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RESUMO

AMANSO AM. Inibicao do proteasoma aumenta o estresse oxidativo e bloqueia
a resposta da NADPH oxidase a estimulos em células musculares lisas
vasculares [Tese]. Sao Paulo. Faculdade de Medicina, Universidade de Sao

Paulo, 2009.

Processos celulares que governam as NADPH oxidases vasculares em condicdes
patolégicas ndo estdo claros ainda. Como os processos redox sdo parte intrinseca da
resposta da célula ao estresse, temos investigado se o estresse oxidativo pode
convergir com outros tipos de estresse via Nox(es). No presente estudo, focamos na
inibicdo do proteasoma como uma condicdo relevante de estresse. A incubagdo de
c€lulas musculares lisas com concentragdes ndo apoptéticas de inibidores do
proteasoma, MG132 e lactacistina, promoveu aumento na produgcdo basal de
superdxido e na atividade da NADPH oxidase, diminuicao da atividade da SOD e da
razdo GSH/GSSG. Por outro lado, a inibicdo do proteasoma diminui a atividade da
Nox apos estimulo com Angiotensina II ou Tunicamicina, conhecido estressor do
reticulo endoplasmético. Em condicdes basais, MG132 induz a expressdao de mRNA
da Noxl1, entretanto o aumento de Nox1 induzido por Angiotensina II foi diminuido
na presenca de MGI132. O mesmo efeito ocorre com a indugcdo de Nox4 pela
Tunicamicina, que nesse caso foi drasticamente reduzida na presenga de MG132.
Além disso, tanto Angiotensina II quanto Tunicamicina induziram a atividade litica
do proteasoma 20S. A seguir, investigamos as conseqiiéncias fisiol6gicas do MG132
na sinalizacdo do estresse do RE, uma conhecida resposta mediada por Nox4.
Células vasculares incubadas com MG132 induzem a expressdo de marcadores do

estresse do RE, GRP78 e XBP1, e também os marcadores mais tardios ATF4 e o pro-



apoptotico CHOP/GADDI153. Resultados similares ocorrem também com a
Tunicamicina. Entretanto, a co-incubacdo de Tunicamicina e MG132 diminui ea
sinalizagdo do estresse do RE. AKT e p38 MAPK foram ativados por MG132,
possivelmente como resposta ao estresse induzido pela inibicdo do proteasoma.
Assim, a inibicdo do proteasoma bloqueia a NADPH oxidase, com aumento da
atividade basal e expressdo da Nox1 versus forte inibi¢ao da ativacdo e expressao da
Nox4 frente ao estimulo. A inibicdo da Nox4 associa-se e pode contribuir para a
inibicdo pelo MG132 da sinalizacdo do estresse do RE. Portanto, o proteasoma
parece exercer papel na integracdo de estresses celulares envolvendo a NADPH
oxidase. A inibicdo do proteasoma pode ter papel na terapia de doencas associadas a

estresse do RE.

Descritores: 1.NADPH oxidase 2.Estresse oxidativo 3.Isomerase dissulfeto da

proteina 4.Células musculares lisas



Summary

AMANSO AM. Proteasome Inhibiton increases oxidative stress and disrupts
NADPH oxidase response to stimuli in vascular smooth muscle cells[ Thesis]. Sao

Paulo. Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2009.

Cellular processes governing vascular Nox family NADPH oxidases in
disease conditions are unclear. Since redox processes are intrinsic to cell stress
response, we asked whether oxidative stress merges with other types of stress via
Nox(es). We focused on proteasome inhibition as a relevant stress condition.
Vascular smooth muscle cells (VSMC) incubation with non-apoptotic concentrations
of proteasome inhibitors MGI132 or lactacystin promoted increased baseline
superoxide generation (HPLC/DHE products) and NADPH oxidase activity,
decreased SOD activity and GSH/GSSG ratio. Conversely, proteasome inhibitors
decreased by Nox response to Angiotensin II (Angll) and abrogated Nox response to
endoplasmic reticulum (ER) stressor tunicamycin. With MG132, basal Nox1 mRNA
levels were increased, while Nox1 response to Angll was blunted. Moreover,
MG132 abolished Nox4 mRNA levels TN-induced. Both Angll and TN (at 2 and 4
hs) promoted increased 20S proteasome lytic activity. We next assessed
physiological consequences of MG132 in ER stress signaling, a known Nox4-
mediated response. VSMC incubation with MG132 alone enhanced expression of the
ER stress markers Grp78 and XBP1 and late markers such as ATF4 and proapoptotic
CHOP/GADD153. Similar results occurred with the known ER stressor TN.
However, co-incubation of TN and MGI32 decreased Grp78, Grp94 and
CHOP/GADDI153, indicating that proteasome inhibition interrupts ER stress. AKT

and p38 are activated by MG132 as response to stress and recover to survival. Thus,



proteasome inhibition disrupts NADPH oxidase, with increased baseline activity and
Nox1 expression vs. strong inhibition of stimulated Noxl and Nox4
activation/expression. The later effect may underlie MG132-mediated inhibition of

ER stress signaling. (Support: FAPESP, CNPq Milénio Redoxoma)

Descriptors: 1.NADPH oxidase 2.0xidative stress 3.Protein Disulfide Isomerase 4.

Smooth muscle cells
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INTRODUCAO

A geracdo e os efeitos de espécies reativas de oxigénio (ERO) em sistemas
bioldgicos, bem como os seus possiveis danos e o seu envolvimento com processos
celulares e vias de sinalizacdo redox tem sido amplamente estudado na literatura. Os
aspectos quimicos peculiares a diferentes oxidantes, bem como suas reagdes com
moléculas bioldgicas, estdo cada vez mais evidentes. Entretanto, a tradugdo destes
processos em sinais celulares compartimentalizados e sensiveis a mudangas redox
permanece menos compreendida na literatura (Winterbourn, 2008).

Radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio sdo produzidas em uma
grande variedade de processos fisioldgicos. Eles sdo capazes de causar danos
bioldgicos e estdao implicados no envelhecimento e na patologia de diversas
condig¢des, como por exemplo, cancer, e em doengas cardiovasculares, inflamatérias
e degenerativas (Gutteridge and Halliwell, 2000). Entretanto, apds intensa
investigagdo, ensaios clinicos com antioxidantes t€m sido desapontadores, € nenhum
medicamento centrado na modulagdo de processos redox tem seu uso recomendado
presentemente (Heart Protection Study Collaborative Group, 2002)

Sinalizac¢do redox pode ser definida como a transdugdo de sinais celulares na
qual o elemento integrativo € uma série de reacOes de transferéncia de elétrons
interconectadas envolvendo radicais livres, equivalentes redutores ou espécies
relacionadas. Evidéncias recentes indicam que a sinaliza¢ido redox pode ocorrer na
auséncia de alteracdes globais do estado redox celular dos principais redutores
intracelulares glutationa e tiorredoxina; desta forma, sinalizacdo redox pode ser

separada do estresse oxidativo, que € uma forma mais extrema de desbalango redox
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celular (Go et al, 2004). De acordo com essa idéia, a maioria dos tampdes redox
intra- e extracelulares nao estdo em equilibrio, sugerindo regulacdes independentes
em subcompartimentos, e ainda que o estado redox seja bem mais complexo do que
um simples desbalanco entre oxidantes e antioxidantes. Por sua vez, o estresse
oxidativo pode ativar circuitos fisiopatolégicos nocivos em vdrias situagdes de
doenca. Estes circuitos viciosos resultam ndo apenas de dano radicalar a
biomoléculas, como também da ativagcdo e/ou expressao inadequadas de proteinas de
sinalizagdo  devido a  producdo  excessiva, nao compensada ou
descompartimentalizada de espécies reativas de oxigénio. Tem se tornado evidente
que a producdo celular de ERO nao € um evento acidental, porém um processo
enzimatico controlado, mesmo sob condicdes de exposi¢do a oxidantes exdgenos
(Finkel, 2003). Isto sugere que tal fonte enzimética de ERO é um elemento chave de
cascatas de sinalizacdo redox (Griendling et al, 2000) e possivelmente um elemento
integrativo de uma resposta celular geral a varios tipos de estresse. Além disso, este
fato sugere que a geragdo de ERO seja um processo estreitamente relacionado a
eventos que governam o trafego, degradacdo e subcompartimentalizacio de
proteinas. Portanto, entender como tais fontes enzimaticas sdo reguladas em termos
estruturais e fisiolégicos € um passo fundamental para melhor compreensdo da

fisiopatologia redox de vdrias doengas vasculares.

Resposta Celular ao Estresse

A resposta celular ao estresse € um mecanismo de extraordindria significancia

fisioldgica e patofisioldgica. Esta resposta representa uma reacdo de defesa das
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células ao meio ambiente que causam danos a macromoléculas. Muitos dos aspectos
da resposta ao estresse nao sao estresso-especifico, porque as células monitoram o
estresse baseado nas lesdes causadas a macromoléculas sem interligar com o tipo de
estresse que causou tal dano (Kultz, 2003). Mecanismos celulares ativados por danos
ao DNA e as proteinas s@o interconectados e partilham muitos elementos em comum.
Outras respostas celulares mais diretas que reestabelecem a homeostase sao estresse
especificos e frequentemente sao ativados em paralelo a resposta celular ao estresse.
Todos os organismos possuem proteinas de estresse, e essas proteinas universalmente
conversadas fazem parte de um proteoma de estresse “minimo”, que incluem
proteinas envolvidas em mecanismos fisiol6gicos de “percepcdo” em membrana
lipidica, proteina, danos ao DNA, proteinas redox, controle de ciclo celular,
estabilizacdo e reparo de macromoléculas, e controle do metabolismo. E por fim, as
células podem quantificar o estresse e ativar programas de morte celular (apoptose,
necrose ou autofagia) quando a tolerancia minima € excedida (Gasch et al, 2000;
Kultz, 2005). Essas proteinas sdo reguladas ndo somente em nives de mRNA mas
também por outros mecanismos, como por exemplo, o furnover da proteina ou por
modificagdes poés-traducionais. Dois dos grandes grupos que compdem essas
proteinas de estresse sdo o da regulagdo redox e o da degradacdo de proteinas (Kultz,

2005).

A falta de resposta ao estresse pode resultar em um impacto comum de
estresse que sdo as deformacOes e lesdes em macromoléculas, principalmente em
membranas lipidicas, proteinas e DNA (Kultz, 2003). Outro ponto em comum € em

diversos tipos de estresse € a geracdo de estresse oxidativo e mudanca de potencial
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redox, como por exemplo, em situacdes de burst oxidativo (Pastori and Foyer, 2002;
Reth, 2002; Bolwell 1996). Evidéncias moleculares relacionadas ao aumento de ROS
como conseqiiéncia direta ocorre durante alguns tipos de estresse, a saber, radiacao
ionizante e algums reagentes quimicos. Entretanto, as bases moleculares redox sao
muito pouco compreendidas ainda. Sabe-se que em muitos tipos de estresse, a
NADPH oxidases sdo rapidamente ativadas o que poderia aumentar a produgdo de
ROS, e ainda como essas enzimas estdo presentes em diveros compartimentos, essa
compartimentalizacdo pode ser importante para os efeitos da resposta celular ao

estresse (Pastori and Foyer, 2002).

Sistema Ubiquitina-Proteasoma (UPS)

Uma importante atividade presente no controle de qualidade de proteinas
recém-sintetizadas do RE e que estd relacionada ao correto enovelamento de
proteinas é o fendmeno conhecido como Degradacdo de proteinas associada ao
reticulo endoplasmético (ERAD) (Romisch, 2005). ERAD é uma parte importante
dos mecanismos normais de controle de qualidade de proteinas e um componente
basico da resposta celular ao estresse. Consiste na degradacdo de proteinas
irreversivelmente mal-enoveladas, proteinas 6rfas de oligdbmeros ou proteinas com
glicosilagdo deficiente, efetuada pelo Sistema Ubiquitina-Proteasoma, apds o
transporte retrogrado da proteina aberrante para o citosol pelo complexo translocon
Sec61 situado na membrana do RE (Sitia and Braakman, 2003). Um passo
importante para ERAD € poli-ubiquitinacdo da proteina-alvo, que € efetuada por
reacOes enzimdticas dirigidas por ubiquitina ativadora (E1), ubiquitina carregadora

(E2) e ubiquitina ligase (E3). No caso da ERAD, ubiquitina ligases potencialmente
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importantes sdo da familia Hrd (Kaneko and Nomura, 2003). Hrd ubiquitina ligases

sdo proteinas da membrana do RE que sdo induzidas pelo estresse do RE.
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Figura 1: Via de degradacdo de proteinas via ubiquitinacdo e 26S proteasoma. Apés
a ligacdo da cadeia de poliubiquitina na proteina, a mesma € dirigida a degradacao,
ocorrendo primeiramente o reconhecimento pela subunidade 19S. A degradacdo
ocorre pela atividade proteolitica da subunidade 20S (Romisch, 2005).

O Sistema Ubiquitina-Proteasoma (UPS) é responsavel pela degradacdo nao-
lisossomal da grande maioria das proteinas intracelulares, apresentando um papel
crucial em muitos processos celulares, tais como ciclo celular, reparo no DNA,
regulacdo na transcricdo, controle de qualidade proteico, resposta imune, apoptose,
diferenciacdo e resposta ao estresse (Nandi et al, 2006). O proteasoma 26S é um
complexo protéico de 2.4MDa composto por duas multisubunidades: um centro

composto por proteases designado de 20S e um elemento regulatério chamado de

6
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PA700 ou particula regulatéria 19S (DeMartino and Gillette, 2007). A subunidade
20S é um complexo de 700 kDa composto, em eucariotos, de duas copias de 14
genes diferentes (al-a7 e P1-f7), formando uma estrutura cilindrica de 28
subunidades arranjadas em 4 anéis heptaméricos. Esse core proteolitico apresenta
multiplas atividades peptiddsicas. A unidade regulatéria 19S € formada por 17
subunidades que incluem ATPases, uma enzima de de-ubiquitinacdo, e subunidades

ligantes de poliubiquitina.

O proteasoma pode estar localizado tanto no citoplasma quanto no nicleo,
podendo ainda estar associado com elementos do citoesqueleto, RE, membrana
plasmidtica e diversas organelas (Nandi et al, 2006). Dependendo do tipo celular e da
densidade e condicdes de crescimento a cultura, a propor¢ao relativa de proteasomas
nucleares versus citoplasméticos pode variar entre 17 e 50% (von Mikecz, 2006).
Além disso, vdarias subunidades da subunidade 20S contém sinais de localizacdo
nuclear, e a fosforilacdo em tirosina dessas subunidades teria o papel de sinalizar
para a transferéncia dos proteasomas ntuicleo-citoplasma. Em leveduras, sabe-se que o
UPS atua no controle de qualidade de proteinas nucleares, envolvendo ubiquitina-

ligases e conjugadoras no nucleo das células (Gardner et al, 2005).

Além de suas funcdes candnicas, um nimero crescente de observagdes indica
que os componentes do proteasoma estdo direta e mecanisticamente envolvidos na
regulacdo da transcri¢do génica. O proteasoma parece ser importante na transcricao
tanto por atividades proteoliticas (mudanca de fatores de transcricdo na cromatina)
quanto por nao-proteoliticas (recrutamento de co-ativadores, modificacdo de histonas

entre outras fungdes), embora exatamente como O proteasoma interage com a
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cromatina ndo esteja ainda claro. Em especial, a particula 19S, especificamente as
subunidades ATPdsicas, influenciam na transcricdo por mecanismos nao-
proteoliticos, sendo ainda citado a capacidade dessas proteinas agirem como uma
chaperona-like, atuando no enovelamento e translocacdo de proteinas (Collins and

Tansey, 2000).

A ubiquitina € uma proteina composta por 76 aminodécidos. Ela é adicionada
na proteina entre a por¢ao carboxi-terminal da glicina da ubiquitina, e geralmente, no
grupo ¢-amino da lisina da proteina-alvo. Para a formacdo de cadeia de
poliubiquitina, a ligacdo subseqiiente se faz com uma lisina de outra ubiquitina,
formando a cadeia por ligacdes covalentes (Pickart 2001; Weissman 2001;
Ciechanover and Iwai 2004). E importante ressaltar que a lisina em que ocorre a
poliubiquitinacdo € extremamente fundamental em termos de sinalizacdo celular. Por
exemplo, a formacdo de cadeias de poliubiquitinacdo ligadas na lisina-48 e lisina-29
da ubiquitina pode agir como um sinal para degradacdo pelo proteasoma, entretanto,
a ubiquitinagdo em outras lisinas, como por exemplo, lisina-63, pode agir como
sinais para reparo de DNA, ativacdo de fatores de transcri¢do, entre outras fungdes
(Weissman, 2001). Por outro lado, a monoubiquitina¢do apresenta outras fungdes,

como endocitoses, regulacao de histonas, trafego, entre outras (Hicke, 2001).

