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RESUMO

A migragdo e a proliferacao de células musculares lisas vasculares (VSMC) possuem importante
papel na hiperplasia da camada intima arterial em resposta a estimulos patoldgicos, como a
restenose, que consiste na reobstru¢cdo do lumen do vaso sanguineo apds a técnica da angioplastia
por cateter baldo. Estudos vém associando a regulacao de processos migratdrios e proliferativos
celulares com moléculas oxidantes, estabelecendo espécies reativas de oxigénio (ROS) como
importantes sinalizadores nesse processo. Tiol proteinas estdo cada vez mais evidentes na
sinalizagdo redox, inclusive a proteina QSOX1 (quiescina sulfidril oxidase), uma tiol oxidase
dependente de FAD (flavina adenina dinucleotideo) que catalisa a oxida¢do de di(tidis) a
dissulfeto, com a redu¢do concomitante do oxigénio molecular (O2) a peroxido de hidrogénio
(H202). Recentemente, nosso grupo demonstrou que a QSOX1 extracelular estd envolvida na
proliferacdo e na migragdo de VSMC. Desta forma, o objetivo do trabalho foi melhor
compreender os mecanismos pelos quais a proteina QSOXI1 extracelular estd envolvida nos
processos de migragao e proliferacio em VSMC. O modelo experimental consistiu basicamente
em VSMC primdrias, mas em alguns ensaios foram utilizadas linhagens de células vasculares.
Foram utilizadas constru¢des da isoforma curta da proteina QSOXI1: wild type (mQSOX) e a
mutante inativa (C452SQSOX). A atividade sulfidril oxidase foi determinada pela formagdo de
peroxido de hidrogénio. Os ensaios de migragdo foram realizados pelos métodos de scratch ou
transwell e os ensaios de proliferagdo por cristal violeta, ambos na presenca das proteinas
recombinantes e de inibidores e/ou ativadores da producdo de ROS. Ensaios de western blotting
foram realizados para investigar a via de sinaliza¢do envolvida na migragdo em VSMC induzida
pela QSOXI1. Nossos resultados mostraram que a proteina QSOX1 recombinante extracelular
estimula a migracdo em VSMC através de processos que envolvem aumento da producdo de
ROS. A presenca do H»O; resultante da atividade sulfidril oxidase e a presenga do complexo
enzimatico NADPH oxidase (especificamente NOX1) mostraram-se importantes no processo
migratorio induzido pela QSOX1. A auséncia da QSOX1 enddgena inibe a motilidade de células
musculares lisas. Além disso, a atividade desta enzima mostrou estar associada a regulacao da via
SSH1-cofilina, indicando ser a proteina QSOXI1 uma reguladora redox que contribui para
reorganizacdo do citoesqueleto de actina durante o movimento celular. Foi também demonstrado
que em concentracdes mais altas e um tempo maior de exposi¢do a proteina QSOXI
recombinante extracelular induz proliferacdo de VSMC. Este processo também foi dependente de
ROS, especificamente com a formagao de anion superdxido (O27). Em resumo, nossos dados
indicam o envolvimento da QSOXI1 recombinante extracelular na sinalizagdo dos processos de
migracao de proliferacdo de VSMC mediados por NOX1.

Palavras-chave: Migragdo. Proliferagao. QSOX1. ROS. NOXI.



