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“We walk the halls of learning
And serve a proud tradition
The flame of truth is burning
To clarify our vision

Look at how the future gleams
Gold against the sky!

We hope that your future in science will flash golden sparks against the sky.

I/I

Enjoy it

Egisto Boschetti
Pier Giorgio Righetti
Em “Low-Abundance Proteome Discovery” 2013

Nota: Nesta dissertacdo foram utilizados os critérios da revista Sleep Medicine para elaboracao
das referéncias bibliograficas.
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Resumo

A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAQOS) é um importante problema de
salde publica, ndo sé por comprometer o estilo de vida e bem-estar do doente, mas
também por ser um factor de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
metabdlicas e carcinogénicas. Apesar de grandes avan¢os nos métodos de diagndstico e
tratamento da SAOS, permanecem ainda por esclarecer os mecanismos moleculares que
levam ao seu desenvolvimento e as patologias associadas.

A avaliacdo do perfil protedmico do plasma sanguineo que possa estar associado a
SAQS, aos varios estadios da doenca ou a resposta/eficacia do tratamento com pressdo
positiva continua das vias aéreas (CPAP), foi o objectivo ultimo deste estudo. As proteinas
constituintes deste perfil, uma vez validadas, sdo potenciais biomarcadores de
diagndstico, progndstico e/ou de monitorizagdo terapéutica da SAOS.

Numa primeira fase foi necessaria a optimizacdo da preparacdao de amostras de
plasma e sua andlise por electroforese bidimensional (2DE) em mini-géis, para futura
identificacdo de proteinas diferencialmente expressas na doenca/condi¢do, por
espectrometria de massa. Este objectivo do projecto foi concluido com sucesso, pois
mostrou que a utilizagao de 2DE em minigeis é possivel em analises futuras com uma boa
relacdo custo-eficacia.

Em paralelo, investigou-se se o estado redox-oligomérico da proteina
peroxiredoxina 2 (Prx2) (um biomarcador de inflamacdo/stress oxidativo), encontrava-se
alterado no plasma de doentes com SAQS e, se esta alteragao, era parcialmente revertida
apos tratamento CPAP, tal como vem sendo observado nos eritrdocitos destes doentes
(dados preliminares do laboratdrio). A validacdo em plasma dos dados de protedmica
obtidos em eritrécitos, poderd contribuir para uma melhor compreensao da relevancia do
papel da Prx2 na SAOS. Para isso, selecionaram-se amostras de plasma ‘noite’, recolhidas
na noite anterior ao diagnodstico polissonografico e ‘manhd’, recolhidas na manh3a
seguinte para cada individuo roncador (controlo) e doente SAOS (ligeira, moderada e
grave). Para estes ultimos, foram também recolhidas amostras matinais ‘CPAP’, apds seis
meses de tratamento. As amostras de plasma foram analisadas por 1DE SDS-PAGE
reduzido e ndo-reduzido (com ou sem agente redutor), seguido de western blotting com
anticorpo especifico para a Prx2 ou PrxSOy; (formas hiperoxidadas da Prx2). Os

resultados indicaram que as formas hiperoxidadas estavam aumentadas nos doentes
2



SAOS, mais significamente (p<0,05) a noite, em relacdo aos individuos controlo. O
tratamento CPAP pareceu reduzir esta hiperoxidagdo. Estes resultados corroboram os
resultados obtidos nos eritrocitos destes doentes. No entanto, formas da Prx2,
possivelmente com outras modificagdes pds-traducionais, que ndo a hiperoxidacgao,
também mostraram uma tendéncia para um aumento matinal nos doentes SAOS. Esta
tendéncia foi significativamente (p<0.05) reduzida apds tratamento. Estes resultados,
embora preliminares, sdo interessantes dado que a presenca desta proteina no meio
extra celular ser reconhecida como uma sinalizadora de stress/inflamacao.

Em suma, os dados obtidos sdo motivadores para se prosseguir com a investigacao
no plasma, no desenvolvimento futuro de novas ferramentas de diagndstico, progndstico

e/ou monitorizagdo terapéutica da SAOS.

Palavras-chave: Sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS), Protedmica,
Biomarcadores, Pressdo Positiva Continua das Vias Aéreas (CPAP), Plasma



Abstract

The obstructive sleep apnea (OSA) is a major public health problem, not only for
compromising the lifestyle and the patient's well-being but also to be itself a risk factor
for developing cardiovascular, metabolic and carcinogenic diseases. Despite great
advances in diagnostic methods and treatment of OSA, still remain to be elucidated the
molecular mechanisms that lead to its development and associted pathologies.

The assessment of blood plasma proteomic profile that may be specifically
associated with OSA, OSA severety or the response/efficacy of continuous positive airway
pressure (CPAP) treatment, was the ultimate goal of this study. The proteins that
constitute this profile, once validated, are potential biomarkers of diagnostic, prognostic
and/or therapeutic monitoring of OSA.

In a first phase, it was necessary to optimize the preparation of human plasma
sample and its analysis by two-dimensional electrophoresis (2DE) on mini-gels, for future
identification of differentially expressed proteins in the disease/condition by mass
spectrometry. This objective was successfully completed, by showing that the use of 2DE
minigels is possivel in future cost-effective analysis.

In parallel, it was investigated wheather the redox-oligomeric state of the protein
peroxiredoxin 2 (Prx2) (a biomarker of inflammation/oxidative stress) was changed in
plasma of OSA patients and wheather this change was parcially reverted by CPAP
treatment as it has been observed in erythrocytes of this patients. The validation of
erythrocyte data in plasma, may contribute to a better understanding of the importance
of the role of Prx2 in OSA. For this, “night” and “morning” plasma samples were selected,
taken in the night before polysomnographic diagnosis, and in the next morning,
respectively, from snorers (control) and OSA patients (mild, moderate or severe). For
these last ones, morning samples "CPAP" were also collected, after six months of
treatment.

The samples were analyzed by reduced and non-reduced 1DE SDS-PAGE (with or
without reducing agent), followed by western blotting with specific antibodys for Prx2 or
PrxS0Oy; (hiperoxidized forms of Prx2). The results indicated that the hiperoxidized forms
were increased in OSA patients plasma, most significantly (p<0.05) at night compared to
the control ones. The treatment seemed to reduce this hyperoxidation. These results

corroborate with the study conducted in erythrocytes. However, forms of Prx2, probably
4



with other post-translational modifications, which do not hyperoxidation, also showed a
trend towards an morning increase in OSA patients. This tendency was significantly
(p<0.05) reduced after treatment. These results, although preliminary, are interesting due
to the presence of this protein in the extracellular medium and be recognized as a signal
of stress/inflammation.

In summary, the data are motivating to proceed with the investigation in plasma,
in the future development of new diagnostic, prognostic and/or therapeutic monitoring

of OSA.

Keywords: Obstructive Sleep Apnea (OSA), Proteomics, Biomarkers, Continuous Positive

Airway Pressure (CPAP), Plasma



Introducao

Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS)

A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) é classificada como uma das
doengas respiratdrias crénicas mais prevalentes a nivel mundial. Sdo multiplos os fatores
de risco que influenciam a expressdo e a progressdo da SAOS. (Prasad et al. 2014). No
entanto, a SAOS é fator de risco para a ocorréncia de outras doencgas como a diabetes,
obesidade, depressdo, hipertensdo arterial, doencas cardiovasculares, AVC e morte
(Feliciano et al. 2015; Sakaguchi et al. 2011).

A SAOS caracteriza-se por episdédios de obstrucdo parcial (hipopnea) ou total
(apnea) das vias aéreas durante o sono, causando periodos de hipoxia e despertares
frequentes (Feliciano et al. 2015; Vaessen et al. 2015). Esta doenca do disturbio do sono
causa também problemas diurnos, tais como, dores de cabeca matinais, sonoléncia
excessiva, fadiga, variagdes de humor, entre outros (Feliciano et al. 2015; Vaessen et al.

2015)

Epidemiologia

Esta sindrome continua a constituir um importante problema de saude publica,
desde ha trés décadas, afetando cerca de 2% a 4% da populagao adulta, exibindo todos os
sintomas caracteristicos (Eldahdouh et al. 2014). J4 a prevaléncia de disturbios
respiratérios do sono, sem ocorréncia de sonoléncia diurna, afecta cerca de 10% dos
homens e 24% das mulheres, sendo portanto este sindrome muito mais frequente em
individuos do sexo masculino do que no sexo feminino, como evidenciam a maioria dos
estudos, mas ndo estando totalmente provado (Lam et al. 2010; Lavie 2015; Lee et al.

2009).

Fatores de Risco

O desenvolvimento de SAOS é influenciado por diversos fatores como a idade,
sexo, obesidade, problemas respiratorios, historial familiar (genética), malformacoes
craniofaciais e habitos tabagicos/alcodlicos (Lam et al. 2010; Lee et al. 2009; Prasad et al.