Os efeitos da inibi¢ao do proteasoma no estresse do RE/ UPR nio estdo ainda
compreendidos. Ao mesmo tempo em que a inibicdo do proteasoma acarreta uma
carga ulterior ao RE pela inibi¢do da ERAD (Sitia and Braakman, 2003), inibidores
do proteasoma interrompem a UPR por inativarem a quinase transluminal do ER
Irela (Lee et al, 2003). Estes efeitos podem ser andlogos aos efeitos opostos dos
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inibidores de proteasoma na apoptose, indu¢do em células em proliferacdo vs.
inibicdo em células diferenciadas (Lee et al, 2003). Outro trabalho, utilizando o
inibidor PS-341, também conhecido como Bortezomib, induziu apoptose através da
inducdo de estresse oxidativo e do estresse do RE (Fribley, et al 2004). Além disso, o
proteasoma ¢ responsavel pela degradacao da PDI oxidada apds exposicdo de células
ao perdxido de hidrogénio (Grune et al, 2002). A prépria ubiquitinacdo parece ser
fortemente influenciada por processos redox, promovida principalmente por
redutores (Liu and Min, 2002) e geralmente inibida em proteinas oxidadas (Grune et
al, 2003). A ubiquitinacdo, entretanto, ndo é um pré-requisito para a degradacao de
proteinas pelo proteasoma, uma vez que proteinas moderadamente oxidadas podem
ser diretamente reconhecidas pelo nicleo 20-S do proteasoma, possivelmente via

exposicao a superficie de grupos de aminoacidos hidrofébicos (Grune et al, 2003).

Implicacoes terapéuticas do UPS e inibicao do proteasoma como uma condic¢iao

de estresse

A ativacdo da NADPH oxidase é o evento central e talvez o primdrio na
producdo de ROS por células vasculares e tem assim papel-chave no estresse
oxidativo vascular em diversas condi¢Oes clinicas como aterosclerose, resposta
vascular a angioplastia, diabetes mellitus e hipertensdo arterial. Entretanto, o uso
clinico de antioxidantes tem se mostrado ineficaz na preven¢do primdria e secundaria
de eventos cardiovasculares (Taniyama and Griendling, 2003). Este fato sugere que o
conhecimento fisiopatoldgico sobre a génese do desequilibrio redox vascular € ainda
insuficiente. Além disso, apesar de avangos no conhecimento fisiopatolégico das

doencas vasculares, muito pouco ou quase nada se avancou no desenho de novos
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antioxidantes eficazes, indicando possivelmente que novas estratégias sao
necessarias para interferir no equilibrio redox vascular. Os nossos estudos
representam o inicio de um esforco nesse sentido. A identificacdo de uma possivel
interacdo entre a ativacdo da NADPH oxidase e o proteasoma pode neste sentido

representar uma abordagem terapéutica inteiramente nova.

A degradacdo de proteinas celulares mantem a célula em homeostase, e
alteracOes nesse sistema podem gerar vérias condicoes fisiopatoldgicas, como cancer
e doencas neurodegenerativas (Lee et al, 2004). Assim, o proteasoma tem se tornado
alvo importante na busca de novas drogas terapéuticas. De fato, pequenas moléculas
capazes de inibir e modular o UPS t€m sido descrito como uma nova abordagem na
terapia anti-cancer. Particularmente, os inibidores do proteasoma, bloqueiam a
ativacdo do fator nuclear NF-kappa B, desencadeando uma diminui¢do da
proliferacdo cellular e da producdo de citocinas angiogenicas, inducindo a morte
celular e inibem a adesdo da célula tumoral. Além disso, varios estudos tém
demostrado que os inibidores podem potencializar outros tipos de tratamento para

cancer, em parte por diminuir a resisténcia a quimioterapia (Nalepa et al, 2006).

Além de vdarios compostos naturais terem propriedades inibidoras do
proteasoma (Delcros et al, 2003), recentemente foi introduzido na pratica clinica o
bortezomib, um inibidor do proteasoma para tratamento de fases adiantadas do

mieloma multiplo (Bross et al, 2004; Lee et al, 2003).
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Os estados patoldgicos associados com o UPS podem ser divididos em dois
grupos: 1) aqueles que resultam da perda da fungdo, ou seja, mutacdes em enzimas
ou em regides de reconhecimento no substrato alvo que resulta na establizacdo de
certas proteinas; e 2) aqueles que resultam em ganho de fun¢do, ou seja, anormal ou
acelerada degradacdo de proteinas alvo (Ciechanover, 2005). Essas condi¢des de
perda ou ganho de atividade do sistema claramente envolve condicdes de estresse
celular. Estd amplamento conhecido na literatura que a inibi¢ao do proteasoma gera
estresse do RE, ativacdo de mecanismos anti-oxidantes e também apoptose (Fribley

et al, 2004; Meiners et al, 2006; Ding et al, 2006; Dahlmann, 2007).

Na drea cardiovascular, vdrios trabalhos tém revelado a importancia do
sistema-ubiquitina proteasoma. Estresse oxidativo presente em placas de carétida
humana estd associado com inibicao da atividade do proteasoma e acumulagdo de
proteinas ubiquitinadas, particularmente em pacientes sintomaticos, demonstrando a
importancia da UPS na estabilidade da placa (Versari et al, 2006). Modelos
experimentais de ateroesclerosis demostrou um aumento significativo de proteinas
ubiquitinadas nos estdgios iniciais da doenca (Herrmann et al, 2003; Tan et al, 2006).
Além disso, hd evidéncias também de aumento da atividade do proteasoma em
condi¢des de hipercolesterolemia e hiperglicemia (Herrmann et al, 2007; Xu et al,
2007). Estudos do mesmo grupo mostraram que artérias coronarianas associadas com
infarto agudo fatal eram caracterizadas por um aumento na expressdo de proteinas
ubiquitinadas (Herrmann et al, 2002). Sabe-se ainda que nos processos de hipertrofia

cardiaca hd acurada regulacdo do proteasoma (Depre et al, 2006). Meiners et al
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mostrou que aplicagdo local de inibidores do proteasoma resultam em significante

inibicdo da hiperplasia intimal em modelos de lesdo por cateter baldo.

Assim, se torna evidente a necessidade de estudos moleculares que possam
clarear os mecanismos envolvidos entre a principal fonte de espécies reativas

vascular, a NADPH oxidase, e o sistema ubiquitina-proteasoma.

NADPH oxidase

Tanto mitocOndrias como vdrias outras enzimas incluindo o complexo
NADPH oxidase (cujas subunidades cataliticas sdo denominadas NOX), xantina
oxidase, oxido nitrico sintase e constituintes peroxisomais geram ERO. Espécies
oxidantes também sdo geradas no reticulo endoplasmdtico durante o processo de
enovelamento protéico e formagdo de pontes dissulfeto (Malhotra and Kaufman,2007
Santos et al, 2009). Assim, com diversas fontes enziméticas, superoxido e peréxido
de hidrogénio sdo considerados subprodutos da atividade catalitica dessas fontes,
exceto no caso da NADPH oxidase, a tinica fonte enzimatica dedicada a producao de
ERO. NOXs sao uma familia de enzimas consistindo de uma flavoproteina,
citocromo b e subunidades regulatérias especificas para cada membro da familia
(Tabela 1). As NOXs apresentam uma ampla distribuicao tecidual, e quando ativadas
as subunidades se arranjam na membrana e promovem reducdo de oxigénio
molecular para superéxido as custas de equivalente redutores fornecidos por NADPH
(Lambeth, 2004). O membro mais estudado dessa familia é a Nox2 em células
fagociticas, uma vez que € um componente critico da defensa anti-microbiana

promovida por essas células (Figura 1a) (Nauseef, 2007).
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Em células vasculares, isoformas vasculares da NADPH oxidase fagocitica
sdo provavelmente a principal e primaria fonte de ERO basal ou estimulada por
agonistas com finalidade de sinalizacdo (Griendling et al, 2000; Lassegue and
Clempus, 2003). Os principais agonistas conhecidos da NADPH oxidase vascular
incluem entre outros a angiotensina I (A-II) (Figuralb), fatores de crescimento
peptidicos, trombina, dcido araquidonico, fator de necrose tumoral alfa (Griendling et
al, 2000), bem como mudangas do shear stress (Hwang et al, 2003). A NADPH
oxidase contribui para o desequilibrio redox e disfuncdo vascular em varias situagdes
patolégicas como lesdao vascular (Souza et al, 2000; Leite et al, 2004), aterosclerose,
hipertensao e no diabetes mellitus (Lassegue and Clempus,2003).

A NADPH oxidase cldssica ¢ uma enzima multimérica que foi originalmente
descrita em neutréfilos, cuja principal fung¢do é a microbicida. A oxidase de fagdcito
apresenta um compleco heterodimérico ligado a membrana, o citocromo b558, que
consiste da gp91lphox (também conhecida como Nox2) e da p22phox, e outras 3
subunidades citosdlicas (P47phox, p67phox e a proteina G Rac). Apds estimulo com
os agonistas, essas subunidades citosdlicas translocam para o complexo citocromo,
levando a um aumento da atividade enzimdtica. Em humanos hd 5 diferentes
homdlogos chamados de Nox1 a Nox5, e duas relevantes oxidases, Duox1 e Duox2,
bem como duas adicionais unidades citosélicas, NoxO1 e NoxAl (Banfi et al, 2003;
Geiszt et al, 2003; Takeya et al., 2003; Ueyama et al., 2007). Embora todas as
oxidases sejam capazes de aumentar a producdo de ROS, existem importantes
diferencas na ativagdo, composicdo das subunidades, localizacdo e expressao
(Figural). Angiotensin II estd mais ligada a Nox1 (Lassegue et al, 2001, Dikalova et

al, 2005).
13
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Estudos recentes tém mostrado que a composi¢ao estrutural da NADPH
oxidase difere significativamente entre o endotélio, células musculares lisas e
fibroblastos da camada adventicia (revistos por Griendling et al, 2000; Lassegue and
Clempus, 2003). Novas subunidades foram também caracterizadas em outros tipos
celulares e ha varios dados iniciais sugerindo sua presenca em células vasculares
(Tabela 1) (Laurindo et al, 2008).

Tabela 1: NADPH oxidase vascular

EC VSMC FIB Subunidades regulatérias Regulacdo celular

Noxl + ++ 0/+ p22phox Profileracao
Noxo 1 Migracao
Noxa 1
p47phox?

Nox2 ++ O +++ p22phox Proliferacao
p47phox Migracao
p67phox Inflamacao
p40phox?

Nox4 +++ ++ + p22phox Diferenciacao

Apoptose

Nox5 + ++ ? p22phox Respostas a Ca**

EC, célula endotelial; Fib, fibroblasto.
Relativa quantidade (+ a +++) estimada.
Racl regula atividade de Nox1 e Nox2, enquanto seu papel para Nox4 e Nox5 ndo

esta claro.
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Figura2: Geracdo de espécies reativas pelos sistemas NADPH oxidase. (a) Geragdo
de oxidantes no fagossoma de neutréfilo apds ingestdo de uma bactéria. NOX2 estd
ativada na membrana do fagossoma, e elétrons sdo transportados do NADPH através
da membrana para o oxigénio, formando radical superéxido, que sofre dismutacdo
para perdxido de hidrogénio. (b) Geragdo de espécies reativas pelo sistema NADPH
oxidase (NOX1) apds estimulo com angiotensinall em células musculares lisas
Winterbourn, 2008)

Portanto, o termo “oxidase vascular” reflete na verdade uma soma em
proporcoes desiguais de diferentes complexos enzimaticos presentes em cada tipo
celular. Sabe-se ainda que esses diferentes complexos enzimaticos estdo presentes
em diferentes localizacdes subcelulares, e isso passa a ser um passo fundamental na
compreensdo de vias de sinalizacio redox que sejam espacialmente e
temporariamente acopladas a proteinas sensiveis a oxidantes mediando varias
fungdes celulares. Desses compartimentos podemos citar os lipids rafts em células

endoteliais e as cavéolas em VSMC, além de compartimentos intracelulares tais com

endosoma em respostas imunes pré-inflamatdrias, perinuclear e nicleo na regulacao
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da expressdo de genes redox-sensiveis, e reticulo endoplasmatico atuando com parte
integrativa do ERE com o EO (Ushio-Fukai, 2006; Pedruzzi et al, 2004). Entretanto,
varias questdes permanecem pouco esclarecidas com respeito quanto aos
mecanismos que controlam a atividade, a localizagdo intracelular, trafego,
subcompartimentalizacio em microdominios bem como modificagdes pos-
traducionais das subunidades da oxidase vascular. Varios mediadores celulares e
proteinas associadas tém sido descritas, e apresentam papel importante na regulacao
e especificidade da oxidase (Brandes and Kreuzer, 2005; Clempus and Griendling,
2006; Ushio-Fukai, 2006).

Interacao entre NADPH oxidase e Dissulfeto Isomerase Proteica

Virias evidéncias na literatura indicam que a NADPH oxidase ndo-fagocitica
pode ser regulada por processos redox. Essa regulacdo poderia consistir num
feedback positivo para a sustentacdo da atividade através de um crosstalk redox,
aumentando a expressdo das subunidades e promovendo a manutencdo da oxidase
(Laurindo et al, 2008).

Sabe-se que a NADPH oxidase fagocitica € inibida por diversos reagentes
oxidantes e tiol alquilantes, gerando uma diminui¢do no potencial redutor da
gp91phox (Cross 1990; Bellavite et al 1983; Doussiere 1998). Nosso grupo de
pesquisa tem demonstrado ao longo dos ultimos anos que a oxidase vascular também
apresenta tais observagdes. Demonstramos que DTNB ou N-acetilcisteina diminuem
a atividade da oxidase tanto em homogenatos de membrana celular bem como em
anéis vasculares (Janiszewski 2000). Assim, propusemos que o estado redox de
grupos tiol criticos poderia influenciar significativamente a atividade da oxidase.

Nosso foco recaiu sobre a enzima Dissulfeto Isomerase Proteica (PDI), uma
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ditiol/dissulfeto oxido-redutase multifuncional da superfamilia da tiorredoxina. PDI é
uma chaperona redox, normalmente residente no reticulo endoplasmatico (RE),
abundantemente expressa e que apresenta multiplos efeitos funcionais no processo
secretor, aliados a um comportamento redox versatil e a importante capacidade de
interacdo com outras proteinas. (Freedman et al, 1994; Noiva, 1999; Clissold and
Bicknell, 2003). Nossos resultados evidenciaram, em células musculares lisas
cultivadas (VSMC), que a PDI tem uma interacdo funcional e espacial com a
NAD(P)H oxidase e modula significativamente a ativagdo da oxidase secundaria a
A-Il. A inibicdo da PDI por estratégias farmacoldgicas ou sua supressao por
oligonucletideo antisenso levou a uma significativa reducdo da atividade da
NAD(P)H oxidase basal ou estimulada por A-II. A ativacdo da oxidase pela A-II
induziu aumento ca. 6 vezes da atividade renaturante da PDI (ligada a sua atividade
isomerase redox). Experimentos de co-imunoprecipitacdo indicaram estreita
associacdo entre a PDI e as subunidades p22phox e Noxl da oxidase (Figura3),
porém ndao com p47phox ou p67phox. Microscopia confocal demonstrou co-
localizac@o entre PDI e p22phox. Em conjunto, estes dados sugerem que a PDI age
como uma nova proteina reguladora da NADPH oxidase de VSMC (Janiszewski

2005).
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Figura 3: A e B :Células RASM foram estimuladas com AII e submetidas a imunoprecipitagdo para anti-
PDI e anti-p22phox, seguido de gel 2-D SDS-PAGE 12% corado com prata. C e D:Western Blot . E Células
RASM foram estimuladas com AIl e MG132 por 24horas e submetidas a imunoprecipitagdo para anti-PDI
seguido de Western Blot para p22phox.
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Estresse do Reticulo Endoplasmatico (Unfolded Protein Response)

O enovelamento correto de proteinas assistido por chaperonas € uma das
principais, se nao a principal fun¢do do RE, considerando o grande potencial lesivo
de proteinas mal-enoveladas e de agregados proteicos (Sitia and Braakman, 2003).
Em vidrias situacdes fisioldgicas e patoldgicas, a capacidade de o RE enovelar e
processar corretamente proteinas recém-sintetizadas ndo se proporciona a carga
protéica, gerando actimulo de proteinas mal-enoveladas, ou mesmo formacdo de
agregados protéicos. Esta situacdo é definida como Estresse do RE. Tal acimulo
pode ser induzido potencialmente por reducdo da concentragdo intra-reticular de
Ca2+, estresse redutor, glicosilacdo ineficiente de proteinas nascentes, ou
simplesmente por um excesso de atividade secretora celular (Rutkowski and
Kaufman, 2004; Sitia and Braakman, 2003). A importancia do estresse do RE em
condi¢des patoldgicas tem sido reconhecida com frequéncia cada vez maior, ndo
apenas em tumores (Fribley et al, 2004; Herr et al, 2001) ou doengas
neurodegenerativas (Tobisawa et al, 2003; Hayashi et al, 2003), mas também na
hipertrofia ventricular com insuficiéncia cardiaca (Okada et al, 2004), fibrilacao
atrial (Vitadello et al, 2001), hiperhomocisteinemia (Werstuck et al, 2001), na
resisténcia a insulina e obesidade (Ozcan et al, 2004), e mais recentemente na

aterosclerose (Versari et al, 2000).

