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RESUMO

A reestenose é um processo que atinge cerca de 30% das pessoas
submetidas a angioplastia. Durante a reestenose ha migracdo e proliferacdo de
células musculares lisas (VSMC) em direcdo ao limen do vaso, provocando a
formacdo de uma camada neo-intima rica em VSMC e matriz extracelular
(MEC). A QSOX é uma proteina sulfidril oxidase que catalisa a oxidacdo de
diti6is a dissulfetos e, por isso, pode ser um alvo interessante, jA& que a MEC é
rica em tidis. Nossos estudos mostraram a expressao de QSOX durante o
processo de reestenose em ratos lesados com cateter baldo (1, 7, 14 e 21
dias). Imediatamente apos a lesdo com cateter baldo, os ratos foram
submetidos a transfeccdo de RNAI para QSOX com gel plurdnico. Apos 14
dias, observamos uma clara mudanca na morfologia das células tratadas com
RNAI para QSOX em comparacdo ao controle negativo “scrambled”, apesar de
nao haver diferenca na relacdo intima/média. Foi possivel observar dois tipos
distintos de células nos animais tratados com RNAI para QSOX, fato que néo
foi visto nos animais sem tratamento, 14 dias apés a lesdo. Sugerimos que a
QSOX possa estar envolvida no processo de diferenciacdo celular, ja que as
células observadas eram morfologicamente semelhantes as células
encontradas apés trés meses de lesdo. Ensaios in vitro mostraram que a
transfeccdo de RNAI para QSOX levou a uma diminuigdo na migragao (~30%,
48 horas) e viabilidade celular (~10%) em cultura de VSMC. Estes resultados
sugerem que a QSOX possa ter um papel na diferenciacéo celular in vivo, mas
in vitro a supressdo parcial promove a inibicdo da proliferacdo e migracao

celulares.

Palavras-chave: QSOX, Reestenose, RNA de interferéncia.



ABSTRACT

Restenosis is a process that affects around 30% of people undergoing
angioplasty. During restenosis occurs migration and proliferation of vascular
smooth muscle cells (VSMC) into the lumen of the vessel, leading to the
formation of a neo-intimal layer rich in VSMC and extracellular matrix (ECM).
QSOX is a sulfhydryl oxidase protein that catalyzes the oxidation of thiols to
disulfides and, because of that, it can be an attractive target, given that ECM is
rich in thiols. Our studies showed the expression of QSOX during the process of
restenosis in rats injured with a balloon catheter (1, 7, 14 and 21 days).
Immediately after the catheter balloon injury, rats were subjected to QSOX
RNAI transfection with pluronic gel. After 14 days we observed a clear change
in cell morphology of cells treated with QSOX RNAi compared to the negative
control scrambled, although no difference in the relation between intima/media
was detected. It was possible to observe two distinct types of cells in animals’
transfected with QSOX RNAI, a fact which was not observed in animals not
submitted to this treatment, at 14 days of injury. We suggest that QSOX may be
involved during cell differentiation process, since the analyzed cells were
morphologically similar to cells found after three months of injury. In vitro assays
showed that transfection of RNAiI to QSOX led to a decrease in migration (~
30%, 48 hours) and cell viability (~ 10%) in cultured VSMC. These results
suggest that QSOX1 may play a role at in vivo differentiation, but, in vitro, its

partial suppression promotes inhibition of VSMC proliferation and migration.

Keywords: QSOX, Restenosis, interference RNA.
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1. INTRODUCAO

1.1 ATEROSCLEROSE

A aterosclerose € uma doenca crbnica inflamatéria causada pela
formacdo de ateromas nos vasos sanguineos. Os ateromas sdo placas
formadas principalmente por lipidios que se acumulam na parede do vaso
causando o estreitamento do limen, podendo levar a interrupgéo total do fluxo
sanguineo (Tonkin, 2003). Dependendo da localizacdo, pode causar infarto do
miocardio e derrames e, em muitos casos, é fatal (Glaudemans, Slart et al.,
2010; Nofer, Brodde et al., 2010). De fato, doengas cardiovasculares sdo uma
das principais causas de morte nos paises industrializados (Handler e
Coghlan, 2007). Em 2006, elas foram a maior causa individual de morte nos
Estados Unidos da América (EUA), chegando a 26% do total de ébitos. Mais de
400 mil pessoas naquele pais morreram decorrentes de infarto do miocardio
em 2006 (Lloyd-Jones, Adams et al.,, 2010), que na maioria dos casos €&
causado pela aterosclerose (Hansson, 2005). Acredita-se que nos EUA foram
gastos 155,7 bilhées de ddblares com atendimentos de doencas
cardiovasculares em 2010 e que houve mais de 1 milhdo 255 mil casos de
ataques cardiacos, dentre os quais 755 mil eram casos novos e 0s demais

reincidentes (Lloyd-Jones, Adams et al., 2010).

A artéria normal possui divisdes histoldgicas bem definidas (Figura 1),
sendo uma primeira camada composta por células endoteliais (tunica intima),
seguida de uma tunica média, que possui principalmente células musculares
lisas e fibras elasticas dando firmeza aos vasos, e por fim a tunica adventicia
rica em matriz extracelular que confere a sustentacdo (Jungueira e Carneiro,
2004; Sreejayan, Ren et al., 2008a).

Quando os niveis de colesterol na corrente sanguinea sao elevados ha o
risco de acumulo de LDL (Low Density Lipoprotein), calcio e outras substancias
sob o endotélio do vaso, levando a formacgdo de placas (Figura 1) (Tonkin,
2003; Cheema, 2006). O LDL-colesterol circulante atravessa o endotélio e se
acumula entre a média e a intima. O acumulo de LDL inicia um processo de
oxidacdo que ativa as células endoteliais, levando a um processo inflamatério

cronico (Berliner, Navab et al., 1995). Mondcitos e linfocitos migram atraves do



17

endotélio e permanecem na intima. La, macréfagos fagocitam as particulas de
LDL-colesterol modificadas, formando as células espumosas ou “foam cells”
(Libby, 2001). As células espumosas podem se romper e formar estrias
gordurosas. Células musculares lisas migram da média em direcéo a intima, e
contribuem para a deposicdo de matriz extracelular. Assim, células vivas,
restos celulares e matriz extracelular compdem placa aterosclerdtica, a qual

leva a estenose (Hansson, 2005).

Vaso normal

|
Adventicia
| Média
Intima

Faixa de gordura se
forma dentro da intima

Placainstavel com
uma fina capa fibrosa
e gordura

Placa estavel se forma
com uma espessa capa
fibrosa - Ateroma

FIGURA 1 - REPRESTA(;AO DO PROCEDDO DE ATEROSCLEROSE. O Colesterol LDL
atravessa a camada média do vaso. O acumulo do colesterol juntamente com outras moléculas
forma o ateroma, estreitando o limen do vaso.

FONTE: Adaptado de American Heart Association Learn and Live®

1.2 ANGIOPLASTIA

Intervengdes de cateterismo vem sendo utilizadas ha mais de 100 anos
(Mueller e Sanborn, 1995). Em 1977, o cirurgido Andrew Griintzig com auxilio
de um catéter provido de um baldo, que pode ser insuflado, em uma das suas
extremidades, inventou a técnica da angioplastia com catéter baldo (Gruntzig e
Schneider, 1977).
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A angioplastia é realizada por meio de um procedimento cirdrgico, no
qual um catéter baldo é introduzido no Iimen do vaso aterosclerético. O baldo
é entdo insuflado, comprimindo o ateroma e restabelecendo o fluxo sanguineo
(Figura 2) (Gruntzig e Schneider, 1977; Levy, Jesse et al., 1979). Contudo,
alguns pacientes que haviam passado pelo procedimento de angioplastia
voltaram a ter complicagcdes no mesmo vaso em que a aterosclerose havia sido
‘removida”. Estudos levaram a descoberta de uma nova patologia, hoje
conhecida como reestenose (Caramori, Yamamoto et al., 1997).

Introdugao do cateter

= S Cateter baldo é
baldo até o ateroma

insuflado

Fluxo sanguineo
reestabelecido

Cateter balao comprime
a placa contra a parede
do vaso

FIGURA 2 — REPRESENTACAO DO PROCEDIMENTO DE ANGIOPLASTIA. Um catéter baldo

€ introduzido no limen do vaso e é inflado na regido do ateroma comprimindo-o e
restabelecendo o fluxo sanguineo.
FONTE: adaptada da American Heart Association Learn and Live®

1.3 REESTENOSE

A reestenose € uma complicacdo importante da angioplastia, pois atinge
de 30% a 50% dos pacientes que sofreram este procedimento (Bauters e Isner,
1997). Devido a lesé@o que é causada na artéria pelo catéter quando insuflado,
h& a exposicao de células musculares lisas pela perda das células endoteliais.
Em seguida, um processo inflamatério € iniciado no local da lesdo, com o
acumulo de plaguetas e leucocitos que liberam fatores de crescimento
(Toutouzas, Colombo et al., 2004), tais como TGF-B, PDGF(Nikol, Huehns et



19

al., 1996; Bauters e Isner, 1997) e a expressao de metaloproteases por VSMC
(Galis e Khatri, 2002).

Sabe-se que na reestenose além dos fatores de crescimento que
estimulam a proliferacdo celular, a matriz extracelular ocupa um papel
importante nesse remodelamento, sendo que de toda a camada neo-intima
60% do volume € composto por matriz extracelular (Bauters e Isner, 1997). Em
pesquisas histologicas com cardtidas de humanos com “stent’, foram
identificadas uma série de componentes da matriz extracelular como colageno
do tipo lll, versicam e &cido hialurdnico, esses dois ultimos co-localizados com
a-actina e CD44 ligado ao espessamento da intima (Farb, Kolodgie et al.,
2004).

Em humanos a reestenose leva cerca de trés a seis meses para ser
formada. (Nikol, Huehns et al., 1996). Portanto, as investigacbes sobre
complica¢cbes da angioplastia vém sendo realizadas em animais experimentais.
O macaco € o animal que mais se assemelha ao homem em termos de
respostas fisiopatoldgicas. Porém, devido a dificuldade de manipulacdo e o
tempo de demora para obtencdo dos resultados, animais menores sdo mais
frequentemente utilizados, como o coelho, o camundongo e o rato. O modelo
experimental em rato € um estudo dirigido somente a reestenose, ja que esse

animal ndo sofre aterosclerose (Kantor, Ashai et al., 1999).