2014).



Pensa-se que a idade estd relacionada com o aparecimento de apneia, devido a
maior acumulagdo de adiposidade no espago parafaringeal, alongamento do palato mole
e mudancgas nas estruturas em torno da faringe em idades mais avancadas (>65 anos)
(Lam et al. 2010; Lee et al. 2009). Em relagdo ao sexo, embora nao confirmado que seja
mais frequente nos homens, esta doenca pode estar mais fortemente associada as
propriedades anatdmicas e funcionais das vias aéreas superiores (Al Lawati et al. 2009;
Lam et al. 2010), que apresentam diferengas em ambos os sexos. No homem existe uma
maior acumulagao de gordura no espaco parafaringeal (Al Lawati et al. 2009; Lam et al.
2010), bem como diferengas a nivel hormonal, que podem induzir anormalidade na
respiragdo durante o sono (Al Lawati et al. 2009; Lam et al. 2010). A menopausa parece
aumentar o risco para o desenvolvimento da SAOS na mulher (Al Lawati et al. 2009; Lam
etal. 2010; Lee et al. 2009).

A obesidade é o factor de risco mais importante no desenvolvimento da SAOS pois
causa diversas modificacdes anatdmicas, como a quantidade excessiva de gordura junto a
faringe e resto do corpo que sdo responsdveis pelo bloqueio das vias aéreas durante o
sono (Lam et al. 2010; Prasad et al. 2014). A obesidade estd também fortemente ligada a
uma reducdao do volume pulmonar, reduzindo a quantidade de ar inspirado e
consequentemente aumentando a obstrucdo faringeal (Al Lawati et al. 2009; Lam et al.
2010).

O historial familiar e genético tem também um papel importante neste problema,
nomeadamente parentes diretos afetados aumentam o risco de desenvolver SAQOS, assim
como familiares com obesidade. Toda a genética pode associar-se ao desenvolvimento
desta doenca tendo por base tendéncias a formacdo de anomalias morfoldgicas,
producdo de proteinas especificas, obesidade, problemas respiratérios, etc (Al Lawati et
al. 2009; Lam et al. 2010).

O tabagismo e o alcoolismo sao fatores de risco para a SAOS associando-se a uma
maior ocorréncia de roncos e perturbacdes respiratérias durante o sono. O primeiro
contribui principalmente para a formacdo de inflamacdes e problemas que podem
desencadear modificagGes estruturais e funcionais das vias aéreas superiores, enquanto
gue o segundo é responsavel pelo relaxamento muscular, dilatando as vias aéreas
superiores e aumentando a sua resisténcia, podendo assim gerar o desenvolvimento da
SAOS e ampliar a sua gravidade (Al Lawati et al. 2009; Lam et al. 2010). Os problemas

respiratdrios sao também um contributo directo para a ocorréncia de obstrucdo aérea.
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Na rinite, os doentes mostram ter uma maior incidéncia de roncopatia e altera¢Ges de
fluxo de ar pelas vias aéreas superiores, o que aumenta a probabilidade de existéncia ou
agravamento de SAOS (Al Lawati et al. 2009; Prasad et al. 2014).

Também a etnia podera estar relacionada com a prevaléncia de SAQS, isto devido
as diferencas de morfologias craniofaciais, frequéncia de obesidade ou habitos que
possam desencadear a doenga (Al Lawati et al. 2009; Lee et al. 2009).

Podemos entdo referenciar que todos estes fatores de risco mencionados
anteriormente se relacionam e contribuem, separadamente ou em conjunto, com o

desenvolvimento e/ou agravamento da SAOS.

Diagndstico e Tratamento

O diagndstico é feito por avaliacdo polissonografica noturna (PSG-polissonografia)
em local laboratorial ou hospitalar. Esta baseia-se em registos fisiolégicos como
eletroencefalogramas, eletroculogramas, eletrocardiogramas, eletromiografias, avaliacdo
de pressao nasal, fluxo de ar, posicdao corporal, medidas de esfor¢o respiratério toracicas
e abdominais e medidas de roncopatia por utilizacdo de microfone traqueal. Todas estas
gravacOes irdo permitir a identificacdo dos varios estadios de apneia durante o sono,
tendo em conta os episédios verificados, obtendo-se indices de diagndstico (indices de
disturbios respiratdrios - IDR) e os varios tipos de sintomas apresentados (Feliciano et al.
2015; Lam et al. 2010; Lee et al. 2009). Outro método validado, utilizado para diagndstico
da SAOS, engloba medicbes através de um dispositivo portatil de monitorizacdo,
tornando-se mais pratico. Esta estratégia baseia-se na grava¢ao de movimentos toracicos
e abdominais, medicGes da quantidade de oxigénio, fluxo de ar nasal e frequéncia
cardiaca (Sakaguchi et al. 2011). Cada evento de apneia corresponde a uma paragem do
fluxo de ar durante pelo menos 10 segundos, sendo esta doenca definida como ligeira se
o numero de eventos documentados por hora se encontra entre 5 a 15 episddios,
moderada quando ocorrem 15 a 30 episddios e grave quando apresenta mais de 30
episédios por hora. (Al Lawati et al. 2009; Feliciano et al. 2015).

Para tratamento da SAOS utiliza-se, a pressdo positiva continua das vias aéreas (do
inglés continuous positive airway pressure - CPAP) (Feliciano et al. 2015; Kylstra et al.
2013; Sanchez et al. 2009).

O tratamento com CPAP permite melhorar vérios sintomas que advém da SAQS,

corrigindo disturbios respiratdrios, fungdes cognitivas, possiveis depressdes, estado
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psicologico, entre outros. No entanto estes resultados ndo se observam na totalidade das
andlises, podendo dever-se esta desigualdade de resultados a diferenca de técnicas
utilizadas e adesdo ao tratamento, visto que é uma terapia de longo prazo (Eldahdouh et
al. 2014; Feliciano et al. 2015; Kylstra et al. 2013; Sanchez et al. 2009). Existem
circunstancias em que os pacientes nao toleram este tratamento, neste caso sao
efetuados tratamentos comportamentais que irdo permitir a redu¢ao ou eliminagao de
fatores de risco relacionados com a SAOS, como os mencionados anteriormente (Sanchez

et al. 2009).

SAOQOS e stress oxidativo

Dado que a SAOQS leva a periodos de hipdxia e fragmentagdo do sono, os processos
bioldgicos podem sofrer grandes perturbacdes, provocando altera¢des na atividade
simpdtica (AS), inflamacdo e stress oxidativo (Arnardottir et al. 2009). Segundo a
literatura, estas alteracdes estdo altamente associadas ao desenvolvimento de problemas
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ROS/RNS) resultantes do normal Fig. 1 llustracdo esquematica sugestiva do papel central do stress
oxidativo e inflamagdo na SAQS e desenvolvimento de condi¢Ges
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defesa antioxidante do organismo. (Adaptado de Lavie, 2015)

Embora os radicais livres
sejam essenciais para processos como a regulacdo de transducdo de sinal e funcdo
celular, a sua producado excessiva, induzida por exemplo por processos patoldgicos, afecta
mecanismos celulares e fisioldgicos danificando lipidos, proteinas e até o proprio DNA

(Badran et al. 2014; Badran et al. 2014).



Consequéncias Moleculares da SAOS e a Protedmica

Identificar as proteinas envolvidas nos processos moleculares alterados pela SAQS,
poderd ser uma mais-valia para a clinica desta doenca, uma vez que estas proteinas sao
potenciais biomarcadores associados a SAOS, assim como de patologias a ela associadas.

O aparecimento da protedmica, que examina um maior nimero de proteinas num
dado tempo e condicdo, permite uma analise abrangente do proteoma, quer em estado
saudavel, quer em estado de doencga. Por esta razdo, a protedmica tem sido considerada
uma abordagem fundamental na identificagdo de novos biomarcadores de
diagndstico/progndstico ou como alvos terapéuticos para muitas doengas, incluindo a
SAOS (Arnardottir et al. 2009; Feliciano et al. 2015).

Alguns estudos de protedémica tém vindo a ser realizados em amostras de
plasma/urina de doentes adultos e criangas com SAOS. Contudo, os resultados até ao
momento alcancados, embora promissores, sdo ainda considerados preliminares
(Feliciano et al. 2015). Com o presente projeto, pretende-se, portanto, dar um contributo
para os avancos da protedmica na identificacdo e validacao de potenciais biomarcadores

que tenham real impacto para o diagndstico e prevengao da SAOS.

Protedmica em plasma

Neste projeto de investigacdo houve um grande interesse em utilizar o plasma
como material biolégico de estudo em protedmica com o objetivo de explorar as vias
responsaveis pelo desenvolvimento e agravamento da SAOS bem como das suas
consequéncias a nivel metabdlico e cardiovascular, incluindo o seu tratamento.