Como conseqiiéncia do estresse, o RE ativa uma resposta coordenada de
sinalizagdo celular denominada Unfolded Protein Response, cujo desencadeante

canonico € o proprio acimulo de proteinas incorreta ou incompletamente enoveladas
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no RE (para revisao ver Rutkowski & Kaufman, 2004). A UPR compreende a

ativacdo de trés principais redes de sinalizacdo detalhadas a seguir, que t€tm como

objetivo o retorno a homeostase celular. Se o estresse do RE for sustentado em niveis

elevados ou atinigir intensidades criticas, a prépria UPR leva a induc@o de apoptose

pela via do RE (Szegezdi et al, 2006). Em outros casos, a manuten¢do de niveis sub-

letais de estresse do RE leva a uma adaptacdo celular que inclui, entre outros

aspectos, a constru¢do de defesas antioxidantes, cf. discutido a seguir. (Rutkowski

and Kaufman, 2007).

1y

2)

3)

4)

A UPR causa como resposta celular:

Super-regulacdo de genes para chaperonas (p.ex., Bip/GRP78, GRP94, PDI, etc),
no intuito de melhorar o enovelamento proteico. Como também translocacio para
membrana e secrecdo de proteinas do RE (p. ex: PDI).

Ativagdo e regulacdo de fatores de transcricdo correlacionados a Degradacdo de
proteinas dependente do ER (ERAD), aumentando a degradacdo de proteinas
desenoveladas.

Suspensdo da sintese proteica e da divis@o celular decorrente da inibi¢cdo da
tradugdo de proteinas do ciclo celular como a ciclina D1.

Estas alteragdes celulares s@o eminentemente adaptativas e podem assim
contribuir para a homeostase celular. Entretanto, se o estresse for persistente ou
intenso, os proprios mecanismos de estresse do RE podem levar a apoptose
celular, que € mediada por vias que incluem o fator de transcricdo
CHOP/GADDI153 e particularmente um tipo especifico de caspase do RE, a
caspase 12 (em roedores — a caspase equivalente no homem parece ser a caspase
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A integracdo celular da UPR envolve elementos de sinaliza¢do trans-membrana
do reticulo para o nicleo e citoplasma, dirigidos contra todos os passos do processo
secretor. E composta por um mecanismo sensor, constituido por quinases
transmembrana do reticulo (por exemplo, Irel-o; Irel1-B {inositol-requiring protein-
1}; PERK {protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase}), e por mecanismos efetores
que envolvem fatores de transcricdo soldveis citoplasmaticos e nucleares, em
particular alguns membros da familia ATF/Creb (por exemplo, ATF6 {transcription
factor-6}) (Figura3) (Szegezdi et al, 2006; Patil and Walter, 2001). Todos esses
sensores possuem dominios na parte luminal que liga a chaperona do reticulo BIP,
em condi¢Oes de ndo-estresse. Entretanto, uma vez que proteinas mal-enoveladas se

acumulam no ldmen do reticulo, BIP € liberada dos sensores da UPR para se ligar a

essas proteinas, e essa liberacdo causa a ativacdo de todos os fatores simultaneamente

Ma Y, 2001).
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Figura 4: Sinalizacao do Estresse do RE (Unfolded Protein Response-UPR).
Essa cascata de sinalizacdo contém trés sensores de estresse principais: PERK, ATF6
e IREI. Quando hd acimulo de proteinas mal-enoveladas, a chaperona BIP (grp78)
se “desliga” desses sensores € passa a atuar nessas proteinas. A partir dai, tem-se a
ativacdo desses sensores que passam a coordenar a resposta de retorno ao equilibrio
homeostatico celular (Szegezdi,et al 2006)..

IRE] : Trel € considerado o mais primitivo de todos os sensores da UPR, ainda €
conservado desde a levedura até o homem (Ron and Walter, 2007). H4 duas formas
de Irel que estdo presentes em células de mamiferos, Irela que é amplamente
expressa e Irelf que € expresso somente em epitélio de intestino. Durante estresse do
RE, BIP ¢ liberado do dominio do Irel, que se dimeriza e autofosforila. Estas
modificagdes ativam uma atividade endoribonuclease presente no dominio C-
terminal citoplasmdtico. Apenas um alvo foi identificado até o momento para essa
atividade, o XPB1 (X-box binding protein-1), que na forma unspliced codifica uma
proteina com um dominio de ligacdo ao DNA, mas sem dominio de transativagao.
Com a retirada de 26 bases, a regido C-terminal do XBP1 se altera, e entdo a forma
do XPB1 que sofre splicing codifica ambos, o dominio de ligacdo ao DNA e o
dominio de transativacdo. Assim, a forma que sofreu splicing, XBP1(S), regula
componentes da via do ERAD e também co-fatores de chaperonas do RE, como a
propria BIP (Yoshida et al, 2001). Quando o estresse do ER esta controlado, a forma
que ndo sofre splicing XBP1(U) age como um regulador negativo da forma
XBPI(S), formando um heterodimero que é transportado para o citosol para
degradacao. Finalmente, em adicdo a sua atividade ribonuclease, Irel ativa JNK (c-
Jun amino-terminal kinase) e caspase 12 via uma interacdo direta com TRAF2

(Urano et al, 2000; Yoneda et al, 2001).
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PERK: O segundo sensor da UPR ¢ a quinase PERK, que faz parte da familia de
quinases elf2a (Harding et al, 1999; Shi et al, 1998). Embora a PERK ndo seja
encontrada em levedura, € um componente da UPR presente em todos os metazoarios
(Patil and Walter, 2001). A liberacao de BIP em resposta ao estresse de RE causa a
oligomerizacdo e auto-fosforilagdo da PERK. PERK ativado fosforila a serina 51 da
subunidade a do elF2a, que resulta na forte inibicao da traduc¢do de novas proteinas
(Harding, et al, 2000). Isto € suficiente para reduzir 70-90% da sintese protéica apds
ativacdo da UPR com indutores farmacoldgicos como tapsigargina ou DTT.
Paradoxalmente, elF2a fosforilado induz a tradu¢dao de mRNAs independentes do
cap, tais como ATF4. ATF4 € um fator de transcricdo que se liga ao promotor do
GADD34 (Ma et al, 2001), uma subunidade regulatéria da fosfatase PP1, que € capaz
de desfosforilar elF2a e restaurar a sintese protéica (Novoa et al, 2001). Outro alvo
do ATF4 € o fator de transcricdo homdlogo ao C/EBP, o CHOP (Ma et al, 2002).
CHOP pode heterodimerizar com outros componentes da familia do C/EBP, ligando-
se assim a novos alvos (Ron and Walter, 2007). Além disso, homodimeros de CHOP
apresentam diferente alvos. Embora a inducdo de CHOP ocorra durante os passos
iniciais da ativacdo da UPR, sua funcdo primaria estd ligada a apoptose em tempos
mais tardios na resposta ao estresse em diferentes células e em vdrias condi¢des

patoldgicas (Zinszner, et al 1998).

ATF6: O terceiro sensor do estresse do RE, ATF6, € especifico de metazodrios e
ocorre em duas isoformas em mamiferos (a e §), embora o ATF6a seja o principal
efetor durante a resposta da UPR (Adachi, et al, 2008). ATF6 estd retido no ER na

auséncia de estresse, via sua associacdo com a BIP (Patil and Walter, 2001). Uma
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vez que a BIP € liberado dessa ligacdo pelas proprias proteinas mal-enoveladas,
ATEF6 ¢ translocado para o Golgi onde € clivado pelas proteases S1P e S2 (Ye et al,
2000). Apés a clivagem, ATF6 migra para o nicleo e ativa a transcricdo de
chaperonas, um grande nimero de PDI-likes que catalisam a formacdo de pontes
dissulfeto, Erolp, que age na manutencdo do meio ambiente oxidante do RE, varias
proteinas envolvidas na ERAD, e o gene XBP1 (Yamamoto et al, 2007; Adachi et al,

2008).

Outra importante via de sinalizagc@o celular presente nas células durante o estresse
do RE ¢ a via PI3Kinase/AKT (Hosoi et al, 2007). A induc¢do de estresse do RE via
farmacoldgica, com tunicamicina ou tapsigargina, leva a ativacdo de AKT via
PI3Kinase, em curto prazo (30 minutos até 4 horas), mas essa ativacdo desaparece
em tempos mais prolongados (12 a 24 horas). A ativagdo dessa via ocorre em tempos
exatamente opostos da indu¢do de BIP e CHOP, uma vez que estes sdo ativados em
tempos mais prolongados. Acredita-se que essa ativacdo da AKT em resposta ao
estresse do RE seja uma tentativa de promover a sobrevivéncia a tal estresse. Com a
exposicdo prolongada dos indutores farmacoldgicos de estresse do RE, a
sobrevivéncia fica comprometida e as células apresentam down-regulacdo da AKT,

levando a morte celular.

Dois fatores sdo essenciais para a func¢do chaperona do RE. O primeiro é a
manutencdo de um ambiente oxidativo intra-organela, o qual depende dos niveis de
GSH/GSSG e da atividade de tiol-oxiredutase, p. ex., PDI e andlogos. Em segundo
lugar, a manuten¢do de altas concentracdes de célcio intra-reticular € essencial para
todas as etapas do processo secretor. Desta forma, ndo é surpreendente que os
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principais estimulos que induzem estresse do RE consistam em substancias
fortemente redutoras ou que alterem os niveis de cdlcio. Assim, as principais

ferramentas experimentais indutoras do estresse do RE sdo:

a) Ditiotreitol (DTT): agente redutor

b) Tapsigargina, 4cido ciclopiazdnico, tert-butil hidroquinona: inibidores da
Ca2+-ATPase, depletando o célcio intrareticular.

¢) Tunicamicina: um antibidtico que inibe a glicosilacdo de proteinas e sua
exportacao do reticulo

d) Brefeldina-A: inibidor do transporte reticulo-Golgi (Xiao et al. 1999)

Acoplamento entre estresse oxidativo e estresse do RE

Recentes evidéncias da literatura sugerem convergéncia entre estresse do RE
e estresse oxidativo (revista em nosso grupo por Santos et al, 2009). Em parte, esta
convergéncia ocorre no contexto do proprio enovelamento protéico. O enovelamento
correto de proteinas ocorre em ambiente oxidante do RE, facilitando a formacao de
pontes dissulfeto pela atividade isomerase da PDI oxidada. A reoxidacdo da PDI é
promovida pela oxidase Erol em um processo no qual a transferéncia de
equivalentes oxidantes da Erol para a PDI é compensada e alimentada pela
transferéncia de elétrons da Erol para o oxigénio via FAD, gerando perdxido de
hidrogénio. Assim, a geragdo de ROS ocorre como subproduto do enovelamento
protéico oxidativo. Este mecanismo estd fortemente exacerbado durante a UPR, de
modo que a producdo de ROS é um componente integrante da resposta a estresse do

RE, sendo desencadeada pela UPR e a0 mesmo tempo contribuindo para sustentar a
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sinalizacdo desta via (Santos et al, 2009). Neste contexto, a ativacdo da UPR pode ser
um mecanismo adaptativo para preservar a funcdo celular e a sobrevivéncia durante
estresse oxidativo. De fato, ocorre ativagdo da UPR em resposta ao dano oxidativo a
proteinas do reticulo, talvez como uma forma de controlar a producdao de ROS
(Kelsen et al, 2008; Lai et al, 2003). Esse acoplamento estd presente na patogénese
de varias doengas incluindo diabetes, aterosclerose e doencas neurodegenerativas
(Malhotra and Kaufman, 2007; Yokouchi, et al 2008; Tagawa, et al 2008).

A existéncia de uma fonte enzimética de geracdo de ROS levanta a hipétese
de que tal enzima (p.ex. a NADPH oxidase) possa agir como um elemento integrador
da resposta celular a diferentes tipos de estresse. Dados da literatura sustentam essa
idéia, uma vez que a subunidade NOX4 ¢é elemento integrativo do estresse do RE em
células musculares lisas (Pedruzzi, et al, 2004; Santos, et al, 2009). Nesse trabalho, a
Nox4 estd presente durante a inducdo do estresse do RE por 7-ketocholesterol, e
ainda parece estar envolvida nas vias apoptoticas derivadas da UPR (Pedruzzi, et al,
2004). Sabe-se ainda que a Nox4 estd localizada no reticulo endoplasmatico e que
essa localizagdo é fundamental para a sua sinalizacdo de ROS, como por exemplo, a
regulacdo da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), também residente do RE cuja
regulacdo € redox dependente (Salmeen and Barford, 2005). No estresse do RE, pode
ocorrer, como visto acima, regulacdo e translocacdo para a membrana da PDIL
Assim, nosso laboratdrio tem investigado a hipétese de que a interagdo entre a PDI e
a NAD(P)H oxidase pode servir como um mecanismo acoplador entre o estresse do
RE e estresse oxidativo. Estudos em andamento (Santos, et al, 2009) mostraram
intensa ativacdo da NADPH oxidase em células musculares lisas e fagdcitos

submetidos ao estresse do RE. Os mecanismos e efeitos bioldgicos resultantes da
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interacdo entre os dois tipos de estresse estdo sob ativa investiga¢do e devem variar
conforme o tipo de célula, a intensidade dos estimulos, poder redutor celular total e
capacidade de adaptacdo a resposta do estresse do RE. E importante ressaltar que a
associacdo da PDI ao RE € bem conhecida, com a proteina ligada a membrana da
organela pela seqiiéncia KDEL (Harter & Wieland, 1996). Apesar do importante
papel da PDI no RE, a PDI exerce papéis em outros compartimentos. No citoplasma,
a PDI parece estar associada a outras proteinas do citoesqueleto, com enzimas como
a prolil-4-hidroxilase presente na membrano do RE (Klappa et al, 2000) e também
com a proteina de triglicerideos microssomal (Wetterau et al, 1991). Assim, a
interacdo PDI-oxidase estd estreitamente vinculada a funcao e disfunciao do RE.

A interacdo entre estresse do RE e estresse oxidativo ocorre também no
contexto da adaptacdo antioxidante em resposta ao estresse. De fato, foi demonstrado
em modelos celulares e em C. elegans que as respostas celulares resultantes do
estresse do RE conferem adaptacdo cruzada a estimulos oxidantes e foram associados
a alteracdes adaptativas no metabolismo de aminoécidos (Harding et al., 2003;
Rutkowski & Kaufman, 2003). O fator de transcricio ATF4 parece ser um dos
elementos centrais a integracao de tal resposta celular ao estresse, uma vez que ele
regula um importante nimero de genes envolvidos na prote¢do ao estresse oxidativo,
como heme-oxigenasel, glutationa peroxidase e peroxirredoxinal (Harding et al,
2003; Kitiphongspattana et al, 2007). Além disso, estudos tém indicado que o
aumento da degradacdo, uma das respostas induzidas pela UPR, é também
importante no controle do estresse oxidativo, uma vez que a inibi¢do do ERAD com
o uso de inibidores do proteasoma em células causa um aumento de ROS (Hsieh et

al, 2007; Lai and Wong, 2005). Outro importante fator de integracdo dessas vias € o
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fator de transcricdo XBP1. O XBP1 € regulado pela via IRE1 durante a resposta ao
estresse do RE e sua ativacdo ocorre via splicing alternativo. A proteina codificada
deste splicing age como fator de transcri¢do de regulacdo positiva para chaperonas
residentes do ER bem como elementos integrantes da ERAD, ou seja, uma parte de
resposta protetora para as células em estresse (Kim et al, 2008). Estudos recentes
mostraram outro papel de XBPI, relacionado a prevencdo do estresse oxidativo
induzido por H,O,, por meio de regulacdo positiva da expressao da catalase (Liu et
al, 2009). Além disso, estudos de protedmica mostraram que além de genes para
protecao redox, outros genes regulados pelo XBP1 estdo envolvidos com reparos a
danos ao DNA (Acosta-Alvear et al, 2007). De fato, XBP1 é fundamental para a
sobrevivéncia celular durante a hipéxia (Romero-Ramirez, et al, 2004).