ABSTRACT

Vascular smooth muscle cell (VSMC) migration and proliferation plays an important role in
arterial intima layer hyperplasia in pathological responses, like restenosis, which consists in
reobstruction of the blood vessel lumen after the balloon catheter angioplasty technique. Studies
have been associating the regulation of cell migratory and proliferative processes with oxidizing
molecules, establishing reactive oxygen species (ROS) as relevant messengers in these events.
Thiol proteins are increasingly evident in redox signaling, including QSOX1 protein (quiescin
sulthydryl oxidase), FAD (adenine dinucleotide flavin) - dependent thiol oxidase that catalyzes
the oxidation of di (thiols) to disulfide, concomitant reduction of molecular oxygen (O2) to
hydrogen peroxide (H207). Our group recently demonstrated that extracellular QSOXI is
involved in VSMC proliferation and migration. Thus, the purpose of the study was to better
understand the mechanisms by which extracellular QSOX1 protein is involved in the migration
and proliferation processes in VSMC. The experimental model consisted of primary VSMC, but
in some trials vascular cell line were used. Constructs of the short protein isoform QSOX1: wild
type (mQSOX) and the inactive mutant (C452SQSOX) were used. Sulthydryl oxidase activity
was determined by the formation of hydrogen peroxide. Migration assays were performed by
scratch or transwell methods and proliferation assays by crystal violet, both in the presence of
recombinant proteins and ROS production inhibitors and/or activators. Western blotting assays
were performed to investigate the signaling pathway involved in QSOXI-induced VSMC
migration. Our results showed that extracellular recombinant QSOXI1 protein stimulates
migration in VSMC through processes involving increased ROS production. The presence of
H>0O; resulting from sulfhydryl oxidase activity and the presence of the enzyme complex NAPH
oxidase (specifically NOX1) proved to be important in the QSOX1 induced migration process.
The absence of endogenous QSOX1 inhibits smooth muscle cell motility. In addition, the activity
of this enzyme has been shown to be associated with regulation of the SSH1-cofillin pathway,
indicating that QSOXI1 protein is a redox regulator that contributes to actin cytoskeleton
reorganization during cell movement. It has also been shown that at higher concentrations and
longer exposure time to extracellular recombinant QSOX1 protein induces VSMC proliferation.
This process was also ROS dependente, specifically through the formation of superoxide (O2").
In summary, our data indicate the involvement of extracellular recombinant QSOXI1 in signaling
NOX1-mediated VSMC proliferation migration processes.

Key-words: Migration. Proliferation. QSOX1. ROS. NOXI.
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1 INTRODUCAO

O remodelamento arterial refere-se a alteracdes estruturais e funcionais da parede dos
vasos em resposta a alguma doenga, lesao ou envelhecimento (VAN VARIK, ef al., 2012). Este
mecanismo esta intimamente relacionado a varios processos fisiopatologicos que acarretam em
alteracdes hemodinamicas significativas, morbidade e mortalidade cardiovascular. Entre os
mecanismos envolvidos nesse processo de remodelamento estao hiperplasia das camadas arteriais
internas, fibrose, alteragdes de colageno e elastina, disfuncdo endotelial e calcificacdo arterial
(OWENS; KUMAR; WAMHOFF, 2004; RENNA; HERAS, N.; MIATELLO, R. M., 2017).

A hiperplasia da camada intima arterial envolve eventos caracteristicos como a migragao
e a proliferacdo de células musculares lisas vasculares (VSMC). Em resposta a estimulos
patoldgicos e reguladores bioquimicos, essas células passam por um processo de modulagdo
fenotipica e sua capacidade contratil ¢ transformada em proliferativa e migratéria (SAN
MARTIN; GRIENDLING, 2010).

A proliferagdo celular ¢ um processo preciso e regulado por uma rede bioquimica
complexa que, através de sinais especificos, comanda o ciclo celular garantindo a replicagdo
correta do material genético e a coordenagdo de processos como diferenciagdo, senescéncia e
morte (MINGJIAN SHI et al., 2004; SUN et al., 2015). J& a migragdo celular ¢ manifestada a
partir da formacao de lamelipodios que de forma geral envolve quatro etapas: saliéncia da borda
principal, adesdao ao substrato, retracdo da parte traseira e aderéncia (POLLARD; BORISY,
2003). Estudos estruturais, bioquimicos, genéticos e tedricos da biologia de doengas
cardiovasculares convergem em compreender os mecanismos moleculares de ativacdo dos
eventos de migragdo e proliferagdo de células vasculares (SU et al, 2001; SAN MARTIN;
GRIENDLING, 2010; LU et al, 2018).