O procedimento da formacédo da neo-intima em rato € bem descrito e
ainda muito estudado. A cirurgia é realizada na carétida esquerda com auxilio
de um catéter baldo e ap6s 14 dias a formacado da neo-intima esta completa e
estabilizada apos o 21° dia (Clowes, Reidy et al., 1983; Clowes e Clowes,
1986; Tulis, 2008). Logo apdés a lesdo ha a perda das células endoteliais,
rompimento das fibras elasticas e exposicdo das ceélulas musculares lisas
(Clowes e Clowes, 1986). A disfuncao das células endoteliais leva a expressao
aumentada de plasminogenio ativador inibidor-1 (PAI-1), fibronectina,
trombospondina, integrinas, selectinas, angiotensina e dezenas de fatores de
crescimento, entre os principais presentes estdo: TGF-B, PDGF, IL-1 e IGF-1.
Outros fatores também séo liberados nas células musculares lisas ativando-as

(Nikol, Huehns et al., 1996) juntamente com a ativacdo de alguns oncogenes
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(Muller, 1997) e PCNA (“Proliferating-Cell Nuclear Antigen”), que é uma
proteina nuclear necessaria para a sintese de DNA pela DNA polimerase
(Morishita, Gibbons et al., 1993). Apds 48 horas as SMCs comecam a migrar
da camada média e ap6s 96 horas migram para formar a neo-intima (Clowes e
Clowes, 1986), juntamente com um aumento significativo na sintese protéica.
Ha a deposicdo de colageno, elastina e proteoglicanos (Strauss, Chisholm et
al., 1994).

Durante os primeiros 14 dias ocorre o maior espessamento da neo-
intima (Clowes e Clowes, 1986), composta por células musculares lisas nao
diferenciadas, sem capacidade contratil (Schwartz, Campbell et al., 1986),
juntamente com a expressdo de proteinas da matriz extracelular como
fibronectina, osteopontina e vitronectina. Tanto o RNA mensageiro (RNAm)
como a proteina fibronectina apresentam expressdo acumulada na porcéo
luminal da neo-intima (Bauters, Marotte et al., 1995). Ap6s o 21° dia de lesé@o, a
neo-intima comeca a se estabilizar tendo uma diminui¢cdo no espessamento em

relacéo ao 14° dia (Clowes e Clowes, 1986).

1.4 RNA DE INTERFERENCIA

Uma das melhores formas de se estudar uma proteina e entender a sua
funcdo é suprimindo a proteina de estudo. Uma das técnicas utilizadas é
conhecida como “knockout” na qual mutagbes levariam a uma inativacdo do
gene permitindo analisar os efeitos da auséncia do produto génico em estudos
biolégicos (Redmond, 2001). O problema desse modelo é que muitas proteinas
sdo essenciais para o desenvolvimento e muitos animais ndo se desenvolviam
e nao nasciam. Até mesmo modelos de cultivo de células nocauteadas podem
acarretar resultados duvidosos, jA& que algumas proteinas dependem
exclusivamente de outras para serem expressas, além de demandar

laboratorios especializados e do custo elevado.

O mecanismo de RNA de interferéncia (RNAi) é um processo de
silenciamento génico poés transcricional, onde um RNA dupla fita (dsSRNA) com
sequéncia especifica inibe a expressao génica (Kurreck, 2009). Esse processo
foi primeiramente observado em plantas (Napoli, Lemieux et al., 1990) e logo

descrito no nematédeo Caenorhabditis elegans (Fire, Xu et al.,, 1998). No
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citoplasma, o dsRNA é processado pela RNAse Ill Dicer em “small interfering
RNA” (siRNA) de 21 a 23 nucleotideos (Elbashir, Lendeckel et al., 2001). Os
siRNAs sdo processados entdo por um complexo de ribonucleoproteinas, a
RISC (“RNA-induced silencing complex”). A RISC identifica sequéncias
complementares entre sSiRNA e RNA mensageiro e esse RNAm é clivado
levando a degradacéo e conseqiente diminuicdo (“knockdown”) da expressao

génica (Baulcombe, 2002) (Figura 3).
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FIGURA 3 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DO MECANISMO DE A(;AO DE RNA DE
INTERFERENCIA. No citoplasma o RNA dupla fita é processado pela Dicer em siRNA de 21 a
23 nucleotideos que é incorporado pela RISC que identifica sequéncias complementares entre
siRNA e RNAm inibindo a sintese protéica.

FONTE: DO AUTOR.

1.5 QSOX

QSOX (quiescina/sulfidril oxidase) sdo tiol oxidases dependentes de
FAD (flavina adenina dinucleotideo) que catalisam, através de uma série de
reacbes de troca tiol-dissulfeto, a oxidacdo de di(tidis) a dissulfeto com a
reducdo concomitante de oxigénio molecular a peréxido de hidrogénio (reacao
1) (Thorpe, Hoober et al., 2002; Raje e Thorpe, 2003; Heckler, Rancy et al.,
2008).

2 RSH + O; —» R-S-S-R + H,0; (reacéo 1)



22

Em mamiferos, existem dois genes para QSOX, 0s quais originam
QSOX1, a mais abundante, e QSOX2 ou QSOXN, caracterizada inicialmente
em células de neuroblastoma (Wittke, Wiedemeyer et al., 2003).
Estruturalmente, QSOX s&do compostas por um dominio TRX (tiorredoxina) na
porcdo N-terminal, seguido de um dominio caracteristico de QSOX, helix-rich
region (HRR), e um dominio Erv/Alr na porcdo C-terminal. Este ultimo dominio
contém o sitio de ligacdo de FAD. Ervl e Erv2 (“Essential for respiration and
vegetative growth”) sdo proteinas de levedura homologas a proteina Alr
(“Augmenter of liver regeneration”) de mamiferos (Fass, 2008). Estas proteinas
(Erv e Alr) sédo pequenas tiol oxidases com diversas fungbes (Coppock e
Thorpe, 2006; Thorpe e Coppock, 2007). Alr € um fator de crescimento que
estimula a proliferacdo de hepatdcitos para a regeneracdo do tecido hepatico
(Chen, Yu et al., 2003).

A expressao de QSOX1 ja foi demonstrada em diversos ambientes,
como trato reprodutor masculino (Ostrowski, M. C. e Kistler, W. S., 1980;
Benayoun, Esnard-Feve et al.,, 2001), fibroblastos de pulmdo (Coppock,
Kopman et al., 1993), tecido uterino (Musard, Sallot et al., 2001), ilhotas de
Langerhans, glandula paroétida, glandulas apdcrinas da pele, células no
intestino que secretam peptideos e proteinas (Coppock e Thorpe, 2006),
cérebro, epiderme (Matsuba, Suga et al., 2002), glandula sebéacea, placenta
(Thorpe e Coppock, 2007) e leite bovino (Jaje, Wolcott et al., 2007). Trabalhos
recentes mostram uma alta expressdo de QSOX em tumores na proéstata
(Song, Zhang et al., 2009) e em plasma de pacientes com cancer pancreatico
(Antwi, Hostetter et al., 2009). Nosso grupo demonstrou que a QSOX1 esta
presente em tecidos fetais como soro (Zanata, Luvizon et al., 2005) e aqueles
derivados dos folhetos mesodérmico e ectodérmico (Portes, Ikegami et al.,
2008). Nesse trabalho, foi mostrado ainda que a expressao desta enzima em
tecidos epiteliais aumenta durante o desenvolvimento fetal, indicando um papel
regulatorio no desenvolvimento embrionario e fetal. O gene QSOX1 pode
também sofrer processamento alternativo do RNAm, levando a formacao de
duas isoformas de QSOX1, uma isoforma longa, com um dominio
transmembranico na porcdo C-terminal (Chakravarthi, Jessop et al., 2007) e

uma isoforma curta, solivel e produzida pela perda do dominio
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transmembrana (Radom, Colin et al., 2006). A segunda forma do gene QSOX,
QSOXN ou QSOX2, foi caracterizada em células de neuroblastoma humano e
sua expressdo, bem menor do que a de QSOX1 na maioria dos tecidos
(Ostrowski, W. S. e Kistler, W. S., 1980; Coppock, Kopman et al., 1993;
Hoober, Joneja et al., 1996; Coppock e Thorpe, 2006) parece estar associada a

um fenaotipo pré-apoptoético (Wittke, Wiedemeyer et al., 2003).

Apesar de existirem muitos dados sobre a expresséo da QSOX, seu
papel biologico ainda n&o foram estabelecidos. E conhecida a associacéo entre
expressdo de QSOX1 e inibicdo da proliferacdo de diversas células (Musard,
Sallot et al., 2001; Hellebrekers, Melotte et al., 2007). Enquanto QSOX2 foi
descrita como pré-apoptética (Wittke, Wiedemeyer et al., 2003), a QSOX1 foi
recentemente descrita como anti-apoptética (Morel, Adami et al., 2007). A
isoforma longa da QSOX1 localiza-se no complexo de Golgi e participa do
dobramento oxidativo intracelular de proteinas (Chakravarthi, Jessop et al.,
2007). De fato, baseado na reacédo catalitica e na sua localizacdo intra-(ER e
Golgi) e extracelular, € bem aceito que a QSOX1 esteja envolvida no
dobramento oxidativo de proteinas nascentes (QSOX1 intracelular) e na
organizacdo da matriz extracelular (QSOX1 extracelular). A isoforma mais
abundante da QSOX1 é a secretada (isoforma curta) (Ostrowski, M. C. e
Kistler, W. S., 1980; Hoober, Joneja et al., 1996; Zanata, Luvizon et al., 2005).

Para o0 ambiente extracelular, a literatura propde funcdes
antimicrobianas, ao produzir peréxido de hidrogénio, e fun¢des relacionadas a
geracdo de estruturas ligadas/estabilizadas por pontes dissulfeto. Entre estas,
estruturas que sejam muito grandes para serem montadas intracelularmente,
ou ainda dobramentos oxidativos protéicos que sejam finalizados no meio
extracelular (Heckler, Rancy et al., 2008). De fato, a expressao de QSOX1
acompanha a expressdo de varias proteinas de matriz extracelular, como
subunidades de colageno, decorina (Coppock, Kopman et al., 1993) e lisil
oxidase (Heckler, Rancy et al., 2008). Interessantemente, foi sugerido que a
montagem de particulas da lipoproteina A seja mediada por uma tiol oxidase
extracelular que ndo a PDI (proteina dissulfeto isomerase) (Becker, Nesheim et
al., 2006). Alem disso, diversas proteinas de superficie celular sdo reguladas

pelo estado de oxidacdo de seus tidis voltados para o lado extracelular (Jiang,
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Fitzgerald et al., 1999; Laragione, Bonetto et al., 2003; Sahaf, Heydari et al.,
2005; Gelderman, Hultgvist et al., 2006). Embora ainda ndo seja bem
conhecido, é possivel que tal estado seja bem controlado pelo ambiente ou por
proteinas extracelulares (Sahaf, Heydari et al., 2005), particularmente os tibis
participantes de dissulfetos alostéricos (Chen e Hogg, 2006), encontrados em

integrinas e outras proteinas de superficie (Jordan e Gibbins, 2006).