Em suma, talvez na maioria das condi¢des patoldgicas, estresse oxidativo
ocorra no contexto de integracdo com varios outros tipos de estresse celular, como
p.ex. estresse do RE. O papel do complexo NADPH oxidase neste contexto tem sido
investigado recentemente. Entretanto, o papel de NADPH oxidase e PDI no estresse
oxidativo associado ao estresse induzido por inibi¢do do proteasoma, uma condicao
de importancia fisiopatoldgica e implicagcdes terap€uticas, ndo estd claro. Por um
lado, pode-se esperar que a inibicio do proteasoma induza uma resposta geral
integrada de estresse, desencadeando fenOmenos comuns e ancestralmente
conservados de resposta ao estresse celular. Por outro lado, pode-se esperar que a
inibicao do proteasoma tenha efeitos diretos no complexo NADPH oxidase, tanto por
modulacdo dos niveis e compartimentalizacdo protéica de suas subunidades como
por potenciais efeitos independentes da protedlise, p.ex., na transcri¢do génica. Além

disso, a resposta celular a inibi¢do do proteasoma tem estreita interacdo com a UPR,
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ja que a inibicdo do proteasoma pode gerar acimulo de proteinas mal-formadas nao
degradadas. Os efeitos da inibicdo do proteasoma na sinaliza¢cdo da UPR, entretanto,
foram pouco estudados, particularmente o efeito da inibi¢dio do proteasoma na
ativacdo da isoforma Nox4 da NAPDH oxidase, que € um componente importante da

UPR em células musculares lisas vasculares.
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OBJETIVOS

Gerais

Investigar o papel do complexo NADPH oxidase e da PDI na resposta redox
ao estresse induzido por inibi¢cdo do proteasoma, bem como o efeito da inibicdo do
proteasoma na regulacdo redox da UPR mediada pela isoforma Nox4 da NADPH

oxidase.

Especificos
1. Estudar o efeito da inibicdo do proteasoma (MG132 e

lactacistina) na atividade e expressdo da NADPH oxidase vascular, producao
de ROS e sinalizagdo celular desencadeada por diferentes mecanismos, a
saber, estresse do RE (tunicamicina) e o ativador cldssico angiotensina II.

1i. Investigar o efeito da inibicdo do proteasoma na sinalizagdo da
UPR e possivel associacio com efeitos na isoforma Nox4 da NADPH
oxidase.

1ii. Investigar o possivel papel da PDI na resposta redox a inibi¢do
do proteasoma.

1v. Investigar a ocorréncia e perfil de ubiquitinacao e fosforilacao
da PDI secunddria a ativacdo da NAD(P)H oxidase e estresse do RE

(apéndice).
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MATERIAIS E METODOS
Reagentes

A 4gua utilizada em todos os experimentos foi tratada com o sistema

Nanopure da Barnstead e eventualmente com Chelex-100.

O meio de cultura F-12 Coon’s Modification (F-12), MG132, e a angiotensina
IT foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, EUA) , o meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), meio cultura LB,
penicilina/estreptomicina, soro fetal bovino (SFB) e tripsina da Gibco BRL-Life
Technologies, Grand Island, EUA. Os inibidores de protease (PMSF, aprotinina,
pepstatina A, ortovanadato de sédio, fluoreto de sédio e pirofosfato de sddio),
albumina bovina, NADPH, lactacistina, fosfato de sdédio utilizados sdo da

Calbiochem ou Merck (Darmstadt, Alemanha).

O anticorpo da PDI foi adquirido pela Stressgen Biotechnologies, San Diego,
EUA; e da p22phox foi cedido pelo Dr. Verhoeven. Os anticorpos anti-fosfoserina e
anti-fosfotreonina foram adquiridos da Qiagen e o anti-fosfotirosina da BD
Technologies. A proteina G, Coomassie Blue, Immobiline DryStrip pH 3-10,
CHAPS, DTT, azul de bromofenol, urea, iodoacetamida, Silver Staining Kit Protein,

SDS, Pharmalyte ™3_10 e o kit ECL da Amersham Biosciences, EUA.

O perdxido de hidrogénio foi obtido da Fisher Scientific (Pittsburgh, EUA), e
sua concentragdo foi periodicamente determinada por espectrofotometria (€240= 43,6
M 'em™) (Kuthan e Ulrich, 1982). O Amplex Red Peroxide/Peroxidase Assay Kit e a

dihidroetidina foram adquiridos da Molecular Probes.
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A concentracdo de proteina nas solugdes foi medida utilizando-se o kit Biorad
Protein Assay (Biorad) baseado no método de Bradford, utilizando como padrio a

albumina bovina.

Cultura celular

As células musculares lisas adrticas de coelhos (RASM) foram cultivadas a
partir de uma linhagem celular estabelecida e imortalizada por selecao pelo Prof. V.
Buonassisi na Universidade Federal de Sdao Paulo - Escola Paulista de Medicina
(Buonassissi et al, 1976). As células RASM foram mantidas em frascos de cultura
contendo meio completo F-12 Coon’s com penicilina/estreptomicina, suplementado
com 10% (v/v) de SFB. Seu crescimento foi permitido até confluéncia em torno de
90%. Em experimentos especificos, as células RASM foram incubadas com

angiotensina-II (100 nM), tunicaminica (Spug/mL), MG132 (100uM) e lactacistina

(20uM) por 4h confluéncia >80%.

Co-imunoprecipitacio da PDI e p22phox

Uma fracdo de células previamente incubadas com estressores do RE e/ou
inibidores do proteasoma, foi ressuspendida em tampao de imunoprecipitacdo
(50mM Tris-HCI, pH 7.5, contendo 0.1% Triton, 2mM ortovanadato de sédio, ImM
fluoreto de sodio, ImM pirofosfato de sédio, 1pg/mL leupeptina, 1pg/mL aprotinina,
and 1ug/mL pepstatina em gelo). A seguir, as amostras foram sonicadas (3x/10s com
4W) e centrifugadas a 12.000 rpm por 20minutos. O sobrenadante foi incubado com
anticorpo especifico (anti-PDI 1:1000 Stressgen e anti-p22phox 1:1000 Santa Cruz)
por 12 horas. A precipitacdo dos imunocomplexos foi desencadeada pela adicao de
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proteina G. Apds 2 hs, o imunocomplexo foi recuperado por centrifugacdo a
12.000rpm. Esse imunoprecipitato foi lavado e centrifugado por trés vezes. O
precipitado foi ressuspendido em tampao de amostra e em seguida centrifugado. O

imunoprecipitado da PDI e da p22phox foi resolvido em gel 2-D.
Eletroforese bidimensional

Os imunocomplexos foram solubilizados em solucdo de amostra (8M urea,
4%CHAPS, 60mM DTT, 2% Pharmalyte ™ 3.10, 0.002% azul de bromofenol) e
submetidos a focalizacdo isoelétrica usando Immobiline DryStrip pH 3-10
isoelectrofocusing gel. A focalizacdo foi realizada utilizando o Ettan IPGphor
Isoelectric Focusing System da Amersham Biosciences. Apds a focalizacdo, as tiras
foram equilibradas com DTT 2,5mg/ml em tampao de equilibrio contendo uréia 6M
e SDS 1% por 15 minutos e em seguida no mesmo tampao de equilibrio contendo
1odoacetamida 45mg/ml por mais 15 minutos. As tiras equilibradas foram submetidas
a segunda dimensao em gel de SDS-PAGE 12% para separacio de proteinas baseada
no peso molecular. O gel foi corado com prata utilizando o Silver Staining Kit
Protein (Amersham Biosciences) ou submetido a western blotting, como descrito

abaixo.
Obtencao da fracao particulada de membrana

Todo o procedimento foi realizado sobre gelo ou com solugdes resfriadas a
4°C. Utilizamos ca. 107 células ainda aderentes aos frascos de cultura em torno de
90% de confluéncia, que foram lavadas duas vezes com tampao fosfato (50 mM PBS

com 10uM EDTA), pH 7.4 , sendo a seguir raspadas das placas para tubos de
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centrifugacdo contendo tampao de extracdo (Tris 50 mM, pH 7,4 com PMSF 1 mM,
pepstatina A 2uM e leupeptina 2uM), e em seguida sonicadas (3 x 10 s com 4W). O
material foi centrifugado a 200 g por 5 minutos para remog¢do de células intactas e
grandes aglomerados. Uma segunda centrifugacdo do material sobrenadante a 18.000
g por 15 minutos permitiu a precipitacio de nucleos celulares, mitocondrias e
grandes organelas. Por fim, o sobrenadante da centrifugacdo anterior foi submetido a
uma ultima centrifugacdo a 100.000 g por 60 minutos. O material precipitado desse
ultimo procedimento contendo principalmente microssomas e vesiculas de
membrana plasmatica foi ressuspendido em 100ul de tampao Tris 50 mM contendo

inibidores de protease, e congelados a -80°C até a andlise.

Producio/inducgio de O, gerado pela atividade NADPH oxidase e analise da

producio total de ROS em VSMC

Andlise por quimiluminescéncia da lucigenina: medida da produg¢io de O,

A quimiluminescéncia amplificada por lucigenina foi analisada nas fra¢des de
membrana de células VSMC. 20uL de fracio de membrana (20ug proteina) foram
adicionados em 1 mL de solucdo de PBS/10uM EDTA, apds termostatizacio a 37°C,
foi adicionado 5SuM de lucigenina. Apds contagem basal, 300uM de NADPH foram
adicionados e as contagens de luminescéncia foram registradas continuamente por 5
minutos, em um lumindmetro Berthold 9505 (GE & Instruments GmbH, Munique,
Alemanha). Os sinais da linha de base foram subtraidos daqueles obtidos apds a
adicao de NADPH, e os resultados foram normalizados pela quantidade de proteina e

. R . -1
descritos como com X mg ! X min .
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Oxidacdo da DHE em células intactas e fracio de membrana

Células com confluéncia >80% foram mantidas em placas de 6 pocos e
estimuladas por 4h com angiotensina-II 100 nM, tunicaminica Sug/mL na presenca
ou nao de MG132 100uM e lactacistina 20uM. Apds lavagem com PBS, as células
foram mantidas em PBS/EDTA ao qual foi adicionado DHE 50 uM por 30 min.
Ap6s lavagem com PBS, as células foram lisadas mecanicamente em presenga de
acetonitrila (0,5mL por pog¢o), sonicadas (1 ciclo de 10s), e centrifugadas (12.000
rpm por 10 min a 4°C). Os sobrenadantes foram secos sob védcuo (Speed VacR Plus
SC-110A, Thermo Savant) e guardados a - 20°C até o uso. Para andlise por HPLC,

os precipitados foram ressuspendidos em 120 pl PBS.

Para andlise da atividade NADPH oxidase, fracdo de membrana (ca. 20 pg)
foi incubada com DHE 50 uM em PBS (pH 7,4 contendo DTPA 100uM) na
presenga de NADPH 300uM por 30 min. a 37°C no escuro. A reagdo foi paralisado
no gelo e apds a centrifugacdo (12.000 rpm, 10 min) o sobrenadante da reagdo foi

injetado para anélise por HPLC.

Analise por sistema de HPLC

Estes procedimentos foram recentemente validados em nosso laboratério
(Laurindo et al, 2008) e representam avanco metodoldgico significativo em relagdo a
andlise da fluorescéncia total das células. As amostras foram analisadas em sistema
HPLC (Waters) equipado com detectores UV-visivel (PDA) (W2996) e fluorescéncia
(W2475). A separagdo foi realizada em coluna NovaPak C18 (3,9x150mm, S5um de

diametro de particula), com gradiente linear de H,O:CH3;CN (9:1 v/v) + TFA 0,1%
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para CH3CN (100%) em 35 min. com fluxo de 0,5 mL/min. DHE foi monitorada a
245 nm e EOH e E por detec¢dao por fluorescéncia (excitagdo 510nm e emissdo
595nm). A quantificacdo foi realizada pela integracdo das dreas dos picos
correspondentes e comparacdo com as dareas obtidas de padrdes auténticos
submetidos as mesmas condi¢cdes cromatograficas. As concentracdes dos padrdes
foram realizadas utilizando-se da absortividade molar de cada composto (E €85nm =
5.740 M'ecm™ e DHE exsnm = 1.963 M'cm™). O padrio de hidroxietidio foi
preparado conforme descrito anteriormente (Zhao et al, 2003). DHE (50 uM) foi
oxidada pelo sistema xantina/xantina oxidase (0,5 mM/0,05 U/mL) em tampao
fosfato (50 mM, pH 7.,4) contendo 100 uM DTPA a 37°C por 30 min. EOH foi
coletado por HPLC e seco. O residuo cor-de-rosa obtido foi ressuspenso em DMSO e
analisado por espectroscopia de absorcdo (E-OH €85,m = 9.100 M'lcm'l) (Zhao et al,

2005).
Preparacio do lisado celular e imunoprecipitacao

Uma fragdo das células, ap6s serem incubadas com estressores do RE e
inibidores do proteasoma, foi ressupendida em tampao de imunoprecipitacao (S0mM
Tris-HCI, pH 7.5, contendo 0.1% Triton, 2mM ortovanadato de sédio, 1mM fluoreto
de sédio, ImM pirofosfato de sédio, 1pg/mL leupeptin, 1pg/mL aprotinina, and
Ipng/mL pepstatina A em gelo); em seguida as amostras foram sonicadas (3 vezes por
10 segundos com 4W) e centrifugadas a 12.000 rpm por 20minutos. O sobrenadante
foi incubado com anticorpo primdrio especifico overnight. A precipitacdo dos
imunocomplexos foi desencadeada pela adicdo de proteina G. Apds 2 horas o

imunocomplexo foi recuperado por centrifugacio a 12.000rpm. Esse
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imunoprecipitato foi lavado e centrifugado por trés vezes. O precipitado foi
ressuspendido em tampdo de amostra, e em seguida, centrifugado. O

imunoprecipitado foi resolvido por Western Blotting (Johasen and Svensson, 2002).

Western Blotting

As proteinas de lisados celulares (aliquota de 30 pg por canaleta) foram
separadas por eletroforese em gel de policrilamida (8 ou 12%, conforme o caso). A
seguir, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (sistema de
transferéncia “semi-dry”’). A membrana foi bloqueada com tampao de lavagem (tris-
HC1 50 mM, pH 7.4, e NaCl 150 mM) contendo Tween 20 0,05%, e leite desnatado
5% (ou albumina bovina), por 90 min. A seguir, a membrana foi incubada, durante a
noite, em solugdo contendo anticorpo primdrio, sendo a seguir incubada por 1h com
anticorpo secunddrio (IgG anti Ig de camundongo, cabra ou rato, conjugada com
peroxidase — as diluicdes utilizadas foram aquela recomendadas pelos fabricantes). A
revelacao foi feita por quimiluminescéncia, com kit ECL da Amersham Pharmacia

Biotech, com diferentes tempos de exposi¢do ao filme fotografico.