O plasma tem sido o material biolégico mais utilizado na descoberta de
biomarcadores por ser de colheita nado-invasiva e ter na sua constituicao
proteinas/péptidos provenientes de todos os tecidos/érgdos do organismo. Contudo,
investigar o plasma por protedmica tem sido um grande desafio visto ser fonte de um
complexo proteoma. O plasma apresenta uma vasta gama de concentracao de proteinas,
desde proteinas muito abundantes (mg/mL - unidades SI) como o seu maior constituinte,
a albumina, até as proteinas muito pouco abundantes (pg/mL - unidades Sl), como as
citocinas, o que dificulta grandemente a sua andlise por proteémica (fig.2) (Anderson e

Anderson 2002; Dayon e Kussmann 2013; Lathrop et al. 2003; Lee et al. 2006).
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Fig. 2 Representacdo esquematica da proporgdo das proteinas menos abundantes (esquerda), no
plasma, em relagdo ao proteoma total (direita). O grafico ao centro engloba as proteinas que
apresentam uma abundancia intermédia.
(Adaptado de Riggetti e Boschetti, 2013)

Técnicas de imunodeplecdo de proteinas mais abundantes no plasma sdo
utilizadas com sucesso no enriquecimento das proteinas menos abundantes e
subsequente andlise por protedmica (Righetti et al. 2006; Righetti et al. 2011).

As técnicas de protedmica mais utilizadas na separacdo de proteinas sdo a
eletroforese bidimensional (2DE ou 2D-DIGE) e a cromatografia liquida (LC), ambas
seguidas de analise por espectrometria de massa em tandem (MS/MS) para identificacdo

proteica (Feliciano et al. 2015).

Candidatos a biomarcadores para a SAOS em validagao

Segundo Shih e Malhotra (2011) um biomarcador, para o ser, deve preencher um
dos seguintes requisitos: (1) apresentar sensibilidade e especificidade para a doenca em
causa, mostrando utilidade para diagndstico, (2) correlacionar-se com a severidade da
doenca com utilidade no prognéstico, (3) responder a um determinado tratamento,
prevendo a eficicia do mesmo e/ou (4) estar correlacionado com mecanismos
patoldgicos que, uma vez alvos de terapias que modifiquem os seus niveis de expressao,
traduzam-se em alteragdes no sentido do restabelecimento fisioldgico destes mesmos
mecanismos.

O Laboratério de Protedmica do INSA Dr. Ricardo Jorge tem vindo a realizar
estudos de proteédmica em eritrdcitos de doentes com SAOS (Feliciano et al. 2014; Vaz et
al. 2015). A peroxiredoxina 2 (Prx2) é uma das proteinas que tem sido identificada como
diferencialmente expressa nos doentes com SAOS. Faz parte de uma familia de seis tiol-
peroxidases com funcdo relevante na proteccdo antioxidante e sinalizacdo redox que as

tornam ideais sensores da homeostase-redox da célula. As Prx (também referenciado na
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literatura como PRDX) catalisam a degradacdo de varios perdéxidos organicos como por
exemplo o perdxido de hidrogénio (H,0,) (Milev et al. 2015). Nos eritrécitos, A Prx2
representa a terceira proteina mais abundante (Ishida et al. 2014; Manta et al. 2009). As
Prx existem maioritariamente em forma de homodimeros, de ligagdo nao-covalente. Nos
eritrécitos, formas oligoméricas da Prx2 sdo muito abundantes (Poynton e Hampton,
2014). Estudos recentes mostram resultados interessantes acerca desta proteina no
plasma, mostrando que se encontra maioritariamente em forma multimérica e que é
secretada, associada a exosomas, na sua forma oxidada e sob condi¢Ges de
stress/inflamacdo (Mullen et al. 2015; Salzano et al. 2014).

A actividade peroxidatica destas proteinas é despoletada a partir de residuos de
cisteina peroxidatica, posicdo 51 (CYSp-SH), presente num dos mondémeros que ao reagir
com o H,0, forma um derivado do acido sulfénico (CYSp-SOH), que reage com o residuo
de cisteina conservado “resolving”, posicdo 172, (CYSg-SH) do mondmero adjacente,
formando assim uma ligacdo disulfidica (S-S) entre os dois mondmeros, dando origem a
formas dimericas dissulfidicas oxidadas. O dimero ligado por pontes dissulfidicas (S-S)
pode regenerar-se a forma reduzida através do sistema da tioredoxina (TRX) e tioredoxina
redutase (TRXR), que permite a reaccdo de reducdo usando NADPH (do inglés
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduzida) como dador de electrdes.
Contudo, a reac¢do de redugcdo pela TRX/TRXR é lenta e limitada a determinadas
concentra¢des de TRX e Prx, o que leva com que o derivado do acido sulfénico da CYSp
(CYSp-SOH) possa reagir com uma nova molécula de H,0, originando um derivado estavel
de 4cido sulfinico (CYSp-SO,H), ou seja, uma forma hiperoxidada da Prx. Esta forma
hiperoxidada pode ser ainda reciclada a sua forma reduzida (CYSp-SOH) pela ac¢do da
suferedoxina (SRX), uma redutase-dependente de ATP (do inglés adenosine triphosphate).
Esta reaccdo é limitada e lenta, dependendo da quantidade de SRX existente.
Subsequente oxidacdo dos derivados sulfinico (CYSp-SO,H) podem ocosionalmente
ocorrer, dando origem a derivados irreversiveis de acido sulfonico da cisteina (CYSp-
SO3H),que efectivamente remove a Prx do ciclo redox (fig.3) (Hoyle e O’Neill 2015; Milev

et al. 2015; Poynton e Hampton 2014).
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Fig. 3 Fungdo peroxidatica da Prx expondo como exemplo de peréxido a degradar, o

peroxido de hidrogénio (H,0,)
(Adaptado de Hoyle e O’Neill 2015)

A acumulacao de formas hiperoxidadas e inactivas da Prx pode aumentar a
concentracdo local do H,0,, como explicada pela hipdtese Floodgate de Wood et al.
2003).

Formas oxidadas da Prx tendem a favorecer o estado dimérico para reciclagam via
TRX/TRXR. Formas reduzidas, oxidadas e hiperoxidadas podem adoptar formas
decaméricas ou do-decaméricas sendo esta ultima fortemente associada a actividade
chaperone e de sinalizacao celular da Prx (Barranco-Medina et al. 2009; Hoyle e O’Neill
2015; Milev et al. 2014; Wood et al. 2003).

A interconvencdo entre esses estados oligoméricos estd relacionado com
alteragdes na funcdo da Prx, isto é, actuando como uma peroxidase, chaperone, um
parceiro de ligacdo, activador enzimatico e/ou como sensor redox tal como proposto por

Barranco-Medina e sua equipa (fig.4).
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Fig. 4 Processo simplificado da oligomerizagdo das Prx com factores implicados e fungdes.
(Adaptado de Barranco-Medina et al. 2009)

Formas hiperoxidadas da Prx desempenham um papel na sobrevivéncia celular,
outra que ndo a atividade chaperone. Recentemente, foram demonstradas variacdes
circadianas, com um periodo de 24 horas, na abundancia da Prx hiperoxidada nos
eritrocitos humanos, como parte de um importante mecanismo redox na fisisologia
celular. Tendo em atencdo que os eritrécitos estdo desprovidos de ‘maquinaria
transcricdo-traducdo’, esta ocilacdo é principalmente consequéncia de oscilagdes nas
modificagGes pds-traducionais da proteina (Cho et al. 2014; Hoyle e O’Neill 2015).

As Prxs tém sido alvo de atencdo dos investigadores dada a sua aparente funcdo
de supressor/promotor de tumor e/ou como promotor da inflamacdo associada a lesGes
isquémicas cerebrais. A expressao elevada da Prx tem sido observada em varias doencas,
tais como carcinoma do pulmao, doenca de Alzheimer e sindrome de Down (Perkins et al.
2015). As multiplas fungOes das Prxs e seu impacto no desenvolvimento das doengas
motivam uma continuada investigacao sobre o seu papel na fisiologia, bem como nos
mecanismos associados ao desenvolvimento de doencas.

Dados recentes do laboratério sugerem que formas acidas da Prx2 em géis 2DE,
descritas como resultantes de hiperoxidacdo, estdo aumentadas nos eritrécitos de
doentes com SAOS. A avaliacdo do estado redox da Prx2 por western blotting (WB) e
anticorpos especificos (ver abaixo ‘monitoriza¢cdo do estado redox/oligomérico da Prx)
confirmam que formas monoméricas/diméricas, oxidadas e/ou hiperoxidadas estdo
aumentadas nos eritrdcitos de doentes com SAOS em comparacdao com os controlos.
Apds tratamento com CPAP, observou-se uma diminuicdo desta oxidacdo da Prx2.