Tendo em vista que a QSOX1 é uma proteina que pode estar envolvida
no remodelamento da matriz extracelular (MEC), e que a neo-intima € rica em
MEC, é interessante o estudo de um possivel papel da QSOX1 no processo de

formacéo da neo-intima.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar um possivel papel da QSOX1 na formagdo da neo-intima

durante o processo de reestenose em carétida de rato lesada com catéter

baldo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o curso da lesdo com catéter baldo em carétida de rato;
Investigar e quantificar a presenca da QSOX1 e de fibronectina na neo-
intima de rato;

Realizar o “knockdown” de QSOX1 por RNAi em carétida de rato lesada
com catéter baldo e analisar possiveis mudancas morfologicas na falta
dessa proteina;

Determinar o efeito do silenciamento por meio de RNAI para QSOX na
migracao, proliferacdo e na viabilidade de células musculares lisas in
Vitro;

Avaliar o efeito da superexpressdo de QSOX1 na migracao, proliferacédo

e na viabilidade de células musculares lisas in vitro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Ratos Wistar machos, de cerca de 60 dias foram obtidos no biotério do
Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR. Os ratos utilizados nos experimentos
de lesdo com catéter baldo, apds as cirurgias foram mantidos no biotério da
UFPR onde as gaiolas com cepilho limpo eram trocadas trés vezes por
semana, juntamente com agua filtrada e racéo ad libitum (Jagadeesha, Lindley
et al., 2005; Touchard e Schwartz, 2006). Os animais foram ortotanasiados
com dose letal de anestésico xilasina (500 mg/kg) e foram descartados em

local especifico de coleta de material biolégico da UFPR.

3.2 LESAO ARTERIAL
O procedimento cirargico foi aprovado pelo comité de ética animal da

Universidade Federal do Parana sob o nimero 412 (anexo).

Antes da cirurgia todo o material cirdrgico foi autoclavado e o local onde
as cirurgias eram realizadas foi previamente provido com os fios de sutura, lupa

Leica EZ4, iodo-povidine, catéter balédo e instrumento cirdrgico.

A angioplastia com catéter baldo (Fogarty 2F, Edwards Lifesciences) foi
realizada na cardtida esquerda de ratos machos Wistar (250-3009)
anestesiados com injecao intraperitoneal de ketamina (100 mg/kg) e xilazina (5
mg/kg) (Maffia, Grassia et al., 2006). Logo apds a anestesia foi realizada a
tricotomia da regido cervical e a anti-sepsia com iodo-povedine. Com auxilio de
uma tesoura de pele serrilhada reta (Richter R-677-15R) foi realizado um corte
cirirgico da pele do animal na regido cervical, logo abaixo do queixo em
direcdo a cauda, até o comeco do 0sso esterno. O musculo foi divulsionado e
0s musculos esternocleidomastoide, omohioideo foram mantidos separados
com auxilio de um férceps para expor a carétida (figura 4C). Com duas pingas
micro reta com serrilha (Richter R-300-14S) a carétida foi separada de todos os
tecidos adjacentes, nervos e fascia. Na bifurcacdo da porcéo distal da carotida
e na porcao proximal proximo ao esterno, fios de algodao 4-0 foram usados
para conter o fluxo sanguineo. Usando uma tesoura Castroviejo 10 cm (Richter
R-665-10) foi feito uma pequena incisdo na por¢ao direita da bifurcacdo da

carodtida, onde o catéter baldo era introduzido (Figura 4A e 4B). A desnudacao
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endotelial e a lesdo intimal da carétida esquerda foram realizadas com o
catéter baldo de embolectomia (Fogarty 2F, Edwards Lifesciences). O catéter
foi introduzido através da artéria carétida externa até a artéria carétida comum
e foi entdo inflado com 0,2 ml de solucdo fisiolégica e arrastado com
movimentos giratorios, desinsuflado e novamente posicionado na artéria
car6tida comum, insuflado e arrastado. Este procedimento era realizado trés
vezes. A carotida externa era ligada com fio mononylon 6-0, o férceps era
removido e o local da incisdo suturado com fio mononylon 4-0 (Clowes, Reidy
et al., 1983; Sreejayan, Ren et al., 2008b). Logo apos o efeito da anestesia era
administrado por via oral, 200mg/kg de dipirona como analgésico (Abbott e
Bonder, 1997). Alguns animais foram anestesiados e submetidos ao

procedimento sem a utilizacdo do catéter baldo (ratos sham-operados).

Proximal

Distal

Cateter-Baldao

FIGURA 4 — LESAO COM CATETER BALAO EM CAROTIDA DE RATO. A. Representagéo da
carétida comum, interna (C.I) e externa (C.E) e do procedimento de lesdo. Fios de algodao 4-0
foram utilizados para conter o fluxo sanguineo. Com uma tesoura cirurgica foi realizado um
corte na carétida para introdugdo do catéter baldo do sentido distal para o proximal. O catéter
foi insuflado e a lesao foi realizada com a desnudacao endotelial da carotida com a raspagem
do catéter balao com movimentos circulares pela porcao interna da carétida. O catéter baldo
foi retirado e com fio de nylon 6-0 o local de introdugéo do catéter foi fechado. B. Foto de uma
cirurgia com os fios para conter o fluxo sanguineo. A seta indica a bifurcagéo da carétida. C. Os
musculos esternocleidomastoide e omohioide foram separados com auxilio de um férceps para
visualizag&o da cardtida.

FONTE: DO AUTOR.

3.3 “KNOCKDOWN?” DE QSOXL1 IN VITRO
O gel plurbénico F127 (Sigma Aldrich) € um composto atoxico feito de

polioxietileno-polioxipropileno-polioxietilieno n&o ibnico e possui aplicagdes
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farmacéuticas (El-Kamel, 2002) formando micelas para transporte de
compostos intracelularmente (Bohorquez, Koch et al., 1999). Ja foi mostrada
sua eficiéncia para transfeccdo tanto in vitro como in vivo (El-Kamel, 2002;
Escobar-Chavez, Lopez-Cervantes et al., 2006). O gel plurénico 30% (m/v) a

4°C ¢é liquido, mas gelifica imediatamente a temperatura corporal.

A supressao in vivo foi realizada utilizando uma solucédo de 30% de gel
plurénico em &gua tratada com DEPC (dietil pirocarbonato) (Hlawaty, San Juan
et al., 2007). O DEPC ¢ utilizado para inativar RNAses atuando em seu sitio
ativo. Quinze microgramas (923 pmol) de RNAi para QSOX1 ou controle
negativo “scrambled” foram diluidos na solucéo de gel plurénico e aplicados a
cardtida imediatamente apos a lesao arterial (Wang, Zheng et al., 2009). Os
animais foram ortotanasiados com 7 e 14 dias apds a lesdo e as carotidas

emblocadas.

Dois siRNAs (Invitrogen) foram utilizados: um com uma sequéncia para
silenciamento da QSOX1 (5* UGGAGCCUGCCAAGCUGAAGGAUAU 3') e um
controle negativo “scrambled” (5° UGGCCGUCCAACGGUAAGGAGAUAU 3.
Os RNAs de interferéncia séo do tipo Stealth comercializados pela Invitrogen, e
ambos foram desenhados pelo software “Block-it RNAi Designer”, disponivel no

site da Invitrogen.
3.4 ANALISE MORFOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA

3.4.1 Emblocagem dos tecidos

As carétidas foram emblocadas em parafina ErvPlast® (Erviegas). Para
isso, 0s animais foram ortotanasiados com dose letal de anestésico (500mg/kg
de xilasina) e a caroétida foi exposta. Aproximadamente 0,5 cm da artéria foi
removida, lavada em PBS e submersa por 24 horas em paraformaldeido 4%. O
tecido foi desidratado com banhos de 45 minutos de etanol em concentracdes
de 50, 70, 80, 90 e 100%. As carétidas foram mergulhadas em xilol P.A por
cerca de 30 segundos e mantidas em parafina derretida em estufa a 60°C por
trés horas para logo serem emblocadas em moldes de papel. Apds no minimo
24 horas, os blocos foram cortados. Cortes de 6 pum foram realizados nos
blocos com a utilizagcdo de um micrétomo Leica RM2145 e colocados sobre

lamina histolégica de vidro.
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3.4.2 Coloracdo com hematoxilina e eosina

As laminas contendo os cortes foram incubadas (temperatura ambiente)
em dois banhos de xilol por 30 minutos cada, seguidos de banhos sequenciais
de 5 minutos em etanol para a reidratacdo comecando com etanol na
concentracdo de 100%, seguido por 90, 80, 70 e 50% e por ultimo duas
imersdes de 5 minutos em agua destilada. As laminas foram entdo coradas
com hematoxilina de Harris (para composicéo ver quadro 1) (Tolosa, Rodrigues
et al., 2003) por 15 segundos e lavadas com dois banhos de agua destilada por
3 minutos e mais 10 minutos em agua corrente. Em seguida, as laminas foram
mergulhadas em eosina (para composicao ver quadro 1) (Tolosa, Rodrigues et
al., 2003) por 1 minuto e lavadas duas vezes em agua destilada por 5 minutos.
A desidratacao foi feita utilizando os mesmos tempos e alcodis do mais diluido
para o menos diluido até a etapa do xilol, onde foram mantidas por 3 minutos.
As laminas foram seladas com Entellan® (Merck) e os cortes cobertos com

laminula para posterior analise em microscoépio.

QUADRO 1 — COMPOSICAO DE HEMATOXILINA E HERRIS E EOSINA.

Hematoxilina de Harris Eosina

Composto Quantidade Composto Quantidade
Hematoxilina (Merck) 5g Eosina lg
Etanol 100% P.A 500 mL Agua Destilada 20 mL Solugao estoque
Alimen de aménio 100 g Alcool 95% 80 mL
Agua Destilada 1L Eosina estoque 1 Parte Solugdo de uso
Oxido de Mercurio 2,3g Alcool 80% 3 Partes

FONTE: TOLOSA, RODRIGUES et al., 2003

3.4.3 Imunomarcacgao

Diferentes anticorpos foram utilizados para as analises de
imunoistoquimica. As laminas contendo as carétidas foram submetidas a
remocao da parafina por 60 minutos em estufa a 60°C, seguido de dois banhos
de xilol de 30 minutos e reidratadas como descrito no item 3.4.2. O tecido foi
blogueado com metanol P.A contendo 1% de peroxido de hidrogénio (30%)
durante 45 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS por 5
minutos e detergente Triton X-100 0,05% em PBS por mais 5 minutos. As
laminas foram entdo colocadas em camara umida e bloqueadas com PBS
contendo albumina de soro bovino 1% durante 1 hora. O anticorpo primario
anti-QSOX de camundongo produzido em coelho (Portes, lkegami et al., 2008)
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diluicdo 1:400 ou anti-fibronectina humana produzida em coelho (Brusamolin,
2006) diluigéo 1:400, foi incubado sobre os cortes durante 16 horas a 4°C em
camara umida. As laminas foram lavadas com PBS por 5 minutos, bloqueadas
com PBS BSA 1% por 15 minutos, e incubadas por 30 minutos com anticorpo
secundario  Universal Peroxidase Kit  (Diagnostics  BioSystems).
Diaminobenzidida (DAB) (DAB Plus Buffer — Diagnostics BioSystems) foi
utilizado como revelador e, apds esta etapa, as laminas foram lavadas duas
vezes com PBS durante 5 minutos seguido de uma lavagem com agua
destilada por 5 minutos. A contracoloracdo foi feita com hematoxilina por 15
segundos. As laminas foram entdo lavadas com agua destilada por duas vezes
de 5 minutos desidratadas com &lcool 50, 70, 80, 90, e 100% e apds banho de
xilol as laminas foram seladas com Entellan® (Merck) e laminula. Apos
secagem por 24 horas, as reacfes puderam ser analisadas em um microscopio
Olympus modelo 1X71 acoplado com uma camera de captura DP72 e software
DP2BSW. Foram utilizadas as objetivas de 4x, 10x, 20x, e 40x.

