, 1989). A oxidacdo das proteinas ndo esta téo

bem caracterizada como esta a oxidacdo das outras duas classes de

macromoléculas biolégicas, no entanto, varios danos foram ja observados.

Nomeadamente, verificaram-se alteracdes na funcao de proteinas, oxidagao de

grupos sulfidrilo, aumento da susceptibilidade ao ataque proteolitico, entre

outros (Stadtman e Oliver, 1991).

1.1.4. Doencas associadas ao stresse oxidativo

A acumulacédo de proteinas oxidadas estd associada com uma variedade

de doencas, entre elas, distrofia muscular, artrite reumatdéide, arteriosclerose e
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diabetes (Berlett e Stadtman, 1997). Para além disso, numerosos estudos
revelam a existéncia de um aumento de espécies reactivas de oxigénio em
doencas neurodegenerativas, nomeadamente nas doenca de Parkinson e
Alzheimer, mas o mecanismo pelo qual os neurénios morrem sob condi¢cfes de
stresse oxidativo, permanece desconhecido. Através de exames post mortem a
cérebros de pacientes com desordens neurodegenerativas, tém sido
encontrados marcadores de stresse oxidativo. Contudo, ainda ndo esta
esclarecido se o stresse oxidativo esta envolvido no desenvolvimento e/ou
progressdo destas doencas, ou se esta meramente associado com o estado
terminal da doenca (Klein, 2003).

O envelhecimento esta associado com a acumulagéo de enzimas pouco
activas ou mesmo inactivas. A possibilidade de que estas alteracdes
relacionadas com a idade sdo, em parte, devidas a modificacbes oxidativas é
indicado pelos seguintes factos: a) exposicao in vitro de enzimas a ROS leva a
alteracoes na actividade, estabilidade térmica e susceptibilidade proteolitica,
semelhantes aquelas que ocorrem durante o envelhecimento; b) proteinas de
animais idosos sdo mais susceptiveis a danos durante condi¢cdes de stresse
oxidativo que as de animais jovens; c) existe um aumento na quantidade de
carbonilos (marcador de stresse oxidativo) presentes nas proteinas de cérebro

humano que esta relacionado com a idade (Berlett e Stadtman, 1997).

1.1.5. Agentes antioxidantes
Um agente antioxidante pode ser definido como uma substancia capaz
de, em concentracfes relativamente baixas, competir com substratos oxidaveis

e assim, diminuir ou inibir significativamente a oxidacdo desses substratos
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7

(Halliwell e Gutteridge, 1989). Esta definicho apenas €& valida para
antioxidantes nao-enzimaticos. Os antioxidantes controlam assim 0s niveis de

ROS e RNS protegendo a célula em condigfes de stresse.

1.1.5.1 Antioxidantes enzimaticos
Antioxidantes enzimaticos sdo, por exemplo, as dismutases de
superoxido (SOD) e a catalase (CAT) (Fig. 1.3). A captura do radical anido

superoéxido é feita pelas enzimas SOD, a qual catalisa a dismutacdo do ‘O, em

H,0O,. Esta reaccdo € 10 000 vezes mais rapida que a dismutacdo espontanea.
Esta enzima esta presente em todos os organismos aerobios e em todos os
compartimentos subcelulares susceptiveis de stresse oxidativo (Bowler et al.,
1992). Existem trés tipos de SOD, classificadas de acordo com o seu cofactor
metalico. Assim, temos a FeSOD (cloroplastos, procariotas), MnSOD
(procariotas e eucariotas) e Cu/ZnSOD (cloroplastos, procariotas).
Recentemente foi descoberto um novo tipo de SOD com niquel no seu centro
activo (Bannister et al., 1987).

Os niveis intracelulares de peroxido de hidrogénio sdo regulados por
uma variedade de enzimas, sendo as mais importantes a catalase e as
peroxidases. A catalase € um caso especifico de peroxidase em que o H,0,
actua na reaccdo como oxidante e redutor. As peroxidases oxidam outros
substratos organicos e inorganicos. Estas enzimas estdo vastamente

distribuidas em bactérias, plantas e animais (Josephy, 1997).
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Figura 1.3. Reaccdes de formacdo de espécies reactivas. Indicacdo das reaccdes

catalisadas pela dismutase de superdxido e catalase.

1.1.5.2. Antioxidantes nao-enzimaticos

Os antioxidantes enzimaticos sdo complementados por pequenas
moléculas antioxidantes (antioxidantes ndo-enzimaticos), alguns dos quais sao
adquiridos na dieta. Estes antioxidantes podem ser intra ou extracelulares e
incluem, por exemplo, compostos como o ascorbato (vitamina C), os tocoferdis
(vitamina E), a glutationa reduzida (GSH) e o NADH (Fig. 1.4) (Frei, 1999). As
concentragfes intracelulares destes compostos sdo substanciais, isto €, na
ordem dos milimolar. Assim, para o ascorbato e GSH as suas concentracdes
intracelulares variam entre 0,5 — 10 mM e 5 — 10 mM, respectivamente (Kirsch

et al., 2001), enquanto que para o NADH variam entre 0,1 — 1 mM (Sies, 1982).
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Figura 1.4. Estrutura dos antioxidantes NADH, GSH e ascorbato.

A GSH é um tripéptido (y-L-glutamil-L-cisteinil glicina) que, para além de
funcionar como substrato de determinadas enzimas (por exemplo, glutationa
peroxidase) actua também como “captador’ de radicais livres e desempenha
um papel importante na manutencédo de grupos sulfidrilo de proteinas (Zhou et
al., 2002). Juntamente com a sua forma oxidada (GSSG), a glutationa mantém
o equilibrio redox nos compartimentos celulares.

O acido ascorbico é um dos antioxidantes mais fortes. Este composto
existe na maioria das células vegetais. Em condicdes fisiologicas, o acido
ascorbico existe maioritariamente na forma reduzida. A capacidade que possui
para doar electrdes numa variedade de reac¢fes faz com que seja o composto
principal na destoxificacdo de ROS em fase aquosa (Blokhina et al., 2003).

O mecanismo pelo qual o ascorbato e GSH actuam como antioxidantes
foi anteriormente descrito. Estes dois antioxidantes descrevem-se como
“antioxidantes que actuam de modo directo”, ou seja, sdo antioxidantes com
capacidade para capturar a espécie reactiva (isto pressupde que o antioxidante

derivado da captura do radical € inofensivo) e/ou com capacidade para reparar
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a molécula que resulta do ataque oxidativo (Fig. 1.5.) (Kirsch e De Groot,

2001).
Scavenging by antioxidant Repair by antioxidant
Antiexidant Attacking radical Biomalecule Antioxidant

Antloxidant Deaclivated radical \ Biomoleculs /\ Antioxidant

radical Fﬁﬂ-ll'-“Ell radical

Cell and tissue
injury

Figura 1.5. Accao de um “antioxidante que actua de modo directo” (Kirsch e De Groot,
2001).

O ascorbato e a GSH sao capazes de reparar a molécula apds ataque
oxidativo mas apenas o0 ascorbato € capaz de capturar a espécie reactiva. O
NADH esta também descrito como “antioxidante que actua de modo directo”,
nomeadamente na proteccdo contra o ONOO". Esta espécie, como ja foi
referido, € formada pela reaccéo do radical anido superoxido e do radical 6xido
nitrico. Em condicdes fisiologicas, o ONOO™ reage com CO, (eq. 2) (Kirsch e

De Groot, 2001).

ONOO + CO, —» ONOOCO, —» CO;" + NO, 2]

Os dois radicais que se formam (CO, e NO,) séo responsaveis pelo poder

destrutivo do ONOO'. Estudos recentes in vitro mostram que quando o ONOO’
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reage com NAD(P)H, este é capaz de inibir a reactividade de CO, e NO, .
Enquanto que o radical CO; " é directamente capturado pelo NADH (eq. 3), o

NO, é, inesperadamente, desactivado pelo oxigénio, através da formacgéo do
radical anido superdoxido e consequente formacdo de O,NOO, que

rapidamente se decompde em O, e NO; (eq. 4 e 5) (Kirsch e De Groot, 2001):

CO, + NADH —» HCO, + NAD [3]
NAD' + O, —» NAD" + O, [4]
NO;, + 0O, » O;,NOO — O, + NO, [5]

1.2. Masculo esquelético

Em termos morfo-fisiologicos os musculos caracterizam-se em estriados
e lisos. Os musculos estriados podem ainda ser divididos em duas subclasses:
musculo estriado esquelético (ou simplesmente musculo esquelético) e
musculo estriado cardiaco (ou apenas musculo cardiaco). A designacao pela
qual sdo conhecidos os musculos esqueléticos advém da sua aparéncia
microscopica, na qual se nota uma alternancia de zonas claras e escuras,
resultando numa aparéncia estriada. Os muasculos esqueléticos, assim
designados pela sua ligacdo aos ossos das pernas, bracos e coluna vertebral,
sdo constituidos por feixes de células longas e multinucleadas, que resultam da
fusdo de varias células precursoras, os mioblastos. Este tipo de musculo esta
relacionado com a contraccdo voluntaria, envolvido em actividades
coordenadas complexas, como 0 movimento e, a sua contraccdo é geralmente

rapida (na ordem dos milisegundos) e forte (Azevedo, 1999).
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1.2.1. Estrutura do sistema contratil

Um muasculo esquelético tipico é constituido por feixes de células
musculares esqueléticas, também designadas fibras musculares ou ainda
miofibras (Azevedo, 1999). As células musculares sdo cilindricas, com varios
centimetros de comprimento e com diametros que variam entre os 10 e 50 um.
Estas células sdo multinucleadas chegando mesmo a possuir até 100 nucleos
localizados perifericamente. Cada fibra muscular é composta por miofibrilas
ordenadas paralelamente no interior da fibra e encontra-se delimitada por uma
membrana plasmatica, o sarcolema. Por sua vez as miofibrilas séo constituidas
por unidades repetidas, os sarcomeros. O sarcomero € considerado a unidade
funcional e estrutural do masculo esquelético (Lodish, 2000). Cada sarcomero
€ constituido maioritariamente por dois tipos de filamentos proteicos: os
filamentos grossos, constituidos por miosina e os filamentos finos que contém

actina (Fig. 1.6).

Tendons Bundle of muscle fibers

Muscle =
N\

Connective
tissue

Nucleus

Single muscle fiber

Sarcoplasmic
reticulum

Myofibrils

.. [} Single
S .+ | myofibril
Sarcomeres

/Actin filament

M band A Myosin filament
© 1998 Sinauer Asscciates, Inc.
Figura 1.6. Organizacéo geral do musculo esquelético (Purves, 2003).
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1.2.1.1. Miosina

O termo miosina designa uma superfamilia de motores moleculares
capazes de translocar filamentos de actina, vesiculas ou outras particulas fixas
nos filamentos de actina. Para além disso, uma caracteristica de todos os tipos
de miosina € o facto de hidrolisarem ATP. Assim, este tipo de enzima é capaz
de converter energia quimica em energia mecéanica. Esta superfamilia de
proteinas € constituida por, pelo menos, 15 classes distintas (Sellers, 1999). A
miosina de tipo Il (ou apenas miosina Il) € uma das classes mais bem estudada
e existe tanto em células musculares como em células ndo musculares. Esta
proteina constitui cerca de 60 a 70% das proteinas musculares. A miosina Il é
constituida por seis cadeias polipeptidicas altamente conservadas: duas
cadeias pesadas (HC) enroladas entre si de aproximadamente 220 kDa e dois
pares de cadeias leves diferentes, as cadeias leves essenciais (ELC) e
regulatérias (RLC), com 15 a 22 kDa (Voet, 1995). As cadeias pesadas estao
organizadas em trés dominios estrutural e funcionalmente diferentes: cabeca,
pescoco e cauda. O dominio globular da cabeca contém os locais de ligacao
para a actina e ATP e é o dominio responsavel pela producdo de forca.
Adjacente ao dominio da cabeca encontra-se a regido em o-hélice do pescoco
gue estd associada as cadeias leves. Este dominio regula a actividade do
dominio anterior. O ultimo dos trés dominios também em a-hélice é a extensao
do pescoco, dominio da cauda. As caudas de duas moléculas de miosina
enrolam-se entre si formando os filamentos grossos. Estes possuem uma
organizacdo bipolar, ou seja, as cabecas da molécula de miosina estdo
localizadas nas extremidades do filamento separadas por uma zona central

constituida pelas caudas da molécula. O N-terminal da cadeia pesada da
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miosina Il encontra-se no dominio da cabeca e o C-terminal no dominio da
cauda. A miosina Il pode ser clivada em diferentes fragmentos funcionais por
protedlise controlada. Um local tipico de clivagem situa-se a 130 kDa do N-
terminal e produz dois fragmentos, meromiosina pesada (HMM) e meromiosina
leve (LMM). O fragmento HMM pode ainda ser clivado e originar o subfragento-

1 (S1) e o subfragmento-2 (S2) (Fig. 1.7) (Lodish, 2000).

l Quimotripsina

KRR e0E|
HMM LMM
l Papaina
4
81 S2

Figura 1.7. Clivagem proteolitica da molécula de miosina Il. A quimotripsina cliva a
molécula em dois fragmentos, HMM e LMM. A digestdo com papaina origina os
subfragmentos S1 e S2 (Lodish, 2000).

O subfragmento-1 (95 kDa) é constituido pelo dominio da cabeca e esta
associado a ambos os pares de cadeias leves ou apenas as cadeias leves
essenciais, dependendo das condi¢des de clivagem. O S1 é ainda formado por
trés dominios, um de 25 kDa (N-terminal), outro de 50 kDa e um ultimo de 20

kDa (C-terminal) (Fig. 1.8.) (Lodish, 2000).
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Figura 1.8. Estrutura do subfragmento-1 de miosina Il de musculo esquelético.
Evidéncia dos dominios de 25 (verde), 50 (vermelho) e 20 kDa (azul), do local de
ligacdo de ATP e das cadeias leves essenciais (ELC) (amarelo) e regulatérias (RLC)
(roxo) (Rayment, 1996).