Contudo, formas decaméricas/multiméricas hiperoxidadas da Prx2 foram identificadas
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guase que exclusivamente em doentes apds tratamento (Feliciano et al. {artigo em
preparagao}; Vaz et al. 2015). A dinamica de formagdo dos decameros é governada pelo
estado redox dos mondémeros, em que formas totalmente reduzidas ou totalmente
hiperoxidadas estdo associdas a estabilizacdo dos oligémeros, enquanto que as formas
oxidadas promovem a dissociacdo dos oligdmeros para subsequente ciclo de

reducdo/regeneracgdo da actividade peroxidatica (Milev et al. 2014).

Monitorizacdao do estado redox e oligomérico da peroxiredoxina

A avaliacao do estado redox e oligomérico da Prx tem sido util na monitorizagdo
do stress oxidativo em células.

As formas monoméricas da Prx2 (=20kDa) distinguem-se das suas formas
diméricas da (=40kDa) e das multiméricas (=200kDa) através da técnica de WB com
anticorpo especifico para a Prx2, em que a amostra é analisada por electroforese em géis
de poliacrilamida desnaturantes (SDS-PAGE - do inglés sodium dodecyl sulfate -
polyacrylamide gel electrophoresis), mas ndo-reduzidos. A ndo-reducdo implica a nao
utilizacdo de agentes redutores (por exemplo ditiotreitol [DTT], B-mercaptoetanol [Bm]),
qgue hidrolisam as pontes dissulfidicas (-S-S-). Para evitar (re)oxidacdes artefactuais
exodgenas ao sistema, derivadas do processamento das amostras, um agente alquilante
(por exemplo, n-etilmaleimida (NEM)) deve ser adicionado a amostra. Este agente

alquilante liga-se as cisteinas reduzidas impedindo que estas se (re)oxidem (fig. 5) (Cox et

Cy; a2

al. 2010).
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Fig. 5 Locais de actuagdo dos agentes alquilantes (A) e redutores (B) nos dimeros de Prx.
(adaptada de Poynton e Hampton 2014)

No WB em géis SDS-PAGE nao-reduzido, as formas diméricas ou multiméricas da
Prx2 detectadas sdao formas dissulfidicas (-S-S-) oxidadas ou hiperoxidadas. As formas
diméricas hiperoxidadas migram ligeiramente acima das formas oxidadas, enquanto que
as formas monomeéricas sao formas reduzidas ou totalmente hiperoxidadas, provenientes

de dimeros ou multimeros reduzidos/hiperoxidados da Prx2. Neste caso, as formas
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monomeéricas reduzidas migram acima das formas monoméricas hiperoxidadas (fig.6).
Contudo, os mondmeros reduzidos ou hiperoxidados da Prx2 de eritrécitos migram numa

Unica banda de =20kDa) em géis SDS-PAGE ndo-reduzido (Poynton & Hampton 2014).
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Fig. 6 Avaliacdo do estado redox das Prx com actuagdo de NEM. Visualizagdo esquematica das formas
oligomeéricas da Prx por separagdo por SDS-PAGE em condigdes ndo reduzidas.
(adaptado de Poynton e Hampton, 2014)

Uma maior abundancia relativa das formas diméricas oxidadas em relagdo as
formas monoméricas reduzidas, é indicativo de stress oxidativo celular (Poynton &
Hampton 2014). Outro método mais especifico para a avaliacdo do estado de oxi-reducao
das Prxs é através da utilizagao de um anticorpo para a Prx hiperoxidada (PrxS0,/3). Niveis
elevados de Prx hiperoxidada estdo provavelmente associados a niveis elevados de stress
oxidativo e/ou aumento da actividade chaperone/sinalizacdo na protecdo celular

(Poynton & Hampton, 2014).

16



Objectivos

A avaliacdo do perfil protedmico do plasma sanguineo que possa estar

especificamente associado a SAQOS, aos varios estadios da doenga ou ainda, a

resposta/eficacia do tratamento com pressdo positiva continua das vias aéreas (CPAP) é o

objectivo ultimo deste estudo. Uma vez validado, as proteinas que desenham este perfil

protedmico podem constituir potenciais biomarcadores de diagndstico/prognéstico e/ou

de monitorizagdo terapéutica.

Os sub-objectivos deste estudo foram, entdo, os seguintes:

Optimizar a preparagcdao de amostras de plasma para sua futura andlise por
electroforese bidimensional diferencial (2D-DIGE, do inglés two dimensional
differencial gel electrophoresis) em mini-géis. A utilizacdao de mini-géis tem como
objetivo aumentar a capacidade, reproducibilidade e significancia da andlise, pois
permite um maior nimero de amostras por analise a custo e tempo reduzidos.
Uma vez optimizada, esta metodologia serd aplicada em futuros estudos de
identificacdo de proteinas plasmaticas associadas aos diferentes estadios de
gravidade da SAOS e/ou a resposta ao tratamento com CPAP.

Avaliacdo do estado redox/oligomérico da Prx2 no plasma de roncadores, doentes
com SAQS, antes e apds CPAP. Correlacionar estes resultados com os dados
previamente obtidos para esta proteina em eritrécitos destes doentes. O objectivo

é confirmar e melhor compreender a relevancia da Prx2 na SAOS.
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Material e métodos

Colheita, sele¢ao e preparagao de amostras

Pacientes com suspeita de SAOS do Hospital Pulido Valente em Lisboa, foram
clinicamente avaliados, obtendo-se um conjunto de registos clinicos com dados
demograficos, estado nutricional, indice de massa corporal, pressao arterial, frequéncia
cardiaca, estilo de vida, parametros de PSG o que permitiu o diagndstico da SAOS e o
perfil metabdlico de cada paciente. Todos estes dados estdo arquivados numa base de
dados associada a um Biobanco (plasma e eritrdcitos) sob consentimento informado,
aprovado pela protecdo nacional de dados e comissao ética do Centro Hospitalar Lisboa
Norte e do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge. Nesta base de dados/Biobanco
incluem-se apenas pacientes do sexo masculino com idades entre os 25 e 55 anos.

Membros do laboratério promoveram a separa¢do do plasma, em que a amostra
de sangue total obtida de cada paciente foi submetida a um procedimento de separacao
de componentes (fig.7). O sangue recolhido foi inserido num tubo contendo

anticoagulante, e sujeito a uma

. ~ . 7
centrifugacdao (1800g, 10 min, . (,‘ el e
5°C, em centrifuga Centrifuge g iU 5&
5810R - Eppendorf). Esta ’ ’ Cenmfuga /4./
centrifugacdo é suficiente para a &, T w

. . S
obten¢do do plasma. Este foi S firede | Plasma
recolhido e aliquotado em S 2 “Buffy Coat”
eppendorfs devidamente Eritrocitos

-

etiquetados (informacdes acerca
Fig. 7 Procedimento para obtengdo dos componentes do sangue

do paciente e tipo de amostra), e (adaptado de
http://www.clinicaitapura.com.br/dicasnoticias/190-prp.html)
posteriormente guardados a
-80°C.
Para pesquisa de biomarcadores foram selecionadas, a partir deste Biobanco
criado no ambito do projeto HMSP-ICJ/0022/2011, amostras de plasma de pacientes

diagnosticados com auséncia de SAOS (grupo controlo - roncadores), com presenca de

SAOS ligeira, moderada ou grave, antes e apds tratamento com CPAP. Para além das
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categorias de auséncia/gravidade/tratamento, as amostras também foram recolhidas a
noite (antes de dormir) e de manha.

Foram efectuados dois estudos. Primeiramente, foi elaborada uma optimizacao
em pool, e seguidamente procedeu-se ao estudo individual, para obtengao de resultados
gue pormenorizassem e distinguissem o estado e habitos de cada doente, pois em pool
muitas outras condi¢des, que ndo a SAOS, podem estar implicadas (constituindo uma
Unica amostra).

A preparagao das amostras para cada um dos estudos esta descrita abaixo.

*  Estudo 1: Optimizagdo em pools de grupos individualizados de roncadores
(noite/manh3), doentes com SAOS (noite/manhd) e doentes apds 6 meses de

tratamento com CPAP (manha). Os dados de cada sujeito encontram-se no anexo 1.

Este estudo funcionou como uma primeira orientacdo a partir de resultados por WB,
em pools de eritrocitos de pacientes do biobando SAQOS, tendo em conta a sua
interpretacdo em relacdo a proteina de interesse (Prx2).

A pool referente ao grupo controlo é constituida por 7 doentes com colheita a noite e
7 doentes com colheita de manha (os mesmos que efectuaram colheita a noite),
ocorrendo o0 mesmo para os 3 doentes SAQS, e somente colheita mantinal para a pool/
CPAP. As pools foram elaboradas a partir de cada um dos individuos de cada categoria e,
cada uma era constituida por uma quantidade igual de plasma de cada sujeito, formando
uma mistura Unica para cada categoria em estudo (fig.8).