3.4.4 Analise semi-quantitativa da area imunomarcada

Cada carotida foi fotografada com objetiva 40x (400x de aumento) em
quatro campos diferentes, de cada qual foram extraidos 6 subcampos
(100x100 pixel) da regido neo-intima totalizando 24 subcampos por carétida.
As analises foram realizadas com o programa Image Pro-Plus versdo 6.0
desenvolvido pela MediaCybernetics®. Como as imunoistoquimicas foram
realizadas em diferentes dias, a intensidade da marcacao néo foi comparavel
entre as diferentes datas. Dessa forma, foi analisada a area imunomarcada.
Com o Image Pro-Plus, foi possivel selecionar a cor desejada, converté-la em

cor selecionada e mensurar sua area (Figura 5).
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FIGURA 5 — ANALISE SEMI-QUANTITATIVA DA IMUNOMARCAGAO. . A anélise foi realizada
selecionando 24 subcampos de 100x100 pixel da neo-intima de 4 campos diferentes. A area
total dos subcampos foi medida com o software Image Pro-Plus 6. A. Imagem de um
subcampo, a seta indica a area imunomarcada em marrom, a cor é selecionada manualmente
através do software e (B) em vermelho a 4rea marcada. A area total € dada em pixel (elemento
de imagem).

FONTE: DO AUTOR.

Entdo, cada carotida possuia 4 campos e 24 subcampos, a area total
dos subcampos foi dividido por 24 e realizada a média dos 4 campos, o valor
obtido foi o valor representativo de nivel de expressédo da proteina para cada

carétida.

3.5 CULTURA PRIMARIA DE CELULA MUSCULAR LISA DE VASO

Ratos Wistar machos pesando 300 gramas foram ortotanasiados com
dose letal (500 mg/kg de xilasina) de anestésico. Com uma tesoura cirurgica foi
realizada toracotomia e com pincas e afastadores a aorta foi localizada e
isolada. Um segmento de aproximadamente 3 cm da aorta toracica foi coletado
e colocado em um tubo de 50 mL contendo tampédo PBS estéril com 40 mg/L
de garamicina (Shering-Plough). Em um fluxo laminar e com um bisturi a
camada adventicia foi removida e o vaso cortado em sentido longitudinal.
Fragmentos de aproximadamente 1mm? eram feitos com o bisturi e colocados
em uma placa de 24 pocos com o lumen voltado para o fundo da placa.
Aproximadamente 4 a 5 fragmentos eram colocados em cada pogo juntamente
com 500 pL de meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium high glucose -
Gibco) e 20% de soro fetal bovino (Gibco). Em seguida, as placas pré-tratadas
para inibir o crescimento de fibroblastos, foram mantidas em estufa com 5% de
CO; e a 37°C. Por volta do quinto dia de cultura as células musculares lisa de
vaso (VSMC) comecaram a migrar e apos alguns dias as células eram soltas
com tripsina e passadas para uma placa maior (passagem 1) para serem
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expandidas e utilizadas para diversos experimentos ou congeladas em
nitrogénio liqguido com 10% de DMSO e 90% de SFB.

3.6 CULTURA DE VSMC

Para os experimentos in vitro foram utilizadas células de cultura primaria
de musculo liso de aorta de rato (VSMC). As VSMC foram mantidas em cultura
com meio DMEM contendo 10% SFB e 40 mg/L de garamicina. O meio das
células era trocado trés vezes por semana e quando confluentes, as células
foram expandidas para outras placas. As células formam mantidas em uma
estufa com 5% de CO, e temperatura constante de 37°C. A contagem de
células foi feita com uma camara de Neubauer. Apds a sexta passagem as

células eram descartadas.

3.7 RNA DE INTERFERENCIA (“KNOCKDOWN?”) IN VITRO

VSMC na terceira/quarta passagem com confluéncia de 60-70% em
placas de cultura de 96 pocos, 24 pocos ou 6 pocos foram usadas para as
transfec¢cdes de RNA de interferéncia in vitro. Oligofectamina (Invitrogen) foi
utilizado como agente transfectante. Brevemente, as células eram plaqueadas
com meio DMEM contendo garamicina e 10% SFB. Apds um dia, as placas
eram lavadas com PBS e o meio era substituido por DMEM contendo 10% SFB
sem antibiéticos. A transfeccdo era realizada conforme instrucbes do
fabricante. ApO6s 24 horas, era adicionada garamicina as placas. A
concentracdo final de oligonucleotideo foi 160 a 166 nM, com variacdes nos
volumes de Opti-MEM® (Invitrogen), RNAI, Oligofectamina e meio DMEM para
os diferentes tipos da placa conforme quadro 2. Todos os experimentos de
transfeccéo foram realizados em condicdes estéreis em um fluxo laminar. Para
a placa de 96 pocos, por exemplo, foram preparadas duas solucdes. Os
valores a seguir sao referentes a cada poco, geralmente eram preparadas
solugbes para 24 pocos. Na primeira solucdo foram adicionados em um
microtubo (1,5 mL) 0,4 pL de RNAI (scrambled ou QSOX) e 5 uL de Opti-
MEM®, e em outro tubo foram misturados 0,3 pL de oligofectamina e 1,2 pL de
Opti-MEM®. Ambas as solugcbes ficaram em repouso por 5 minutos. Em
seguida, a primeira solucéo foi misturada a segunda e deixou-se em repouso a
temperatura ambiente por 20 minutos. Por ultimo, a solucdo foi aplicada

diretamente no pogo e completado com meio DMEM com 10% de SFB livre de
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antibiotico para volume de 50 uL. N&o ha a necessidade da retirada do meio de
transfecgao. Dessa forma, o meio néo foi trocado. Para as outras placas, 0s

volumes foram redimensionados como consta no quadro 2.

QUADRO 2 — CONDICOES DE TRANSFECCAO IN VITRO. Células VSMC com confluéncia de
60-70% foram transfectadas com aproximadamente 160 nM de RNAi utilizando oligofectamina.
As etapas A e B foram preparadas em microtubos e deixadas em repouso em temperatura
ambiente por 5 minutos. Logo, A foi misturado a B e deixado em temperatura ambiente por 20
minutos, essa solucédo foi aplicada diretamente ao po¢o e 0 meio completado (etapa C).

Placa de cultura Etapas 96 Pogos 24 Pogos 6 Pogos
Oligonucleotideo (Estoque de
20pM) A 0,4uL 2,5ul 6,61L
Opti-MEM® 5ul 30pL 80pL
Oligofectamina B 0,3uL 1,8uL 4,8ul
Opti-MEM® 1,2plL 7,21l 19,2uL
Volume final (Meio DMEM
10%SFB) C 50uL 300pL 800puL
Concentracao final de
oligonucleotideo 160nM 166nM 165nM

FONTE: Adaptado de Invitrogem, lipofectamin protocol.

3.8 ELETROPORACAO DE VSMC

VSMC (5x10°) em placas de cultura P100 foram lavadas com PBS,
depois com PBS EDTA, e soltas com tripsina. Esta ultima foi entéo inativada
pela adicdo de 5 mL de meio DMEM com 10% de SFB e sem antibi6ticos. As
células foram centrifugadas por 3 minutos, 0 meio foi descartado e o pellet
ressuspendido em 400 puL de meio Opti-MEM®. As células com o meio foram
entdo colocados em uma cubeta para células eucaridtica de 0,4 cm (BioRad) e
deixadas em gelo por 30 minutos, em seguida em banho-maria por 30
segundos e eletroporadas com método Exponential Decay em um
eletroporador BioRad GenePulser XCell nas seguintes condi¢des: 300 V, 500
UF e resisténcia infinita. Apds a eletroporacéo, as cubetas com as células foram
mantidas por 30 minutos em temperatura ambiente e sO depois foram

plagueadas e incubadas em estufa com 5% de CO, e 37°C.

As células foram eletroporadas com o vetor pCR3.1 clonado com a

sequéncia para superexpressar QSOX1. O vetor foi gentilmente doado pelo Dr.



34

Esnard (Bon, Adami et al., 2005). O vetor vazio foi utilizado como controle
(“Mock™).

3.9 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA POR gPCR

O RNA total foi isolado com auxilio do Kit InviTrap® Spin Tissue RNA
MiniKit (InviTek) e o procedimento foi seguido de acordo com orientagdes do
fabricante. Apos a extracdo do RNA total, o mesmo foi quantificado em um
espectrofotometro (Nanodrop Thermo®), utilizando a relagdo Azsonm=40pg/ml,
utilizando o tamp&o que acompanha o kit de extragdo de RNA. Foi entdo
realizada reacdo da transcriptase reversa de acordo com o sistema ImProm-

II™ Reverse Transcription para a sintese do cDNA a partir do molde de RNAm.

Com o cDNA sintetizado, reacdo de PCR quantitativo (qPCR) foi
realizada utilizando o reagente Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit (Qiagen), que
possui 0s principais reagentes para a amplificacdo de cDNA tendo que
acrescentar somente adgua DEPC, iniciadores e cDNA. O SYBR Green é um

intercalante de DNA dupla fita, que fluorece ao se associar ao DNA.

Na reacdo de gPCR foi utilizado o protocolo sugerido pela Qiagen
adaptado para volumes menores, mantendo a mesma eficiéncia e
sensibilidade de detecg&o. Foram utilizados para cada reagdo de qPCR: 5 pL
de Rotor- Gene SYBR Green PCR Kit, 1 pyL de iniciador Foward (HPRT 5
CAG GCC AGA CTT TGT TGG AT 3" e QSOX 5" TGC ATT CCA TAA ACG
ATT GG 3°), 1 L de iniciador Reverso (HPRT 5° TCC ACT TTC GCT GAT
GAC AC 3" e QSOX 5" GAA GTG GAA GAG GAC CCA CA 37), 2 pyL de agua
contendo dietil pirocarbonato (DEPC) e 1 ul de cDNA. O Kit de SYBR Green
possui enzima polimerase “hot start”. Dessa forma, ha um ciclo inicial de 95°C
por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de dois passos: um primeiro de 90°C por
30 segundos e outro de 60°C por 30 segundos. No final dos ciclos foi feita uma
analise de da temperatura de desnaturacédo (“melting”), onde foi feita a leitura
de fluorescéncia a cada grau Celsius comegcando em 60°C até 90°C. Esta
analise foi realizada para verificar existéncia de amplificacbes inespecificas. Os

volumes e concentragbes constam no quadro 3.
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QUADRO 3 — REACAO DE gPCR.