1.2.1.2. Actina

A actina € uma proteina bastante abundante em eucariétas e constitui
cerca de 20 a 25% das proteinas musculares. Na presenca de uma forca ionica
baixa a actina existe na forma de monémero globular com aproximadamente 42
kDa e designa-se G-actina. Em condicdes fisiologicas a G-actina polimeriza
originando filamentos de F-actina. O processo é também reversivel, ou seja, a
F-actina despolimeriza em G-actina quando a forca iénica diminui (Voet, 1995).
Os filamentos de F-actina, que medem cerca de 1 um e tém um didmetro de
80 A, consistem em duas cadeias de F-actina organizadas em forma de hélice.
Sobre estes filamentos localizam-se outras proteinas, tropomiosina e troponina

(Fig. 1.9) (Azevedo, 1999).
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Figura 1.9. Estrutura do filamento de F-actina.
Evidéncia dos monémeros de G-actina (azul) e das

proteinas tropomiosina e troponina.

1.2.2. Mecanismo da contrac¢cédo muscular

A hidrdlise de ATP pelo complexo actomiosina, no processo de
contraccdo muscular, envolve quatro passos principais: 1) ligacdo de ATP, 2)
hidrolise de ATP, 3) formagao de “pontes” entre as “cabecgas” de miosina e o
filamento de actina e 4) libertacdo de Pi e ADP. No estado relaxado do
musculo, a “cabega” de miosina tem ligados ADP e Pi mas nao esta ligada a
actina. A contraccéo é iniciada quando a miosina se liga a actina formando o
complexo de actomiosina. O ADP e o Pi sdo entdo rapidamente libertados da
“cabecga” de miosina do que resulta uma alteracdo conformacional nessa regiao
que provoca uma variagao no angulo formado entre as “cabegas” de miosina e
o filamento de actina. Esta alteracdo promove um deslizamento do filamento de
actina para o centro do sarcomero. O encurtamento dos sarcOmeros promove a

contraccdo das miofibrilas e consequentemente a contraccdo da célula
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muscular. A ligacdo de uma molécula de ATP ao local activo da miosina
provoca a dissociacdo da “cabec¢a” de miosina do filamento de actina porque a
afinidade do complexo miosina-ATP para a actina € 105 vezes menor do que a
afinidade da miosina para a actina sem o substrato (Fig. 1.10). Apés a hidrdlise,
a “cabeca” de miosina encontra-se numa posi¢cao activa para ligar novamente a
actina. Todo este processo ciclico demora cerca de 1 milisegundo (Lymn e

Taylor, 1971).
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Figura 1.10. Modelo do mecanismo de hidrolise de ATP pelo complexo actomiosina no

processo de contracgdo muscular (Adaptado de Spudich, 1994).
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1.3. Stresse oxidativo no tecido muscular

O que torna o tecido muscular num alvo susceptivel de ataque por parte
de espécies reactivas? O musculo esquelético compreende cerca de 40% da
massa total do corpo e possui importantes funcdes, nomeadamente na
contracgdo muscular. Para além disso, o “turnover” das proteinas musculares é
lento em comparacdo com proteinas de outros tecidos (Waterlow, 1978) e,
deste modo, estas proteinas sdo mais susceptiveis a fragmentacdo ou
alteragbes conformacionais induzidas por radicais livres (Nagasawa, 1997).
Mais ainda, o tecido muscular é Unico em relacdo a capacidade que possui
para sofrer alteracfes rapidas no fornecimento de energia e fluxo de oxigénio
durante a contraccao e, foi sugerido, que este facto torna o tecido muscular
susceptivel a danos provocados por ROS (Haycock et al., 1996). Verificou-se
também que radicais livres de oxigénio modificam as proteinas contracteis de
um modo dependente do tempo e concentracdo (Lorinczy et al., 2000). Estudos
indicam que os danos celulares provenientes da accédo de espécies reactivas
estdo implicitos numa variedade de patologias, incluindo distrofias musculares
(Dunn et al., 1991). Uma possivel funcédo para as ROS na distrofia muscular
humana foi sugerida apés o estudo de um tipo de distrofia muscular em
animais induzida por deficiéncia de vitamina E e/ou selénio (Bradley et al.,
1980). O aumento dos niveis de stresse oxidativo esta também relacionado
com multiplos estados de doencas cardiovasculares, incluindo a insuficiéncia
cardiaca, na qual estdo implicitas uma grande variedade de espécies reactivas,
sendo uma das mais téxicas o ONOO" (Singh et al.,, 1995). De facto, foi
recentemente demonstrado que o compartimento miofibrilar € um local de

formacédo predominante de peroxinitrito e consequente nitrosilacéo de proteinas

104



durante disfungbes cardiacas (Mihm et al., 2001; Mihm et al., 2001; Mihm et al.,
2003). Numerosos estudos mostram que o aumento da formacdo de 3-
nitrotirosina em  proteinas musculares cardiacas ocorre  durante
descompensacao cardiaca e esta correlacionado com a gravidade da doenca,
contudo a contribuicdo deste fendbmeno para o inicio/progressdo da doenca
cardiaca ainda ndo esta bem esclarecido (Weinstein et al., 2000; Ferdinandy et
al., 2000). Uma das proteinas musculares afectadas por espécies reactivas é a
miosina (Mihm et al., 2003). De facto, foi ja verificado que radicais livres de
oxigénio afectam a conformacéo local e global de miosina de muasculo cardiaco
(Lorinczy et al., 2000). Os grupos sulfidrilo mais reactivos (Cys707 (SH1) e
Cys697 (SH2)) (Fig. 1.11) desta proteina, localizados perto do local de ligacao
do nucleédtido, podem ser oxidados por radicais livres o que faz com que a
velocidade de hidrolise do ATP seja alterada bem como a afinidade da miosina

para a actina (Kaneko et al., 1993).

Local de ligacéo
da actina

Figura 1.11. Estrutura do subfragmento-1 de miosina |l de muasculo esquelético de
coelho. Evidéncia dos locais de ligacéo de actina e ATP e das cisteinas reactivas, SH1
(cys 707) e SH2 (cys 697).
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1.4. Objectivo

O presente trabalho tem como objectivo determinar a susceptibilidade do
subfragmento-1 de miosina de musculo esquelético de coelho apds exposicdo
aguda e cronica, in vitro, da espécie reactiva peroxinitrito, produzida
sinteticamente ou através da decomposicdo de SIN-1. Para tal, determinou-se
a actividade da Mg**-ATPase estimulada por F-actina, caracterizou-se o estado
de oxidacdo das cisteinas mais reactivas da proteina através da medicao das
actividades nao-fisioldgicas dependentes de Ca* e K" e da medicdo das
cisteinas reduzidas com DTNB. Quantificou-se espectrofotometricamente as 3-
nitrotirosinas e ainda se identificou os dominios da proteina nitrosilados por
imunodetecc¢do. Finalmente, verificou-se a proteccdo e reversdo com agentes

antioxidantes contra os efeitos do peroxinitrito.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Material biolégico

Para o isolamento das proteinas contracteis, miosina e actina, foram
utilizados coelhos domésticos com cerca de 2 kg. As proteinas foram extraidas
apenas a partir de musculo esquelético da zona dorsal e dos membros

posteriores.

2.2. Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho possuiam um grau de pureza
elevado e foram adquiridos a empresas especializadas, referindo-se em
seguida alguns exemplos: Acido ascoérbico (Riedel-de Haén), Anticorpo
primario (anti 3-nitrotirosina MOAB (rato), Calbiochem); Anticorpo secundario
(anti-mouse Ig G horseradish peroxidase (HRP), Calbiochem); ATP (Adenosina
5’-trifosfato, Sigma); Catalase (Sigma); DTNB (5,5 -ditiobis(2-acido
nitrobenzodico), Sigma); Fosfoenolpiruvato (Sigma); Glutationa redutase
(Sigma); Hepes (Acido(N-2-hidroxietil)piperazina-N'-2-etano sulfénico, Sigma);
L-lactato desidrogenase (Roche); Marcador de baixa massa molecular (MW:
6,5—66, Sigma); Marcador de elevada massa molecular (MW: 36—205, Sigma);
3-Morpholinosydnonimine (SIN-1, Sigma); NADH (Nicotinamida adenina
dinucleotido, Sigma); 3-nitro-L-tirosina (Sigma);  a-quimotripsina (Sigma);
Peréxido de hidrogénio (Merck); Piruvato cinase (Roche); Ponceau S (Sigma);
Substrato (Immun-Star HRP Luminol/Enhancer/Immun-Star HRP Peroxidase
Buffer, Bio-Rad); Superdxido dismutase (Sigma); Tris (2-amino-2-hidroximetil-

1,3-propanodiol, Riedel-de Haén); Tween-20 (Sigma).
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2.3. Isolamento e caracterizagcdo das proteinas

Todos os procedimentos envolvidos neste trabalho foram realizados a
4 °C, excepto quando indicado em contrario. Teve-se o cuidado de previamente
refrigerar todas as solu¢cdes bem como todo o material, sempre que assim era
necessario. Para além disso, as solu¢des foram todas preparadas com agua

MilliQ e os valores de pH foram acertados a temperatura ambiente.

2.3.1. Isolamento de miosina

O procedimento seguido neste trabalho para o isolamento da miosina foi
anteriormente descrito (Margossian, 1982) e baseia-se na capacidade que a
proteina tem para precipitar, ou seja, formar filamentos na presenca de uma
forca idnica baixa e, por outro lado, tornar-se soluvel na presenca de uma forca
idnica elevada (Sellers, 1999). Ao longo do procedimento foram recolhidas
amostras para posterior analise.

Sacrificou-se o coelho com uma pancada rapida e forte atras do pescoco
seguindo-se um corte na artéria jugular. Esfolou-se e colocou-se o animal
numa tina com gelo. Removeu-se o tecido conjuntivo que envolve o tecido
muscular e retirou-se cerca de 200 g de musculos dorsais e das pernas.
Pesou-se este musculo, triturou-se moderadamente e extraiu-se em 3 volumes
de solucédo de extraccdo (solucdo A: 0,012 M K,C0O3/0,04 M KHCO3 pH 6,5/
0,6 M KCI/10 mM 2-mercaptoetanol) mexendo-se lentamente durante 15 min.
E importante ndo exceder este tempo de modo a evitar a extraccdo de actina.
Centrifugou-se a suspenséo de musculo a 2000xg (3700 rpm, Beckman J2-MC,
rotor JA14) durante 20 min a 4 °C e filtrou-se o sobrenadante em Ia de vidro.

Guardou-se 1 ml de sobrenadante a — 20 °C (Amostra 1). Diluiu-se 14x com
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adgua destilada o sobrenadante anterior, de modo a baixar a forca ionica para
0,04 M, certificou-se que o pH se encontrava entre 6 e 7 e adicionou-se 10 mM
2-mercaptoetanol. Deixou-se a proteina precipitar durante cercade 4 ha4°Ce
removeu-se o0 sobrenadante com o auxilio de uma bomba de vacuo.
Centrifugou-se o precipitado a 2000xg durante 15 min a 4 °C, guardou-se 1 ml
de sobrenadante a — 20 °C (Amostra 2) e desprezou-se 0 sobrenadante
restante. Ressuspendeu-se o precipitado na solugdo A (aproximadamente 1 a
2 ml por tubo), mediu-se o volume numa proveta e adicionou-se solugéo
tampdao (solucdo B: 2 M KCI/100 mM Hepes pH 7,0) até trazer a for¢a idnica a
0,6 M. Homogeneizou-se lentamente a solugéo no potter. Reduziu-se a forca
idnica para 0,04 M por adicéo lenta de agua destilada refrigerada, certificou-se
gue o pH se encontrava entre 6 e 7 e adicionou-se 10 mM 2-mercaptoetanol.
Deixou-se a proteina precipitar durante a noite a 4 °C e no dia seguinte
removeu-se o0 sobrenadante com o auxilio da bomba de vacuo. Centrifugou-se
o0 precipitado a 2000xg durante 15 min a 4 °C, guardou-se 1 ml de
sobrenadante a — 20 °C (Amostra 3) e desprezou-se 0 sobrenadante restante.
Ressuspendeu-se o precipitado na solucédo A (aproximadamente 1 a 2 ml por
tubo), mediu-se o volume numa proveta e adicionou-se solucdo B até trazer a
forca i6nica a 0,6 M. Homogeneizou-se lentamente a solucdo no potter.
Reduziu-se a forca ionica para 0,04 M por adicdo lenta de agua destilada
refrigerada, certificou-se que o pH se encontrava entre 6 e 7 e adicionou-se
10 mM 2-mercaptoetanol. Deixou-se a proteina precipitar durante cerca de 3 h
a 4 °C e removeu-se 0 sobrenadante possivel com o auxilio da bomba de
vacuo. Centrifugou-se o precipitado a 2000xg, durante 15 min a 4 °C, guardou-

se 1 ml de sobrenadante a — 20 °C (Amostra 4) e desprezou-se o0 sobrenadante
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restante. Ressuspendeu-se o0 precipitado na solucdo B, mediu-se o volume
numa proveta, adicionou-se solucdo B até trazer a forca idnica a 0,6 M e
homogeneizou-se no potter. Deixou-se repousar durante aproximadamente 2 h,
a 4 °C e homogeneizou-se novamente no potter. Centrifugou-se a suspensédo a
116000xg (55000 rpm, Beckman XL-80, rotor 90 Ti) durante 60 min a 4 °C. No
fundo do tubo observou-se um precipitado escuro correspondente a complexos
de actomiosina e proteina desnaturada. O Ultimo passo deste procedimento
consistiu em filtrar o sobrenadante em |&a de vidro para uma proveta de modo a
remover lipidos que se encontravam em suspensdo. Ressuspendeu-se o

precipitado em solucéo A e guardou-se a — 20 °C (Amostra 5).