Algumas caracteristicas conhecidas acerca dos habitos tabdgicos de cada
individuo, assim como dados acerca de comorbidades para além da SAOS, podem ser
consultadas no anexo 1.

O propdsito da elaboragao do estudo em pool é o de diminuir a variabilidade entre
amostras numa dada categoria/condicdo e rentabilizar custos/consumiveis, para

screening inicial do possivel proteoma a obter.
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7 individuos 3 individuos 6 individuos
controlo SAQOS CPAP
¥ v
noite manh3 noite manh3 manh3

b 1 b 1 I

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5
!
\/ K / \/ \/ J
Controlo Controlo SAOS SAOS CPAP
noite manh3 noite manh3a manha

Fig. 8 Elaboragdo das pools de plasma em estudo.

Paralelamente foram também utilizadas amostras individuais de individuos do

biobanco SAOS com as mesmas categorias/condi¢do para posterior interpretacédo.

+ Estudo 2: Estudo individual de grupos individualizados de roncadores
(noite/manh3), doentes com SAOS (noite/manh3d) e os mesmos doentes apds 6
meses de tratamento com CPAP (manha). Os dados de cada sujeito encontram-se no

anexo 2.

O estudo individual é mais correcto, pois avaliamos o comportamento de cada
individuo per si, analisando também habitos ou comorbidades que o sujeito apresente e
gue possam interferir na interpretacdo dos resultados. Cada categoria tem igual nimero
de pacientes (9) e foram também incluidos pacientes com os vdrios estadios da doenca

para avaliarmos alguma diferenca de expressao (fig.9).
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Controlo | | Controlo SAOS SAOS CPAP
noite manh3 noite manh3 manha
Ligeiro 3 3 3
(n) total 9 9 Moderado 2 2 2
Grave 4 4 4
Controlo x 9 =9 individuos SAQS x 9 =9 individuos .
noite / noite -
\J \/
. CPAP x 9 = 9 individuos
) , manh3 /
Controlo x9 =9individuos  SAOS x 9 = 9 individuos
manh3 manh3

Fig. 9 Amostras individuais em estudo.

Nos anexos 1 e 2, nomeio as informacoes relativas a comorbidades adicionais e
habitos tabagicos pois pode haver interligacdo destas com a presenca de SAOS e com a

variedade de resultados obtidos entre pacientes da mesma categoria.

Deplegao e Desalting

A deplegao das catorze proteinas mais abundantes do plasma, foi feita através
colunas de imunoafinidade (MARS-Hu-14 column - Agilent human 14 multiple affinity
removal system) com o objetivo de identificar potenciais biomarcadores para a SAOS, no
grupo de proteinas menos abundantes, pois as que existem em maior quantidade
mascaram qualquer possibilidade de descriminar as existentes em menor nimero, onde
se pensa que uma molécula como um eventual biomarcador se encontre (Tu et al. 2010).

O processo de deplecao foi realizado conforme instru¢des do fabricante. Foi usada
uma amostra de plasma de um sé paciente, com o objectivo de conhecer o padrdo
proteico do plasma. Esta tecnologia permite a remocdo de albumina, IgG, antitripsina,
IgA, transferrina, haptoglobina, fibrinogénio, a-2-macroglobulina, a-1-glicoproteina acida,
IgM, apolipoproteina Al, apolipoproteina All, complemento C3 e transtirretina (fig.10),
através de uma combinacdo de anticorpos, presentes numa matriz assente numa coluna
de deplecdo, que capta as proteinas muito abundantes, diminuindo assim a sua
concentracdo total no plasma, resultando no enriquecimento de proteinas pouco

abundantes (Yadav et al. 2011). Numa fase inicial, a amostra de plasma foi diluida numa
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proporcdo de 1:20 em tampdo A (tampdo de equilibrio e lavagem da coluna - Agilent
Technologies) com adicdo de inibidores de proteases (Sigma P8340) (1:500), que
impedem a degradacdio da amostra
peptidica em analise, mantendo tudo em

Aplicar plasma

gelo para evitar o aumento da temperatura humano puro

também nociva. A amostra diluida foi

Proteinas humanas depletadas:
Albumina, IgG, Antitripsina, IgA,
Transferrina, Haptoglobina, Fibrinogénio,
Alfaz-Macroglobulina, Alfal-Glicoproteina
acida, IgM, Apolipoproteina Al,
Apolipoproteina All, Complemento (3,
Transtirretina

previamente filtrada para a sua purificacao

num tubo de filtro de rotagdao (0.22um),

depois centrifugada a 2320g, 2min a 49C

(em centrifuga Centrifuge 5417R - '/I;\/DI Fracgdo 1

=
X130 Proteinas pouco
g )
L(7 78

Eppendorf) com recolha total do filtrado D '\)J_/\/ abundantes

limpo para utilizacdo posterior. Em seguida
Po p ¢ P & Fracgao 2

H Proteinas muito

efectuou-se o equilibrio da coluna com 4ml
abundantes

de tampdo A, utilizando uma seringa,

permitindo a activacao da matriz e remocao Fig. 10 Esquema simplificado do que ocorre no
processo de deplecdo de plasma.
de ar retido na coluna, rejeitando o tampao (Adaptado de Agilent Technologies, 2003)

utilizado. A coluna foi sujeita a centrifugacao

(100g, 1min), para que fosse eliminado o excesso de tampao. Procedeu-se entdo a
aplicacdo da amostra diluida (200uL/ciclo) no topo da coluna, inserindo-a num tubo
eppendorf (F1) que, apds centrifugacdo a 100g durante 1min, recolhera o primeiro
filtrado. A coluna é incubada 5min, a temperatura ambiente, promovendo mais tempo de
afinidade entre as proteinas e os anticorpos na matriz, apds o qual se procedera a uma
lavagem, com 400uL de tampdo A e posterior recolha da fraccdo F1 apds centrifugacdo
(100g, 2min). Este passo é de novo repetido e, no final, todos os F1 (filtrados sem as 14
proteinas mais abundantes) sdo juntos num sé tubo.

Procedeu-se a fase de eluicdo (descolamento das proteinas mais abundantes
agarradas a matriz) fazendo passar 2.5ml de tampdo B (Agilent Technologies) pela coluna,
com auxilio de uma seringa, gotejando o eluido para outro tubo eppendorf (E), que se
armazenou a -80°C para posterior estudo.

Com este passo ficou entdo finalizado um ciclo e para iniciar a deple¢cdo de nova
amostra tem de se proceder novamente ao equilibrio da coluna. No final de todos os
ciclos efectuados para todas as amostras em estudo a coluna foi guardada a 49C,

humedecida com tampao A e com as duas extremidades seladas.
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Apds deplecdo foi feita a extraccdo de sais das amostras por um processo
denominado desalting (dessalinizagdo), uma vez que os tampdes utilizados sdo ricos
nestas substancias que interferem com a posterior separacao das proteinas.

O processo de desalting foi realizado conforme instrugdes do fabricante (Amicon
Ultra-4 centrifugal filter devices, Millipore) com pequenas optimizacdes. O processo
iniciou-se com a lavagem (activa¢cdo) de uma membrana contida num tubo que funciona
como filtro (com um cut-off de 3kDa, onde ficaram retidas as proteinas de interesse,
sendo tudo o resto eliminado). Essa lavagem foi efectuada com 4ml de agua purificada
(tipo 1l) através de centrifugacdo (3300g, 30min, em centrifuga Centrifuge 5810R -
Eppendorf). Este processo foi realizado trés vezes. Apds activacao do filtro foram
colocados 4ml de amostra (F1) proveniente da deple¢dao por MARS (do inglés Multiple
Affinity Removal System), para centrifugacdo a 3300g durante 45min, descartando o
centrifugado. Como tinhamos mais amostra a dessalinizar, colocou-se a mesma e perfez-
se até 4ml com tampao de bicarbonato de amédnio [25mM (m/v), pH: 8.4] centrifugando a
3300g, 45min. Descartou-se de novo o centrifugado e o processo é repetido por mais trés
vezes com tampdo de bicarbonato de aménio [25mM (m/v), pH: 8.4], sendo o filtrado
sempre descartado. No final, o que ficou retido no filtro recolheu-se com auxilio de uma
micropipeta para um novo eppendorf, o filtro lavado por up/down, com 200uL de tampao
bicarbonato de amoénio [25mM (m/v), pH: 8.4] e este recolhido novamente para o
eppendorf. O tubo foi identificado como plasma depletado pds-desalting. Retirou-se uma
aliguota para quantificacdo e a amostra foi guardada a —-80°C para posterior analise.

Verificou-se a eficacia da deplecdo por IDE (do inglés one dimensional
electrophoresis), utilizando a amostra sem deplecao a uma diluicdo 1:50, a fracdo F1 com

as proteinas menos abundantes apds desalting, e o eluido.