CONCENTRAGAO | CONCENTRAGAO
REAGENTE INICIAL FINAL VOLUME| CONDIGCOES |DESNATURAGAO
Sybr Green
Kit 2x 1x S5uL 1x
Iniciador
Foward 5uM 0,5uM lul 95° - 5 minutos | 60°C até 90°C
Iniciador
Reverso 5uM 0,5uM lul 40x de 1°Cem 1°C
90°C30
Agua DEPC 2uL segundos
60°C 30
cDNA Variavel Variavel 1lul segundos

FONTE: Adaptado de Syber Green Kit®.

Por se tratar de uma quantificacdo relativa, para que seja possivel
avaliar o desempenho dos iniciadores (isolados e em conjunto de um
determinado gene) o SYBR Green necessita de uma curva com diferentes
concentracbes de cDNA, obtidas a partir de diluicbes seriadas da reacao
produto da transcri¢céo reversa. Foi utilizado 50 ng de RNA total para a sintese
de cDNA e utilizado 1 uL de cDNA para cada reacdo de gPCR. Para a curva, o
cDNA foi diluido 1:10 e 1:100. Dessa forma, a curva foi realizada com: 1 uL de
cDNA 50 ng, 1 pL de cDNA diluigcdo 1:10 e 1 pL de cDNA diluigdo 1:100. Para
as amostras tratadas e néo tratadas foi utilizado 1 pL de cDNA 50 ng. As
analises das amostras foram feitas em trés experimentos independentes e uma
curva de calibracdo com trés pontos para verificar a eficiéncia dos iniciadores
de cada reacdo. As reacoes foram feitas em termociclador Corbett Rotor-Gene
6000 controlado pelo programa Rotor-Gene Q Series versao 1.7.

3.10 MIGRACAO CELULAR

VSMC (1x10% foram plaqueadas em uma placa de cultura de 24 pocos e
transfectadas com Oligofectamina e RNAIi para QSOX ou o controle negativo
“scrambled”, conforme o item 3.7 e mantidas com meio DMEM e 1% SFB. Apos
4 horas de transfeccdo, com auxilio de uma ponteira de 20 pL foi feito um
“Scratch” (Rodriguez, Wu et al., 2005), isto é, um risco na placa removendo as
células. Logo apds o “Scratch” as células foram fotografadas em um
microscoépio Olympus IX71 e camera de captura DP72, determinando a hora

zero. Outras imagens foram fotografadas nos tempos 24, 48, 72, 96 e 112
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horas. A distancia entre as 2 margens foi medida utilizando o programa Image
Pro-Plus 6.0 em todos os tempos capturados. Dessa forma, a distancia da hora
zero foi subtraida da hora 24 até 112 determinando a taxa de migracdo celular.

3.11 VIABILIDADE CELULAR

Placas de 96 pocos previamente plaqueadas com 10° VSMC foram
analisadas apos 24, 48 e 72 horas da transfeccdo de RNAI para QSOX ou de
vetores para superexpressao e seus respectivos controles. O meio foi aspirado
e 100 pl de uma solugédo 0,5 mg/ml (50 pg) preparada em solugdo Hank’s
HBSS (Gibco) de MTT (Sigma), foram adicionados a cada poco. As células
foram incubadas em estufa com 5% de CO, a 37°C durante 3 horas. O meio
contendo MTT foi cuidadosamente retirado e 100 pl de DMSO (Sigma) foram
adicionados em cada poco. A reacdo produziu uma coloracdo violeta que foi
medida em espectrofotdmetro (TECAM Intinite M200) a 550nm e os valores do
tratamento sdo comparados com a do controle resultando na viabilidade

celular.

3.12 PROLIFERACAO CELULAR

Células VSMC foram plagueadas em placas de 35 mm de diametro a
uma densidade de 10° células/poco em meio DMEM (Gibco) suplementado
com 1% de SFB e mantidas por aproximadamente 24, 48 e 72 horas. Apos
esse periodo, as células foram lavadas com PBS, soltas das placas com 300
puL de tripsina e coletadas em um volume fixo de 700 uL de meio DMEM
(Gibco). Todas as amostras analisadas possuiam um mesmo volume final e
foram submetidas a contagem por citometria de fluxo (BD Facscalibur) durante
10 minutos, sob fluxo baixo e constante. Os dados foram analisados no

software WinMDI 2.9. Foi realizado apenas um experimento independente.
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4. RESULTADOS

4.1 CURSO DA REESTENOSE EM CAROTIDA DE RATO LESADA COM
CATETER BALAO

A razdo da espessura intima/média € utilizada como marcador de
aterosclerose para predizer doencas cardiovasculares como acidente vascular
cerebral (AVC) e infarto (Lorenz, Markus et al., 2007). ApOs as lesdes em
modelo experimental, o curso da formacdo da neo-intima pode ser avaliado
pela relacdo de areas intima/média. Em ratos, ocorre uma hiperplasia intimal
até o 14° dia de lesdo. Aos 21 dias, a reestenose € estabilizada e ha uma
diminuicdo da neo-intima (Clowes e Clowes, 1986). A figura 6A mostra o curso
da lesdo em nossos experimentos. Observa-se um aumento significativo apds
14 dias de lesdo e uma pequena diminuicdo aos 21 dias (Figura 6C), estando

de acordo com a literatura.
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FIGURA 6. CURSO DA FORMAGCAO DA NEO-INTIMA EM CAROTIDA DE RATO APOS
LESAO COM CATETER BALAO. A. Corte histolégico de carétida de rato lesada com catéter
baldo. Coloracdo com hematoxilina e eosina mostrando o curso da lesdo. B. Area delimitando a
regido intima e média de cardtida de rato ap6s 14 dias da lesdo. C. Area da neo-intima
mostrando um aumento em 14 dias e diminui¢&o aos 21 dias (n=4).

FONTE: DO AUTOR (2010).
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4.2 EXPRESSAO DE QSOX EM CAROTIDA DE RATO APOS LESAO COM
CATETER BALAO

A expresséo de QSOX na camada neo-intima de caroétida de rato lesada
com catéter baldo foi analisada e semi-quantificada. A figura 7 mostra que a
QSOX é expressa na camada média e adventicia, mas predominantemente na
camada neo-intima. Aos 14 dias, a expressdo apresenta-se bastante intensa
nesta regido. No gréfico da figura 7, observa-se um aumento significativo na
expressdo de QSOX em 14 dias apos a lesdo, acompanhando a formacao da

neo-intima, onde, em 14 dias, a camada neo-intima € mais espessa.
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FIGURA 7 — EXPRESSAO DE QSOX NA NEO-INTIMA APOS LESAO POR CATETER BALAO.
Ratos Wistar pesando 250 g foram anestesiados e a carotida esquerda foi exposta. Com um
catéter baldo foi feita a lesdo na car6tida. Apés 1, 7, 14 e 21 dias os animais foram
eutanasiados e a carétida coletada e emblocada em parafina. Cortes de 6 um foram realizados
e submetidos a ensaio de imunoistoquimica utilizando anticorpo anti-QSOX e revelado pela
oxidacdo do DAB. Cada carétida de 7, 14 e 21 dias foi fotografada em 4 campos com aumento
de 400x. Em cada campo foram extraidas 6 imagens da neo-intima. Essas imagens foram
submetidas & andlise da area de expressédo de QSOX utilizando o programa ImagePro-Plus
6.0. As medidas foram analisadas por One-Way ANOVA com poés-teste Bonferroni (n=3)
*p<0,05.

FONTE: DO AUTOR (2010)

A marcacao artefatual pelo anticorpo secundario esta excluida, pois os
controles negativos, onde o anticorpo primario foi omitido da reacédo

imunohistoquimica, ndo apresentam imunomarcacao (Figura 8).
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FIGURA 8 — CONTROLE NEGATIVO DA IMUNOMARCACAO. O controle negativo da
imunomarcagdo mostra que nao ha marcacgéo artefatual do anticorpo secundario, pois a reacao
foi feita na auséncia do anticorpo primério. Contra coloracdo da reacdo com hematoxilina,
carétida de 14 dias.

FONTE: DO AUTOR (2010).

4.3 EXPRESSAO DE FIBRONECTINA EM CAROTIDA DE RATO APOS
LESAO POR CATETER BALAO

Ha uma intensa marcacdo de fibronectina na neo-intima em 7 dias,
diminuindo significativamente em 14 e 21 dias ap0s a leséo (Figura 9). De fato,
a expressdo dessa proteina esta presente no processo de reestenose. Em
coelhos, a expressao de fibronectina em 14 dias € descrita conforme o
observado, com uma expressdo maior proximo do lumen (Bauters, Marotte et
al., 1995).
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FIGURA 9 — EXPRESSAO DE FIBRONECTINA NA NEO-INTIMA APOS LESAO POR
CATETER BALAO. Ratos Wistar pesando 250 g foram anestesiados e a carétida esquerda foi
exposta e com um catéter baldo foi feita a lesdo na caroétida. Apés 1, 7, 14 e 21 dias os animais
foram eutanasiados e a carotida coletada e emblocada em parafina, cortes de 6 pm foram
realizados e submetidos a ensaio de imunoistoquimica utilizando anticorpo anti-fibronectina e
revelado com a oxidacdo do DAB. Cada carétida de 7, 14 e 21 dias foi fotografada 4 campos
com aumento de 400x, em cada campo foram extraidas 6 imagens da neo-intima. Essas
imagens foram submetidas & analise da area de expressdo de fibronectina utilizando o
programa ImagePro-Plus 6.0. As medidas foram analisadas por One-Way ANOVA com pés-
teste Bonferroni (n=3) *p<0,05.