2.3.1.1. Preparacéo do subfragmento-1 de miosina (S1)

A elevada massa molecular da molécula de miosina e a sua
insolubilidade fazem com que seja necessario clivar a molécula em
subfragmentos. O subfragmento-1 de miosina € um dos subfragmentos
possiveis de obter, ap0s clivagem da proteina com a enzima quimotripsina
(Margossian, 1982). Este subfragmento solUvel € enzimaticamente activo
(Sellers, 1999). Assim, neste trabalho foi sempre usado o S1 em vez de toda a
molécula de miosina, tendo sido este obtido, no seguimento do procedimento
anterior, da forma que a seguir se descreve:

Dialisou-se a proteina, obtida através do procedimento anterior, contra a
solucdo tampao 1 (solucdo tampéo 1: 0,12 M KCI/1 mM EDTA/25 mM Hepes
pH 7,0) durante a noite, com agitacao leve e a 4 °C. Quantificou-se a proteina
obtida apos dialise através do método de Bradford (descrito mais adiante), para

se prever a quantidade de a-quimotripsina necesséria adicionar na digestao.
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Equilibrou-se a suspensédo de miosina a temperatura ambiente e digeriu-se a
proteina com solucéo 2 (solugéo 2: 0,05% a-quimotripsina em 0,001 N HCI), na
propor¢do de 0,1 mg/ml o-quimotripsina para 20 mg/ml miosina, durante
30 min. Teve-se o0 cuidado de agitar a solucdo de miosina enquanto se
adicionava a o-quimotripsina de forma a evitar precipitacdo local e
desnaturacdo da miosina pela solugcdo acida. Adicionou-se 0,2 mM de solucéo
3 (solucéo 3: 0,1 M PMSF em 70% etanol) de modo a parar a digestéo. Teve-
se 0 cuidado de agitar durante a adicdo do PMSF de modo a evitar a
precipitacdo da proteina pelo etanol. Centrifugou-se a solucdo a 116000xg
(55000 rpm, Beckman XL-80, rotor 90 Ti) durante 60 min para separar produtos
de digestao insoltuveis do S1. Ressuspendeu-se o precipitado na solucdo A e
guardou-se a — 20 °C (Amostra 6). O S1 foi armazenado em 10% de sacarose

e 2 mM de 2-mercaptoetanol em aliquotas de 2 ml, a — 80 °C.

2.3.2. Determinacao da concentracdo de S1

Sempre que foi necessario ao longo deste trabalho determinar a
concentracdo do S1, usou-se uma das seguintes opcoOes: leitura directa da
absorvéncia de S1 a 280 nm, sabendo o coeficiente de extingdo molar

e = 7,5 cm™) ou pelo método de Bradford. Este dltimo baseia-se na

formacdo dum complexo, entre o reagente (Brilliant Blue G) e a proteina em
solucdo, cujo maximo de absorvéncia é a 595 nm. Preparou-se uma recta
padrdao com diferentes concentracées de BSA (proteina padréo): 0, 2, 4, 6, 8 e
10 pg/ml ([BSAlsteek = 1 mg/ml) e reagiu-se com 800 ul de reagente de
Bradford, num volume final de 1600 ul. Homogeneizou-se antes e ap0s a

adicdo do reagente e incubou-se a temperatura ambiente durante 5 min no
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minimo, ndo excedendo os 45. A amostra de S1 foi preparada de igual modo,
em triplicado, fazendo a diluicAo necesséria para que, depois de preparada, a
absorvéncia se mantivesse “dentro” da recta de calibracdo. Apds o tempo de
incubagcdo homogeneizou-se novamente, leu-se o valor de absorvéncia a
595 nm e a concentragdo de S1 foi calculada matematicamente por

interpolacéo da recta padrao.

2.3.3. Isolamento de actina

O procedimento usado no isolamento da actina foi anteriormente
descrito (Pardee, 1982) e garante um grau de pureza bastante elevado. Este
procedimento compreende duas fases: a primeira consiste na preparacdo do
chamado “pd de acetona” e a segunda consiste na obtengdo da F-actina a
partir do “p6 de acetona”. Ao longo do procedimento foram recolhidas amostras

para a posterior caracterizacao da proteina.

2.3.3.1. Preparagéao de “p6 de acetona”

Sacrificou-se 0 coelho com uma pancada rapida e forte atras do
pescoco e corte da artéria jugular. Sangrou-se, esfolou-se e colocou-se o
animal numa tina com gelo. Com o auxilio duma pinca e bisturi retiraram-se os
musculos dorsais e musculos brancos das pernas para um copo. Pesou-se
cerca de 400g de musculo, triturou-se duas vezes e extraiu-se em trés volumes
de solucdo A (solucdo A: 0,1 M KCI; 0,15 M K;HPO4, pH 6,5), mexendo
lentamente durante 10 min. Centrifugou-se a suspensdo a 4000xg (5200 rpm,
Beckman J2-MC, rotor JA14) durante 10 min a 4 °C. Guardou-se 1 ml de

sobrenadante a 4 °C (Amostra 1) e desprezou-se o restante. Ressuspendeu-se
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0 precipitado em seis volumes de solugdo B (solu¢cdo B: 0,05 M NaHCOs,
pH 8,2 — 8,5), mexendo lentamente durante 10 min e verificou-se se o pH se
encontrava entre 8,2 e 8,5. Centrifugou-se a 4000xg durante 10 min a 4 °C,
guardou-se 1 ml de sobrenadante (Amostra 2) a 4 °C e desprezou-se 0
restante. Ressuspendeu-se o precipitado em trés volumes de solucdo C
(solucdo C: 1 mM EDTA, pH 7,0) durante 10 min. Centrifugou-se a 4000xg,
durante 10 min a 4 °C, guardou-se 1 ml de sobrenadante a 4 °C (Amostra 3) e
desprezou-se o restante. Ressuspendeu-se 0 precipitado em quatro volumes
de &gua MilliQ durante 5 min., mexendo lentamente. Centrifugou-se a 4000xg
durante 10 min. a 4 °C, guardou-se 1 ml do sobrenadante (Amostra 4) a 4 °C e
desprezou-se 0 sobrenadante restante. Ressuspendeu-se uma vez mais 0
precipitado em quatro volumes de agua MilliQ durante 5 min., mexendo
lentamente. Centrifugou-se a 4000xg durante 10 min. a 4 °C, guardou-se 1 ml
do sobrenadante (Amostra 5) a 4 °C e desprezou-se 0 sobrenadante restante.
Ressuspendeu-se 0 musculo cinco vezes sucessivas em trés volumes de
acetona durante 10 min., mexendo lentamente a temperatura ambiente. Filtrou-
se 0 musculo com gaze e deixou-se o residuo a evaporar na hotte durante a
noite. No dia seguinte guardou-se as fibras de musculo desidratado, “p6 de
acetona”, num frasco bem fechado a — 20 °C. O “p6 de acetona” é estavel
durante varios meses. O passo de desidratacdo com acetona teve como
objectivo desnaturar eventuais proteinas ainda presentes e também permitir o

armazenamento da amostra por mais tempo (Sheterline, 1998).
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2.3.3.2. Obtencéo de F-actina a partir de “p6 de acetona”

Por cada grama de “p6 de acetona” obtido anteriormente, adicionou-se
20 ml de solucdo D (solugdo D: 0,2 mM CaCl,/0,2 mM Na,ATP/0,5 mM
2-mercaptoetanol/0,005% NaNs/2 mM Tris-HCI, pH 8,0) e mexeu-se lentamente
a suspensao durante 30 min, a 4 °C. A adicao de 2-mercaptoetanol a solucao é
apenas realizada apos o acerto do pH, uma vez que interfere com a
determinacao correcta do pH causando insensibilidade no eléctrodo. O extracto
foi separado do “pd de acetona” hidratado filtrando a suspenséo anterior com
guatro camadas de gaze fixadas no topo de um copo. O musculo foi extraido
novamente com o mesmo volume de solucédo D, durante mais 30 min, com
agitacdo lenta. Apés este tempo juntou-se os dois extractos e centrifugou-se a
16000xg (Beckman J2-MC, rotor JA20) durante 30 min a 4 °C. Decantou-se o
sobrenadante para uma proveta e registou-se esse volume. Adicionou-se ao
sobrenadante KCI até uma concentracéo final de 50 mM, MgCl, até 2 mM e
ATP até 1 mM de modo a promover a polimerizacdo da G-actina (a incluséo de
1 mM ATP garante uma completa polimerizacdo). Esta adicdo foi feita com
agitacdo lenta e continua da solucdo. Deixou-se polimerizar a temperatura
ambiente e em repouso. Nesta fase, observou-se um aumento da viscosidade
da solucédo evidenciado pela presenca de bolhas de ar. O passo seguinte
consistiu na remoc¢ao da tropomiosina. Para tal, arrefeceu-se a suspenséo
durante 15 min no gelo, adicionou-se KCI sdlido até uma concentracédo final de
0,6 M e mexeu-se lentamente durante 30 min a 4 °C. Seguidamente
centrifugou-se a suspenséo a 116000xg (Beckman XL-80, rotor 90 Ti) durante
2h30m a 4 °C, guardou-se 1 ml do sobrenadante a 4 °C (Amostra 6) e

desprezou-se o0 sobrenadante restante. Adicionou-se a cada precipitado cerca
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de 500 ul de solugéo D e ressuspendeu-se. Transferiu-se para o mini potter e
homogeneizou-se com cuidado. Ap6s homogeneizacdo dialisou-se contra a
solugdo D, com agitagdo e a 4 °C durante a noite. No dia seguinte trocou-se a
solucdo de didlise por nova solucdo D e deixou-se a dialisar durante toda a
manha. A actina dialisada foi centrifugada a 116000xg durante 2h30m a 4 °C.
Reservou-se o0 sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado em 500 ul de
solucdo D (Amostra 7) que se guardou-se a 4 °C. Determinou-se a
concentracdo da proteina na forma de G-actina por medicdo do valor de
absorvéncia a 290 nm (¢ = 0,62 mg*.ml.cm® ou 0,026 pM*.cm?). A
polimerizacdo em F-actina consistiu em adicionar KC| até uma concentragéo
final de 50 mM, MgCl, e ATP até 1 mM. Finalmente adicionou-se 0,02% NaN3 e

armazenou-se a 4 °C. A F-actina ndo devera ser congelada.

2.3.4. Andlise do estado de pureza das proteinas isoladas

A técnica escolhida para analisar o estado de pureza das proteinas
isoladas foi a electroforese em condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE). A
electroforese consiste na migracao de uma particula carregada sob a influéncia
de um campo eléctrico. O SDS-PAGE em particular, baseia-se na separagao
de proteinas de acordo com o seu tamanho (massa molecular) sendo assim
possivel determinar a massa molecular de cada proteina. O SDS (dodecilo
sulfato de sodio) é um detergente anionico usado para desnaturar as proteinas.
Este detergente atribui-lhes carga negativa o que faz com que estas migrem ao
longo do gel de acordo com a sua massa molecular, quando sujeitas a um

campo eléctrico (Wilson, 1997).
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As amostras recolhidas ao longo do procedimento de isolamento do S1
(Amostra 1 — 6) e uma amostra de S1 foram aplicadas num gel 12% SDS-
PAGE. Para preparar o gel de resolugcdo, misturou-se num copo, 6 ml de
acrilamida concentrada (29,2% (m/v) acrilamida/0,8% (m/v) N,N’-metil-bis-
acrilamida), 3,75 ml de tampé&o do gel de resolucdo (1,5 M Tris, pH 8,8 (4x
concentrado)), 150 ul 10% SDS (m/v) e 5 ml de agua. Adicionou-se 75 ul de
10% PSA (m/v) (preparado no dia) e 5 ul de TEMED, para iniciar a
polimerizacdo. Agitou-se ligeiramente e verteu-se para a “sanduiche” de vidro
previamente preparada. Cobriu-se com uma pequena camada de agua
destilada para que quando polimerizado o gel ficasse uniforme. O gel
polimerizou apos cerca de 30 min. Retirou-se a camada de agua destilada e
preparou-se o0 gel de concentracdo misturando: 400 ul de acrilamida
concentrada, 750 ul de tampé&o do gel de concentracéo (0,5 M Tris, pH 6,8 (4x
concentrado)), 30 ul de 10% SDS (m/v) e 1,83 ml de agua. Para iniciar a
polimerizacdo adicionou-se 15 ul de 10% PSA e 5 ul de TEMED. Agitou-se
ligeiramente e verteu-se para a “sanduiche” de vidro. Deixou-se polimerizar
durante cerca de 30 min.

As amostras foram preparadas para uma concentracao final de proteina
1 mg/ml, num volume final de 100 pl, incluindo 25 ul de tampédo de amostra
(320 mM Tris pH 6,8 / 0,4 M 2-mercaptoetanol (reduz as pontes dissulfidicas
gue constituem as proteinas)/8% SDS (m/v)/15% (v/v) glicerol (confere
densidade a amostra) e 0,024% (m/v) azul bromofenol (permite a observacéo
da frente de migracdo) (4x concentrado)). A electroforese decorreu a 180 V

durante 3h30m. Apdés este tempo transferiu-se o gel para uma tina com solucéo
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corante Coomassie Brilliant Blue (GCIl 42655) onde permaneceu durante 1 h.
Seguidamente deixou-se o gel a descorar em solugéao descorante.

As amostras recolhidas ao longo do procedimento de isolamento da
F-actina (Amostra 1 — 7) foram aplicadas também num gel 12% SDS-PAGE,
gue foi preparado como descrito nesta sec¢ao. As amostras foram preparadas
para uma concentracao final de proteina 1 mg/ml, num volume final de 100 pl,
incluindo 25 ul de tampado de amostra (320 mM Tris pH 6,8/0,4 M
2-mercaptoetanol/8% SDS (m/v)/15% (v/v) glicerol e 0,024% (m/v) azul
bromofenol (4x concentrado)). A electroforese decorreu a 150 V durante
4h30m. ApoOs este tempo transferiu-se o gel para uma tina com solugéo corante
Coomassie Brilliant Blue onde permaneceu durante 1 h. Seguidamente deixou-
se o gel descorar em solucéo descorante. A massa molecular das proteinas foi
determinada através de uma recta padrdo obtida a partir do log da massa

molecular das proteinas padrdo em funcao das suas mobilidade relativas.