Embora espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) sejam mais conhecidos
por seus papéis no estresse oxidativo através dos quais induzem danos ao DNA e/ou oxidacao de
lipidios e proteinas, eles funcionam também como reguladores de sinalizagdo celular em
condigdes fisiologicas e vém sendo associadas aos processos celulares proliferativos e
migratorios de células vasculares (GELLERT et al., 2014; HOBBS et al., 2014; MOEN et al., 2014;
SUN et al., 2015).
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Tiol proteinas sdo apontadas como proteinas chaves na sinalizacao redox devido as suas
reacdes de oxi-redugdo em residuos de aminoacidos ou cofatores suscetiveis. Isto permite que
essas proteinas sejam reguladas de diversas formas, constituindo um importante mecanismo de
integracdo de espécies oxidantes na transducdo de sinais celulares, (FOMENKO; GLADYSHEV,
2012; FASS et al., 2014). Algumas proteinas tiol oxidases oxidam tiois protéicos a dissulfetos a
custa da reducdao do oxigénio molecular (O2) (aceptor de elétrons) e sdo conhecidas por sua
participa¢ao no dobramento oxidativo no reticulo endoplasmatico como a Ero-1 (endoplasmic
reticulum oxidoreductin 1), a Erv-2 (essencial for respiration and viability 2), a PDI (Proteina
dissulfeto Isomerase) e a QSOX1 (Quiescina Sufridil Oxidase 1) (DEPUYDT; MESSENS;
COLLET, 2011; SEVIER, 2012).

A QSOX1 ¢ uma flavoproteina catalisadora dissulfeto adicional na via secretora do
reticulo endoplasmatico (ILANI, T. et al., 2015). Apesar de sua enzimologia ja ser bastante
detalhada no limen do RE, nas cisternas de Golgi, no meio extracelular e em fluidos secretados
(CHAKRAVARTHI et al., 2007; MAIRET-COELLO et al., 2004; SEVIER,2012), ainda ndo
estdo bem esclarecidos os processos bioldgicos que dependam de um catalisador da formagao de
dissulfeto de novo no Golgi ou no ambiente extracelular (ILANI, T. et al., 2015).

O papel fisiologico da QSOX1 vem sendo apontado em eventos fisiologicos e
patologicos, eventualmente com fungdes antagonicas (LIMOR-WAISBERG; BEN-DOR; FASS,
2013; SEVIER, 2012; KODALI; THORPE, 2010). Por exemplo, alguns estudos indicam que a
QSOX regula negativamente a proliferacdo de diversas linhagens celulares (MUSARD et al.,
2001; HELLEBREKERS et al., 2007), mas induz atividade proliferativa através de
metaloproteases -2 ¢ -9 (MMP) de matriz extracelular (MEC) (KATCHMAN et al., 2011); foi
identificada como biomarcador de malignidade em adenocarcinoma pancreatico, possivelmente
através da ativagdo do processo de metastase (ANTWI et al., 2009), entretanto, a presenca da
proteina QSOX1 também foi relacionada a um bom prognoéstico em cancer de mama humano por
provavel inibicao da tumorigénese (PERNODET et al., 2012); ja foi demonstrado que a QSOX
possui atividade pré-apoptotica, provocando ativacdo de morte celular em células endoteliais e
macrofagos na aterosclerose (DE ANDRADE et al., 2011), mas a proteina QSOX1 também j4 foi
relacionada a prote¢@o contra apoptose induzida por estresse oxidativo (MOREL et al., 2007).

Mecanismos redox vém sendo apontados como determinantes em processos de

proliferacdo e migracdo em células vasculares (LASSEGUE, B.; SAN MARTIN, A.
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GRIENDLING, K.K.). Desta forma, baseado na atividade catalitica da proteina QSOX1 e em sua
localizagdo intra e extracelular (SIMPER et al., 2010) recentemente nosso grupo demonstrou que
a proliferagdo e a migracdo de células musculares lisas de aorta sdo dependentes de QSOX1
(BORGES et al., 2015). Como possivelmente a sua atuagdo no dobramento e redobramento
oxidativo de proteinas poderia ser a chave para induzir estes processos, neste trabalho buscamos
melhor compreender os aspectos mecanisticos dos processos de proliferagdo e migragao

induzidos pela QSOX1.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRUTURA DOS VASOS

Os vasos arteriais normais sao formados por uma camada intima, composta de células
endoteliais alinhadas e apoiadas em uma fina membrana basal delimitada por uma lamina elastica
interna (FIGURA 1). Ocasionalmente, células musculares lisas também sdo encontradas nessa
camada, mas a maioria delas residem na média, que fica abaixo da ldmina elastica interna, onde
se organizam em vdrias camadas cercadas por uma MEC rica em colageno e elastina. A camada
mais externa da artéria ¢ separada da média por uma lamina elastica e ¢ composta de tecido
conjuntivo frouxo que contém fibroblastos, pequenos vasos € terminagdes nervosas autdbnomas

(VAN VARIK et al., 2012; MAZUREK et al., 2017).