FONTE: DO AUTOR (2010)

4.4 EFICIENCIA DA TRANSFECC}AO EM CAROTIDA DE RATO COM GEL
PLURONICO

Para avaliarmos a influéncia da QSOX1 no processo de formacéo da
neo-intima, decidimos suprimir a expressdo da QSOX1 neste modelo. Para
avaliar a viabilidade deste procedimento, utilizamos carétidas de rato
transfectadas com DNA ou RNAI pelo sistema de gel pluorénico. Durante as
cirurgias em ratos Wistar, foi aplicada a carétida esquerda perivascularmente
solucéo de gel pluorénico 30% e 10 ug do plasmideo pEGFP-C1 dissolvido
neste gel. Como controle negativo foi utilizado carétida ndo transfectada, ou
seja, sem plasmideo. Para avaliacdo da eficiéncia de transfec¢cdo do pEGFP-
C1 as carétidas foram avaliadas por reagdo imunoistoquimica com marcacao
com anticorpo anti-GFP (gentiimente doado pelo Instituto Carlos Chagas —
Fiocruz, Parana). A figura 10 A, painel superior, demonstra que o vetor foi
devidamente introduzido no tecido pelo gel plurénico, uma vez que foi possivel
observar uma coloracdo mais acentuada apos a imunoistoquimica na carétida
transfectada com pEGFP-C1. O controle nédo transfectado da imunoistoquimica
nao apresentou marcacdo (Figura 10A - painel inferior). Carotidas de ratos
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Wistar também foram transfectadas seguindo o mesmo procedimento ja
descrito com gel pluoronico 30% e, nele dissolvido, 10 ug RNAi controle
negativo “scrambled” conjugado com fluoroforo TYE™563. Estas cardtidas
foram avaliadas por imunofluorescéncia e € possivel observar na figura 10 B,
painel superior, a eficiéncia da transfeccdo deste RNAI, uma vez que essas
moléculas foram identificadas nas camadas média e adventicia da carotida
(marcag&do em vermelho). A figura inferior 10 B, painel inferior, mostra fotografia
da carotida controle, ndo transfectadas com RNAi controle negativo
“scrambled” apds imunofluorescéncia, evidenciando a auséncia de marcacao.
Sendo assim, o gel plurbnico permitiu a transfeccéo tanto de DNA como de
RNAI provando a eficiéncia desta estratégia.
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FIGURA 10 — TRANSFECCAO DE MOLECULA DE DNA E RNA EM CAROTIDA DE RATO
COM GEL PLURONICO. A. Ratos Wistar pesando 250 g foram anestesiados e a carétida
exposta para logo aplicacao de 10 pug de plasmideo que expressa a proteina EGFP, diluido em
100 pL de gel plurénico 30%. O gel foi distribuido por toda a regiao da carétida e apés 48 horas
o animal foi eutanasiado. A carotida coletada foi emblocada em parafina e cortes de 6 pum
foram feitos com posterior reacdo de imunoistoquimica utilizando anticorpo ani-GFP e revelado
com a oxidacdo do DAB. (n=3). Para o controle foi utilizada carotida ndo transfectada. B. O
mesmo procedimento cirdrgico foi realizado e 10 ug de RNAIi controle negativo “scrambled”
conjugado com fluoréforo TYE e 100 pL de gel plurénico 30% foi aplicado na carétida. Apés 24
horas, o animal foi eutanasiado e as caro6tidas foram emblocadas e cortes de 6 pm foram
realizados com posterior marcacao do nucleo com DAPI. A l[amina selada foi analisada em um
microscopio de fluorescéncia confocal (n=1).

FONTE: DO AUTOR (2010)
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4.5 EXPRESSAO DE QSOX EM NEO-INTIMA DE RATO APOS LESAO COM
CATETER BALAO E “KNOCKDOWN”

Uma vez determinado que o gel plurbnico era capaz de transportar RNAI
para as células vasculares em carétida de rato, realizamos experimentos com
RNAiI para QSOX1 e RNAIi controle negativo “scrambled”. Neste caso, a
aplicacéo do gel ocorreu imediatamente apds a lesdo vascular. Apos a reacao
imunoistoquimica, notou-se uma diminuicdo da expressdo de QSOX apés 14
dias de lesédo (Figura 11). Houve uma reducédo média de 55% na expressao de
QSOX em animais silenciados (Figura 11 - grafico). Interessantemente, a
imunomarcacdo para QSOX na neo-intima do rato tratado com RNAI controle
negativo “scrambled” mostrou-se mais difusa e com aspecto mais extracelular,
enguanto que no rato tratado com RNAIi para QSOX1, a marcacao apresentou-
se mais perinuclear e menos difusa. O RNAI controle negativo “scrambled” ndo
alterou a expressao de QSOX em 14 dias, se compararmos sua expressao
com a expressdo de QSOX em carétida de rato apenas lesado, sem

transfeccdo de RNAI alvo ou controle negativo (Figura 11).
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FIGURA 11 — EXPRESSAO DE QSOX EM NEO-INTIMA DE RATO APOS TRANSFECGAO DE
RNAI. Ratos Wistar pesando 250 g foram anestesiados e a car6tida esquerda foi exposta. Com
um catéter baldo foi feita a lesdo na carétida. Logo apos a lesdo, 15 pg de RNAIi para QSOX
ou “scrambled” foi diluido em 100 pL de gel plurénico 30% e aplicadas diretamente a carétida.
ApoOs 7 e 14 dias as caroétidas foram coletadas e emblocadas. Cortes de 6 um foram realizados
e submetidos a ensaio de imunoistoquimica utilizando anticorpo anti-QSOX e revelado DAB.
Todas as carotidas de 7 e 14 dias foram fotografadas em 4 campos distintos com aumento de
400x, em cada campo foram extraidas 6 imagens da neo-intima. Essas imagens foram
submetidas a andlise da area de expressdo de QSOX utilizando o programa ImagePro-Plus
6.0, as medidas foram analisadas por teste t (n=3) *p<0.05.

FONTE: DO AUTOR (2010)
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4.6 MORFOLOGIA DA NEO-INTIMA DE RATO APOS LESAO COM
CATETER BALAO E “KNOCKDOWN?”

N&o houve diferenca estatistica significativa entre as areas das camadas
meédia e intima entre os animais transfectados com RNAI para QSOX ou RNAI
“scrambled” (Figura 12), o que leva a uma relacao de area da intima/area da
média ndo alterada. Entretanto, a neo-intima dos animais tratados com RNAI
para QSOX apresentou uma mudanga morfologica (Figura 13A). A histologia,
dois tipos celulares sdo percebidos na camada neo-intima: uma primeira
camada logo abaixo da camada média, com caracteristica semelhante as
células que compdem a camada neo-intima dos animais controle, e outra
camada mais proxima do limen com caracteristica fibroblastéide, como de
células musculares. Os animais tratados com RNAI controle negativo
“scrambled” apresentaram neo-intimas tipicas de animais lesados e sem

transfeccao (Figura 13B).
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FIGURA 12 — AREA INTIMA E MEDIA DE CAROTIDA DE RATO LESADA COM CATETER
BALAO E RNAi PARA QSOX. Area medida da camada intima e da camada média de animais
lesados com catéter baldo e posterior tratamento com RNAi para QSOX ou RNAi “scrambled”.
Area medida com o programa ImageJ. A andlise estatistica foi realizada por One-way ANOVA
seguido de poés-teste Bonferroni, ndo héa diferenca estatistica (n=4).

FONTE: DO AUTOR (2010)
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RNAi Scrambled

FIGURA 13 — EFEITO MORFOLOGICO DO “KNOCKDOWN” DE QSOX NA REESTENOSE
APOS 14 DIAS DE LESAO. Ratos Wistar pesando 250 g foram anestesiados e a cardtida
esquerda foi exposta. Com um catéter baléo foi feita a les@o na carétida. Logo apos a leséo,
15 uyg de RNAIi para QSOX ou RNAI “scrambled” foram diluidos em 100 pL de gel plurdnico
30% e aplicadas diretamente a carétida. Apds 7 e 14 dias as car6tidas foram coletadas e
emblocadas. Cortes de 6 pum foram submetidos a coloracdo com hematoxilina e eosina e
analisadas com microscopia de luz. A. Em 7 dias ndo houve diferenga entre os tratamentos. B.
Ha uma diferenca morfolégica nas células silenciadas para QSOX em 14 dias; a seta
alaranjada indica células com caracteristicas musculares diferenciadas. A seta verde indica
células arredondadas, caracteristica de células musculares néo diferenciadas. C. Os animais
tratados com RNAI “scrambled” ndo apresentaram diferenga morfolégica. A seta preta indica as
células com nucleos arredondadas, caracteristica presente em neo-intima de rato nao tratado.
FONTE: DO AUTOR (2010)
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Outra observacao interessante destes cortes foi a celularidade na neo-
intima. As células na neo-intima dos ratos tratados com RNAi “scrambled”
apresentaram-se como esperado, com nucleos arrendondados, células mais
arredondadas e dispersos. No entanto, na neo-intima dos ratos tratados com
RNAI para QSOX, as células apresentavam-se mais proximas umas das
outras. Uma analise semi-quantitativa do nimero de nucleos mostrou que nos
animais tratados com RNAi para QSOX, a neo-intima tem em média 30% mais
células em relacdo a neo-intima de ratos tratados com RNAI “scrambled” (figura
14).

Quantidade Relativa de Células

RNAi Scrambled RNAi QSOX

FIGURA 14 — QUANTIDADE RELATIVA DE NUCLEOS CELULARES NA NEO-INTIMA DE
ANIMAIS TRATADOS COM RNAI. Ratos Wistar pensando 250 g, foram submetidos a lesédo por
catéter baldo e logo em seguida foram adicionados diretamente na carétida 15 pg de RNAI
para QSOX ou RNAi controle negativo “scrambled”. Apdés 14 dias, os animais foram
ortotanasiados e cortes histoldgicos de 6 um foram submetidos a coloragdo com hematoxilina e
eosina. Foram contados nimeros de nucleos de 72 imagens de cada tratamento de 100x100
pixel com auxilio do programa ImageJ. O tratamento com RNAi para QSOX possui 30% mais
células em relagéo ao controle negatico “scrambled” (n=3).

FONTE: DO AUTOR (2010)

4.7 CARACTERIZAQAO DE VSMC

As células de cultura priméaria de aorta de rato sdo de facil obtencao,
mas ha a necessidade de caracteriza-las como tal, visto que sédo obtidas
atravées de explantes de aorta de rato. Apesar das culturas terem sido
realizadas em placas contendo inibidor de crescimento de fibroblasto, seu
crescimento e morfologia sdo semelhantes as células VSMC. Dessa forma,
para avaliarmos se as células obtidas eram musculares, a expressdo de a-
actina foi analisada por imunofluorescéncia indireta com anticorpo monoclonal

anti-a-actina (Figura 15 A). As células marcadas em vermelho sdo positivas
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para essa proteina, descartando a presenca de fibroblasto nas culturas de
células. Na figura 15 B observamos o controle negativo (sem anticorpo

primario) da reacgéo, evidenciando os nucleos das células corados em azul.

FIGURA 15 — CARACTERIZACAO DE CELULA MUSCULAR LISA DE AORTA DE RATO
(VSMC). VSMCs foram obtidas de explantes de aorta de rato e cultivadas com meio DMEM e
20% de SFB em placas de 24 pogos com inibidor de fibroblasto. As VSMCs migraram dos
explantes e foram transferidas para placas maiores para a realizacdo dos ensaios. A. Para
confirmar que essas células eram de origem muscular, imunofluorescéncia utilizando anticorpo
anti a-actina foi utilizado. Imagem em destaque com aumento de 630x. B. Controle negativo da
reacdo. Imagem em destaque com aumento de 400x.