Medida de GSH/GSSG intracelular por HPLC

As VSMC foram lavadas com PBS/EDTA e raspadas em tampao acetato
(10mM pH 6,5 0,5% Triton e 100uM EDTA). A andlise de GSSG foi realizada
indiretamente pela sua reducdo enzimdtica a GSH pela glutationa redutase
(0,6U/ml)/NADPH (0,2mg/ml) por 30 minutos. A reagcdo foi paralizada com a
centrifugacdo das amostras (10.000 rpm/5min) em &cido trifluoroacético 10%. Os

sobrenadantes foram injetados em sistema HPLC (Waters Corp. Milford, MA), com
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deteccao eletroquimica o GSH foi identificado e quantificado pela comparacao do
tempo de retencdo da amostra com padrdo auténtico submetido as mesmas condic¢des
cromatogréficas. Os resultados foram normalizados pela concentracdo de proteina e
expressos em nmol/mg proteina. A quantificagdo de GSSG foi inferida pela diferenca
de GSSG total reduzida em relagdo a GSH total das mesmas amostras, considerando-

se a estequiometria 2GSH/GSSG (Hiraku et al, 2002).
Ensaio de proliferacao celular MTT

Para o ensaio, 1x10* células por well foram cultivadas, seguindo-se por dois
dias, em uma placa de 96 pocos com 100ul de meio de cultura. No dia indicado, foi
adicionado 10ul de MTT (Molecular Probes, 10 mg/ml) em cada well, e em seguida
a placa foi incubada a 37°C por 4 horas. Apds a remo¢do do meio de cultura, o
precipitado roxo em cada well foi dissolvido em 200ul de DMSO e a densidade

Optica em 570nm foi entdo quantificada. Este ensaio foi realizado em quadruplicata.
Atividade da Superoxido Dismutase

A atividade superoxido dismutase foi medida pela inibicdoo da reducdo do
citocromo ¢”* para citocromo ¢** acompanhando-se a absorbancia a 550nm a 25°C.
Homogenatos das células (10-15ug) foram adicionados a cubeta contendo tampao
fosfato (50mM, pH 7,8, contendo EDTA 0,ImM), xantina (0,5mM), xantina oxidase
(cerca de 0,2 U/mL) e citocromo ¢ (20uM). A reducdo de 50% da oxidacdo do
citrocromo ¢** pelo homogenato foi considerada 1U de SOD (Imalay and Fridovich,

1991).
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Andlise da expressio de mRNA das Noxes, p22phox e PDI por PCR

quantitativa

O mRNA total das VSMC foi purificado com o kit SpinMini RNA isolation
(GE). A quantificacio do mRNA foi feita por absorbancia a 260nm (NanoDrop) € a
pureza confirmada pela andlise das bandas de rRNA em gel de agarose 0,8%
contendo brometo de etidio. O mRNa (3-5ug) foi convertido em cDNA pela
incubacdo com OligodT (25ng/uL), ANTP (500uM de cada), DTT (5uM), RNAse
OUT (2U/uL) e SuperScript II, a 42°C por 50 min. Para quantificar as isoformas da
NADPH oxidase de células de coelho, colaboramos como o Prof. Bernard Lassegue
(Emory University, Atlanta, EUA) que ja havia clonado as seqiiéncias das Nox1 e
Nox4 de coelho e tornou-as disponiveis para nossos estudos (pois nio estdo ainda
publicadas no PubMed). Estas sequéncias permitiram a obtencdo de padrdes (em
plasmideos) e o desenho de primers de altas temperaturas para RT-PCR em tempo
real, que foram gentilmente cedidos ao nosso grupo. Os clones foram obtidos a partir
de amostras de célon (Noxl) e rim (Nox4) de coelho. Os plasmideos foram
amplificados em bactérias competentes e purificados (Kit MidPrep/Qiagen). As
solucdes de reacdo para as corridas de Real Time-PCR foram realizadas com:
plasmideos (entre 103 a 107 cOpias/reacdo), primers (200nM), cDNA (150ng) e
reagente SyberMasterMix (Invitrogen) conforme especificacdoes sugeridas pelo
fabricante. Os primers para PDI, p22phox e 18S foram obtidos pelo software
OligoPerfect™Designer da Invitrogen. Os primers testados que apresentaram

melhores curvas de calibracao foram: Noxl1, right

(CATCATGGAAGGAAGGAGA), left (GCTTCCGGATAGGCTCCACA); Nox4,
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right (CCACAGACTTGGCTTTGGAT), left (TACTGGCCAGGTCTTGCTTT);

GAPDH, right (TCACCATCTTCCAGGAGCGA), left
(CACAATGCCGAAGTGGTCGT); PDI, right
(CGGCCCAGGAACTTCTTAAAGCCQG), left
(CTTCCCAACGCTCAAGTTCTTC), p22phox, right
(GTACTTCATGGCGTAGGTGCCGAAGTAC) left

(CAGATCGAGTGGGCCATGTG), 188, right (CCGGTCCAAGAATTTCACCTC)
left (CGGTCGGAATAATGGAACAGGACCG). As reacdes foram realizadas no

equipamento RG6000 (Corbett).

Atividade proteolitica 20S Proteasoma

A atividade proteolitica 20S foi determinada em aliquotas de 10ug de
homogenato protéico celular, utilizando uma probe fluorescente (AMC) que
corresponde a um peptideo substrato sintético (excita¢do: 355nm e emissao: 460nm),

LLVY-AMC na presenca de SDS (kit 20S proteasoma, Calbiochem).

Splicing XBP1

Células musculares lisas de rato foram estimuladas com angiotensinall,
tunicamicina e MG132 overnight. As amostras de RNA foram obtidas a partir do kit
RNeasy da Qiagen, em seguida realizou-se RT-PCR e finalmente a PCR com
Platinum Taq Polymerase da Invitrogen com primers para as formas de splicing e
unsplicing do XBP1, fabricados pela Invitrogen, com temperatura de anelamento de
720C em 35 ciclos de 15 segundos. Os produtos da reacdo devem tem 200 e 174

pares de bases para unsplicing e splicing formas de XBP1, respectivamente. Para
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verificar esses produtos realizamos eletroforese na presenca de brometo de etidio em

gel de agarose 3%.

Microscopia confocal

As células contidas em laminulas (13mm) foram fixadas com
paraformaldeido 4% overnight. Ap6s permebializacdo (Nonidet P40 0,1% em PBS),
as células foram incubadas com anticorpo primdrio (anti-PDI da Santa Cruz 1:100 e
anti-26S proteasoma 1:100) diluidos em PBS contendo albumina (1%) overnight a
4°C. Em seguida, as laminulas foram incubadas com anticorpos secunddrios (anti-
camundongo conjugado com Alexa488 e anti-cabra conjugado com Alexa680),
juntamente com 4’6-diamidina-2-fenilindol (DAPI, 10ug/mL, Sigma) e analisadas
em microscopio confocal Zeiss LSM510 Meta (projeto Multiusudrios Fapesp

04/08908-2).

Transfeccao transitéria da PDI-GFP

O plasmideo contendo a seqii€éncia da PDI seguido da seqiiéncia da proteina
fluorescente verde (GFP-green fluorescent protein) foi construido em pcDNA 3.1 em
colaboragdo com o Professor Bernard Lasségue da Emory University, Atlanta,
Georgia). O plasmideo foi superexpresso em E. coli DH5a competente e purificado
em kit MidiPrep (Qiagen). Células HEK293 foram crescidas em placas de cultura de
10cm de diametro. Apds 24horas de carenciamento (meio de cultura F12 sem soro
fetal bovino), substituiu-se o meio de cultura por 10 ml de meio de transfeccio (F12
contendo soro fetal bovino 10%, 10ug de plasmideo e 25uL de Lipofectamina®,

Invitrogen). Apds 8 horas, o meio de transfecgdo foi substituido pelo meio de cultura
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F12 com 10% de SFB. Apds 48horas, iniciou-se os estimulos e os protocolos de

imunoprecipitacao.

Analise estatistica

Os valores foram expressos com média + desvio padrio da média. As
comparacoes estatisticas foram realizadas através do teste t de Student para valores
nao pareados ou andlise de varidncias (ANOVA), seguida por teste Student-Newman
Keuls, com significancia estatistica de 5%. O software utilizado foi The Primer of

Biostatistics, de Staton A. Glantz, versdo 3.01, McGraw-Hill, 1992.
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Escolha de concentracdes sub-apoptoéticas de inibidores do proteasoma em

células musculares lisas vasculares

Considerando os efeitos geralmente pré-apoptéticos dos inibidores de
proteasoma, experimentos iniciais investigaram curvas concentracdo-resposta dos
compostos MG132 e lactacistina, com o fim de identificar concentragcdes sub-letais
que nao gerassem resultados inespecificos relacionados ao processo apoptético em si.
Ensaios de viabilidade celular na presenca e na auséncia do soro fetal bovino
mostraram concentragdes apropriadas de 1uM para MGI132 e de 5SuM para

lactacistina (Figura 5).

46



Resultados

- presenca 10% FBS

e 0.3
=
2
vy
< [ Lactacystin

or ] B MG132

i - auséncia 10% FBS

0.3 .
: ]
2
vy
3
<

%k
0.1 |
*p <0.05 vs Control
W2
> S S
& & SO W
F F N

Figura 5: Analise da viabilidade celular na presenca de inibidores do proteasoma. 1x10* densidade de
células por well foram cultivadas em placas de 96 pogos. Apés a incubacdio de Lactacistina (1-5 uM) e
MG132 (1-10uM) por 24horas, foi adicionado MTT (Molecular Probes, 10 mg/ml) em cada well, ¢ em
seguida a placa foi incubada a 37°C por 4 horas. Apds a remog¢do do meio de cultura, o precipitado foi
dissolvido em 200ul de DMSO e a densidade 6ptica em 570nm foi entdo quantificada. Os resultados
refletem os valores de 4 experimentos independentes.

Inibidores do proteasoma causam estresse oxidativo

Para investigar em que grau os inibidores do proteasoma induzem estresse
oxidativo per se, avaliamos os produtos de oxida¢do da DHE, analisados por HPLC,
nas células musculares lisas. Tanto MG132 quanto lactacistina induziram aumento
significativo dos subprodutos 2-hidroxietidio (indicativo da producao de super6xido)
e etidio (indicativo menos especifico da producdo de oxidantes como perdxidos,

assim como atividade de peroxidases e niveis de heme) em relacdo ao controle,
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inclusive de forma similar a tunicamicina (Figura 6). A atividade superéxido
dismutase sofre, no caso da incubagdo com lactacistina, uma diminuicdo da
atividade, embora a alteracdo ndo tenha sido estatisticamente significante apods
incubacdo com MGI132 (Figura 7). Como caracterizagdo mais direta de estresse
oxidativo celular, a andlise dos niveis de glutationa mostrou diminuicdo significativa
da relacio GSH/GSSG apés incubacdo com MGI132, em niveis compardveis aos
observados apds indugdo de estresse do RE com tunicamicina. Interessantemente, a
co-incubagdo de tunicamicina com MG132 ndo induziu efeito aditivo nestes indices.
(Tabela2). Estes dados indicam que a inibi¢do do proteasoma em nossas células
musculares lisas vasculares gera per se niveis elevados de producdo de ROS e

estresse oxidativo.
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Figura 6: Inibidores do proteasoma inducem estresse oxidativo. Quantificacdo das taxas de formagéo de
EOH e E em extrato total de células RASM expostas a tunicamicina, lactacistina e MG132 pelo método da
DHE, conforme descrito em materiais ¢ métodos. C corresponde ao controle, TN a tunicamicina, Lacta a
lactacistina e MG a MG132 . Este resultado reflete os valores de 3 experimentos independentes.
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Figura 7: Inibidores do proteasoma inducem estresse oxidativo. Atividade da Super6xido Dismutase
em extrato celular de RASM apds 4 horas de incubag@o com tunicamicina, lactacistina e MG132,
conforme descrito em materiais ¢ métodos. C corresponde ao controle, TN a tunicamicina, Lacta a

lactacistina e MG a MG132 . Este resultado reflete os valores de 3 experimentos independentes.
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Razdo GSH/GSSG em homogenatos totais de RASM?

Amostras GSH/GSSG (% of controle)
Controle® 100.0+ 2.0
Tunicamicina* 40 + 8.0
MG132# 41 £ 6.0
Tunicamicina+MG 132 33 £ 3.0

2 Tempo de incubagdo foide4 h.

b Quantidade total de GSH no controle foi 33.4 +4.5
nmolGSH/mg proteina.

# P< 0.005 vs, controle

I7nA

A GSH +
\J\,J Reductase/NADPH
B
I \
GSH

mV

10 12

HPLC representativo da deteccido
eletroquimica de GSH em homogenatos
totais de RASM

Tabela2: Inibidores do proteasoma inducem estresse oxidativo. Taxa de GSH/GSSG apds incubagao

de 4 horas com tunicamicina e MG132 em homoganatos totais de RASM. Este resultado reflete os
valores de 3 experimentos independentes
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Inibidores do proteasoma estimulam a atividade basal da NADPH oxidase

porém perturbam significativamente a resposta desse complexo a agonistas

Experimentos subseqiientes analisaram a medida da atividade NADPH
oxidase na fracdo de membrana de células musculares lisas vasculares incubadas ou
ndo com inibidores de proteasoma em combinacdo ou ndo com agonistas ou
estimulos conhecidos do complexo. Angiotensina II ativa preferencialmente a
isoforma Nox1 da oxidase, enquanto o estressor de RE tunicamicina ativa
preferencialmente a isoforma Nox4. A atividade da oxidase foi avaliada tanto pela
metodologia da DHE como pela lucigenina. Em condi¢des basais, tanto MG132
quanto lactacistina induzem aumento significativo na atividade da oxidase, embora
este efeito ndo exiba uma dependéncia clara da concentracdo e varie conforme o
método, provavelmente devido a diferentes sensibilidades dos mesmos e detecgao
preferencial de tipos especificos de ROS (Figura 8). Por outro lado, a incuba¢do com
MG132 reduz a resposta a angiotensina II, tanto no valor percentual de ativacdo (que
reduz 21%) como na ativacdo maxima (que reduz 53%). Além disso, a inibi¢do do

proteasoma anula e chega a reverter a resposta a tunicamicina (Figura 9).
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Figura 8: Inibidores do proteasoma inducem a atividade basal da NAD(P)H oxidase.
Quantificacdo das taxas de formag¢do de EOH e E em fracdo de membrana de células RASM
expostas a tunicamicina, lactacistina e MG132 pelo método da DHE, e também ensaio de
lucigenina para as mesmas condi¢des, conforme descrito em materiais ¢ métodos. C
corresponde ao controle, TN a tunicamicina, Lacta a lactacistina e MG a MG132 . Estes
resultados refletem os valores de 3 experimentos independentes.
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Inibicdo do proteasoma diminui a atividade NADPH oxidase
dependente de Angiotensina II e tunicamicina

DHE assay
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Figura 9: Inibidores do proteasoma promovem diminuicio da atividade da NAD(P)H oxidase
frente a seus agonistas. Quantificacio das taxas de formacdo de EOH e E em fragdo de membrana de
células RASM expostas a tunicamicina, angiotensina-II e MG132 pelo método da DHE, conforme
descrito em materiais e métodos. C corresponde ao controle, TN a tunicamicina, Lacta a lactacistina e
MG a MG132. Este ensaio foi realizado em triplicata.

54



Resultados

Inibidores do proteasoma alteram fortemente a expressao do mRNA das

subunidades da NADPH oxidase

A andlise da expressio do mRNA de subunidades do complexo estd
fundamentada nos fatos de que (1) tais alteracdes ocorrem normalmente na NADPH
oxidase ndo —fagocitica durante a resposta a agonistas e (2) o sistema ubiquitina-
proteasoma ndo sO atua na degradacdo de proteinas como também na transcri¢do

génica (Collins and Tansey 2006).

A incubacdo de células musculares lisas vasculares com angiotensina Il ou
tunicamicina induziu aumentos preferenciais na expressao do mRNA de NOXI1 e
Nox4, respectivamente, em concordincia com dados prévios de nosso laboratério
(Santos et al, 2009) e da literatura (Dikalov et al, 2008; Dikalova et al, 2005;

Lassegue et al, 2001).

Com relagdo a Nox1, a incubacdo apenas com MGI132 promoveu pequeno
aumento na sua expressdo, ndo estatisticamente significante. A incubacdo com
angiotensin II (200 nM, 16 horas) na presenca de MGI132 (1uM) induziu
significativa reducdo da expressdo do mRNA de Nox1 em relacdo a esse agonista.
(Figura 10 e 11). Apés tunicamicina (Sug/mL, 16 horas), a expressdao de Nox1 ndo
teve alteracOes estatisticamente significativas, embora a expressdo na presenga de
MG132 tenha sido menor vs. controle. A expressao da subunidade reguladora
p22phox nao sofreu alteracdes estatisticamente significativas, embora tenha

mostrado diminui¢do apds incubacao com MG132.
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A co-incubag¢do de MG132 e TN promoveu significativa e quase completa
redugdo na expressao do mRNA da NOX4, em sintonia com o efeito na atividade
NADPH oxidase. A expressdio do mRNA da PDI aumentou com o estimulo da
tunicamicina (Sug/mL, 16 horas). MG132 ndo induziu per se expressdio do mRNA
da PDI, porém a sua co-incuba¢do com tunicamicina preveniu completamente o

aumento induzido de sua expressao por esta.

Nesses ensaios ndo foi possivel utilizar o mRNA GADPH ou 18S como
normalizadores, uma vez que ambos variaram muito na presen¢a do inibidor do

proteasoma.
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Figural(: Estudos da expressio génica das subunidades NOX1 e p22phox da NADPH oxidase
vascular. Células RASM foram estimuladas com Angiotensina II, Tunicamicina e MG132 e submetidas a
extracdo de mRNA, posterior reacdo de transcriptase reversa e finalmente PCR em tempo real para NOX1
e p22phox, conforme descrito em materiais e métodos. RT-PCR: PCR-tempo real. C corresponde ao
controle, All a angiotensinall 200nM, TN a tunicamicina Sug/mL e MG a MG132 1uM. Esses resultados
foram obtidos a partir de 6 experimentos independentes.
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Figura 11: Estudos da expressao génica das subunidades NOX4 e PDI da NADPH oxidase vascular.
Células RASM foram estimuladas com Angiotensina II, Tunicamicina e MG132 e submetidas a extragdo
de mRNA, posterior reag@o de transcriptase reversa e finalmente PCR em tempo real para NOX4 e PDI,
conforme descrito em materiais e métodos. RT-PCR: PCR-tempo real. C corresponde ao controle, AIl a

angiotensinall 200nM, TN a tunicamicina Sug/mL e MG a MG132 1uM. Esses experimentos foram
obtidos a partir de 6 experimentos independentes.

Estudos da expressao protéica das subunidades da NADPH oxidase

Andlise western da subunidade NOX4 em células musculares lisas mostrou
que, ao contrario do aumento da expressdao do mRNA, a incuba¢c@o com tunicamicina
(Sug/mL, 16horas) induz alteracdes minimas na expressdo protéica dessa
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subunidade. (Figura 13). A inibicdo do proteasoma diminuiu a expressao proteica,
indicando que o proteasoma ndo € um fator limitante da quantidade instantanea da
proteina neste caso e que a redu¢do do mRNA da Nox4 corresponde a uma redugao

da proteina.