FIGURA 1 - ESTRUTURA VASCULAR ARTERIAL

. . Lamina elistica externa
Células Musculares Lisas

Limina clastica interna Lamina clastica

. sy {l ; Matriz rica em colégeno
Células endoteliais z

Fibroblasto
FONTE: Adaptado de MAZUREK et al., 2017.
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As células endoteliais da camada intima funcionam como barreiras naturais dos vasos
sanguineos e sdao consideradas as principais reguladoras da homeostase vascular. Sao
responsaveis por prevenir a adesdo e a invasao de plaquetas, leucocitos e moléculas no interior
dos vasos arteriais. Além disso, sob condigdes normais, proporcionam o equilibrio fisioldgico
entre a vasodilatagdo e a vasoconstri¢ao, fazem regulagdo de processos inflamatorios através da
secrecao de oOxido nitrico (NO), controlam processos de trombose e inibem ou estimulam os
processos de migragdo e proliferacdo de células musculares (VAN VARIK et al., 2012; ZHANG
etal.,2015; MAZUREK et al., 2017).

As VSMC da camada média regulam o tonus vascular através da dinamica de contragao
e relaxamento, consequentemente sdo responsaveis pelo fluxo sanguineo. A diferenciagao
completa ou maturagdo das VSMC na camada média podem expressar um repertorio unico de
proteinas contrateis, como a cadeia pesada de miosina de musculo liso, ou a-actina de musculo
liso, canais i0nicos e moléculas sinalizadoras que s3o requeridas para sua fungdo contratil
(MAZUREK et al., 2017). Durante a formagdo de novos vasos, VSMC também produzem
elevados niveis de moléculas extracelulares, incluindo colageno, elastina, proteoglicanos,
caderinas e integrinas que consistem a maior por¢ao da massa dos vasos sanguineos (BROWN et
al., 2007). Além disso, outros componentes do meio de fibras colagenas exercem importante
papel na conexdo e suporte dos vasos sanguineos (VAN VARIK et al., 2012; ZHANG et al.,
2015; MAZUREK et al., 2017).

A adventicia consiste de uma camada rica em MEC, em fibras colagenas e
proteoglicanas sintetizadas pelos fibroblastos. Esta camada abriga nervos, capilares linfaticos e
pequenos vasos sanguineos que desempenham fun¢do de nutricdo. Sdo diversas as células que
ocupam esta regido dos vasos, incluindo macrofagos, linfocitos, mastocitos, células dendriticas,
células-tronco progenitoras e fibroblastos, este ultimo compreendendo a maior proporgao de

células (MAZUREK et al., 2017).

2.2 O REMODELAMENTO VASCULAR

A parede vascular pode mudar sua estrutura para manter o tamanho do limen a fim de

controlar o fluxo sanguineo normal, processo este denominado de remodelamento vascular (VAN

VARIK et al., 2012). Essa capacidade das artérias de adaptar sua estrutura em resposta a
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condicdes fisioldgicas ¢ essencial em situagdes como gravidez ou envelhecimento, mas também
em muitas doengas arteriais como hipertensdo, aterosclerose ou restenose (REDONDO et al.,
2016). De forma geral, o remodelamento vascular ¢ um episodio ativo e envolve mudangas em
muitos eventos celulares, incluindo crescimento celular, morte, migragdo, organizacao do
citoesqueleto, bem como a sintese ou degradacdo da MEC. Pode ser induzido por interacdes
dindmicas entre fatores de crescimento local, citocinas inflamatorias, substancias vasoativas e
estimulos hemodindmicos, sendo todos importantes mediadores no processo de adaptacdo
vascular (VAN VARIK et al., 2012; REDONDO et al., 2016).