2.3.5. Medicédo das actividades enzimaticas de S1

A actividade ATPasica de S1 na presenca de calcio, EDTA ou actina, é
um bom critério para avaliar a qualidade da preparacdo de S1 (Margossian,
1982). Uma preparacdo adequada deste subfragmento de miosina tem a
actividade da K'/EDTA-ATPase superior & actividade da Ca?’-ATPase e
preserva os grupos sulfidrilo no estado reduzido, nomeadamente as cisteinas
mais reactivas, Cys 707 (SH1) e Cys 697 (SH2) (Sellers, 1999). Assim foram
determinadas as duas actividades nao fisiolégicas da proteina, dependente de
Ca®" (Ca**-ATPase) e dependente de K* (K'/EDTA-ATPase) bem como a

actividade fisioldgica dependente de Mg* (Mg*-ATPase) estimulada por
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F-actina. As duas primeiras actividades, nao fisiologicas, foram determinadas
através do ensaio Fiske-Subarow modificado. Este ensaio consiste na medi¢céo
do fosfato (PO?") libertado proveniente da hidrélise de ATP. Os ensaios foram
efectuados a temperatura ambiente em, 50 mM Tris, pH 7,9; 2,5 mM ATP; 0,23
M KCl e 2,5 mM CaCl, para a actividade da Ca?*-ATPase e 0,6 M KCl e 1 mM
EDTA para a actividade da K'/EDTA-ATPase. Nos dois casos usou-se 0,1
mg/ml de S1. O substrato, ATP, uma vez que ira iniciar a reaccao foi sempre o
ultimo reagente a ser adicionado. Apés a adi¢cdo do substrato, homogeneizou-
se ligeiramente e incubou-se num banho a 25 °C. A reaccdo para a
determinacdo da actividade da Ca®'-ATPase teve a duracdo maxima de 20
min, em que foram recolhidas amostras de 150 ul de 2 em 2 min para
eppendorfs previamente preparados com 150 ul de 10% TCA refrigerado. Para
a determinacio da actividade da K'/EDTA-ATPase a reaccdo decorreu durante
10 min e foram recolhidas amostras também de 150 ul mas de 1 em 1 mim
para eppendorfs também preparados com 150 ul de 10% TCA refrigerado.
Homogeneizou-se, colocou-se em gelo e centrifugou-se a 1500xg (Eppendorf
5415 D) durante 10 min. Retirou-se 200 ul de sobrenadante para novos
eppendorfs aos quais se adicionou 1580 ul de agua. Homogeneizou-se,
adicionou-se 200 ul de solugcdo de molibdato de aménio (2,5% molibdato de
amonio / 2,5 M H,SO,4) e homogeneizou-se novamente. Adicionou-se a cada
eppendorf 20 pul de reagente redutor (5 mg acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico /
30 mg bissulfito de sédio / 30 mg sulfito de sédio / 2,6 ml agua (este reagente
foi sempre preparado imediatamente antes da sua utilizagcdo e como € sensivel
a luz teve-se o cuidado de o proteger com papel de aluminio)), deixou-se reagir

durante 10 min e mediu-se os valores de absorvéncia a 660 nm com o0 mesmo
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intervalo de tempo. A recta de calibracao foi preparada de acordo com a Tabela

2.1.

Tabela 2.I. Recta de calibracdo com fosfato (PO f[) para o ensaio Fiske-Subarow
modificado.

Tubo | 5mM KH,PO, () | HO (ul) | PO (nmol)
1 0 1780 0
2 5 1775 25
3 10 1770 50
4 20 1760 100
5 40 1740 200
6 100 1680 500

Foi também adicionado a cada tubo da recta de calibragdo 200 ul de solucéo
de molibdato de amonio e 20 ul de reagente redutor. Elaborou-se a recta de
calibracao representando os valores de absorvéncia em fungdo do numero de
nmol de fosfato. Em seguida, por interpolacdo da recta de calibracdo
determinou-se o numero de nmol de fosfato para as amostras e representou-se
esses valores em funcéo do tempo de reaccao. Através do declive deste ultimo
grafico determinou-se cada uma das actividades em nmol ATP/min.mg S1.

A actividade da Mg*-ATPase estimulada por F-actina foi determinada
pelo método de enzimas acopladas. Este método consiste num ciclo
constituido por ADP e fosfoenolpiruvato (PEP) que sédo convertidos em ATP e
piruvato, pela piruvato cinase (PK). O piruvato é transformado em lactato, na
presenca da lactato desidrogenase (LDH), acompanhado da oxidacdo do

NADH a NAD* (Fig. 2.1).
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PK LDH
ADP + PEP ——» ATP + Piruvato ——» Lactato

> o / NADH NAD"
P; Miosina

Figura 2.1. Esquema de reaccao do método de enzimas acopladas.

Na presenca de S1 de miosina, ha hidrélise do ATP em fosfato e ADP.
Assim, o ATP é sempre regenerado (mantendo-se sempre a sua concentracao
inicial) permitindo a manutencédo do ciclo. Uma vez que as enzimas estdo em
excesso, a velocidade de oxidacdo do NADH, monitorizada pela variagdo do
valor de absorvéncia a 340 nm, sera limitada pela producéo de ADP e fosfato
pelo S1. Assim, adicionou-se numa cuvete, 800 ul de meio de reacc¢éo (25 mm
Hepes pH 7,0 / 3,125 mM MgCl,), 10 ul de 42 mM PEP, 10 ul de enzimas
(piruvato cinase e lactato desidrogenase, 10 ug/ml), S1 (50 pg/ml), 15 ul de 25
mM NADH e o restante em agua para perfazer 1000 ul. A reaccéo foi iniciada
pela adicdo de 20 ul de 100 mM ATP ([ATP); = 2 mM). Para a medicdo da
actividade da Mg?*-ATPase estimulada por F-actina utilizou-se 2 uM F-actina e
através do declive originado pela oxidacdo de NADH determinou-se esta
actividade em nmol ATP/min.mg S1, apds conversao da absorvéncia a 340 nm
em moles de NADH oxidadas e através do coeficiente de extingdo molar deste
(e = 6,2 mM*t.cm™) sabendo que por cada mol de NADH oxidado hidrolisa-se

uma mol de ATP.
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2.4. Tratamento de S1 com espécies oxidantes

No presente trabalho o S1 foi tratado com peroxinitrito produzido
sinteticamente ou com um composto quimico, o SIN-1, que tem a capacidade
de libertar de um modo continuo e em simultaneo as espécies NO™ e ‘O, que
quando reagem entre si formam o ONOO'". O S1 foi também tratado com H,0,,
como estudo controlo ao tratamento com SIN-1. As espécies oxidantes foram
sempre preparadas no maximo 1 ou 2 dias antes da sua utilizacdo uma vez

gue sdo relativamente instaveis.

2.4.1. Preparacéo de espécies oxidantes
2.4.1.1. Preparacao de peroxinitrito sintético

O peroxinitrito foi produzido sinteticamente de acordo com um
procedimento anteriormente descrito (Gutiérrez-Martin, 2002). Para tal colocou-
se num copo, a 4 °C e sempre com agitacdo moderada 2,5 ml de 0,7 M
H,0,/0,6 M HCI. Adicionou-se um volume igual de 0,6 M NaNO, de modo a
formar-se a espécie ONOO'. Logo apdés a adicdo das primeiras gotas de
NaNO; adicionou-se 5 ml de 3 M NaOH. Este ultimo ir4 estabilizar o ONOO"
uma vez que este se decompde muito rapidamente. Seguidamente, adicionou-
se 67 mg de MnO, sélido, de modo a eliminar o excesso de H,0,, e manteve-
se em agitacao durante 30 min, sempre no gelo. Apés esse tempo centrifugou-
se a 3000xg (Beckman J2-MC, rotor JA20), durante 10 min e a 4 °C. O
sobrenadante foi filtrado através dum filtro de 0,45 um e guardado num frasco
de vidro a — 80 °C. Apés congelado verificou-se que a camada superior de
ONOO'" era mais escura gue o restante ONOO’, logo mais concentrada. Assim,

retirou-se com uma espatula alguns microlitros da camada superior e deixou-se
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descongelar. Mediu-se a concentragdo de ONOO™ a 302 nm em 1,5 M NaOH
(solugdo em que estd o ONOO") usando como coeficiente de extingcdo molar
1670 Mcm™. O peroxinitrito preparado sinteticamente ao longo de todos os

estudos apresentou uma concentracdo entre 40 e 100 mM.

2.4.1.2. Preparacao e determinacao da cinética de decomposicéo de SIN-1

O composto SIN-1 (MM = 206,6 g/mol) foi preparado em agua com uma
concentragédo de 200 mM, aliquotado e guardado a — 80 °C. Uma vez que este
composto € foto-sensivel protegeu-se sempre da luz com papel de aluminio.

A cinética de decomposicdo de SIN-1 em ONOO" foi determinada
através da oxidagdo do NADH a 340 nm. Numa cuvete a 25 °C adicionou-se

1 ml de 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 e 375 uM NADH. Iniciou-se a reaccéo

pela adicdo de 50 ou 100 uM SIN-1 e deixou-se decorrer durante cerca de 3 h.
O NADH deveréa estar sempre em excesso em relacdo ao SIN-1 uma vez que
estamos a seguir a sua oxidacdo. Ao fim desse tempo determinou-se a
percentagem de SIN-1 decomposto através do coeficiente de extingcdo do

NADH (enapn = 6,2 mM™ecm™).

2.4.1.3. Preparacao de peroxido de hidrogénio
A solucdo de peroxido de hidrogénio (10 mM) foi preparada em 10 mM

Tris/25 mM KCI pH 8,5 e guardada a 4 °C.

2.4.2. Tratamento de S1
Antes do tratamento do S1 com o peroxinitrito, quer o sintetizado quer o

obtido através da decomposicédo de SIN-1, ou com o peréxido de hidrogénio, a
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proteina foi sempre dialisada contra o tamp&o do tratamento (especificado a
seguir), de modo a ser removido o 2-mercaptoetanol (um agente redutor). A

dialise decorreu durante cerca de 12 h com agitacéo continua e a 4 °C.

2.4.2.1. Tratamento de S1 com peroxinitrito sintético

De modo a simular uma exposi¢cdo aguda e uma exposi¢do crénica da
proteina a espécie ONOO", seguiu-se o0 procedimento a seguir descrito.
Dialisou-se a proteina no tampao do tratamento (0,5 M Tris pH 7,2 ou 0,25 M
KoHPOWKH,PO,4 pH 7,2) e diluiu-se para 1 mg/ml no mesmo tampao. A
exposicao cronica consistiu em efectuar repetidas adi¢cdes (pulsos) de ONOO®
stock a proteina, com intervalos de 20 segundos e homogeneizagéo ligeira
entre cada adicdo, de modo a se atingir a concentracado final de ONOO-
desejada. A exposicdo aguda consistiu numa Unica adicdo de uma solucao
concentrada de ONOO"™ a proteina. O estudo controlo foi realizado com pulsos
de 1,5 M NaOH e vortex, em vez de ONOO’, de modo a garantir que os efeitos
observados eram devidos apenas ao ONOO’. O valor de pH foi sempre
verificado antes e depois do tratamento registando-se uma variagcdo maxima de

0,26 unidades (desde pH 7,2 a pH 7,46).

2.4.2.2. Tratamento de S1 com o composto SIN-1

Antes do tratamento com SIN-1 a proteina foi dialisada em 10 mM
Tris/25 mM KCI pH 8,5 e diluida para 1 mg/ml no mesmo tampé&o. O composto
SIN-1 foi adicionado a proteina em diferentes concentracfes (25, 50, 100, 200,
250, 500 uM) e esta foi incubada num banho a 25 °C durante 2 h (tempo de

decomposicdo do SIN-1 previamente determinado para as condicbes de
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reaccao utilizadas). Apds esse tempo parou-se a reac¢do colocando os tubos
em gelo. Também aqui o pH foi sempre verificado antes e depois do
tratamento, registando-se uma variagdo maxima de pH de 0,11 unidades

(desde pH 8,5 a pH 8,61).

2.4.2.3. Tratamento de S1 com peréxido de hidrogénio

Antes do tratamento com peréxido de hidrogénio a proteina foi dialisada
em 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 e diluida para 1 mg/ml no mesmo tampéao. A
solucdo concentrada de H,O, foi adicionada a proteina em diferentes
concentragfes (10, 25, 50, 100, 200 e 500 uM). Incubou-se a proteina tratada
num banho a 25 °C durante 2 h e ap0s esse tempo parou-se a reaccao

colocando os tubos em gelo.

2.4.3. Proteccdo com agentes antioxidantes

Testou-se o0 efeito protector de alguns agentes antioxidantes,
nomeadamente, GSH, ascorbato e NADH contra a accao da espécie ONOO™
proveniente da decomposicdo de SIN-1. Os agentes antioxidantes foram
preparados no dia de utilizacdo: 100 mM GSH em 50 mM Tris pH 7,0, 100 mM
ascorbato em 50 mM Tris pH 7,0 e 25 mM NADH em agua. No caso da GSH e
ascorbato foi necessario acertar o pH. A proteina foi dialisada em 10 mM Tris /
25 mM KCI pH 8,5 e diluida para 1 mg/ml no mesmo tampao. Adicionou-se
diferentes concentracdes dos antioxidantes, ascorbato (50, 100, 250, 500 e
1000 uM), GSH (25, 50, 100, 250, 500 e 1000 uM) ou NADH (5, 10, 25, 50 e
100 uM). Apos a adicdo destes adicionou-se a cada tratamento 50 uM SIN-1 e

deixou-se reagir durante 2h a 25 °C. Realizou-se ainda um outro tratamento em
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gue se adicionou os agentes antioxidantes (1 mM ascorbato, 2 mM GSH e 50
uM NADH) apos o tratamento da proteina com SIN-1, de modo a testar uma

eventual reverséo dos efeitos promovidos pelo ONOO'.

2.5. Quantificac&o de 3-nitrotirosina

Um dos parametros analisados depois do tratamento do S1 com o
peroxinitrito foi a existéncia, ou ndo, de 3-nitrotirosinas. A quantificacéo das 3-
nitrotirosinas foi obtida espectrofotometricamente a 415 nm e usando o
respectivo coeficiente de extingdo molar previamente determinado.

O coeficiente de extincdo molar de 3-nitrotirosina foi determinado nos
tampdes dos tratamentos: 0,5 M Tris pH 7,2; 0,25 M K;HPO4/KH,PO,4 pH 7,2 €
10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5, nos quais se preparou uma solucdo
concentrada 10 mM 3-nitro-L-tirosina (MM = 226,2 g/mol). Quantificou-se a
solucdo concentrada a 415 nm e atraves da lei de Beer-Lambert (Abs = ¢.c.l)
determinou-se o coeficiente de extingdo molar (¢) de 3-nitrotirosina em M™*cm™

para cada um dos tampdes (Tab. 2.1I).

Tabela 2.1l. Coeficientes de extingdo molar (¢) de 3-nitrotirosina calculados a 415 nm

em diferentes tampdes.

Tampéo €a50m (Micm™)
0,5mTrispH 7,2 3500
0,25 M K;HPO,/KH,PO, pH 7,2 2800
10 mM Tris / 25 mM KCI pH 8,5 4271

2.6. Tripsinizacado de S1
As amostras de S1 (tratadas e ndo tratadas com pulsos de ONOQ") foi
adicionado 0,5 mg/ml tripsina na proporcdo de 1:50 (tripsina:S1) e deixou-se

reagir durante 45 min a temperatura ambiente. A tripsina ira clivar o S1 nos

125



seus diferentes dominios. A reaccao terminou por adi¢cdo de inibidor de tripsina

numa proporc¢ao de 2:1 (inibidor:tripsina).