FONTE: DO AUTOR (2010)

4.8 TRANSFECCAO EM VSMC
Para entendermos os efeitos da QSOX1 na vasculatura, reduzimos

nosso modelo experimental a cultura de VSMC. Assim, foram realizados

ensaios de “knockdown” e alguns de superexpressdo de QSOX em VSMC.

Para verificar a eficiéncia da transfecgdo com Oligofectamina, um RNAI
controle negativo “scrambled” conjugado com o fluoréforo TYE™563 foi
utilizado na concentracdo de 40 nM. Na figura 16 podemos observar 60% de
células positivas para a transfeccdo em relagéo ao controle (células submetidas
ao mesmo processo de transfeccdo na auséncia de RNAI). A eficiéncia da
transfeccdo por eletroporacdo foi verificada pela analise de células positivas
para EGFP apos transfeccdo do vetor pEGFP-C1. A andlise por citometria de
fluxo mostrou que 60% das células também foram positivas para esse metodo
(Figura 16).
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FIGURA 16 — EFICIENCIA DE TRANSFECCAO EM VSMC POR OLIGOFECTAMINA E
ELETROPORACAO. VSMC foram submetidas a transfeccdo com Oligofectamina utilizando
RNAI controle negativo “scrambled” conjugado com fluoréforo TYE (40 nM) obtendo-se apos 24
horas 60% das células positivas em relagdo ao controle negativo. VSMC eletroporadas com
plasmideo contendo o gene da EGFP (10 pg) marcando 60% das células positivas em relagao
ao controle (células somente eletroporadas). A analise foi realizada por meio de citometria de
fluxo ap6s 48 horas de transfeccao.

FONTE: DO AUTOR (2010)

4.9 VALIDACAO DOS INICIADORES PARA gPCR

A expressdao de RNA mensageiro de QSOX foi avaliada por PCR
quantitativo em tempo real. A validacdo foi feita com células VSMC sem
tratamentos. Como normalizador para QSOX o RNAmM para “Hypoxanthine

Guanine Phospho Ribosyltransferase” (HPRT) foi amplificado.

Primeiramente, a capacidade de um par de iniciadores de amplificar
diferentes concentracdes do DNA molde foi testada. Para isso, a inclinacédo da
reta do gréfico de “Cycle threshold” (Ct) versus o log da massa do cDNA foi
medida. Idealmente, esta inclinacdo deve ser -3,32; isso significa que a cada
3,32 ciclos o numero de amplicons aumenta em 10 vezes, durante a fase
exponencial de amplificagcdo. Utilizando diferentes concentragdes de RNA total
(50, 10, 5, 1, 0,5 e 0,1 ng), o par de iniciadores para QSOX mostrou-se com
eficiéncia de 91,6%, calculada pela equacéo E=(10""°"® _ 1)x100, onde E é a
eficiéncia. A inclinacdo da reta para esse iniciador foi de -3,543 (Figura 17 A).
Ja o par para o gene HPRT mostrou-se eficiente em uma faixa de maior
concentracéo, de 500 a 0,1 ng. A eficiéncia desse par de iniciador foi de 97,3%

com o coeficiente angular (“slope”) de -3,391 (Figura 17 B).

ApOs isso, verificamos a viabilidade de utlizarmos os 2 pares de

iniciadores simultaneamente, isto é, considerando o gene QSOX como alvo e 0
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gene HPRT como normalizador dos experimentos. Para esse calculo, a
diferenca (ACt) entre o Ct do alvo e o Ct do normalizador (Ctgsox - Ctuprr) deve
permanecer constante (a inclinagao da reta ndo deve ser entre -0,1 e 0,1) na
faixa de concentracdo de cDNA usada. Obtivemos uma inclinagdo de 0,0013
(Figura 17 C). Portanto, por meio destes ensaios, concluimos que a
quantificacdo de RNAmM de QSOX normalizado pelo RNAm HPRT estava

confiavel.
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FIGURA 17 — VALIDACAO DOS INICIADORES PELO METORO 2™*“'. Amplificacdo do cDNA
sintetizado a partir de diferentes concentracdes de RNA foi utilizado para validagcdo dos
iniciadores. A. Eficiéncia de amplificacdo do gene alvo (QSOX) e (B) normalizador (HPRT) foi
realizada utilizando real-time gPCR e SYBR Green. Diluicdo seriada do cDNA a partir de 1pg
até 0,1ng de RNA total. C. O valor de ACt (Ct gsox — Ct nerr) foi calculado para cada diluigdo do
cDNA. Os valores foram plotados usando analise de regressao linear (n=3).

FONTE: DO AUTOR (2010)

4.10 QUANTIFICACAO RELATIVA DE RNAm DE QSOX APOS
“KNOCKDOWN?” IN VITRO

Apos validarmos a eficiéncia dos iniciadores para QSOX e HPRT,
avaliamos a eficiéncia do “knockdown” do RNAm da QSOX pela técnica de
RNAI. Para isso, células VSMC foram transfectadas com RNAIi para QSOX ou
com o RNAI “scrambled”. Apos 24, 48 e 72 horas da transfeccéo, a quantidade

2 -AACt

relativa de RNAmM de QSOX foi analisada. Pelo método constatou-se uma

diminuicdo média na expressdo do RNAmM de QSOX de 70% em 48 horas em
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relacdo ao controle “scrambled” (Figura 18). Todos os experimentos mostraram

um retorno da expressao de RNAm de QSOX apoés 72 horas.

Apesar disso, € dificil mensurar uma real diminuicdo da proteina apenas
medindo os niveis de RNAm. A diminuicdo da expressao protéica dura em
meédia de 5 a 7 dias, mas isso depende da espécie, do alvo, do tipo de RNAI e

da transfeccéo (Kurreck, 2009).
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FIGURA 18 — NIVEL DE RNAm DE QSOX APOS “KNOCKDOWN?”’. Células VSMC
transfectadas com Oligofectamina e 166 uM de RNAI para o alvo QSOX ou RNAi “scrambled”
foram avaliados por gPCR com tempos de 24, 48 e 72 horas de transfec¢cdo. O RNA total foi
extraido e 50 ng foram utilizados para sintese de cDNA. gPCR foi analisado pelo método do 2
AACt obtendo aproximadamente 70% de silenciamento em 48 horas. One-way ANOVA seguido
por pés-teste Bonferroni foram empregados para analise estatistica *P<0,05

FONTE: DO AUTOR (2010).

4.11 QUANTIFICAQAO RELATIVA DE RNAm DE QSOX APOS
SUPEREXPRESSAO DE QSOX IN VITRO

Assim como para o “knockdown”, foi analisado o nivel de expresséo de
RNAmM de QSOX apdés a superexpressao utilizando plasmideo com a sequéncia
para QSOX ou seu controle, o vetor vazio (Mock). O RNAm foi analisado apés
24, 48 e 72 horas. O resultado de gPCR mostrou um aumento de 600x na
expressdo de RNAmM de QSOX nas primeiras 24 horas em relagdo ao controle
mock (Figura 17). Apos 48 horas, 0 aumento na expressao foi em média de 90x
em relacdo ao controle e, apds 72 horas, o aumento foi de 300x (Figura 19).
Nas analises de superexpressdo utilizamos o mock como controle, pois foi
comparada a expressdao de RNAmM de QSOX nas células eletroporadas com

mock e as células apenas submetidas a eletroporacdo, sem nenhum vetor. Nao
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houve diferenca significativa entre ambas as expressbes (dados nao
mostrados). Dessa forma, a transfecgcdo com o mock foi considerado o melhor

controle da superexpressao.
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FIGURA 19 — NIVEL DE EXPRESSAO DE RNAmM APOS SUPEREXPRESSAO DE QSOX.
Células VSMC eletroporadas com 10 pug de plasmideo pCR3.1QSOX (Super) ou 10 pg do
plasmideo pCR3.1 vazio (Mock) foram avaliados por qPCR com tempos de 24, 48 e 72 horas
de transfeccdo. O RNA total foi extraido e 50 ng foram utilizadospara sintese de cDNA. qPCR
foi analisado pelo método do 2 4% ohtendo até 500 vezes mais expressdo de RNAm de QSOX
em relacdo ao controle Mock em 24 horas. One-way ANOVA seguido por pds-teste Bonferroni
foram empregados para andlise estatistica *P<0,05.

FONTE: DO AUTOR (2010).

412 EFEITO DO ”"KNOCKDOWN” DE QSOX NA PROLIFERACAO
CELULAR

Como a QSOX mostrou-se bastante expressa nha nheo-intima de
carétidas de rato apés lesdo com catéter baldo, procuramos investigar quais
seriam os efeitos dos quais a QSOX estaria participando nesse processo.
Portanto, suprimimos a expressao génica de QSOX e analisamos a
proliferacdo de VSMC. Apoés 24, 48 e 72 horas as células foram soltas e
contadas em citdmetro de fluxo (Figura 20). Este foi um experimento Unico e
por isso ndo possui analise estatistica. Apesar de ser apenas 10%, observa-se

uma tendéncia na diminuicdo na proliferacdo em 72 horas.
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FIGURA 20 — EFEITO DA SUPRESSAO DA EXPRESSAO DE QSOX NA PROLIFERACAO
CELULAR. Cem mil VSMC foram cultivadas em placas de 6 pocos e transfectadas com
Oligofectamina e 165 nM de RNAi QSOX ou 165 nM de “scrambled”. Apos 24, 48 e 72 horas as
células foram soltas e ressuspendidas em 700 uL de meio DMEM e contou-se o nimero de
células por 10 minutos utilizando um citdmetro de fluxo. Experimento Unico.

FONTE: DO AUTOR (2010).

4.13 EFEITO DA SUPEREXPRESSAO DE QSOX NA PROLIFERACAO
CELULAR

Assim como no “knockdown”, avaliamos o efeito do aumento da
expressdo de QSOX na proliferacdo de VSMC. Quinhentas mil células foram
eletroporadas com vetor para superexpressao de QSOX ou o controle mock.
Apols 24, 48 e 72 horas as VSMC foram soltas e contatas em citbmetro de fluxo
(Figura 21). Este foi um experimento Unico e por iSso ndo possui andlise
estatistica. No entanto, observa-se uma tendéncia no aumento do nimero de

células com superexpressdo em 24 e 72 horas.
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FIGURA 21 — EFEITO DA SUPEREXPRESSAO DE QSOX NA PROLIFERAQAO CELULAR.
Cinco milhdes de VSMCs foram eletroporadas com 10 pg do plasmideo para superexpressao
de QSOX (super) ou 10 pg do plasmideo vazio (Mock) e plagueadas em placas de 6 pocos.
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Apbs 24, 48 e 72 horas as células foram soltas e ressuspendidas em 700 yL de meio DMEM e
contou-se o numero de células por 10 minutos utilizando citémetro de fluxo. Experimento Unico.
FONTE: DO AUTOR (2010)

4.14 VIABILIDADE CELULAR APOS “KNOCKDOWN” DE QSOX IN VITRO

A viabilidade celular foi medida pela analise da atividade metabdlica por
MTT. A figura 22 mostra uma diminuicdo na viabilidade celular das células
transfectadas com RNAI para QSOX apods 48 e 72 horas de transfeccao,
embora nao significativa. Sendo RNAI para QSOX 16% menos viavel em 72

horas e 13% em 48 horas.
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FIGURA 22 — VIABILIDADE CELULAR APOS “KNOCKDOWN” DE QSOX. A viabilidade celular
foi medida com ensaio de MTT. VSMC foram plaqueadas em uma placa de 96 pocos e
transfectadas com RNAi para QSOX ou RNAI “scrambled”. Apds 24, 48 e 72 horas o meio foi
retirado e adicionado 100 pL de solugdo de MTT e mantidas em estufa por 3 horas. Logo, o
meio foi descartado e adicionado 100 pL de DMSO e a absorbancia mensurada em 550nm.
Foram realizados trés experimentos independentes em octuplicatas e a andlise estatistica
analisada por One-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni.