Andlise da expressao proteica da subunidade NOX4

16 h

C All TN MG

WB: NOX4

WB: B-tubulina| e Pran—

Figura 12: Estudos da expressio protéica da subunidade NOX4. Células RASM foram estimuladas com
AIll, Tunicamicina e MG132 por 16 horas e submetidas a obtencdo de homogenato total. Em seguida essas
amostras foram submetidas a Western Blot para NOX4 (anticorpo cedido gentilmente pelo Pesquisador
David Lambert), conforme descrito em materiais e métodos. WB: Western Blot

Angiotensina II e tunicamicina induzem a atividade proteolitica da subunidade

20S do proteasoma

Tendo demonstrado que a NADPH oxidase contribui para o estresse
oxidativo causado pelos inibidores do proteasoma, € que a via do sistema ubiquitina-
proteasoma contribui para resposta de ativacdo da oxidase aos seus agonistas,
realizamos experimentos analisando a atividade proteolitica da subunidade 20S do

proteasoma na condi¢do basal ou apds incubacdo com angiotensina II ou
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tunicamicina. A atividade do proteasoma foi analisada apds 4 horas de incubagao,
pois nossos dados prévios indicam que existe um aumento mensurdvel de atividade
NADPH oxidase na fracio de membrana com ambos os agonistas. Os resultados
mostraram aumento precoce da atividade do proteasoma, que ¢é inibida como
esperado por MG132 (Figura 13). E interessante notar que angiotensina II ou
tunicamicina, que sdo acompanhadas por ativacao do proteasoma, desencadeiam vias
bastante distintas de sinalizacao intracelular. Angiotensina II ativa vias de sinaliza¢ao
PI3K/AKT, entretanto nao induz estresse do RE em condi¢des normais de incubacao
(Santos et al, 2009). Por outro lado, tunicaminica, ao induzir estresse do RE, leva a
ativacdo de vias de sinalizacdo da UPR, incluindo nas fases tardias pelo menos a via
JNK, que se forem persistentemente ativadas, culminam em apoptose. Assim,
embora 0s mecanismos que levam a ativacdo do proteasoma nao estejam claros, a
interacdo entre PDI e NADPH oxidase é potencial candidata a interagir e interligar
esses mecanismos, que envolvem vias de sinalizagdao redox. Para esclarecer melhor
este possivel mecanismo, estudos da atividade do proteasoma foram realizados na
presenca de silenciamento da PDI induzido por siRNA, que induziu um significativo
e consistente aumento na atividade basal do proteasoma, indicando que a expressao
basal da PDI € um freio a essa atividade. O aumento da atividade do proteasoma
induzido por angiotensina II e tunicamicina nao foi, entretanto, observado, indicando
uma possivel saturacdo méxima dessa atividade ja com o silenciamento da PDI

(Figura 14).
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Figura 13: Angiotensina-II e tunicamicina promovem ativacdo do atividade proteolitica 20S do
proteasoma. Quantificacdo das taxas de formagdo da probe fluorescente AMC em extrato total de células
RASM expostas a angiotensina-II, tunicamicina e MG132, conforme descrito em materiais e métodos. C
corresponde ao controle, AIl a angiotensinall 200nM, TN a tunicamicina Sug/mL e MG a MG132 1uM.
Esses experimentos foram obtidos a partir de 4 experimentos independentes
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Atividade 20S do proteasomana presenca de siRNA da PDI
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Figura 14: Atividade 20S Proteasoma - Perda da responsividade a Angiotensinall e tunicamicina na
preseenca do siRNA da PDI. Quantificacdo das taxas de formagdo da probe fluorescente AMC em extrato
total de células RASM expostas a angiotensina-1I, tunicamicina e MG132 por 4 horas, conforme descrito em
materiais e métodos. C corresponde ao controle, Ang-1II a angiotensinall 200nM, TN a tunicamicina Sug/mL
e MG a MG132 1uM. Esses experimentos foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes.

Interacao entre PDI e Proteasoma

Apoés verificarmos a atuacdo importante da inibi¢do do proteasoma na

ativacdo/expressao da NADPH oxidase e também nas alteracdes da sinalizacdo do
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estresse do RE induzido por tunicamicina, tornou-se importante averiguarmos a
inter-relacdo entre PDI e o proteasoma. Como descrito anteriormente, a atividade
20S do proteasoma € alterada com o silenciamento da PDI induzido por siRNA. Para
investigar a possibilidade de interacdo mais estreita entre PDI e proteasoma,
realizamos experimentos de co-localizagdo por microscopia confocal. Os dados
mostram evidéncia de co-localizacdo entre a PDI e o proteasoma 26S. Essa
associacdo foi detectada de forma mais intensa nas regides perinucleares. (Figura

15).
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Indicativo de colocalizag@o perinuclear entre PDI e 26S proteasoma

Figura 15: Imunomarcacio em microscopia confocal para PDI e 26S proteasome. As células contidas
em laminulas (13mm) foram fixadas com paraformaldeido 4% overnight. Apés permebializacdo (Nonidet
P40 0,1% em PBS), as células foram incubadas com anticorpo primério (anti-PDI da Santa Cruz 1:100 e
anti-26S proteasome 1:100) diluidos em PBS contendo albumina (1%) overnight a 4°C. Em seguida, as
laminulas foram incubadas com anticorpos secunddrios (anti-camundongo conjugado com Alexa488 e
anti-cabra conjugado com Alexa680), juntamente com DAPI (10pg/mL, Sigma) e analisadas em
microscopio confocal Zeiss LSM510 Meta.

Inibidores do proteasoma causam estresse do reticulo endoplasmatico, porém

inibem a inducao de estresse do RE por tunicamicina

Considerando que a Nox4 contribui significativamente para a sinalizacdo de
vias pré-adaptativas e pré-apoptdticas da UPR (Santos et al, 2009) e que a inibicao
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do proteasoma reduz tanto a sinalizacdo da UPR como a Nox4, examinamos a
hipétese de que a inibi¢ao da sinalizacdo da UPR pelo proteasoma envolva a inibi¢cao
da Nox4. A expressdo protéica de chaperonas do RE, cujo aumento € um indicador
de ERE, apresentou regulacdo diferencial de pelo menos duas destas chaperonas,
com um aumento da grp78 e diminuicdo da grp94 apos inibidores do proteasoma
(Figura 16). Em parte, esses resultados estdo de acordo com dados descritos na
literatura para outros tipos celulares, indicando que a inibi¢cdo do proteasoma causa
estresse do RE devido ao aumento de proteinas mal-enoveladas que nao foram
degradadas (Bush et al, 1997; Uehara et al, 2006). Por outro lado, a inducdo
diferencial das grps pode ser reveladora de um mecanismo regulatério especifico

exercido pelo proteasoma.

16h
WB: KDEL

C TN L5 L1 MG10 MG1

GRPY%4 —» 105

GRP78 —
e I — 75

Figura 16: Inibidores do proteasoma induzem estresse do RE. Células RASM foram estimuladas 16
horas com tunicamicina, lactacistina e MG132 e submetidas a Western Blot em gel SDS-PAGE 12%,
conforme descrito em materiais ¢ métodos. C= controle, WB= western blot, Tunicamicina: 5 pg/mL,
Lactacistina: 5-1 pM, MG132: 10-1 uM.
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Para entender os efeitos da inibi¢do do proteasoma no estresse do RE
desencadeado por agonistas cldssicos, como p.ex. tunicamicina, avaliamos o efeito
de MG132 no estresse do RE induzido pela tunicamicina. Ensaios de Western Blot
contra proteinas KDEL foram realizados em células RASM sob estiumlo isoladoou
concomitante de MG132 e TN. KDEL consiste em uma seqiiéncia C-terminal de
aminodcidos sinalizando retencdo no RE, presente em varias chaperonas especificas
do RE. Com a incubacdo conjunta de MG132 e tunicamicina, ocorreu diminuicao
significativa da expressdo de Grp78 e Grp94 (Figura 17). Além da redugdo da
sinalizagdo proadaptativa da UPR, ocorreu também inibicdo da sinalizacdo
proapoptdtica, representada por menor expressao protéica de CHOP (fator de
transcricao envolvido em processos de apoptose) no extrato nuclear, assim como de
ATF4 (fator de transcricao envolvido na transcri¢do de Chop, assim como de genes
antioxidantes e de adaptacdo metabdlica) (Figura 18). Tanto tunicamicina quanto
MG132 induziram clivagem do fator de transcricio XBP1, enquanto a co-incubagao
induz aumento ulterior da forma clivada (Figura 19). Este udltimo resultado pode
parecer paradoxal por indicar aumento da sinalizacdo da UPR, porém evidéncias
recentes indicam que a inducdo de XBP1 tem um papel protetor na inducdo de genes
antioxidantes e enzimas de reparo de DNA (Liu et al, 2009). E importante ressaltar
que os efeitos da inbicdo do proteasoma na sinalizacio de CHOP e Grps foi
essencialmente idéntico ao de um siRNA contra a Nox4, o que é coerente com 0
efeito dos inibidores de proteasoma na profunda redu¢do do mRNA de Nox4,

mostrada a Figura 12.
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As vias pelas quais o proteasoma interage com a cascata da UPR podem ser
multiplas. Ensaios de western blotting indicaram que vias de estresse e sobrevivéncia
sdo ativadas pela inibicdo pelo proteasoma, a saber, AKT e p38 MAP quinase

(Figuras 20 e 21).
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Inibicdo do proteasoma diminui a expressdo dos marcadores do Estresse do RE

apo6stunicamicina.
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Figura 17: Inibidores do proteasoma induzem estresse do RE, entretando diminuiem o
estresse causado por tunicamicina. Células RASM foram estimuladas 24 horas com
tunicamicina, ¢ MG132 e submetidas a Western Blot em gel SDS-PAGE 12%, conforme descrito
em materiais e métodos. C corresponde ao controle, TN a tunicamicina 5pug/mL e MG a MG132
1uM. Esses experimentos foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes
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Inibi¢do do proteasomadiminui a expressdo do marcador de Estressedo RE pré-
apoptético CHOP/GADDI153 etambém do fator de transcri¢io ATF4 ap6s

tunicamicina
n.;\»
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Figura 18: Estudos da sinalizacao do Estresse do RE frente a inibicdo do proteasoma induzida por
MG132. Células RASM foram estimuladas com Tunicamicina e MG132 e submetidas a obtencdo de
extrato nuclear. Em seguida essas amostras foram submetidos a Western Blot para CHOP e ATF4,
conforme descrito em materiais e métodos. WB: western blot. C corresponde ao controle, TN a
tunicamicina Spug/mL e MG a MG132 1pM. Esses experimentos foram obtidos a partir de 3 experimentos

independentes
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unspliced—
spliced—

XBP1

GADPH

Figura 19: Splicing XBP1. Células RASM foram estimuladas com tunicamicina e MG132 overnight. As
amostras de RNA foram obtidas a partir do kit RNeasy da Qiagen, em seguida realizou-se RT-PCR e
finalmente a PCR com Platinum Taq Polymerase da Invitrogen com primers para as formas de splicing e
unsplicing do XBP1, fabricados pela Invitrogen, com temperatura de anelamento de 720C em 35 ciclos de
15 segundos. Os produtos da reagdo foram de 200 e 174 pares de bases para unsplicing e splicing formas de
XBPI, respectivamente. Os produtos foram resolvidos em eletroforese na presenga de brometo de etidio em
gel de agarose 3%. Esses resultados foram obtidos em trés experimentos independentes.
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AKT ¢ ativado peloinibidor do proteasoma MG132
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Figura 20: Estudos da ativacio da AKT/PKB frente a inibicao do proteasoma induzida por MG132.
Células RASM foram estimuladas com MG132 1uM nos tempos de 2, 6 e 18 horas e submetidas a
obten¢do de extrato nuclear. Em seguida essas amostras foram submetidos a Western Blot para fosfoAKT
e AKT total, conforme descrito em materiais € métodos. WB: western blot. Esses experimentos foram
obtidos a partir de 3 experimentos independentes
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IB: p-p38
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Figura 21: Ativacdo da MAP quinase p38. Células RASM foram estimuladas com All, Tunicamicina e
MG132 nos tempos de 30minutos, 4 e 24 horas, e submetidas a obtengio de extrato de homogenato total.
Em seguida essas amostras foram submetidas a Western Blot para fosfo-p38 e p38 conforme descrito em

materiais € métodos.
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DISCUSSAO

Nossos dados mostraram que a inibicdo subletal do proteasoma ¢é
acampanhada pela alteracdo da regulacio da NADPH oxidase, com ativacdo em
condig¢des basais e forte inibicao da ativacdo dependente de estimulo. Em particular,
inibicdo do proteasoma induziu importante reducdo da resposta ao estressor do
reticulo endoplasmdtico tunicamicina, conhecido indutor da expressao de Nox4 e da
geracdo de ROS (Santos et al, 2009; Pedruzzi et al, 2004). Alteracdes associadas a
tunicamicina foram acompanhadas de profunda diminui¢io na expressdo do mRNA e
da proteina da Nox4 e também da PDI, cuja fun¢do reguladora da NADPH oxidase
foi recentemente descrita (Janiszewski et al, 2005). Ativacdo da NADPH oxidase
mediada por Angll e a expressdo do mRNA da Nox1 foram apenas moderadamente
prevenidos pela inibi¢do do proteasoma, embora tunicamicina e Angll tenham
igualmente induzido a atividade proteolitica 20S do proteasoma. A inibi¢do do
proteasoma promove sinalizacdo de sobrevivéncia e de estresse, tais como a
fosforilacdo de Akt e p38MAPK. Além disso, a inibicdo do proteasoma induz a
sinalizacdo da UPR de forma mais amena quando comparada a induzida pela
tunicamicina. Entretanto, em paralelo com baixa expressdao de Nox4, a inibicdo do
proteasoma atenua fortemente a sinalizacio da UPR induzida pela tunicamicina,
através da dimini¢do da inducdo de proteinas KDEL e PDI, bem como ATF4 e do
fator de transcricdito CHOP, embora splicing do XBP1 tenha aumentado. Essas
mudancas foram similares aquelas obtidas por um siRNA da Nox4. A forte sub-
regulacdo da UPR dependente da expressio da Nox4 induzida pela inibicdo do

proteasoma tem implicacdes mecanisticas e fisiopatoldgicas.
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A inibi¢do do proteasoma induz uma complexa resposta celular ao estresse, e
nos nossos estudos, foi caracterizado pela ativacdo de kinases envolvidas em
sobrevivéncia e estresse, como Akt e p38MAPK, bem como a sinalizagao da UPR,
que € resultante do bloqueio da ERAD (Wosniak et al, 2008). Em adi¢do, inibicao do
proteasoma pode promover parada reversivel na sintese de proteinas (Jiang and Wek
et al, 2005), possivelmente como parte de uma resposta integrada ao estresse celular
(Wang et al, 2009). Nosso estudo foi focado na inibi¢do do proteasoma como uma
forma de estresse celular, sendo assim importante ressaltar que é preciso ter cuidado
ao fazer inferéncias, a partir de nosso dados, sobre um possivel papel direto do
proteasoma na fun¢do da NADPH oxidase. Mesmo assim, € possivel sugerir, a partir
de nossos dados, que o proteasoma parece exercer um pequeno efeito inibitorio basal
na oxidase com respeito a regulacdo fisioldgica deste complexo enzimético. Com
concentracdes maiores de inibidores de proteasoma, vimos de fato aumento na
atividade da oxidase e na geracao de ROS, em concordancia com estudos reportados
por outros laboratérios usando SuM de MG132 em células renais (Block et al, 2007).
Nesse estudo, a inibicdo do proteasoma estabiliza a proteina p22phox e aumenta os
seus niveis protéicos juntamente com a atividade da oxidase. Nao observamos um
efeito semelhante em nossos estudos, provavelmente por causa das diferentes
condicdes e tipo celular. Racl € outra subunidade capaz de sofrer degracdo pelo
proteasom via mecanismos redox (Kovacic et al, 2001). Entretanto, as concentracoes
de MG132 ou lactacistina que efetivamente aumentam a produ¢ao de ROS e ativam
NADPH oxidase foram no nosso estudo subsequentemente (48h) associadas com
aumento de perda celular, e embora quantificacdes de ROS e da atividade da oxidase

ja estavam aumentadas apds 4 horas de incubagdo. Desta forma, ndo estd claro até
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que ponto o proteasoma exerce um papel relevante no controle da NADPH oxidase
em condi¢des mais fisioldgicas. Trabalhos publicados tém associado o estresse
oxidativo pds-inibicdo do proteasoma a disfuncdo mitocondrial (Sullivan et al, 2004),
particularmente no contexto de inducdo de morte celular em tumores. De fato,
inibidores do proteasoma induzem geracdo de ROS, quebra do potencial de
membrana da mitocondria, e induzim autofagia (Mijaljca et al, 2006; Ling et al,
2003, Din and Ying et al 2008). Entretanto, a semelhanca da NADPH oxidase em
nossas células, ndo estd claro até que ponto tais alteracdes podem refletir apenas
processos secundarios de morte celular. Estresse oxidativo mediado pela inibi¢do do
proteasoma em nossas VSMC foi associado com consumo de glutationa em niveis
similares aos observados com tunicamicina ou Angll (Santos et al, 2009), que por
sua vez induzem niveis significativamente maiores de ROS do que MG132 (1uM;
Figura 6). Uma possivel explicacdo para este fato é que a inibicdo do proteasoma
induz acimulo de proteinas mal-enoveladas apresentando disulfetos nao-naturais,

que sdo entdo reduzidos pela glutationa (Nakamura and Lipton et al, 2008).