2.7. Imunodeteccédo de 3-nitrotirosina

O Western blotting € um dos métodos mais eficazes para separar e
posteriormente detectar uma determinada proteina. Este método combina o
elevado poder de resolucdo da electroforese, a especificidade de anticorpos e
a sensibilidade de ensaios enzimaticos (Lodish, 1999). Em resumo, a amostra
proteica é aplicada num gel SDS-PAGE e posteriormente transferida para uma
membrana. Esta € incubada primeiro com um anticorpo primario (especifico
para a proteina), seguidamente com um anticorpo secundario (que reconhece e
se liga ao anticorpo primario) o qual esta covalentemente ligado a uma enzima.
Se a enzima for, por exemplo, uma fosfatase alcalina, a adicdo de substrato
resultara num produto corado, que se depositara no local da proteina de
interesse. Por outro lado, se a enzima for uma peroxidase, uma das formas de
detectar a conversdo de substrato em produto é através da producdo de luz
(Quimioluminescéncia) (Wilson, 1997).

Preparou-se as amostras de S1 (10 ug proteina) tratadas com ONOO"
para a electroforese. Ferveu-se durante 5 min, aplicou-se no gel 12% SDS-
PAGE (preparado como se descreve na seccao 2.3.4.) e deixou-se correr a
130-180 V. Seguidamente cortou-se duas folhas de papel (“extra thick filter
paper’” 15x20 cm, BioRad), duas esponjas e uma membrana (“pure
nitrocellulose membrane” 0,45 uM, BioRad) do tamanho do gel. Num tabuleiro
com tampdao de transferéncia (25 mM Tris / 192 mM glicina / 20% metanol)

embebeu-se as duas esponjas, as folhas de papel, a membrana e o gel e
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montou-se uma “sanduiche” pela seguinte ordem: esponja, folha de papel,
membrana, gel (previamente marcado no pog¢o 1) folha de papel e esponja.
Colocou-se a “sanduiche” na cassete de transferéncia, esta na tina de
transferéncia e encheu-se com tampéo de transferéncia. Iniciou-se a
transferéncia a 300 mA, a 4 °C, com agitacao continua durante 2 horas. Apds
este tempo retirou-se a membrana e lavou-se com PBS (2L: 2,890 g
Na;HPO,4.2H,0 + 0,408 g KH,PO,4 + 0,403 g KCI + 16 g NaCl) para remover o
tampdo. Corou-se a membrana com 0,1% solucdo Ponceau ((solucéo
reutilizavel) 0,1% Ponceau S em p6 (m/v) / 5% acido acético (v/v)) para ver as
proteinas (cora rapidamente) e lavou-se com agua para remover o excesso de
corante. Marcou-se com um lapis os poc¢os e as bandas do marcador. Lavou-se
novamente com PBS, com agitacdo durante + 5 min (até remover
completamente o corante). Seguidamente bloqueou-se a membrana com leite
magro em p6 em PBS a 20%, com agitacao a temperatura ambiente, durante 1
h. Apds 1 h lavou-se a membrana com PBS-T (0,05% Tween-20 (v/v) em 1L de
PBS) 2x 5 min, com agitacdo a temperatura ambiente (teve-se sempre o
cuidado de nédo deixar a membrana secar). Diluiu-se o anticorpo primario
1:5000 e incubou-se a membrana, com agitacdo, a temperatura ambiente
durante 2 horas. Apés a incubacao lavou-se a membrana com PBS-T (3x 5 min
+ 3x 10 min), com agitacdo a temperatura ambiente. Preparou-se o anticorpo
secundario fazendo a diluicdo de 1:25000 e incubou-se a membrana, com
agitacdo a temperatura ambiente, durante 1 h. Apds a incubacédo, lavou-se a
membrana com PBS-T (3x 5 min + 3x 10 min) + 1x com PBS (apenas para
retirar o detergente), com agitacdo e a temperatura ambiente. Finalmente,

cortou-se 0 excesso da membrana, misturou-se o substrato 1:1 e incubou-se a
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membrana com o substrato durante 3 mim. Enrolou-se a membrana depois de
escorrida (mas ndo seca) em pelicula aderente e incubou-se durante cerca de
1 h. As bandas foram detectadas por quimioluminescéncia usando um

Molecular Imager FX System (Gutierrez-Martin et al., 2002).

2.8. Quantificacao de cisteinas reduzidas

Outro parametro analisado apos o tratamento da proteina com SIN-1 foi
o numero de residuos de cisteina reduzidos. O reagente de Eliman, 5,5'-
ditiobis(2-acido nitrobenzéico) (DTNB) é normalmente usado para quantificar os
grupos sulfidrilo reactivos das proteinas. Uma mol de grupos sulfidrilo reage
com o DTNB para formar uma mol de um anido corado, o 3-carboxilato-4-
nitrotiofenolato (CNT), o qual tem um maximo de absorvéncia a 412 nm (Robyt,
1990).

O procedimento utilizado foi anteriormente descrito (Gutiérrez-Merino,
1987). Assim, numa cuvete adicionou-se 220 ul de tampéo fosfato de sédio,
330 ul de agua MilliQ e 550 ul de 1 mg/ml S1 tratado com diferentes
concentragcfes de SIN-1 (50, 100, 250 e 500 uM). Adicionou-se também 5,5 pnl
de 100 mM DTNB (MM = 396,3 g/mol) e deixou-se a reac¢ao decorrer durante
5 min. O DTNB vai ligar-se apenas aos residuos de cisteina que estiverem
reduzidos e expostos ao solvente. Finalmente, adicionou-se 0,01g SDS e
deixou-se a reaccédo estabilizar. O SDS vai desnaturar a proteina o que faz com
gue todos os residuos de cisteina figuem expostos ao solvente podendo o

DTNB ligar-se aos residuos reduzidos .
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3. Resultados e Discussao

3.1. Isolamento e caracterizacdo das proteinas
3.1.1. Determinacgdo da concentracdo das proteinas

Pela quantificacdo do S1, através do método directo a 280 nm ou pelo
método de Bradford, obteve-se uma concentracdo deste subfragmento de
miosina entre 5,3 e 7,1 mg/ml (n=4), enquanto que os valores para a F-actina,

obtidos a 290 nm, foram entre 53 e 116 uM (n=10).

3.1.2. Analise do estado de pureza das proteinas isoladas

O estado de pureza das proteinas isoladas foi analisado por SDS-PAGE
através das amostras recolhidas ao longo dos isolamentos, como descrito na
seccdo 2.3 nos Materiais e Métodos. Os resultados obtidos relativos ao
isolamento de miosina e preparacdo de S1 encontram-se na figura 3.1 e 0s
resultados obtidos relativos a preparacao de “p6 de acetona” e isolamento de
F-actina encontram-se na figura 3.2.

Na figura 3.1, no poco (c), referente a primeira amostra recolhida no
isolamento de miosina, observa-se uma banda de grande intensidade com
aproximadamente 200 kDa correspondente a uma das cadeias pesadas da
molécula de miosina. No poco (i), referente & amostra de S1, é visivel uma
banda intensa de 95 kDa correspondente ao S1. Ainda no poco (i) observam-se
outras duas bandas menos intensas identificadas como sendo as cadeias leves
de S1, LC3 e LC1, com massas moleculares entre os 15 e 22 kDa,
respectivamente (Voet, 1995). E possivel também observar que a amostra de

S1, poco (i), esta praticamente livre de contaminacdes.
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Figura 3.1. Gel 12% SDS-PAGE correspondente ao isolamento de miosina e
preparacdo de S1. Nos pocos (a) e (j) encontram-se 10 ul de marcadores de baixa
massa molecular (6,5 — 66 kDa) e nos pocos (b) e () encontram-se 10 ul de
marcadores de elevada massa molecular (36 — 205 kDa). Pocgo (c) 20 ug de amostra 1;
poco (d) 6 ug de amostra 2; poco (e) 0,75 pug de amostra 3; poco (f) 0,26 ug de
amostra 4; poco (g) 20 ug de amostra 5; poco (h) 20 ug de amostra 6 e poco (i) 20 ug
de S1. S1 HC — cadeia pesada de S1, LC1 — cadeia leve de S1, LC3 — cadeia leve de
S1.

Na figura 3.2, no poco (c), referente a primeira amostra recolhida no
isolamento de F-actina, observa-se uma banda intensa com cerca de 200 kDa
correspondente a cadeia pesada de miosina, que tende a desaparecer ao
longo do isolamento de F-actina. No poco (j) é visivel uma banda de grande
intensidade com cerca de 42 kDa correspondente a G-actina (Voet, 1995).
Observa-se ainda que a proteina foi isolada sem contaminacgdes significativas
de miosina ou quaisquer outras proteinas normalmente associadas a actina,

como a troponina ou tropomiosina.
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Figura 3.2. Gel 12% SDS-PAGE correspondente ao isolamento de F-actina. Nos
pocos (a) e (m) encontram-se 10 ul de marcadores de baixa massa molecular
(6,5 — 66 kDa) e nos pocos (b) e (I) encontram-se 10 ul de marcadores de elevada
massa molecular (36 — 205 kDa). Poco (c) 20 ug de amostra 1; poco (d) 20 ug de
amostra 2; poco (e) 21,2 ug de amostra 3; poco (f) 13,7 ng de amostra 4; poco (g) 13,1
ug de amostra 5; poco (h) 6,4 ng de amostra 6; poco (i) 16,4 ug de amostra 7 e pogo
() 20 ug de F-actina.

3.1.3. Analise da actividade enzimatica de S1

As actividades ndao-fisiolégicas de S1, dependente de calcio e de
potassio, Ca®*-ATPase e K'/EDTA-ATPase, respectivamente, indicam o estado
em que se encontram as duas cisteinas mais reactivas da proteina, SH1 e
SH2. ModificacBes (oxidacdo, por exemplo) no SH1 resultam na inibicdo da
actividade da K*/EDTA-ATPase e estimulagéo da actividade da Ca®'-ATPase.
Neste caso, a actividade da Mg**-ATPase estimulada por F-actina é também
inibida. Modificagcbes no SH2 resultam na completa perda de todas as
actividades ATPasicas de S1 (Sellers, 1999). As actividades nao-fisiol6gicas de

S1 foram determinadas pelo método de Fiske-Subarow, tal como foi descrito na
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seccao 3.2.5 dos Materiais e Métodos. Na figura 3.3, representam-se as nmol

PO} /mg S1 em fungdo do tempo de reaccdo para cada uma das actividades

nao-fisioldgicas, a Ca**-ATPase (Fig. 3.3.A) e a K'/EDTA-ATPase (Fig. 3.3.B).
No caso da Ca”**-ATPase, observa-se um aumento de PO, que é

libertado ap6s hidrélise do ATP, até cerca de 10 min de reaccao (Fig. 3.3.A).
Apds esse tempo, observa-se uma saturacdo na quantidade de fosfato
libertado, indicativo de que ao fim de 10 min de reaccdo o ATP foi todo
hidrolisado ficando o meio de reaccdo com uma quantidade de fosfato
constante. Assim, através do declive inicial do grafico da mesma figura e
sabendo que por cada mol de ATP hidrolisada liberta-se uma mol de fosfato e
outra de ADP, determinou-se a actividade da Ca*-ATPase: 2220 nmol
ATP/min.mg S1. Por outro lado, para a K*/EDTA-ATPase ao fim de cerca de 5
min o ATP ja foi todo hidrolisado (Fig. 3.3.B). Do mesmo modo, a actividade da
K'/EDTA-ATPase foi determinada através do declive inicial do gréafico:
3829 nmol ATP/min.mg S1. Assim, a actividade dependente de K* é cerca de 2
vezes superior a actividade dependente de Ca?*. Estes resultados reflectem a
gualidade da preparacdo de S1, uma vez que preparacdes adequadas deste
subfragmento de miosina possuem a actividade da K'/EDTA-ATPase superior

a actividade da Ca®*-ATPase (Sellers, 1999).
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Figura 3.3. Actividades nao-fisioldgicas de S1 determinadas pelo método de Fiske-
Subarow (n=3). (A) Actividade da Ca**-ATPase e (B) actividade da K*/EDTA-ATPase.

Sempre que foi necessario, nos estudos seguintes, determinar as
actividades da Ca®*-ATPase e da K'/EDTA-ATPase, estas foram determinadas
ao fim de 5 e 3 minutos de reaccéo, respectivamente, uma vez que para estes
tempos é garantido que o ATP néo foi ainda todo hidrolisado.

A actividade da Mg®*-ATPase estimulada por F-actina foi determinada
pelo método das enzimas acopladas, como descrito na seccdo 2.3.5 dos
Materiais e Métodos. A F-actina normalmente estimula a actividade da Mg?*-
ATPase de miosina cerca de 50 a 100 vezes, dependendo das condi¢cdes
experimentais (Sellers, 1999). No método das enzimas acopladas a adicdo de
F-actina origina um declive correspondente & actividade da Mg*-ATPase

estimulada por F-actina que, em média, foi 1636 + 152 nmol ATP/min.mg S1.
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3.2. Tratamento de S1 com espécies oxidantes

3.2.1. Tratamento de S1 com peroxinitrito sintético
3.2.1.1. Efeito de ONOO" nas actividades ATP4&sicas de S1

Simulou-se uma exposi¢cao aguda e crénica da proteina com ONOO". O
tratamento foi efectuado em tampéo 0,5 M Tris pH 7,2 como descrito na secc¢éo
2.3.4 dos Materiais e Métodos. A elevada capacidade tampé&o usada justifica-se
com o facto do ONOO" ter sido preparado em 1.5 M NaOH. Apdés o tratamento
da proteina foram determinadas as actividades ATPé&sicas de S1: Ca®'-,
K'/EDTA- e Mg®*-ATPase estimulada por F-actina, como descrito na seccao
2.3.5 dos Materiais e Meétodos. Os resultados obtidos encontram-se
representados nas figuras 3.4. e 3.5.