A aterosclerose ¢ uma doenga inflamatdria cronica caracterizada pela formacao de
ateromas, que consistem de placas compostas de lipidios e células inflamatorias acumuladas nas
paredes dos vasos sanguineos. Estas placas causam o estreitamento do limen, processo chamado
de estenose, afetando o fluxo sanguineo e podendo provocar interrupgao total do mesmo
(SCHWARTZ et al., 1991). Este processo pode levar a complicagdes como infarto do miocardio
e derrames, sendo fatal em muitos casos (NOFER; BRODDE; KEHREL, 2010).

A disfungdo endotelial ¢ o ponto primdrio e crucial para o desenvolvimento da
aterosclerose. Os danos ao endotélio desequilibram os processos de vasoconstricao e
vasodilatacdo, situacdo que pode iniciar uma série de mudangas patofisioldgicas como aumento
da permeabilidade vascular a lipoproteinas, adesdo leucocitaria, agrega¢do de plaquetas e
liberagdo de citocinas (RENNA; HERAS, N.; MIATELLO, R. M., 2017). Varias citocinas
inflamatorias como fator alfa de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1) e IL-6, induzem
o endotélio a expressar moléculas de adesdo celular (VCAM), moléculas de adesdo intercelular
(ICAM), proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1) e outras quimiocinas,
consequentemente promovendo a adesdo e migragdo de monocitos (REDONDO et al., 2016;
RENNA; HERAS, N.; MIATELLO, R. M., 2017). Na intima, os mondcitos aumentam a expressao
de receptores e internalizam lipoproteinas modificadas formando células espumosas, fato que ¢
considerado como uma lesdo aterosclerotica inicial (RENNA; HERAS, N.; MIATELLO, R. M.,
2017).

VSMC sao consideradas ponto-chave na estenose luminal depois de danos na tinica
intima e na lamina elastica interna. Quando uma grande quantidade dessas células migra para a
intima, sua proliferacdo excessiva e supressdo da apoptose promovem sintese de MEC e

deposigao lipidica, consequentemente facilitando fibrose e espessamento da parede arterial e
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estenose luminal (MAZUREK et al., 2017). A desobstrugdo do vaso pode ser realizada com a
técnica da angioplastia por cateter baldo, na qual um cateter ¢ introduzido no limen do vaso
aterosclerdtico e insuflado, comprimindo o ateroma e restabelecendo o fluxo sanguineo
(GRUNTZIG; SCHNEIDER, 1977). Entretanto, este procedimento pode levar a um novo
processo patologico, a restenose, que consiste na reobstrucdo do vaso sanguineo através da
formagdo da neointima ¢ um atraso na fase de remodelamento constritivo no local da
desobstru¢io (GRUNTZIG; SCHNEIDER, 1977; CARAMORI; YAMAMOTO; ZAGO, 1997).

A formacdo da neointima apos processo de desobstrucdo ¢ delicada, pois ocorre a
remog¢ao da camada endotelial que ¢ uma importante estrutura de barreira e regulacao do fluxo
sanguineo. A desnudag@o endotelial e a ruptura da tunica média resultam na exposi¢ao da matriz
subendotelial a células sanguineas circulantes. Esta matriz contém inumeros fatores ativadores de
plaquetas e colageno, incluindo trombina e tromboxano. A exposi¢do de camadas mais profundas
leva a formagao de trombos que contém fatores quimiotaticos e mitogénicos, podendo funcionar
como matriz para a migragao e proliferacio de VSMC (ZHANG et al., 2015). A liberagdo de
citocinas, fatores de crescimento e a ativagao de macrogafos culminam na modulacao fenotipica
de células musculares lisas e subsequente migragdo e proliferacdo para produzir uma neointima.
Além disso, outros tipos celulares sdo acumulados junto com a sintese excessiva de matriz,
incluindo células progenitoras circulantes e miofibroblastos originarios da adventicia (ASHINO
et al., 2013, SCHRODER et al., 2007; SAN MARTIN et al., 2008; PESCATORE et al., 2012;
ZHANG et al., 2015).

Um dos eventos mais relevantes no remodelamento vascular é a de-diferenciacdo de
VSMC em um fenotipo que apresenta um aumento de duas a trés vezes na capacidade
proliferativa e migra