FONTE: DO AUTOR (2010).

4.15 VIABILIDADE CELULAR APOS SUPEREXPRESSAO DE QSOX IN
VITRO

Também para a superexpressdo a viabilidade celular foi medida por
MTT. O resultado mostrou que ha uma tendéncia em aumentar a viabilidade
celular para as que superexpressam QSOX em 24 e 48 e 72 horas, embora
ndo haja diferenca estatistica em relacdo ao controle mock (figura 23). Houve

um aumento de 16% em 24 horas, 13% em 48 horas e 15% em 72 horas.
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FIGURA 23 — VIABILIDADE CELULAR APOS SUPEREXPRESSAO DE QSOX. A viabilidade
celular foi medida com ensaio de MTT. VSMC foram eletroporadas com 10 pg de plasmideo
para QSOX ou mock e plaqueadas em uma placa de 96 pogos. Apés 24, 48 e 72 horas 0 meio
foi retirado e adicionado 100 pL de solu¢do de MTT e mantidas em estufa por 3 horas. Logo, o
meio foi descartado e adicionado 100 pL de DMSO e a absorbancia mensurada em 550nm.
Foram realizados trés experimentos independentes em octuplicatas e a analise estatistica
analisada por One-way ANOVA com poés-teste de Bonferroni.

FONTE: DO AUTOR (2010).

4.16 MIGRAGAO DE VSMC APOS “KNOCKDOWN?” DE QSOX

Como a formacdo da neo-intima depende da migracdo de células
musculares lisas (Casscells, Engler et al.,, 1994), avaliamos o efeito do
“knockdown” da QSOX neste processo. Apds 4 horas da transfeccao do RNAI
para QSOX ou RNAI “scrambled”, a placa foi riscada (“scratched”) e a distancia
entre as margens do risco foi medida ap0s 24, 48, 72, 96 e 112h. Observa-se
qgue as células transfectadas com RNAIi para QSOX migrou menos a partir de
48 h, comparadas com as células transfectadas com RNAIi controle negativo
“scrambled” (Figura 24). Como foi realizado um uUnico experimento de
migracao, a analise estatistica ndo pdde ser realizada. Apesar do experimento
de migracao ter sido realizado sob baixo nivel de SFB (1%) para minimizar o
efeito de proliferacao celular (Grifoni, Gannon et al., 2006), a maior parte dos
trabalhos de migracdo com VSMC séo realizados em 24 horas (Sung, Guan et
al., 2007; Hinoki, Kimura et al., 2010), mas também pode ser analisado com 48
horas (Ling, Hu et al., 2008) inclusive ensaio com RNA de interferéncia (Zhu,
Sun et al., 2009). Dessa forma, se considerarmos os resultados até 48 horas,
houve uma diminuicdo de 30% na migracdo de VSMC nas células silenciadas
para QSOX.
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FIGURA 24 — EFEITO DO RNAi PARA QSOX NA MIGRAGCAO CELULAR. Cingienta mil
VSMCs foram plagueadas em placa de 24 pogos e transfectadas com Oligofectamina e 166 nM
de RNAi QSOX ou “scrambled” e apds 4 horas do inicio da transfecgao foi feito um “scratch”
nas células (tempo 0). Apos 24, 48, 72, 96 e 112 horas as células foram fotografadas e a
distancia de migracao foi medida. Experimento Unico.

FONTE: DO AUTOR (2010).
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5. DISCUSSAO

Desde a década de 80, vérios trabalhos tém estudado moléculas que
participam no processo de reestenose. Morishita e colaboradores (1993)
mostraram que a PCNA € importante no processo de reestenose. Esses
pesquisadores inibiram completamente a reestenose em rato utilizando a
técnica de RNA antisenso para PCNA (Morishita, Gibbons et al., 1993). Da
mesma maneira, a proteina kinase C (PKC) mostrou-se importante neste
processo de reestenose uma vez que a inibicdo de PKC inibiu a reestenose
(Deuse, Koyanagi et al., 2010). Todos os estudos relacionados com a
reestenose tém como objetivo inibir clinicamente a formagdo de neo-intima
(Selvendiran, Kuppusamy et al., 2009). Apesar da quantidade de trabalhos,
faltam estudos que possam levar a um completo entendimento da formacéo
dessa camada. Nossos dados in vivo mostraram que a QSOX1 pode ser uma
proteina participante da formacgéo e/ou estabilizagdo da neo-intima. Contudo, a
supressao da sua expressdo nao inibiu a hiperplasia intimal. Uma observacéo
interessante foi uma visivel diferenca morfologica nas células que compdem a

neo-intima de rato apds “knockdown” com RNAI para QSOX1.

Estudos do mecanismo de diferenciacdo das VSMC sao dificeis de
serem encontrados. Uma possibilidade é que a QSOX de alguma forma possa
estar participando do processo de diferenciacdo celular (como anti-
diferenciativa), uma vez que as células presentes no “knockdown” tém
caracteristicas fibroblastéides. Em ratos, nas primeiras horas apés a lesédo por
catéter baldo, as VSMC presentes na média que estdo em seu estado normal
de quiescéncia, passam a um estado proliferativo (Katoh e Periasamy, 1996).
Essas células diminuem a expressdo de a-actina e hd4 um aumento na
expressao de B-actina, logo apos a lesdo. Em 14 dias de lesdo, somente sdo
observadas células néo diferenciadas expressando (3-actina (Clowes, Clowes et
al., 1988). A expressdo de RNAm de a-actina so retorna apos 60 dias de lesdo
(Kocher e Gabbiani, 1986) e nossos resultados mostraram células com
caracteristicas diferentes em 14 dias. Para comprovar a participacdo da QSOX
na diferenciacéo (como anti-diferenciativa), seria interessante fazer ensaios de

imunoistoquimica para a-actina, um marcador de células contrateis.
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Interessante também seria analisar “knockdown” de QSOX em animais lesados

com tempo maior que 14 dias.

7

Outra possibilidade é a QSOX1 nao estar atuando diretamente na
diferenciacéo, mas, indiretamente, tanto no dobramento de proteinas como no
remodelamento da matriz extracelular. Uma vez que tanto os iniciadores para
gPCR quanto o oligo de RNAI, ndo discriminam entre as duas isoformas de
QSOX1, nado é possivel afirmar qual variante de QSOX esta sendo afetada pelo
RNAI. Para responder a essa questao seria interessante uma analise de qPCR
com iniciadores especificos para cada isoforma e, assim, analisar a

porcentagem de “knockdown” de cada isoforma.

Seria interessante uma investigacdo com a diminuicdo de algumas
proteinas presentes na neo-intima apds 60 dias, como a fibronectina, ja que

essa proteina é substituida pelo coldgeno (Bauters e Isner, 1997).

Outro ponto interessante que pode ser abordado é a origem dessas
células. Estudos mais recentes vém sugerindo que na formacgdo da neo-intima
células endoteliais progenitoras participam ativamente desse processo, uma
vez que antigenos de células tronco foram encontrados na neo-intima
(Torsney, Mandal et al., 2007). Células originarias da medula 6ssea podem ser
procuradas em nosso modelo experimental. CD34 e antigeno para células
musculares progenitoras podem servir como marcadores. Outro tipo de
marcacdo ainda mais especifico seria a marcacdo do receptor
transmembranico Flt-1 (VEGFR-1) que é especifico de células musculares
progenitoras e também foi encontrado em VSMC na neo-intima (Orlandi e

Bennett, 2010).

Os estudos obtidos de RNAI para QSOX e de superexpressao de QSOX
mostram algumas tendéncias, e requerem mais experimentos confirmatorios. O
RNAI para QSOX induziu uma diminui¢cdo na proliferacdo de VSMC de apenas
10% em 72 horas e a superexpressdo de QSOX um aumento de 6,5% em

relacdo aos respectivos controles.

Em se tratando de a QSOX ter um papel na viabilidade celular, as

células silenciadas para QSOX tiveram uma tendéncia a serem mais viaveis
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em relacdo ao controle, e o contrario ocorreu no modelo de superexpressao,

onde houve uma diferenca de até 15% na viabilidade em 72 horas.

Nosso resultado in vitro mostrou que o RNAi para QSOX diminuiu
aproximadamente 30% a migracdo de VSMC. A QSOX realmente pode estar
envolvida na migragdo celular in vitro. Estudos mostraram que a peroxiredoxina
tipo 1l (PrxIl) que € uma proteina capaz de degradar peroxido de hidrogénio
(H20,) a agua. O estudo mostrou que a inibicdo de PrxIl aumenta a quantidade
de HyO, livre ativando fatores de crescimento como PDGF e EGF e,
consequentemente, a proliferacdo e a migracao celular. A superexpressao de
Prxll diminuiu a quantidade de H,O, livre, diminuindo assim também a
proliferagéo e migragao celular, inativando os fatores de crescimento (Choi, Lee
et al.,, 2005). Dessa forma, a quantidade de H,O, parece ser importante na
migracdo celular o que pode colaborar com o0 nosso resultado de migracao, ja
que o produto da reacdo da QSOX é perdéxido de hidrogénio. De fato, foi
relatado que o controle redox esté envolvido na migracdo de VSMC envolvendo

espécies reativas de oxigénio (ROS) (San Martin e Griendling, 2010).

Outros experimentos sdo necessarios para elucidarmos melhor o
processo de reestenose e, apesar do modelo animal ser bastante utilizado,
devemos ter cuidado com determinadas afirmacdes. Ha experimentos que

funcionaram muito bem em modelos experimentais como o rato, mas néo

tiveram o mesmo efeito em células de humanos (Chan, 1994).
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6. CONCLUSAO

. A QSOX é uma proteina abundante na neo-intima de rato lesado por

catéter baldo com expressdo analisada e presente até o 21° dia.

. Ensaios com RNA de interferéncia mostraram que a QSOX esta

envolvida no processo da formagéo da neo-intima.

. Novos estudos sdo necessarios para elucidarmos a fungdo da QSOX
durante o processo de reestenose.
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