A actividade da Mg*-ATPase estimulada por F-actina é mais
eficientemente inibida para um maior nimero de pulsos de ONOO™ (20 e 45%
de inibicdo para 0,5 e 1 mM de ONOO’, respectivamente), simulando uma
exposicao crénica, do que para um unico pulso de ONOO™ (0 e 20% de inibicédo
para 0,5 e 1 mm de ONOOQO’, respectivamente) simulando uma exposicédo aguda
(Fig. 3.4). Assim, verifica-se que uma exposicao cronica da proteina ao ONOO’
actividade fisioldgica da proteina. Resultados semelhantes foram obtidos para
a Ca’*-ATPase (uma proteina também muscular) de reticulo sarcoplasmatico,
em que se verificou que a inibicdo da actividade da proteina era superior
guando esta era sujeita a uma exposicao créonica de ONOO™ (Gutiérrez-Martin,

2002).
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Figura 3.4. Actividade da Mg* ATPase estimulada por F-actina apds tratamento de 1
mg/ml de proteina com pulsos de ONOO™ em 0,5 M Tris pH 7,2 (n=2) para (l) 0.5 mM
de ONOO" (1 pulso de 500 uM, 2 pulsos de 250 uM, 5 pulsos de 100 uM, 10 pulsos de
50 uM, 25 pulsos de 20 uM, 50 pulsos de 10 uM e 100 pulsos de 5 uM ONOO") e (O) 1
mM de ONOO" (1 pulso de 1 mM, 2 pulsos de 500 uM, 5 pulsos de 200 uM, 10 pulsos
de 100 uM, 25 pulsos de 40 uM, 50 pulsos de 20 uM e 100 pulsos de 10 uM de
ONOO).

Em relacdo as actividades nao-fisiologicas, a Ca®’-ATPase é sempre
activada, quer na presenca de 0.5 ou 1 mM de ONOOQO’, registando-se um
maximo de 20 e 70% de activacao, respectivamente (Fig. 3.5.A). Por sua vez, a
K*/EDTA-ATPase é sempre inibida, tanto na presenca de 0.5 mM como de 1
mM de ONOO, registando-se uma inibicdo maxima na ordem dos 20 e 50%,
respectivamente (Fig. 3.5.B). Como ja foi anteriormente referido, se a
actividade da Ca**-ATPase for estimulada e a actividade da K*/EDTA-ATPase
for inibida significa que o residuo de cisteina reactivo SH1 estd a ser
modificado. Assim, de acordo com os resultados obtidos verifica-se que apenas

o residuo SH1 foi modificado (Fig. 3.5). No entanto, para um maior nimero de
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pulsos de ONOO', na situacdo de 1 mM, a Ca**-ATPase comeca a ser inibida,
indicativo de que o residuo SH2 comeca a ser modificado (Fig. 3.5.A).
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Figura 3.5. Actividades n&o fisiolégicas de S1 (n=2). (A) Ca**-ATPase e (B) K*/EDTA-
ATPase. O tratamento ocorreu com 1 mg/ml de proteina e pulsos de ONOO em 0,5 M
Tris pH 7,2 para (l) 0.5 mM de ONOO™ (1 pulso de 500 pM, 2 pulsos de 250 uM, 5
pulsos de 100 uM, 10 pulsos de 50 uM, 25 pulsos de 20 uM, 50 pulsos de 10 uM e 100
pulsos de 5 uM ONOO) e (O) 1 mM de ONOO’ (1 pulso de 1 mM, 2 pulsos de 500 uM,
5 pulsos de 200 uM, 10 pulsos de 100 uM, 25 pulsos de 40 uM, 50 pulsos de 20 uM e
100 pulsos de 10 uM de ONOO)).

3.2.1.2. Efeito de ONOO na nitrosilagcéao

Um dos parametros também analisados apés o tratamento da proteina
com pulsos de ONOO' foi a existéncia, ou ndo, de nitrotirosinas. Tal como foi
previamente referido o ONOO’™ pode participar numa série de reaccdes
guimicas de caracter oxidativo. Por exemplo, possui uma elevada afinidade
para nitrosilar residuos de tirosina, em relacdo a outros oxidantes biolégicos,
resultando numa modificacdo pos-traducional destes residuos em 3-
nitrotirosina (Mihm, Coyle et al. 2001). Assim, quantificou-se a formacao destes
residuos como descrito na secc¢éo 2.5 dos Materiais e Métodos e 0s resultados

obtidos encontram-se na figura 3.6.
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Figura 3.6. Nitrosilacdo de S1 (1 mg/ml ou 8.7 uM) ap6s tratamento deste com pulsos
de ONOO em 0,5 M Tris pH 7,2 (n=2) para () 0.5 mM ONOO" (1 pulso de 500 pM, 2
pulsos de 250 uM, 5 pulsos de 100 uM, 10 pulsos de 50 uM, 25 pulsos de 20 uM, 50
pulsos de 10 uM e 100 pulsos de 5 uM ONOQO) e (O) 1 mM de ONOO’ (1 pulso de 1
mM, 2 pulsos de 500 uM, 5 pulsos de 200 uM, 10 pulsos de 100 uM, 25 pulsos de 40
uM, 50 pulsos de 20 uM e 100 pulsos de 10 uM de ONOO).

A espécie ONOO’ origina a formacdo de 3-nitrotirosina no S1 de
miosina. Assim, quando o S1 é tratado com 0.5 mM de ONOO" formam-se no
maximo cerca de 9 uM de 3-nitrotirosina, ou seja, ha um residuo de tirosina
nitrosilado por molécula de S1. Quando a proteina é exposta a 1 mM de
ONOO" a concentracdo de 3-nitrotirosinas formadas sobe ligeiramente, em
relacédo a situacao anterior, registando-se uma concentracdo maxima de 15 uM
de 3-nitrotirosina, ou seja, had aproximadamente dois residuos de tirosina

nitrosilados por molécula de S1 (Fig. 3.6).
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Uma vez que se observou que o S1 de miosina sofre nitrosilagdo, apos
tratamento com a espécie ONOO’, procurou-se determinar que dominios
proteoliticos deste subfragmento eram mais nitrosilados (Fig. 3.7).

O anticorpo primario usado na imunodeteccdo € especifico para
3-nitrotirosinas. Assim, sO se vai ligar aos residuos de tirosina nitrosilados de
S1. A clivagem de S1 com tripsina origina trés dominios distintos que
constituem este subfragmento de miosina: um de 50 kDa, outro de 25 kDa e
um ultimo de 20 kDa (Fig. 3.7.A). Verifica-se que nos pocos (b) e (f) ndo existe
gualquer tipo de banda, visto as amostras contidas nestes po¢os nado terem
sido tratadas com ONOO" (Fig. 3.7.B). Nos pocos (c) a (e) observa-se uma
banda intensa com 95 kDa correspondente ao S1 de miosina tratado com
ONOO’ (Fig. 3.7.B). Por outro lado, cada um dos pocos (g), (h) e (i) apresenta
uma unica banda bastante intensa com 25 kDa. Estes resultados indicam que,
apenas o dominio de 25 kDa de S1 é nitrosilado (Fig. 3.7.B). Sugere-se que
seja devido ao facto deste dominio possuir maior percentagem de residuos de
tirosina, 5%, contra 4,3 e 2,5% de residuos de tirosina dos dominios de 50 e 20
kDa, respectivamente. Para além disso, possivelmente os residuos de tirosina
presentes no dominio de 25 kDa encontram-se mais expostos ao solvente, em

relacéo aos outros dois dominios.
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Figura 3.7. Deteccdo dos dominios de S1 nitrosilados. (A) Gel 12% SDS-PAGE com
indicacdo do S1 (95 kDa) e dos seus trés principais dominios proteoliticos (20, 25 e 50
kDa) e (B) “Immunoblot” correspondente ao gel SDS-PAGE. O S1 (1 mg/ml ou 8.7 uM)
foi tratado com pulsos de ONOO™ em 0,25 M K;HPO4/KH,PO, pH 7,2. Nos pocos (a) e
(j) estédo 10 ul de marcador de baixa massa molecular (6,5 — 66 kDa). Nos pocgos (b) e
(f) estédo 10 pg de S1; nos pocos (c) e (g) estdo 10 pg de S1 tratado com 100 uM de
ONOO" (25 pulsos de 4 uM); nos pocos (d) e (h) estdo 10 ug de S1 tratado com 500
uM de ONOO" (25 pulsos de 20 uM) e nos pocgos (e) e (i) estdo 10 pug de S1 tratado
com 1 mM de ONOO" (25 pulsos de 40 uM). As amostra dos pocos (f) a (i) foram

clivadas com tripsina.
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3.2.1.3. Efeito do tampéo fosfato no tratamento de S1 com ONOO"

O tratamento de S1 com pulsos de ONOO™ foi também realizado em
0,25 M K;HPO4/KH,PO, pH 7,2 como estudo controlo ao tratamento em
tampéo Tris. Resultados anteriormente descritos (Kirsch, 1998) revelam que,
na presenca de tampdes aminados, como é o caso do tampao Tris, a espécie
ONOO'’ reage com o tampéao para formar H,O,. O mecanismo proposto para a
formacdo de H,O, baseia-se na oxidagcdo do grupo amina do tampao pelo
ONOO’, através duma reaccdo que envolve um electrdo, formando-se um
radical a-amino alquilo. Seguidamente ocorre a desprotonagcdo deste radical
gue ao reagir com o oxigénio molecular leva a formagdo de ‘O, que, por
dismutacéo origina o H,0; (Kirsch, 1998).

As actividades ndo fisiolégicas da proteina, Ca®*- e K'/EDTA-ATPase
nao podem ser determinadas em tampao fosfato uma vez que o método usado
para a sua determinacdo (Fiske-Subarow) baseia-se na quantificacdo do
fosfato libertado durante a hidrolise do ATP. Verifica-se que, quando a proteina
é tratada com 500 uM de ONOO™ em tamp&o fosfato a actividade da Mg*'-
ATPase estimulada por F-actihna tem wuma inibicio maxima de
aproximadamente 50% (Fig. 3.8). Esta inibicdo nunca foi atingida aquando do
tratamento de S1 com pulsos de ONOO™ (para a mesma concentracédo final de
ONOOQO’) em tampao Tris, no qual se registou apenas 20% de inibicdo da
actividade da Mg*-ATPase estimulada por F-actina (Fig. 3.4). Deste modo,
verifica-se que existe uma perda de eficiéncia da capacidade inibitoria da
espécie ONOO™ quando o tratamento € realizado em tampdo Tris, em
comparacao com o tratamento em tampéao fosfato. Assim, a perda de eficiéncia

da espécie ONOO™ que se verificou no tratamento com tampédo Tris podera
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entdo ser devida ao facto do ONOO" estar a ser desviado para a reaccao de

formacéo de H,0..
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Figura 3.8. Actividade da Mg?*ATPase estimulada por F-actina apds tratamento de 1
mg/ml de proteina com pulsos de ONOO™ em 0,25 M K,HPO4/KH,PO, pH 7,2 (n=2)
para () 0.5 mM de ONOO'" (1 pulso de 500 uM, 2 pulsos de 250 uM, 5 pulsos de 100
uM, 10 pulsos de 50 uM, 25 pulsos de 20 uM, 50 pulsos de 10 uM e 100 pulsos de 5
uM ONOO) e (O) 1 mM de ONOO™ (1 pulso de 1 mM, 2 pulsos de 500 uM, 5 pulsos
de 200 uM, 10 pulsos de 100 uM, 25 pulsos de 40 uM, 50 pulsos de 20 uM e 100
pulsos de 10 uM de ONOO).

3.2.1.4. Efeito de bicarbonato no tratamento de S1 com ONOO’

Em condic¢des fisioldgicas os radicais livres que derivam da reaccéo de
ONOO" com 0 CO; (CO, e NO,) séo responsaveis pelo poder destrutivo do

ONOO (Kirsch e De Groot, 2001). Por este motivo, neste trabalho foi realizado
também o tratamento de S1 com pulsos de ONOO™ em 0,25 M Ko;HPO4/KH,PO4
pH 7,2 com 25 mM KHCOg3;. Verificou-se que ndo existiam diferencas nas
inibicdes das actividades ATPasicas de S1 na presenca de KHCO3; em relacéo

aos resultados obtidos para as mesmas actividades mas sem KHCOz.
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3.2.2. Tratamento de S1 com SIN-1

Ap0s o tratamento de S1 com peroxinitrito sintético, verificou-se que uma
exposicdo cronica da proteina a esta espécie era mais eficiente que uma
exposicdo aguda, em termos de inibicdo da actividade da Mg*-ATPase
estimulada por F-actina. Deste modo, de forma a melhor simular uma
exposic¢ao cronica e aumentar assim a eficiéncia da reac¢cdo do ONOO™ com a
proteina, minimizando perdas desta espécie reactiva, optou-se por prosseguir
os estudos com o composto SIN-1. Como ja foi referido anteriormente o SIN-1
€ um composto quimico que tem a capacidade de libertar de um modo continuo
e em simultdaneo as espécies NO™ e ‘O, que ao reagirem entre si formam a
espécie ONOO'". Assim, ao usar 0 SIN-1 pretende-se simular uma situacdo em
gue a libertacdo de ONOO" ocorre suavemente, como in vivo. Pretende-se
também evitar eventuais erros que possam ocorrer associados a pipetagens de
pequenos volumes aquando do tratamento de S1 com pulsos de ONOO’, evitar

0s vortex entre os pulsos, bem como tornar o trabalho mais pratico e rapido.

3.2.2.1. Cinética de decomposicdo do composto SIN-1

De modo a determinar as condi¢cdes de reaccdo adequadas para o
tratamento da proteina com SIN-1, determinou-se primeiramente a cinética de
decomposicdo deste composto através da oxidacdo do NADH.

Em solucbes aquosas o NADH é oxidado pelo ONOO" formando-se o
radical NAD' que rapidamente se converte em NAD®. Deste modo, o NADH
pode ser usado para seguir a cinética de libertacdo de ONOO™ apés a

decomposicdo de SIN-1. Resultados anteriores mostram que a oxidacdo do

NADH pelo SIN-1 é devido a produgdo de ONOO™ e ndo as espécies ‘O, ou
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NO' (Martin-Romero et al.,, 2004). Os resultados obtidos da cinética de
decomposicdo do SIN-1, para as condi¢des de reaccao usadas, encontram-se

a seguir na figura 3.9.
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Figura 3.9. (A) Cinética de decomposi¢do de SIN-1 determinada a 340 nm apés a
adicéo de 50 uM SIN-1 a 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 contendo 375 uM NADH. A
linha a tracejado corresponde a auto-oxidacdo do NADH (n=1). (B) Actividade da
Mg?-ATPase estimulada por F-actina determinada ao longo da decomposicéo de SIN-
1. O tratamento decorreu em 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 a 25 °C durante 2 h, com
1 mg/ml S1 e 50 uM SIN-1. As amostras para a determinacdo da actividade da
proteina foram recolhidas ao fim de 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90 e 120 min de reaccdo
(n=2).