Quantificacao de proteina

Para quantificar o teor de proteina presente na amostra, recorreu-se a um teste
colorimétrico de quantificacdo de proteina total - Thermo Scientific Pierce 660nm Protein
Assay, compativel com o uso de detergentes e substancias redutoras. Este kit com
standards pré-diluidos (de varias concentracdes de albumina de soro de bovino - do inglés
bovine serum albumin - BSA, de 125 a 2000ug/mL) e com um reagente de trabalho, foi
adaptado para execucdo em microplaca. Neste processo as concentracdes de proteina

foram estimadas tendo em conta as absorvancias dos standards/amostras obtidas a partir
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da leitura a 660nm num espectrofotometro (Spectramax 340PC - Molecular Devices). A
leitura das absorvancias dos standards nos eixos dos y, e a concentragao de proteina
correspondente no eixo dos x, permitiu-nos elaborar uma recta de calibracdo
(absorvancia/[proteina]) e obtermos a concentracdo de proteina das amostras em

estudo.

Andlise de proteinas por eletroforese bidimensional (2DE) em mini gel

Este processo foi utilizado para obtencdo do proteoma por 2DE da amostra de
plasma depletada. No Laboratério de Proteémica, onde desenvolvi o meu trabalho, era
usual utilizar-se géis de médio ou grande formato para a separacao e andlise de proteinas
em larga escala permitindo a separacdao reprodutivel de milhares de proteinas
simultaneamente. Por outro lado esta opc¢do tem um grande custo em consumiveis, bem
como um aumento do tempo de analise do gel. Por esta razdo, para estudar o proteoma
plasmatico das minhas amostras foi feito um teste em mini-gel, com diferentes
quantidades de proteina referentes a fraccdo F1 de deplecdo por MARS, utilizando tiras
(strips - immobilized pH gradient - IPG) de pH 4-7, 7cm de comprimento (GE-Healthcare).
Foram testadas 10ug, 20ug e 40ug de proteina plasmatica. Segundo a literatura (Angelika
Gorg, 2004) para géis preparativos a partir de tiras de 7cm, deve usar-se uma quantidade
equivalente a 40-60ug de proteina/strip e para géis analiticos >6ug de proteina/strip (2D-
DIGE).

Por metodologia 2DE as proteinas foram inicialmente separadas por focagem
isoelétrica (/EF do inglés isoeletric focusing), tendo em conta o seu ponto isoelétrico (pl)
num gradiente de pH imobilizado numa tira. As tiras com intervalo de pH 4-7, de 7cm
foram hidratadas over-night em 65uL de tampao IEF [7M (m/v) ureia, 2M (m/v) tioureia,
2% (m/v) CHAPS, 1,2% (v/v) deStreak e 0.5% (v/v) IPG 4-7 - anfdlitos]). Apds liofilizagdo do
volume das amostras correspondentes as quantidades de proteina plasmatica acima
referidas, procedeu-se a solubilizacdo das mesmas com 60uL de tampao /EF (1h30 a 22°C
com agitacdo) seguido de centrifugacdo durante 10 min, 22°C, 14000g, em centrifuga
Centrifuge 5417R - Eppendorf, para eliminar particulas nao solubilizadas. Em simultaneo,
foi preparado o sistema de Manifold (IEF-IPGphorUnit - GE HealthCare) com aplicacdo das
amostras através de cup loading, colocado no anodo, mandatdrio para proteinas bdsicas
mais dificeis de focar. As tiras de 7cm, com um volume total de 125uL aconselhado para

este tamanho (Angelika Gorg, 2004) foram focadas num programa de focagem isoelétrica
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testado que incluiu: etapal - 200V, 1h step n'hold; etapa2 - 500V, 45min step n hold,
etapa3 - 1000V, 45min step n'hold; etapa4 - 6000V, 45min gradient; etapa5 - 8000V,
30min step n"hold. Apds a corrida, a tira foi colocada a —-809C e no dia seguinte exposta a
temperatura ambiente por 10min. Foi feito o equilibrio 15min com DTT (ditiotreitol) a 1%
(m/v) dissolvido em tampao de equilibrio [6M (m/v) ureia, 75mM (m/v) tris-HCI pH 8.8,
29.3% (v/v) glicerol e 2% (m/v) SDS], para quebra de pontes dissulfito das proteinas, e de
seguida o bloqueio 15min, com iodoacetamida a 4% (m/v), alquilante que evita a
reoxidacdo das mesmas pontes, dissolvida no mesmo tampdao com adi¢ao de 0.002%
(m/v) de azul de bromofenol. Procedeu-se a separacdo das proteinas de acordo com a
massa molecular (segunda dimensdo), em géis de gradiente pré-preparados (NuPAGE 4-
12% Bis-Tris ZOOM™ Gel de 1mm/IPG - NOVEX) em tinas XCell Sure Lock ™ NOVEX Mini-
Cell - Invitrogen. As tiras foram colocadas no topo do gel, ajustadas com auxilio de uma
espdatula permitindo a sua juncdo total ao gel e a remogdo de qualquer bolha de ar
existente. Depois de ter sido introduzido o marcador de massas moleculares (Novex Sharp
Proteins Standard - Invitrogen) (5uL/lane) foi inserida sobre as tiras uma solugdo selante
constituida por 0.5% de agarose [25mM (m/v) tris base, 192mM (m/v) glicina, 0.1% (m/v)
SDS, 0.5% (m/v) agarose, 0.002% (m/v) azul de bromofenol], aguardando-se até
solidificar. A eletroforese, denominada SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate -
polyacrylamide gel electrophoresis), que tal como o nome indica usa o SDS como
detergente aniénico no tampao de eletroforese numa diluicdo de 1:20 (NuPAGE MES SDS
Running Buffer [20x] - NOVEX), comecou com uma intensidade de corrente de 50V
durante 5min deixando as proteinas entrarem gentilmente no gel, alterando-se
seguidamente para 200V durante aproximadamente 50min.

As proteinas dos géis, finda a corrida foram fixadas com uma solugdo [40% (v/v)
etanol, 10% (v/v) acido acético, 50% agua tipo Il (destilada/filtrada/deionizada)] em
agitacao lenta, durante =1h, para evitar a sua difusdao, e posteriormente os géis foram
corados com corante Flamingo (Biorad) (limite de sensibilidade - 0.5-2ng) e revelados
num transiluminador a 300nm. O gel com maior quantidade de proteina (40ug) foi ainda
corado com azul brilhante de coomassie coloidal com um limite de deteccdo 1-
100ng/spot (SigmaB0770) até ao dia seguinte. Apds lavagem com dagua tipo Il foi
digitalizado para obtencdo de imagem, utilizando um scanner da Amersham Umax

PowerLooklll.
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Avaliagdo do estado redox/oligomérico da PRX 2: estudo em plasma

A partir do estudo em eritrécitos, cuja interpretacdo nos questionou o
comportamento e deteccdo ao nivel do plasma da Prx2, foram utilizados anticorpos
especificos (Prx2 e PrxSO,,3) para a pesquisa das formas oxidades e hiperoxidadas, numa

andlise comparativa entre cada categoria a estudar (controlo /doenca /tratamento).

* Preparacao da amostra:

® solugso de stock - Diluigio: 1:10

e 20plL de amostra - plasma nao depletado @ A partir de solucdo stock 1 -

e 10uL NEM em etanol a partir de solugao Diluiggo: 1:100
stock 2M (m/v) [100mM (v/v) final] e 45ulL H,0 tipo Il
e 2uL de inibidores de proteases - e 5pulL amostra 1:10

(10pL/1000pL)
Volume final: 50ulL

Perfazer com soro fisiolégico (NaCl a 0,9%) Para quantificacao

para Volume final: 200puL

Procedeu-se, inicialmente, a optimizacdo da quantidade de amostra a inserir nos
géis para promover uma correcta visualizagdo, impedindo a saturacdo do load/lane.
Testaram-se trés quantidades de proteina total de plasma por eletroforese 1DE: 10ug
/25ug /40ug, a partir de uma amostra de plasma (1:10) escolhida ao acaso e, apds a sua
quantificagdo. Utilizando gel pré-feito (NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel de 1.0mm/15 pogos -
NOVEX), em tampao de eletroforese diluido 1:20 (NuPAGE MES SDS Running Buffer [20x] -
NOVEX) em tinas XCell Sure Lock ™ NOVEX Mini-Cell - Invitrogen, em condicBes reduzidas,
(B-mercaptoetanol a 10% (v/v) final), e antioxidante para evitar reoxidacdo, segundo
procedimento do fabricante. A corrida foi feita a 150V durante =50 min (resultado nao
mostrado).