Os efeitos da inibicdo do proteasoma na NADPH oxidase em nossos estudos
foram substancialmente distintos daqueles associados com outros tipos de estresse.
Disfunc¢do mitocondrial induz a expressdo basal de Nox4 e interrompe a ativacdo de
Nox1 mediada por Angll em VSMC (Wosniak et al, 2009). Estresse do reticulo
endoplasmadtico promove significante indu¢do de Nox4, com pequenas mudangas nos
niveis de Nox1 (Santos et al, 2009). E importante notar que a inibi¢io do proteasoma
induz vérios marcadores da UPR em nossas células. De fato, em vdérias células

tumorais, estresse do RE pode ser um importante mecanismo de morte celular

76



Discussdo

decorrente da inibi¢ao do proteasoma (Fribley et al, 2004; Jiang and Wek, 2005; Lee
et al,2003). Desta forma, a inibicdo do proteasoma € capaz de sobrepor-se as
conseqiiéncias do estresse do RE na sinalizacdo da Nox4, induzindo em nossas
células uma prevencdo quase completa da inducdo do mRNA da Nox4 apods
incubac@o com tunicamicina. Uma conclusdo indireta dessas consideracdes € que as
respostas celulares a estresse associadas a indu¢do de Nox sdo dependentes do tipo

especifico de estresse, bem como do tipo celular.

Os mecanismos potencias pelos quais a inibi¢do do proteasoma inibe os
niveis do mRNA da Nox4 durante a UPR s@o maltiplos. A diminuicdo observada nos
niveis protéicos de Nox4 nessas circunstancias € contra-intuitiva e indica que o
principal efeito da inibicdo do proteasoma ocorre no ambito da expressdo de mRNA.
Este efeito reflete possivelmente o importante papel do proteasoma na transcri¢ao
génica, que tem sido cada vez mais reconhecido (Collins and Tansey et al, 2006; von
Mikecz 2006). Inibicdo do proteasoma diminui a transcri¢do de vérias proteinas,
incluindo p.ex. o receptor de estrogeno (Lonard et al, 2000; Reid et al, 2003). Tal
efeito pode ocorrer por varios mecanismos em diferentes niveis, incluindo atividade
da RNA polimerase, regulacdo direta de elementos responsivos de promotores
génicos, além de vias epigenéticas (von Mikecz 2006). Com relacdo a estas ultimas,
foi descrito recentemente um papel da inibicdo da ERAD e subsequente inducio de
estresse do RE na transcri¢do da proteina NOXA em células tumorais (Wang et al,
2009). Além da transcricdo, a inibicio do proteasoma pode estar associada a
regulacdo de fatores que controlam a traducdo de proteinas, possivelmente por vias

indiretas, por exemplo, inducdo de fosforilagdo induzida por estresse de fatores de
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iniciacdo como elF2alfa(Karin and Bem-Neriah, 2000). Finalmente, o proteasoma
pode também regular os niveis de vdrios fatores de transcricdo potencialmente
associados com a Nox4 (Zhang et al, 2008). E importante notar que a regulacdo da
atividade da Nox4 parece estar determinada principalmente pelos niveis de mRNA
(Serrander et al, 2007). Portanto, os efeitos da inibi¢do do proteasoma durante a UPR
podem diretamente impactar na atividade da Nox4 e na producdo de ROS pela
oxidase. Em adicdo a Nox4, nossos resultados mostraram que a inibi¢do do
proteasoma também prejudica a expressao de mRNA e proteina da PDI. Quase nada
€ conhecidos sobre os mecanismos regulatérios da transcri¢ao da PDI em eucariotos,
em parte porque a PDI é abundamente expressa e parece ser altamente regulada pelo
niveis da expressao da proteina, além de translocag¢do e provavelmente modificacdes
pos-traducionais ainda nao conhecidas (V. Apéndice). Recentes experimentos do
nosso grupo indicam que a superexpressao da PDI promove ativagdo espontanea da
NADPH oxidase, enquanto o siRNA da PDI diminui a expressdo basal e estimulada
de Noxl (Fernandes et al, 2009). E possivel que a reducio do mRNA da PDI
contribua para dirigir a célula a um estado de baixa resposta de Nox1 a mitégenos.
De fato, observamos uma diminui¢do (embora moderada) de Nox1 em resposta a
Angll em nossas células. Além disso, considerando que a PDI parece exercer um
papel na geracdo de ROS durante o estresse do RE (Santos et al, 2009) sua menor
expressdo pode representar um mecanismo adaptativo a UPR induzida pelo inibidor

do proteasoma.

O aumento da atividade proteolitica do 20S-proteasoma com o silenciamento

génico da PDI indica um importante mecanismo regulatério basal desta chaperona no
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proteasoma. E possivel que este mecanismo envolva vias redox dependentes de tiois,
conforme sugerido por recentes observacdes de que membros da familia tiorredoxina
(Trp32) controlam a atividae do proteasoma por mecanismos redox (Wiseman et al,

2009).

As vias da UPR que sdo sensiveis as mudancgas da transcricio da Nox4
induzidas pela inibi¢do do proteasoma em VSMC ndo estdo claras. Evidéncias
prévias indicam que os inibidores do proteasoma interrompem a sinalizacdo da UPR
por perturbarem o fator de transcricdo XBP1 (Lee et al, 2003). Nessas células, os
inibidores do proteasoma previnem a geracdo de forma ativa do XBP1 (clivada) e
estabilizam a sua forma ndo clivada, que produz sub-regulacdo da UPR. Em nossas
células, entretanto, clivagem do XBP1 foi aumentada apds a inibicao do proteasoma
e particularmente apds a co-incubagdo com tunicamicina. Este resultado estd
aparentemente em uma direcdo oposta aos efeitos nos outros indicadores da UPR.
Para assegura se esse efeito € peculiar a nossa linhagem celular especifica, repetimos
o experimento reportado na Figural9 em A7RS (células musculares lisas de aorta de
rato), com resultados andlogos, exceto que nessas células a clivagem do XBP1 ndo
foi tdo evidente apds MG132 sozinho, embora bastante importante apés MG132 +
tunicamicina (dados ndo apresentados). Nessas células, ocorreu também uma forte
inibicdo do mRNA da Nox4 pela inibi¢ao do proteasoma, sozinho ou em combinagdo
com a tunicamicina. Essas consideracdes indicam que: a) Sitios outros que ndo o
XBP1 podem contribuir para o efeito dos inibidores do proteasoma na UPR em
VSMC, ao contrério de células de mieloma. Embora intrigantes, essas diferengas ndao

sdo inesperadas, considerando que as células de mieloma sdo células secretoras
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profissionais nas quais a UPR exerce um papel particularmente vital na protecao
contra estresse do RE e apoptose (Lee et al, 2003; Ling et al 2003; Fribley et al,
2004). De fato, a clivagem do XBP1 € um importante componente protetor da UPR,
particularmente contra o estresse oxidativo, uma vez que € capaz de codificar um
grande numeros de genes antioxidantes; b) A clivagem de XBP1 nao parece estar
diretamente relacionada a expressao de Nox4 em VSMC; ¢) A indugdo de Nox4
parece dominar significativamente a UPR em células musculares lisas, o que estd de
acordo com dados nossos e de outros laboratérios (Santos et al, 2009; Pedruzzi et al,
2004). De fato, em nosso estudo, a sinalizagdo da UPR apresentou uma analogia
entre os efeitos da inibicdo do proteasoma e do silenciamento génico da Nox4,
particularmente no fator de transcricito CHOP; d) Existe uma significante
diversidade na sinaliza¢cdo da UPR conforme o tipo celular e tipo de estressor do RE.
Por exemplo, como discutido acima, sinais da UPR causados pela inibi¢do do
proteasoma sdo diferentes daqueles observados pela tunicamicina em VSMC. Em
cardiomidcitos, a inibicdo do proteasoma promove a induc¢do dos fatores de
transcricao CHOP e ATF6, mas ndo de XBP1 e de proteinas KDEL (Fu et al, 2008).
Além disso, os efeitos fisioldgicos da interrup¢do da UPR podem diferir de acordo
com o estado celular. Em células proliferativas, a inibicdo do proteasoma tende a
induzir a apoptose, enquanto em células diferenciadas o efeito predominante € a
reducdo da apoptose (Papa and Rockwell, 2008). Tanto a func@o do proteasoma
como a UPR per se podem favorecer a diferenciacio celular. E possivel que a
inibicdo do proteasoma possa evitar a diferenciacdo, que em VSMC parece estar

associada com Nox4 (Clempus et al, 2007).
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Os resultados de nosso estudo podem ter implicagdes ndo s6 para melhor
compreensdo dos mecanismos de estresse oxidativo induzido por inibidores do
proteasoma, como para potenciais implicacdes terapéuticas desses compostos em
doencas cardiovasculares. A inibi¢do do proteasoma diminui a formagdo de
neointima apds lesdo por meio de varios mecanismos, que incluem: diminui¢dao da
proliferacdo via degradacdo de proteinas do ciclo celular, dimimuicdo da migracdo
celular, aumento da degradacao de IkBalpha, e aumento da apoptose (Meiners et al,
2002). Além disso, a interrup¢cdo da UPR e da Nox4 pode gerar impactos nas
estratégias para limitar o estresse do RE associado a vdrias condicdes
cardiovasculares e seus fatores de risco, incluindo aterosclerose (Herrmann et al,
2008), hiperhomocisteinemia (Carluccio et al, 2007), resisténcia a insulina e diabetes
(Kitiphongspattana et al, 2005), e hipertrofia cardiaca (Dickhout and Austin, 2006).
De fato, juntamente com o aumento do estresse do RE, o sistema ubiquitina-
proteasoma estd mal-funcionante em placas aterosclerdticas humanas,

particularmente placas instdveis (Versari et al, 2006).
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Conclusdo

CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos resultados indicam que a inibicio do proteasoma
produz uma resposta de estresse celular com ativacdo de vias de sinalizacdo da UPR
e estresse oxidativo. Tanto por possiveis efeitos diretos do proteasoma como por
possiveis efeitos da resposta celular a estresse, ocorre importante perda da ativacao
da NADPH oxidase em resposta a estimulos, particularmente estressores do RE. A
perda de respota redox a estressores do RE € acompanhada de profunda reducio da
expressdo do mRNA da Nox4. Estas alteracdes estdo associadas a uma importante
inibicdo da sinalizacdo da UPR em resposta a estressores do RE, particularmente da
sinalizag¢do pré-apoptética via CHOP. A compreensdo de como a Nox4 interage com
esses processos via proteasoma deve promover interessantes avangos no

entendimento da fisiopatologia de processo redox celulares.
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Modificac¢bes pos-traducionais da PDI

Dissulfeto Isomerase Proteica

Dissulfeto isomerase protéica (PDI) € uma ditiol-dissulfeto oxidoredutase do
reticulo endoplasmatico (RE) pertencente a super-familia da tiorredoxina (Figura22).
Estas proteinas contém uma caracteristica seqii€ncia CXXC no sitio ativo onde duas
cisteinas catalisam a troca de pontes dissulfeto inter- ou intra-moleculares. A PDI é
uma proteina abundante que existe preferencialmente em dois estados semi-oxidados
in vivo (i.e., ou o primeiro ou o segundo sitio ativo estd oxidado). Dependendo de
varidveis redox do meio ambiente, PDI agir tanto como redutase, oxidase ou
isomerase (Appenzeller-Herzog and Ellgaard et al, 2008).

A fungdo primdria dessa familia é promover o enovelamento redox de
proteinas no RE. Entretanto, recentes trabalhos incluem fun¢des em outros processos
tais como Degradacdo de Proteinas dependente do RE (ERAD), trafego de proteinas,
homeostase de célcio, bem como apresentacdo de antigeno.

A formagdo de pontes dissulfeto em proteinas no RE € dirigida pelas enzimas
PDI e ERO1 (Endoplasmatic reticulum oxidase 1). ERO1 age em associa¢do com a
flavina FAD, que € sintetizada no citosol, mas pode rapidamente entrar no limen do
RE. PDI recebe elétrons (e-) de substratos (proteinas em processo de enovelamento),
assim oxida grupos tidis (-SH) em residuos de cisteina, resultando na formagado de
pontes dissulfeto. ERO1 usa uma reacdo FAD-dependente para transferir elétrons da
PDI para o oxigénio molecular (O;), resultando na producio de espécies reativas de
oxigénio. Glutationa reduzida pode assistir a reducao de pontes dissulfeto que ocorre

quando hd um actimulo de proteinas a serem enoveladas ou ainda em situacdes de
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acumulo de proteinas mal enoveladas, resultando na producao de glutationa oxidada
(GSSG). Além disso, PDI reduzida pode promover reducdo de grupos tidis
incorretamente pareados em proteinas ndo naturalmente oxidadas. Como a atividade
da ERO1 ¢ modulada pela quantidade de FAD no RE, formacao de pontes dissulfeto
estd ligada a condicdes nutricionais e/ou metabdlicas da célula. As vias pelas quais o
transporte de FAD para o limen do RE é regulado em células eucaridticas sao

virtualmente desconhecidas.

SH 5
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SH e S
SH S
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GSSG af
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H,0, (ROS)

Figura 22: Geracdo de espécies reativas de oxigénio a partir do enovelamento redox
de proteinas.

A PDI esta localizada no ldmen do RE, aonde assiste o enovelamento correto
de proteinas. E uma abundante proteina presente em concentracdes milimolares no
RE de figado (Noiva 1999). Vérios andlogos da PDI foram descritos, indicando que a
PDI é parte de uma familia maior de proteinas que t€m em graus varidveis atividades

tiol oxido-redutase, chaperona e isomerase (Clissold and Bicknell, 2003). A molécula
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da PDI apresenta uma continua superficie hidrofébica e articulagdo bastante
dinamica dos bragos da proteina, condicdes que permitem sua interacdo com
substratos de diversos tamanhos e com diferentes localizacdes de pontes dissulfeto.
Sabe-se também que a fungdo chaperona nao requer necessariamente os dominios
redox da proteina, e que vdrias interacdes proteina-proteina — talvez a maioria — da
PDI ndo necessitam da por¢do redox, embora seja essencial para estabilizar da
ligacdo (Klappa 1997; Noiva 1993; Tian 2006). Em células de mamiferos, a
expressdo da PDI sustenta a sobrevivéncia celular e sua super-regulacdo aumenta a
resisténcia a apoptose (Fratelli 2002; Sullivan 2003; Tanaka 2000). Apesar de conter
no dominio C-terminal a sequéncia KDEL de retencdo no RE, a PDI mostra um ativo
trafego intracelular e € encontrada na superficie de vérios tipos de células
eucaridticas e procaridticas, aonde age provavelmente como uma redutase. A
combinacdo de efeitos redox da PDI com o seu conhecido papel no controle do
trafego e secrec¢do de proteinas tornam seus possiveis efeitos atraentes no sentido de
entender mecanismos de agdo da NAD(P)H oxidase, com a qual interage. Uma
importante situacao na qual, entre varios outros fendmenos, a PDI pode ser regulada
e se transloca para a membrana, € o Estresse do Reticulo Endoplasmatico (ERE),

gerando uma resposta celular chamada Unfolded Protein Response (UPR).

Embora a PDI seja a mais bem caracterizada oxidoredutase, a familia PDI-
like possui no minimo 20 membros identificados em células humanas, que
apresentam uma ampla variedade de dominios e sitios ativos (Appenzeller-Herzog and
Ellgaard et al, 2008). Esse amplo nimero permite essas proteinas de atuarem em

especificas funcdes. A ERp57 é um exemplo, pois interage com chaperonas
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glicoprotéicas do RE, calnexina e calreticulina, e assiste a formacdo de pontes
dissulfeto em proteinas glicosiladas (Oliver et al, 1997). Outra PDI-like ¢ a ERdj5
que age como redutase para promover o desenovelamento de proteinas, preparando-

as para retrotranslocacao e degradacdo via ERAD (Ushioda et al, 2008).