Para a determinacédo da cinética de decomposi¢cdo do composto SIN-1
foram testadas diferentes condi¢cdes, nomeadamente, a solu¢cdo tampéo (Tris e
Hepes), o valor de pH (7.2, 8.0 e 8.5) e a temperatura (25 e 37 °C). Conclui-se
gue, para o sistema em estudo (S1 de miosina) e de modo a preservar a
actividade da proteina, as condicdes mais adequadas para a decomposicao de
SIN-1 sdo, o tampao Tris, pH 85 a 25 °C. Deste modo a cinética de

decomposicdo de SIN-1 foi determinada a 340 nm apés a adicdo de 50 uM
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SIN-1 a 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 a 25 °C contendo 375 uM NADH. O
estudo controlo foi realizado seguindo a auto-oxidagdo do NADH a 340 nm.
Sabendo que o coeficiente de extingdo molar do NADH a 340 nm é
6,2 mM™'cm™ e através dos valores de absorvéncias inicial e final retiradas do
grafico da figura 3.9.A determinou-se que ao fim de 2 h de reaccao, 66% de 50
uM SIN-1 se encontra decomposto. Comparando os graficos A e B da figura
3.9 verifica-se que existe uma correlacdo entre a cinética de inibicdo da
actividade da Mg**-ATPase estimulada por F-actina pelo SIN-1 e a cinética de

oxidacao do NADH pelo SIN-1, a qual é devido a producao de ONOO'.

3.2.2.2. Efeito de SIN-1 nas actividades ATPasicas de S1

De acordo com os resultados anteriores, a exposi¢ao cronica da proteina
ao ONOQO', que se forma apos decomposicao do composto SIN-1, foi realizada
em 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 a 25 °C durante 2 h. Neste tratamento ja
nao é necessario uma capacidade tampao elevada visto o ONOO™ néo estar
em NaOH, como acontecia com o ONOO" preparado sinteticamente. Concluido
o tratamento determinou-se as actividades ATPasicas de S1 (Fig. 3.10) bem

como os valores de ICs para cada uma das actividades (Tab. 3.1).
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Figura 3.10. Actividades ATPésicas de S1 (1 mg/ml ou 8.7 uM) apés tratamento deste
com SIN-1 em 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 a 25 °C durante 2 h (n=3).
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O tratamento da proteina com SIN-1 inibiu sempre as suas actividades
ATPasicas, Ca®'-, K'/EDTA- e Mg**-ATPase estimulada por F-actina, atingindo
esta uUltima os 90% de inibicdo para 500 uM de SIN-1 (Fig. 3.10). Para além
disso, o ICs, da inibicdo da actividade da Mg?*-ATPase estimulada por F-actina
(calculado a partir do gréafico da figura 3.10) mostra que com 46,7+8,3 uM de
SIN-1 para 8,7 uM de S1 a actividade da proteina ja estd 50% inibida. Uma vez
gue a eficiéncia de decomposicédo de SIN-1 € 66%, o valor de ICsy da inibicao
da Mg*-ATPase estimulada por F-actina devera ser corrigido. Assim, temos
um ICsp para a inibicdo desta actividade de 31+5 uM de SIN-1 para 8,7 uM de
S1.

O facto das duas actividades nao-fisiolégicas de S1, Ca*- e K'/EDTA-
ATPase, serem sempre inibidas indica que os dois residuos de cisteina mais
reactivos (SH1 e SH2) da proteina estdo a ser modificados. Resultados
semelhantes foram obtidos para a miosina extraida de musculos psoas
(musculos abdominais) de coelho, em que se verificou oxidacdo do residuo
SH1 por parte de radicais livres, nomeadamente o radical ‘OH (Konczol, et al.,
1998). Mais ainda, foi também demonstrado que a actividade da creatina
cinase (proteina também muscular) € inibida por radicais livres de oxigénio,

através da modificacdo dos grupos —SH (Kaneko, Masuda, et al. 1993).

Tabela 3.1. Valores de ICgq das inibig6es das actividades ATPésicas de 8,7 uM de S1
apos tratamento com SIN-1 em 10 mM / 25 mM KCI pH 8,5 durante 2 h a 25 °C.

Actividades ATPasicas de S1 ICs0 (UM)
Mg?*-ATPase estimulada por actina 31,0+5,0
Ca'-ATPase 88,2+25
K'/EDTA-ATPase 57,4 +3,8
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Os valores de ICsy das inibicdes das actividades Ca®*- e K'/EDTA-
ATPase sdo proximos ao ICso da Mg®'-ATPase estimulada por F-actina,
sugerindo assim que a modificacdo dos residuos SH1 e SH2 contribui para o
mecanismo de inibicdo da actividade da Mg**-ATPase estimulada por F-actina.
Esta observacéo foi confirmada através do ensaio com DTNB a 412 nm, o qual
possibilita a determinacdo do numero de residuos de cisteina reduzidos que,
por subtrac¢do do numero total de residuos de cisteina origina o nimero de

residuos de cisteina oxidados (Tab. 3.11).

Tabela 3.1I. Cisteinas reduzidas e totais quantificadas apés ensaio com DTNB a 412

nm.
Tratamento Cisteinas rapidas | Cisteinas totais

S1 controlo (sem tratamento) 1,96 £ 0,41 10,08 + 0,58

S1 +50 uM SIN-1 0,47 +0,12 6,62 + 0,04

S1 + 100 uM SIN-1 0,36 £ 0,01 5,60 £ 0,00

S1 + 250 uM SIN-1 0,28 £ 0,03 3,98 £0,18

S1 + 500 uM SIN-1 0,09 + 0,00 2,58 £ 0,28

As cisteinas rapidas definem-se como aquelas que reagem com o
DTNB em menos de 1 min, ou seja, as que estdo expostas ao solvente. As
cisteinas totais sdo as que reagem com o DTNB ap0s a adicdo de SDS. O S1
possui aproximadamente 2 residuos de cisteina expostos ao solvente (SH1 e
SH2), num total de 10 (Tab. 3.1l). Apds o tratamento com DTNB verifica-se que,
na presenca de apenas 50 uM de SIN-1 (valor préximo do ICsy da Mg?*-
ATPase estimulada por F-actina), 75% dos residuos de cisteina que se
encontram expostos ao solvente ja estdo oxidados. Esta observacéo reforca a
ideia de que a oxidacdo dos residuos SH1 e SH2 contribui fortemente para o
mecanismo de inibicdo da actividade fisioldgica da proteina. Estes resultados

mostram a elevada capacidade que a espécie ONOO’, que se forma apos
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decomposicdo de SIN-1, possui para oxidar residuos de cisteina de S1.
Resultados anteriormente descritos para a proteina Ca*’ATPase (Gutiérrez-
Martin et al., 2004) mostram que todos os residuos de cisteina expostos ao
solvente desta proteina de reticulo sarcoplasmatico sédo oxidados na presenca
de 1 mM de ONOO'". De acordo com os resultados obtidos neste trabalho
sugere-se que o S1 de miosina é mais sensivel a oxidacdo por parte da
espécie ONOO’, que a Ca*-ATPase, uma vez que apresenta todos os

residuos de cisteina rapidos oxidados apenas para 500 uM de SIN-1.

3.2.2.3. Efeito de SIN-1 na nitrosilacdo de S1
A formacao de 3-nitrotirosina foi também quantificada, apés tratamento

de S1 com SIN-1 (Fig. 3.11).
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Figura 3.11. Nitrosilagdo de S1 (1 mg/ml ou 8,7 uM) apds tratamento deste com SIN-1
em 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 durante 2 h a 25 °C (n=3).

A concentracdo de 3-nitrotirosina que se forma quando o S1 é tratado
com SIN-1 é, no méaximo, 7 uM para 500 uM de SIN-1, ou seja,

aproximadamente um residuo de tirosina nitrosilado por molécula de S1 (Fig.
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3.11). Por outro lado, na presenca de 100 uM de SIN-1 h& menos de 0,1
residuos de tirosina nitrosilados por molécula de S1. Como se verificou
anteriormente (Fig. 3.10), para 100 uM de SIN-1 a Mg®*-ATPase estimulada por
F-actina ja est4 cerca de 70% inibida. Assim, estes resultados sugerem que a
nitrosilagdo ndo é o primeiro contributo para o mecanismo de inibicdo da

actividade da Mg?*-ATPase estimulada por F-actina.

3.2.2.4. Efeito do NO' na actividade da Mg**-ATPase estimulada por F-actina
Neste trabalho, determinou-se também se a inibicdo da actividade da

Mg**-ATPase estimulada por F-actina na presenca de SIN-1 poderia ser devido

a espécie NO', uma vez que esta € um dos produtos de decomposicéo de SIN-

1. Assim, incubou-se a proteina com SIN-1 (50 e 200 uM) juntamente com
3000 unidades de SOD (elimina o ‘O, libertado pelo SIN-1) e 1500 unidades de

CAT (elimina o H,O, que eventualmente se forma da reaccao do SIN-1 com o
tampé&o) em 10 mM Tris/25 mM KCI, pH 8,5 durante 2 h a 25 °C e determinou-
se a actividade fisiologica da proteina. Verificou-se que a espécie NO' nédo inibe

a actividade Mg?*-ATPase estimulada por F-actina de S1.

3.2.2.5. Efeito dos produtos de decomposicéo de SIN-1

Foi também determinado neste trabalho se a inibicdo da actividade da
Mg?*-ATPase estimulada por F-actina poderia ser devida aos produtos de
decomposicdo do ONOO™ (HO e NO,) obtido através do composto SIN-1.
Assim, incubou-se 0 SIN-1 em 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 a 25 °C durante
4 h (para garantir a maxima decomposicdo de SIN-1) e apOs esse tempo

adicionou-se o S1 e incubou-se novamente durante 2 h. Seguidamente
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determinou-se a actividade da Mg?-ATPase estimulada por F-actina e
verificou-se que esta mantinha a sua actividade, sugerindo assim que 0s
produtos de decomposicao do ONOO™ né&o inibem a actividade de S1. Verificou-
se também que os produtos de decomposicao da espécie ONOO™ ndo originam

formacé&o de 3-nitrotirosina no S1.

3.2.2.6. Tratamento de S1 com peroxido de hidrogénio

De modo a provar que as inibicdes das actividades ATPasicas de S1
ndo eram devidas ao H,O,, que eventualmente se forma apds reaccdo do
ONOO'" (ap06s decomposicao de SIN-1) com o tampao Tris, fez-se um estudo
controlo no qual se expbs a proteina a H»O,. Como ja foi referido
anteriormente, na presenca de tampdes aminados, o SIN-1 reage com o
tampéao formando-se H,O, (Kirsch, 1998). Apos o tratamento da proteina com

H,O, determinou-se as suas trés actividades (Fig. 3.12).
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Figura 3.8. Actividades de S1 (Ca®*, K'/EDTA e Mg*-ATPase estimulada por actina)
apos tratamento deste com H,O, em 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 durante 2h a 25 °C
(n=3).
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Quando o S1 é exposto a concentragdes inferiores a 50 uM de H,O; a
actividade da Ca*-ATPase é ligeiramente activada e quando é exposto a
concentracbes superiores a 100 uM de H,O, é sempre inibida, atingindo os
60% de inibicdo. Por outro lado, as actividades da K*/EDTA e da Mg**-ATPase
estimulada por F-actina sdo sempre inibidas quando a proteina é tratada com
H,O.. Esta inibicdo, em ambos os casos, atinge um maximo de 80% (Fig. 3.8).
No entanto, comparando o valor de ICs, da inibicdo da Mg?*-ATPase
estimulada por F-actina na presenca de H,O, (111,4 uM para 8,7 uM de S1)
com o valor de IC5y da mesma actividade mas na presenca de SIN-1 (31,0 +
5,0 uM para 8,7 uM de S1), verifica-se que € necessario cerca de 4 vezes mais
H,0, que SIN-1 para a mesma percentagem de inibicdo. Assim, a inibicdo das
actividades ATPasicas de S1 é devido ao ONOO' e n&o ao H;0,.

Em todo o caso, para garantir a remocao do eventual H,O, que se forma
apos a reaccao do SIN-1 com o tampao, adicionou-se catalase ao tratamento
de S1 com SIN-1. Antes de qualquer tratamento foi feito um estudo controlo
com catalase para garantir que esta enzima mantém actividade ao fim de 2 h
de incubacao a 25 °C na presenca de SIN-1. Assim, determinou-se a actividade
de eliminacéo de H,0O, de 1 unidade de catalase em 10 mM Tris/25 mM KCI pH
8,5 na presenca de 15 mM H;0,, a 240 nm. A actividade da proteina foi
determinada novamente apds incubacéo desta a 25 °C durante 2 h. A mesma
actividade foi ainda determinada apés incubacdo com 500 uM de SIN-1 (Tab.

3.110).

150



Tabela 3.1ll. Actividade (%) de 1 unidade de catalase determinada antes e ap6s 2 h de

incubacéo a 25 °C, bem com na presenca de 500 uM de SIN-1.

Condic¢des do tratamento Actividade (%)
1 unidade CAT

10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5
Antes incubacao 25 °C 2h
1 unidade CAT
15 mM H,0, 67
10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5
Apo6s incubacao 25 °C 2h
1 unidade CAT
15 mM H,0,
10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 40
500 uM SIN-1
Ap6s incubacao 25 °C 2h

Verifica-se que a catalase mantém actividade apos incubacéo a 25 °C
durante 2 h. Na presenca de SIN-1 a actividade da catalase € reduzida para
60% (Tab. 3.1l), 0 que sugere que esta proteina € também alvo de oxidacao
por parte da espécie ONOO". Nos tratamentos seguintes de S1 com SIN-1
foram usadas 150 e 1500 unidades de catalase que serdo suficientes para
compensar a baixa actividade da proteina na presenca de SIN-1. Deste modo,
comparou-se os resultados da actividade da Mg?*-ATPase estimulada por F-
actina bem como a concentracdo de 3-nitrotirosina nas seguintes condic¢oes:
tratamento de S1 com SIN-1 sem catalase, com 150 e com 1500 unidades de
catalase (Fig. 3.9 — 3.11). Calculou-se também os valores de ICso nas trés
condi¢cBes dos tratamentos (Tab. 3.1V).