A partir da solucdo stock (1) para cada pool/amostra individual de cada
categoria/condicdo, e apds quantificagdo, o volume de amostra foi ajustado para 25ug de
proteina plasmatica (quantidade ideal evidenciada pela optimizacdo anterior). Por
metodologia 1DE SDS-PAGE (eletroforese unidimensional), em gel de poliacrilamida
(separacao por massa molecular), com géis pré-feitos (NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel de
1.0mm/15 pogos - NOVEX), em tampao de eletroforese diluido 1:20 (NuPAGE MES SDS
Running Buffer [20x] - NOVEX) em tinas XCell Sure Lock ™ NOVEX Mini-Cell - Invitrogen,
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sob condicGes ndo reduzidas, para estudo das formas oligoméricas da proteina (Prx2). As
corridas foram feitas a 150V durante =50 min. Paralelamente, para interpretacao e
analise comparativa, foram também testadas outras corridas por electroforese 1DE, com
reducdo por B-mercaptoetanol, numa concentracdo final de 10% (v/v), com adigdo de
antioxidante, segundo procedimento do fabricante. Foi utilizado o marcador de massa
molecular Magic Mark™ XP Western Protein Standard - Novex (3ul/lane), por se tratar de
uma técnica de WB.

A transferéncia das proteinas do gel para membranas, utiliza um tampao de
transferéncia (TP) diferente do tampéao de corrida de electroforese. Este é denominado
TP completo (10% de TP incompleto 10x, 20% metanol, para 1L dgua tipo Il) feito a partir
de uma solugdo de TP incompleto 10x [25 mM (m/v) tris base e 192 mM (m/v) glicina para
1L de agua tipo Il]. As membranas escolhidas, de fluoreto de polivinilideno (Immobilon-P
Membrane, PVDF, 0.45um, 26.5cmx3.75m roll - Millipore, Fisher Scientific), sao
previamente incubadas em 100% (v/v) metanol, 15min e passadas por agua tipo |l para
posterior incubacdo de 10min em TP completo. A transferéncia foi realizada num
aparelho TE Series Transphor Electrophoresis UNIT - Hoefer Scientific Instruments ou num
TE 62 Tank Transfer UNIT - Amersham Biosciences, durante 1h30min a 400maA.

As membranas foram coradas durante 5min em solucdo corante Ponceau S [0,1%
(v/v) em acido acético 5% (v/v) a partir de um stock de 1% (m/v) de Ponceau S em agual,
descorando de seguida o excesso com acido acético 5% (v/v). As imagens foram obtidas
por scanner das membranas ligeiramente descoradas para contraste, e posteriormente
descoradas totalmente em tampdo fosfato salino [PBS 1x (v/v)] com 0.1% (v/v) de
tweenZ20.

As membranas foram bloqueadas com tampao de bloqueio [5% (m/v) leite magro
em po em PBST], durante 1h sob agitacdo média, para prevenir ligacdes inespecificas de
anticorpos, pois a membrana possui grande afinidade a proteinas, logo a anticorpos. Apds
blogueio, as membranas foram incubadas overnight com o anticorpo primario (Prx2 -
Anti-Peroxiredoxin 2 antibody ab15572 - abcam ou PrxSO,;3 - Anti-Peroxiredoxin-SO3
antibody ab16830 - abcam) diluido em tampdo de bloqueio (1:10000 e 1:2000
respectivamente), sob agitacdo lenta, a 42C. Apds ciclos de lavagem das membranas em
PBST (2 breves, 1-15 minutos, 3-5 minutos), para que residuos do anticorpo primario
fossem removidos, foi efectuada a incubacdo com o anticorpo secunddrio conjugado

(ECL™ Anti-Rabbit 1gG, Horseradish Peroxidase linked whole antibody - GE Healthcare
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UK), diluido também em tampao de bloqueio (1:10000 e 1:7500, para a Prx2 e PrxSOy3
respectivamente) durante 1h em agitacao lenta e a temperatura ambiente. Realizou-se
um novo ciclo de lavagens, sendo a Ultima em PBS e posterior deteccao por
quimioluminescéncia, utilizando o kit ECL™ Western Blotting Detection Reagents -
Amersham™.- GE Healthcare. Este tipo de deteccdo, de anticorpos secundarios marcados,
que reagem com o0s respectivos anticorpos primdrios, € amplamente usada pela sua
facilidade de manuseio e boa reprodutibilidade de resultados. Apds incubacdo da
membrana com a solu¢do de detecgao contida no kit, a revelagao é obtida em chapas de
raio-x, em contacto com a membrana incubada em tempos optimizados para esta
proteina (=15min), num processador de revela¢do (Medical X-Ray Processor - Kodak).

Todo este processo esta simplificadamente esquematizado na figura 11.

Membrana

'
12AC A —s /{ ~

A)

B)
22AC —_—
+Conjugado E /{
0 12 Ac
Detecgdo l
— AN A
D) .

Fig. 11 Esquema simplificado das reac¢des de incubagdo primaria e secundaria com posterior
processo de detecgao.
(adaptado de http://www.licor.com/bio/applications/chemiluminescent_western_blot/)

Analise quantitativa/densitometria por ImageJ

A imagem das chapas impressionadas foi registada por scanner (referéncia atrds
mencionada, em formato TIFF - 16bits), e a analise das imagens feita por densitometria
utilizando um software de estudo de imagem, denominado ImageJ. Este software permite
a avaliacdo da abundéancia de proteina, quantificando-a em termos de densidade 6ptica.
Usou-se a banda da albumina como padrao de normalizagdo visto esta proteina, manter o
seu perfil e intensidade, pois a quantidade de proteina/lane era sobreponivel para todas

as amostras.
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A seleccdo de cada area permitiu a obtencdo de um grafico com picos sendo os
dados processados em excel, onde a razao entre o valor pertencente a banda em estudo
e a banda da albumina do mesmo load no ponceau foi calculada, obtendo-se valores
normalizados. O calculo da média e desvio padrao foram utilizados para elaboragao
grafica, fornecendo resultados de densidades da proteina em estudo referentes a cada
uma das categorias (roncadores, SAOS, CPAP). A verificagdo de diferencgas significativas

(p<0.05) foi promovida por analise estatistica (t-test).
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Resultados e discussao

Analise de amostras de plasma por 2D-PAGE em mini-géis

Teste a eficacia da deplec¢ao por meio de eletroforese unidimensional (1DE SDS-

PAGE da amostra:

(M) P F1 E P F1 E P Fl1 E

ke e

260 : — —

160 = — —

110l je = —

80 -~ g— - 4 e

60 -y e . = - -
=2 am — 4 =

50 — — -

40

30
20
15

10

3.5

Fig. 12 Teste comparativo em triplicado de 3 aliquotas
de plasma com 10ug de proteina. (P) plasma puro
diluido 1:50; (F1) porgdo F1 e (E) porg¢do eluida. (M)
Marcador de massa molecular (kDa).

Este procedimento permitiu
detectar as diferengcas quantitativas
nos perfis de cada variedade de
plasma em estudo (plasma puro
diluido 1:50 /por¢do F1 (com
proteinas pouco abundantes /porc¢do
eluida (com proteinas  muito

abundantes). Pode observar-se na
figura 12 a auséncia de multiplas
bandas na lane correspondente ao
plasma puro (P) em que a presenca de
albumina mascara as proteinas pouco

abundantes observadas em F1l. Na

lane (F1) esta demonstrado o desenho proteico da mesma amostra de plasma apds

deplecdo e desalting. A lane (E) mostra a porcao eluida, constituida pelas 14 proteinas

mais abundantes no plasma.

Podemos por aqui concluir que o método de deplecdo das proteinas mais

abundantes enriquece, quantitativamente e significativamente, a amostra de proteinas

menos abundantes potenciais candidatas a biomarcadores.

30



2D-PAGE

(M) pH4 - pH7
P i O teste de optimizagdo

260 - . . .

160 —— realizado com trés diferentes

110 — =

- —— ————— . . ]

B0lw * - quantidades de proteina plasmatica

60 | w e ‘00.-"

s0 | 4R — . total (10pg, 20ug e 40ug) foi realizado

40 | »

para objectivo futuro de

30 ||~

20 - interpretagao de proteomas obtidos

15 :

10 por diferentes métodos de
Fig. 13 Eletroforese em gel bidimensional de uma amostra visualizagdo de potel’nas em gel. Ap()S
de plasma depletada das 14 proteinas mais abundantes. . . ..