Nosso grupo descreveu e tem ativamente estudado um efeito PDI na
regulacdo da NADPH oxidase vascular, um contexto no qual a PDI migra para a
superficie celular (conforme descrito no item Introdug@o). Neste contexto, é muito
provdvel que a PDI sofra modificacdes pds-traducionais funcionalmente relevantes,
dentre as quais alteragcdes no padrdo de ubiquitinagdo e fosforilagdo. Esta
fosforilagdo ocorre relativamente longe dos sitios tiol e parece modular a ligaciao de
peptideos/proteinas a PDI (Quéméneur et al, 1994). Deste modo, estudos de
fosforilagdo da PDI podem abrir caminhos na compreensdo mecanistica da interag@o
fisica e funcional da NADPH oxidase com a PDI. Portanto, um objetivo adicional do
presente estudo foi entender a ocorréncia e o padrdo de fosforilacdo da PDI durante
a ativa¢do da NADPH oxidase frente tanto ao inibidor do proteasoma quanto a seus
conhecidos agonistas, angiotensina Il e tunicamicina. Estudos prévios in vitro
mostram que a PDI € potencialmente fosforilada em pelo menos dois sitios (em

treonina e tirosina) (Quéméneur et al, 1994).

Os estudos relatados a seguir foram realizados no periodo de 15 de janeiro a
12 de julho de 2008 no departamento de Cardiologia na Faculdade de Medicina da
Emory University em Atlanta/Georgia/Estados Unidos, em colabora¢do com a Profa.

Dra. Kathy Griendling.
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Foram realizados estudos relacionados a fosforilagao da PDI e das chaperonas
grp 78 e 94. Os resultados compreendem cinco partes: 1) Validacdo dos ensaios de
imunoprecipitacdo da PDI; 2) Verificacdo da fosforilagdo da PDI por ensaios de co-
imunoprecipita¢do, utilizando anticorpos anti-PDI e anti-fosfoproteinas (serina,
tirosina e treonina); 3) Purificacio de proteinas fosforiladas por colunas de
cromatografia por afinidade, seguido por western blot para PDI e proteinas KDEL
(chaperonas); 4) Verificacdo da fosforilacao utilizacao plasmideo PDI-GFP e ensaios
de imunoprecipitacao utilizando anticorpos GFP e anti-fosfoproteinas (serina,
tirosina e treonina); 5) Ensaios de imunoprecipitacdio da PDI utilizando fésforo

radioativo P32.

Inicialmente, utilizando anticorpos anti-PDI de duas companhias, ABR e
Assay Designs/Stressgen, imunoprecipitacdes da PDI foram validadas e a seguir
utilizadas para ensaios de co-imunoprecipita¢do para estudo da fosforilacdo (Figura
23). A possivel banda fosforilada da PDI foi muito fracamente marcada quando
utilizdvamos os anticorpos anti-fosfotirosina e anti-fosfotreonina. Em parte, tal
dificuldade foi devida a presenca das bandas de imunoglobulina da cadeia pesada do
anticorpo utilizado para imunoprecipitagdo, uma vez que a tamanho da PDI (55kDa)

€ muito préximo da IgGs (50kDa).
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Figura 23: Validacdo dos ensaios de imunoprecipitacdo. Células HEK 293 foram lisadas e
submetidas a imunoprecipitacio para PDI e em seguida para Western Blot contra PDI,
conforme descrito em materiais e métodos. Como validacdo foi utilizado I1gG de camundongo
para verificar possiveis marcagdes inespecificas.

Trés ferramentas foram entdo utilizadas. Inicialmente, utilizamos coluna
cromatogrifica (Purification Phosphoprotein kit, Qiagen) para purificagdo de
proteinas fosforiladas. Os restulados mostraram que a PDI estd fosforilada tanto em
condi¢des basais e mais intensamente com Angiotensina II e o inibidor do
proteasoma MG132; entretanto, houve também marcacdo da PDI no FlowThrough,
indicando certa quantidade de PDI ndo-fosforilada. Por essa metodologia, também

verificamos que as grps 78 e 94 estdo fosforiladas em condi¢des basais e mais
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fortemente apds estimulo com Angiotensina II, com pouca presenca dessas proteinas

no FlowThrough (Figura 24).

AROGL  Phosphorylord
profedns

B Eluate Flowtrough Lysates
A . _A
r A r A}

r \
CAIT MG C ATl MG C ATl MG

PDI— IB: PDI (ABR)

PDI— + |IB: PDI (Stressgen)

erpP4—
etp78—

IB: KDEL (ABR)

Figura 24: Estudos de fosforilacdo da PDI por ensaios de cromatografia por afinidade. Células RASM
foram estimuladas com tunicamicina e MG132 por 24horas. Em seguida , as células foram lisadas e os
lisados proteicos form aplicados em colunas de separagc@o de proteinas fosforiladas (como esquematizado no
item A, fornecido pelo fabricante das colunas, QTAGEN). Os eluatos (eluate), os flowtrough e os lisados
(lysates) foram submetidos a separacdo em gel de poliacrilamida 10% seguidos de immunoblotting (B). A
membrana foi bloqueada com tampdo de lavagem (tris-HCl 50 mM, pH 7.4, e NaCl 150 mM) contendo
Tween 20 0,05%, e leite desnatado 5% (ou albumina bovina), por 90 min. A seguir, a membrana foi
incubada, durante a noite, em solu¢do contendo anticorpo primdrio (Anti-PDI ou anti-KDEL, Stressgen, 1:
1000), sendo a seguir incubada por 1h com anticorpo secunddrio (IgG anti Ig de camundongo, conjugada
com peroxidase — 1:1000). A revelacdo foi feita por quimiluminescéncia, com kit ECL da Amersham
Pharmacia Biotech, com diferentes tempos de exposicdo ao filme fotogréfico. C corresponde ao controle,
AII a angiotensinall 200nM e MG a MG132 1uM.
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A segunda ferramenta foi a utilizagdo de plasmideos conjugados com um
rotulo (“tag”) de GFP, para que pudéssemos aumentar o tamanho da proteina de
fusdo - que passaria a ser aproximadamente 85kDa -, bem como a utilizacdo de

anticorpos anti-GFP (Figura 25 e 26).

92



Apéndice

rabbit PDI myc KDEL
rabbit PDI DNA3.1
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Figura 25: Construcdo do vetor PDI-GFP no plasmideo pDNA3.1. A PDI foi inserida nos sitios
entre BamHI e Xbal. J4 a sequéncia do GFP foi inserido entre os sitios da EcoR1. A sequéncia da
PDI utilizada foi a de coelho.
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Figura 26: Verificacdo da overexpressio da PDI-GFP em células HEK293. (A) Células HEK293 foram
transfectadas com plasmideo PDI-GFP e a fluorescéncia intriseca do GFP foi verificada por microscopia. (B)
as células em seguida foram lisadas e submetidas a imunoprecipitacio para GFP e as amostras submetidas
para Western Blot contra PDI. A membrana foi bloqueada com tampao de lavagem (tris-HC1 50 mM, pH 7.4,
e NaCl 150 mM) contendo Tween 20 0,05%, e leite desnatado 5% (ou albumina bovina), por 90 min. A
seguir, a membrana foi incubada, durante a noite, em solucio contendo anticorpo primdrio (Anti-PDI,
Stressgen, 1: 1000), sendo a seguir incubada por 1h com anticorpo secunddrio (IgG anti Ig de camundongo,
conjugada com peroxidase — 1:1000). A revela¢do foi feita por quimiluminescéncia, com kit ECL da
Amersham Pharmacia Biotech, com diferentes tempos de exposi¢cio ao filme fotogrifico. C corresponde ao
controle, TN a tunicamicina Sug/mL e MG a MG132 1uM.

Nesses experimentos, verificamos que a PDI era fracamente marcada com

anticorpos anti-fosfotirosina e anti-fosfotreonina (Figura 27)
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Figura27 : Estudos de fosforilacdo da PDI por ensaios de imunoprecipitacio. Células HEK293 foram
transfectadas com plasmideo PDI-GFP e apds 48horas foram estimuladas com tunicamicina e MG132 por
24horas. Apds a fluorescéncia intriseca do GFP ter sido verificada por microscopia, as células entdo foram
lisadas e submetidas a imunoprecipitacdo para GFP e as amostras submetidas para Western Blot contra PDI,
fosfotirosina (phosphoTYR) e fosfotreonina (fosfoThre). A membrana foi bloqueada com tampdo de
lavagem (tris-HCI 50 mM, pH 7.4, e NaCl 150 mM) contendo Tween 20 0,05%, e leite desnatado 5% (ou
albumina bovina), por 90 min. A seguir, a membrana foi incubada, durante a noite, em solu¢do contendo
anticorpo primdrio (Anti-PDI, Stressgen, 1: 1000), sendo a seguir incubada por 1h com anticorpo secunddrio
(IgG anti Ig de camundongo, conjugada com peroxidase — 1:1000). A revelagdo foi feita por
quimiluminescéncia, com kit ECL da Amersham Pharmacia Biotech, com diferentes tempos de exposi¢do ao
filme fotogrifico. C corresponde ao controle, TN a tunicamicina Sug/mL ¢ MG a MG132 1uM. Controle
negativo (-) se refere a canaleta com apenas anticorpo primdrio e secunddrio, sem a adicdo de lisado celular.

A terceira ferramenta foi a utilizagdo de kits comerciais que evitassem o
marcac¢do das IgGs, em especial o GenScript’s One-Step WesternTM.kit (GenScript)
Com esse kit, evitamos a marcacdo da IgGs, e a partir dai foi possivel verificar

precisamente a banda da PDI. Entretanto, a marcacdo da fosforilagio mostrou-se

fraca ou até mesmo inexistente nesses experimentos. Estudos subseqiientes foram
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realizados com a utilizacdo de fésforo radioativo nos ensaios de imunoprecipitacao.
Para nossa surpresa, a imunoprecipitacdo da PDI nao evidenciou marcac@o na altura
esperada e sim em complexos no topo do gel, que devido ao seu tamanho ndo foram
separados por eletroforese em gel SDS-PAGE (Figura 28). Ensaios subseqiientes de
imunoprecipitacdo € immunoblot nas mesmas condi¢des mostraram que (além da
marca¢do na altura esperada), a marcacdo da PDI no topo do gel € desfeita na

presenca de Uréia no tampao de lise celular (Figura29)

MG(2h)
A

C All /C All \ TN MG
10min 30min 10min 30min 24h

* " ‘ IP: PDI (ABR)

Stacking gel

Figura 28: Estudos de fosforilacdo da PDI por ensaios de imunoprecipitacao — Utilizacdo de fésforo
radioativo. Células RASM foram estimuladas com angiotensina II por 10 e 30minutos, com e sem pré-
estimulo de 2 horas com MG132, e também estimulada com tunicamicina e MG132 por 24horas. Em
seguida , as células foram lisadas e os lisados proteicos foram imunoprecipitados com anticorpo anti-PDI
(ABR, 1:1000), e entdo apds sucessivas lavagens foram aplicados em gel SDS-PAGE 10%. A gel foi exposto
a filmes fotogréficos em diferentes tempos. C corresponde ao controle, AIl & angiotensinall 200nM, TN a
tunicamicina e MG a MG132 1uM.
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Figura 29: Imunoprecipitacio da PDI - Utilizaciao de diferentes tampdes de lise. Células RASM foram
lisadas e os lisados proteicos foram imunoprecipitados com anticorpo anti-PDI (ABR, 1:1000), e entdo apds
sucessivas lavagens foram aplicados em gel SDS-PAGE 10%, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose e realizamos entdo western blot para PDI (Stressgen, 1:1000), como descrito em
materiais e métodos.

Assim, nossos dados sugerem que: 1) a PDI esté fosforilada em complexos de
alto peso molecular homo ou hetero-oligoméricos (eventualmente, a fosforilagdo da
PDI poderia até ser a condi¢do que determina a formacgdo de tais complexos); 2)
alternativamente, ndo se pode descartar a possibilidade de que a PDI nao ¢é

fosforilada diretamente e estd agregada a outras proteinas fosforiladas.
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Podemos dizer que a fosforilagdo da PDI e das grps 94 e 78, tanto por
angiotensina II quanto pelo MG132, pode ser sinalizador para efeitos importantes
dessas chaperonas. Recentes dados da literatura mostraram fosforilagdo de grps por
angiotensina II, no contexto de degradacdo muscular (Krishna et al, 2007). As
chaperonas possuem diversos sitios de fosforilacdao e essa sinalizacdo pode mediar
suas interagcdes proteina-proteina e aumentar a sua capacidade de enovelamento de
substratos protéicos. Portanto essa habilidade poderia ser uma resposta de protecio a
producdo de oxidantes induzida pela angiotensina, uma vez que estresse oxidativo é
necessdrio para essa fosforilagdo, evitando assim desenovelamento e degradacio de
proteinas devido a esse estresse. Nesse contexto, poderiamos especular que a
fosforilacdao induzida pelo MG132 poderia ser uma resposta adaptativa, evitando a
formacdo de agregados devido ao bloqueio da degradacdo. Além disso, mostramos
ainda que a angiotensinall aumenta a atividade proteolitica 20S do proteasoma, o que
poderia portanto ser uma possivel ligacdo entre fosforilagdo da PDI com regulacdo e

degradacdo protéica via sistema ubiquitina-proteasoma.

Assim, estes dados indicam que em geral a PDI é fracamente fosforilada e a
fosforilacdo ndo obedece a um padrdo simples que sugira uma regulagcdo direta
linear da ativacdo da NADPH oxidase ou do efeito do proteasoma na NADPH

oxidase por meio dessa modificacdo pos-traducional.

Finalmente, a fosforilacdo de proteinas ¢ uma das modificacdoes pOs-
traducionais que podem ativar ou até mesmo antagonizar sua ubiquitina¢io, sendo,
portanto um processo de regulacdo tanto para a degradacdo quanto para outras
fun¢des, independente do proteasoma, da sinalizacdo mediada pela ubiquitina, tais
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como trafego, apoptose, ciclo celular e transcrigdo génica. (Luciano F, 2003; Meller
R, 2006; Pickart CM, 2004, Brichese L, 2002). Desta forma, ndo € improvavel que
esta modificacdo pods-traducional da PDI possa alterar a sua inter-relacdo com a
NADPH oxidase. Ubiquitinacdo € uma modificacdo pds-traducional reversivel que
atua em diversos processos celulares distintos da sua clédssica func¢ao relacionada ao
proteasoma. Dentre elas,podemos citar divisdo celular, diferenciacdo, trafego de
proteinas, controle de qualidade, endocitose, entre outras (Mukhopadhyay and
Riezman, 2007). Além disso, sabe-se que a ubiquitinacdo pode remodelar a
superficie de proteinas e assim pode potencialmente afetar sua estabilidade e
atividade, alterando suas interacdes com outras proteinas e dirigindo a sua

localizagdo subcelular.

Existem diversas formas de ubiquitinagdo de proteinas: monoubiquitina¢do
(uma udnica ubiquitina estd ligada a proteina), multiubiquitinagdo (vdrias lisinas da
proteina alvo estdo ligadas a uma tunica ubiquitina) e poliubiquitinacdo (uma cadeia

de vdrias ubiquitinas € ligada a proteina alvo).

Para averiguarmos um possivel perfil de ubiquitinacdo da PDI, células RASM
foram carenciadas e estimuladas com tunicamicina e MG132 overnight. Em seguida,
realizou-se a imunoprecipitagdo para PDI e western blot para proteinas ubiquitinadas
(Figura 24). Os dados indicam que a PDI apresenta-se monoubiquitinada,
especialmente na presenca de MGI132. A existéncia de bandas detectadas pela
marcagdo com Ac anti-ubiquitina em pesos moleculares mais altos sugere que multi

ou poli-ubuiquitinacdo estdo também presentes, embora sejam necessarios mais
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experimentos para estabelecer um possivel padrio de resposta a estimulos

especificos, que no momento nao foi verificado.

2h
C TN MG
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Figura 30: Estudos de ubiquitinacio da PDI por ensaios de imunoprecipitacao. Células HEK293 foram
estimuladas com tunicamicina e MG132 por 2horas. As células entdo foram lisadas e submetidas a
imunoprecipitagdo para PDI (ABR, 1:1000) e as amostras submetidas para Western Blot para proteinas
ubiquitinadas (Invitrogen, 1:1000). A membrana foi bloqueada com tampdo de lavagem (tris-HC1 50 mM,
pH 7.4, e NaCl 150 mM) contendo Tween 20 0,05%, e leite desnatado 5% (ou albumina bovina), por 90 min.
A seguir, a membrana foi incubada, durante a noite, em solu¢@o contendo anticorpo primdrio, sendo a seguir
incubada por lh com anticorpo secunddrio (IgG anti Ig de camundongo, conjugada com peroxidase —
1:1000). A revelacdo foi feita por quimiluminescéncia, com kit ECL da Amersham Pharmacia Biotech, com
diferentes tempos de exposicdo ao filme fotografico. C corresponde ao controle, TN a tunicamicina Spug/mL
e MG a MG132 1uM.
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