Verifica-se um comportamento semelhante da inibicdo da actividade da
Mg?*-ATPase estimulada por F-actina para os trés tratamentos realizados (Fig.

3.9).
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Figura 3.9. Actividade da Mg*-ATPase estimulada por F-actina apés o tratamento de
1 mg/ml S1 com SIN-1 em 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 durante 2 h a 25 °C . O
tratamento decorreu na (O) auséncia (n=3) e presenca de (A) 150 (n=2) e (®) 1500 U

de catalase (n=2).

Os valores de ICsy das inibices da actividade da Mg®*-ATPase
estimulada por F-actina sdo proximos entre si, tanto na auséncia como na
presenca de catalase (Tab. 3.1V), e de acordo com os resultados da figura 3.9
sugere-se que a concentracédo de H,O, que eventualmente se forma é baixa e
que a inibicdo da actividade da Mg?*-ATPase estimulada por F-actina é devida

ao ONOO’ e nado ao H,0.,.

Tabela 3.IV. Valores de IC5q da inibicdo da actividade da Mg®*-ATPase estimulada
por F-actina de 8,7 uM de S1, apos tratamento com SIN-1 em 10 mM / 25 mM KCI pH

8,5 durante 2 h a 25 °C, na auséncia e presenca de catalase (150 e 1500 U).

Actividade Mg**-ATPase estimulada ICso (LM)
por F-actina
sem catalase 31,0+5,0
150 U catalase 50,0 £12,9
1500 U catalase 65,1+7,3
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Verifica-se que, apesar dos valores de ICso das inibicbes da actividade
da Mg*-ATPase estimulada por F-actina serem préximos entre si, ha um
aumento destes valores a medida que se passa do tratamento sem catalase
para o tratamento com 150 e 1500 unidades de catalase (Tab. 3.1V). Estes
resultados sugerem que esta a ocorrer uma competicéo entre a catalase e o S1
de miosina para o ONOO’, mostrando mais uma vez que a catalase € também

um alvo de oxidacdo para esta espécie reactiva.

3.3. Proteccdo com agentes antioxidantes

A glutationa reduzida (GSH) tem sido descrita como um agente protector
contra o ONOO" (Gutiérrez-Martin, 2002). Para além deste ha outros
antioxidantes também ja testados na proteccdo contra o ONOO’,
nomeadamente o ascorbato e o NADH (Gutiérrez-Martin, 2004). Assim, neste
trabalho estudou-se os efeitos protectores destes trés agentes antioxidantes na
inibicdo da actividade da Mg?*-ATPase estimulada por F-actina, provocada pelo

SIN-1 (Fig. 3.10), bem como na formacgéo de 3-nitrotirosina.
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Figura 3.10. Proteccdo com agentes antioxidantes (n=2). O S1 (1 mg/ml) foi tratado
com diferentes concentragfes de antioxidantes, nomeadamente, ascorbato (50, 100,
250, 500 e 1000 uM), GSH (25, 50, 100, 250, 500 e 1000 uM) ou NADH (5, 10, 25, 50
e 100 uM) e 50 uM SIN-1 em 10 mM Tris/25 mM KCI pH 8,5 durante 2 h a 25 °C.

Os trés agentes antioxidantes usados na proteccdo contra o ONOO®
protegem contra os efeitos do ONOO™ na inibicdo da actividade da Mg*'-
ATPase estimulada por F-actina. No caso da GSH e do ascorbato verificou-se
uma proteccdo total da actividade da Mg?*-ATPase estimulada por F-actina,
guando o S1 é exposto a 50 uM SIN-1, uma vez que ambos elevaram a
actividade entre 90 e 100%, para 50 uM de GSH ou ascorbato. Por outro lado,
a proteccdo com NADH foi parcial, uma vez que este antioxidante elevou a
actividade da Mg?*-ATPase estimulada por F-actina até cerca de 70%, para 25
uM de NADH (Fig. 3.10) Estes resultados estdo de acordo com outros
anteriormente obtidos para a proteina de reticulo sarcoplasmatico, Ca**ATPase

(Gutiérrez-Martin et al., 2004).
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Em relagdo a nitrosilagdo todos os antioxidantes estudados neste
trabalho revelaram-se bastante eficientes, uma vez que quando o S1 foi tratado
com SIN-1 na presenca destes nao se observou formacéo de 3-nitrotirosina.

A adicdo de antioxidantes ap6s o tratamento de S1 com SIN-1 teve
como objectivo averiguar a possibilidade de reverséo dos efeitos do ONOO™ na
proteina. Assim, ap0ds o tratamento de 1 mg/ml S1 com 50 uM SIN-1 durante 2
h, adicionou-se antioxidantes (1 mM ascorbato, 2 mM GSH e 50 uM NADH) e
incubou-se durante mais 1 h a 25 °C. Seguidamente, determinou-se a
actividade da Mg**-ATPase estimulada por F-actina e verificou-se, na presenca
de qualquer um dos trés antioxidantes, 0% de reversado da inibicdo desta
actividade provocada pelo SIN-1. Resultados semelhantes foram anteriormente

também obtidos para a proteina Ca®*ATPase (Gutiérrez-Martin et al., 2002).
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4. Conclusoes

¢ O peroxinitrito sintético inibe a actividade da Mg**-ATPase estimulada por
F-actina de S1 de miosina sendo a exposi¢cdo crénica da proteina a esta

espécie mais eficiente que a exposi¢cdo aguda.

4 A exposicao cronica de peroxinitrito, formado apos decomposicdo de SIN-1,
inibe a actividade da Mg®*-ATPase estimulada por F-actina com um ICs; de
31,0 £ 5,0 uM de SIN-1 para 8,7 uM de S1 e atinge um maximo de 90% de

inibicdo para 500 uM de SIN-1.

¢ Os valores de ICs das inibicdes das actividades Ca?*-ATPase (88,2 + 2,5
uM) e K'/EDTA-ATPase (57,4 + 3,8 uM), provocados pelo SIN-1, s&o
préximos ao ICso da Mg**-ATPase estimulada por F-actina (31,0 + 5,0 uM),
indicando que a modificacdo dos residuos SH1 e SH2 contribui para o

mecanismo de inibicdo da actividade da Mg®*-ATPase estimulada por F-

actina, facto confirmado através do ensaio com DTNB.

4 Embora nao seja provavel que contribua para o mecanismo de inibicao da
actividade Mg?*-ATPase estimulada por F-actina, uma vez que menos de
0,1 residuos de tirosina sao nitrosilados, por molécula de S1, para
concentragfes de SIN-1 que inibem cerca de 70% desta actividade, a

nitrosilacdo do subfragmento-1 de miosina ocorre no dominio de 25 kDa.
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4 Os agentes antioxidante GSH, ascorbato e NADH, mostraram-se eficientes
na proteccdo contra os efeitos do ONOO', elevando a actividade da Mg*'-
ATPase estimulada por F-actina entre 70 e 100%. Estes antioxidantes
protegeram também contra a formagéo de 3-nitrotirosinas. Assim, os efeitos
do peroxinitrito apenas se manifestardo em condi¢fes pato-fisioldgicas nas

guais exista deficiéncia de antioxidantes intracelulares.

¢ Deste modo, os resultados obtidos indicam que o subfragmento-1 de
miosina de musculo esquelético de coelho é sensivel a concentracdes

fisiologicamente relevantes de ONOO'.
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5. Estudos futuros

No sentido de melhor esclarecer o mecanismo de inibicdo da actividade
da Mg?*-ATPase estimulada por F-actina pela espécie ONOO", sugere-se como
estudos futuros:
¢ Quantificacdo da formacédo de carbonilos no subfragmento-1 de miosina
através do reagente DNPH a 358 nm e sua posterior deteccdo por um
método que combina o reagente biotina-hidrazida com a electroforese
bidimensional (2D) em géis de agarose para a electroforese por focagem
isoeléctrica (IEF);

¢ Deteccdo de residuos de triptofano oxidados através de variacbes da

fluorescéncia (hexc = 325 NM € Aemis = 410 nm);
¢ Efeito da espécie ‘O, nas actividades ATPasicas de S1.

¢ Efeito da incubacdo de diferentes espécies de vanadato na actividade da
proteina tratada com ONOOQO’;

¢ Identificacdo de glutationilacdo no subfragmento-1 de miosina através da
marcacdo radioactiva da GSH intracelular com L-[*°S] cisteina (cultura de

células).

¢ Sugere-se também a determinacao da susceptibilidade da actina a espécie
ONOO" e consequente determinacdo de eventuais efeitos que possam
ocorrer, ap6s o tratamento da proteina, na actividade da Mg?-ATPase
estimulada por F-actina. Este estudo podera também ser feito para o

complexo acto-miosina.
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Anexos

INHIBITION OF SKELETAL MUCLE S1-MYOSIN ATPase ACTIVITY BY
THE PEROXYNITRITE-RELEASING AGENT SIN-1

T. TIAGOY, S. SIMAO®M, M. AURELIANO(l), F.J. MARTIN-ROMERO® and C.
GUTIERREZ MERINO®

(1) CBME, Depto. Quimica e Bioquimica, FCT, Universidade do Algarve, 8000 Faro,
Portugal;(2) Depto. Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias,
Universidad de Extremadura, 06071-Badajoz.

Impairment of muscle excitation-contraction has been reported upon exposure of muscle
cells to chronic oxidative stress conditions, and it has been proposed that it is, at least in
part, the result of oxidative modification of myofibril proteins [Mihm et al. (2001)
Circulation 104:174-180; Canton et al. (2004) Am. J. Physiol. 286:H870-H877]. In this
work, we have studied the sensitivity of S1-myosin (head segment of myosin
responsible for the ATPase activity during muscle contraction) to the oxidative stress
generated upon exposure to SIN-1, which slowly releases nitric oxide and superoxide
anion and, as they rapidly react each other, slowly produce peroxynitrite. The results
showed that exposure of S1 to SIN-1 produced a time-dependent inhibition of the F-
Actin-stimulated Mg®*-ATPase activity, reaching 50% inhibition with 46.7+8.3 mM
SIN-1 for 8.7 mM S1. Differential scanning calorimetry of S1 (untreated and treated
with different SIN-1 concentrations) pointed out that inhibition of S1 is paralleled by a
protein modification that decreases the thermal stability of S1. In addition, SIN-1 also
produced inhibition of the Ca**- and of the K*-dependent ATPase activities of S1 with
close ICsp values, thus, suggesting that the inhibition of F-Actin-stimulated S1 Mg**-
ATPase activity is due to oxidation of the highly reactive Cys of S1, located close to the
catalytic centre. This point was further confirmed by titration of S1 Cys with 5,5"-
dithiobis-nitrobenzoic acid, and it was reinforced by the fact that the other common
protein modification produced by peroxynitrite, e.g. nitrotyrosines formation, was less
than 0.3 moles nitrotyrosines per mole of S1 at the concentrations of SIN-1 that
produced nearly 90% inhibition of the F-actin stimulated Mg**-ATPase activity.

(Work supported by  Grants SFRH/BD/2924/2000 to TT,
POCTI/38191/QUI/2001 to MA, and BMC2000-0547 to CGM).
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Free-Radical Mediated Effects on Myosin and Actin from Skeletal Muscle

S. Simao®, T. Tiago®, M. Aureliano® and C. Gutiérrez-Merino”.

4CMQA Depto Quimica e Bioquimica, FCT, Univ do Algarve, 8000 Faro;
*Depto.Bioquimica y Biologia Molecular , Facultad de Ciencias, Univ de Extremadura,
06071 Badajoz.

Oxidative damage of proteins caused by free radicals is known to result in
reduced biological function and enhanced susceptibility to proteolysis. Those with
characteristically long half lives, such as skeletal muscle proteins, become susceptible
targets for free radical attack. Although some in vivo studies have indicated that skeletal
muscle proteins which have been modified by oxidative stress undergo rapid removal,
there is little information on the specific changes occurring in these proteins upon
exposure to free radical-generating systems. The objective of this study is to precisely
quantify the susceptibility of the contractile proteins — myosin and actin from skeletal
muscle, to oxidative damage by in vitro chronic exposure to peroxynitrite (ONOQ)
formed by the reaction of NO with O,". The later two species can be directly toxic,
however the simultaneous generation of both potentiates the citotoxicity of each of the
compounds alone due to the formation of the first species. The formation of
peroxynitrite is an established event in multiple settings of ventricular dysfunction that
results in selective nitration of protein tyrosine residues and disruption of cellular
energetic control. In the present work ONOO™ was generated through the continuous
release of O,” and NO - from the model compound SIN-1 or chemically synthesized,
with subsequent analysis of damage by measuring the non-physiological Ca** and K-
EDTA ATPase as well the actin activated Mg?*-ATPase of myosin and the extent of
tyrosine nitration, cysteins oxidation and formation of carbonylated residues on myosin
and actin.
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Recently, it has been shown that muscle cells are predominant sites of
peroxynitrite (ONOO") formation and that several myofibrillar proteins demonstrated
increased tyrosine nitration in cardiac disfunction, namely the myosin heavy chain (S1)
(Mihm, M. J. et al. 2003 Biochimie 85:587). Peroxynitrite is one of the most toxic free
radical species formed in the nearly-instantaneous reaction of nitric oxide with
superoxide anion known to participate in a multiple oxidative chemistries. In the present
study we quantify the susceptibility of myosin from skeletal muscle, to oxidative
damage caused by in vitro chronic exposure to ONOQO". This species was generated
through SIN-1, a compound that simultaneously releases nitric oxide and superoxide
anion. The effects on S1 were analysed by measuring the actin-stimulated Mg**-ATPase
activity and the two non-physiological Ca** and K*-ATPase activities. The extent of
tyrosine nitration, cystein oxidation and formation of carbonylated residues on S1 were
also analysed. It was observed an irreversible inhibition of the actin-stimulated S1
Mg**-ATPase activity of about 50% in the presence of 46.7 + 8.3 pM SIN-1. Moreover,
both Ca** and K*-ATPases of myosin-S1 were inhibited by SIN-1 with similar 1Cso
values, indicating modification of the essential —-SH groups located close to the catalytic
centre. Several antioxidants studied showed an efficient capacity of protection against
ONOQ'. The results obtained suggest that myosin from skeletal muscle is highly
sensitive to peroxynitrite.
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