Amostra - 40pg de proteina plasmética. IPG 4-7 em tira de coloragdo dos trés géis com corante
7cm. Gel corado com azul brilhante de coomassie coloidal. . .
(M) Marcador de massa molecular (kDa). fluorescente Flamlngo € revelagao do

seu padrdo num transiluminador
(300nm) (imagem nao mostrada), foi possivel inferir que a quantidade de 10ug era ideal
para futura marcacao das proteinas com fluoréforos antes da electroforese bidimensional
(2D-DIGE) em minigéis, permitindo a rentabilizacdo da quantidade total de amostra. Por
outro lado, a coloragao com corante azul brilhante de coomassie coloidal, no gel
bidimensional com 40ug (fig.13), mostrou ser a concentragdao minima ideal para estudo
de géis preparativos. Um dos objectivos serda também testar a metodologia 2D-DIGE em
mini-géis, com tiras de pH imobilizado 3-10 (non linear) (GE-Healthcare), para a
identificacdo de proteinas plasmaticas associadas aos diferentes estadios de gravidade da

SAOS e/ou a resposta ao tratamento com CPAP.

Estado redox/oligomérico da Prx2 plasmatica na SAOS

Resultados de 2D-DIGE, obtidos previamente pelo laboratdrio indicavam que
formas acidicas da proteina Prx2 estavam elevadas em amostras de eritrécitos de doentes
SAQS, colectados de manh3a. Estas formas acidicas da Prx2 estdo descritas como formas
oxidadas/hiperoxidadas da proteina em resposta ou em consequéncia a um stress
oxidativo (Feliciano et al. 2015 {artigo em preparacdo}, Vaz et al. 2015). De facto, analises
de extractos de eritrdcitos por WB em SDS-PAGE nao-reduzido, com anticorpos para a
Prx2 ou para as suas formas hiperoxidadas (PrxSO,s), corroboraram com estes

resultados. Ainda, apds seis meses de tratamento com CPAP, observou-se uma
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diminuicdo das formas Prx2 oxidadas nos eritrécitos destes doentes (Feliciano et al.
{artigo em preparacgao}; Vaz et al. 2015). Com o objectivo de complementar estes dados e
avaliar se formas oxidadas da Prx2 estariam também elevadas no plasma sanguineo
destes doentes e se estas formas diminuiriam também com o tratamento CPAP,
analisdamos por WB com anticorpos especificos para a Prx2 e PrxSO,;3, plasma de doentes
SAQS antes e apds CPAP e de doentes roncandores simples, como controlo.

Contudo, e dada a complexidade do proteoma do plasma, foi necessdrio realizar

algumas optimizagdes do método para que os resultados obtidos fossem consistentes e

crediveis.

- Optimizacdao em pools de amostras
Numa primeira abordagem, as amostras de plasma dos doentes em estudo,
constituidas numa unica pool de amostra por grupo de doentes (preparacao de amostras
esquematizada na fig.8), foram analisadas directamente (ou seja, sem passar por
processo de deplecdo das proteinas mais abundantes) na presenca de um alquilante
(+NEM) por SDS-PAGE reduzido (+Bm) seguido de WB com anticorpo especifico para a

Prx2. O cohort de doentes utilizado neste estudo estd apresentado na tabela em anexo

(anexo 1).
+ NEM + Bm
Ponceau Prx2 PrxSO;
M CN CM SN SM CP M CN CM SN SM CP M CN CM SN SM CP
220
220 o @ - 120 b
;gg 100
80 80 -
. - .
50 50
40 e 40
30 3
seees <« SEeee <«
- 5 - .
)
A B C

Fig. 14 Resultado da andlise por WB em géis SDS-PAGE reduzidos, para as proteinas Prx2 e suas formas
hiperoxidadas (PrxSO,,3) em pools de amostras de plasma. Utilizagdo de 25ug de proteina.

A: membrana com proteina total corada com Ponceau S; B: membrana com a expressao de Prx2; C: membrana com
a expressao de PrxSO,;.

(CN) controlo noite; (CM) controlo manhd; (SN) SAOS grave noite; (SM) SAOS grave manhd; (CP) CPAP. (M) marcador
de massa molecular (kDa).

—» Albumina

—» Mondmero de alta massa molecular (High molecular weight - HMW) - forma hiperoxidada

—» Mondmero de baixa massa molecular (Low molecular weight - LMW)
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Na figura 14 A, podemos observar que DIT + + + +

de facto a proteina mais abundante do plasma 208 -
100-
no filtro PVDF corado com Ponceau é a 75- o
50- e
albumina (=66kDa), de acordo com (Dabkowska s7. N
et al. 2013). Ao reagir este filtro com o -«
25- !.!,' 4=

anticorpo para a Prx2, identificdmos, como 20

esperado, as suas formas monoméricas Fig. 15 Expressdo da Prx2 em plasma humano
de dadores saudaveis, em condigGes redutoras
(=20/25kDa) (fig.14B, setas verde e azul), tal (ditiotreitol - DTT).

—» Mondmero de alta massa molecular

como descrito por Mullen et al. 2015 (fig.15). (HMW) - forma hiperoxidada
—» Mondmero de baixa massa molecular
Contudo, e apesar de termos utilizado um (LMW)

(adaptado de Mullen et al. 2015)
agente redutor na quantidade recomendada,

formas diméricas da Prx2 (=40kDa) foram

também identificadas. Mullen e seus colaboradores, ndo observaram formas diméricas da
Prx2 (=40kDa) no plasma (fig.15), provavelmente por utilizar diferentes
concentragdes/referéncia do agente redutor e/ou do anticorpo para a Prx2. Ao contrario
destes autores, observdmos ainda reac¢Ges inespecificas na zona da albumina (fig.14B).
Experimentdmos aumentar (2x) a diluicdo do anticorpo para diminuir esta
inespecificidade. Contudo, as reacbes inespecificas ndo sé ndo diminuiram, como
também, deixdmos de visualizar as formas monomeéricas da Prx2 (resultado ndo
mostrado).

Em todas as formas oligoméricas da Prx2, incluindo as monoméricas, existem
formas hiperoxidadas (-SO,/3). Para avaliar estas formas hiperoxidadas no plasma dos
varios grupos de doentes em estudo, procedeu-se a sua andlise, pela mesma técnica,
utilizando anticorpo especifico para a PrxSO,;3. O resultado mostrou que apenas uma das
bandas monoméricas da Prx2 foi reconhecida por este anticorpo como estando
hiperoxidada (fig.14C, seta verde). Tal como observado para o anticorpo anti-Prx2, o
anticorpo anti-PrxS0O,,3 parece reagir de forma inespecifica para a regido da albumina. A
utilizacdo do anticorpo mais diluido também ndo melhorou esta inespecificidade.

Embora ndo nos tenha sido possivel comparar estes nossos resultados com a
literatura, dada os escassos ou inexistentes estudos de WB para a PrxSO,;3 em amostras
de plasma humano, decidimos considerar como vdlido estes nossos resultados e

prosseguir com o nosso estudo.
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Para o estudo subsequente do estado redox-oligomérico da Prx2 em amostras

individuais de doentes (ver abaixo), decidimos pela metodologia WAB, inicialmente

optimizada para ambos os anticorpos anti-Prx2 e anti-PrxSO,/;, considerar para a

quantificacao relativa, apenas as bandas com reagdes especificas para estes anticorpos. O

processo foi elaborado nas condicdes de presenca de alquilante (+NEM) por SDS-PAGE

reduzido (+Bfm) e ndo-reduzido (- Bm).

- Estudo em amostras individuais

O cohort de doentes utilizado neste estudo é apresentado na tabela em anexo

(anexo 2).

1) +NEM/+Bm

Prx2
CN CM SN SM CP CHN CM SN SM CP
30
- - e - - 4_
20 - - - <+
A
. o <4+
Prx2 Mondémero HMW <— Prx2 Monomero LMW
*
[ —

g 1,0 o . ) g 1,0
g 08 £ 08 ’
a. a
3 06 S 06 T
] = Noite g B Noite
5 04 E 04 .
on" Manh3d = l Manhd
2 02 £ 02
- 5
e 00 g 0,0
é Roncadores SAOS SAQS-CPAP B 2 Roncadores SAOS SADS-CPAP C

Fig. 16 Resultado da analise por WB e densitometria

de géis SDS-PAGE reduzidos, para as formas

monoméricas da Prx2 em amostras individuais de plasma. Utilizagdo de 25ug de proteina.
A: zona da membrana com expressdo monomérica de Prx2; B: densitometria relativa ao mondmero de alta
massa molecular da Prx2; C: Densitometria relativa ao mondémero de baixa massa molecular da Prx2.

*p <0.05

CN) controlo noite; (CM) controlo manh3; (SN) SAOS grave noite; (SM) SAOS grave manh3; (CP) CPAP. (M)

marcador de massa molecular (kDa).

—» Mondmero de alta massa molecular (HMW) - forma hiperoxidada

—» Mondmero de baixa massa molecular (LMW)

A figura 16 A mostra como ilustracdo, as imagens obtidas para amostras de plasma

de quatro dos individuos apdés analise por WB em géis SDS-PAGE reduzidos, para as

proteinas Prx2. A quatificacdo relativa para as formas monoméricas da Prx2 detectadas,

uma de baixa massa molecular (LMW) e outra de alta massa molecular (HMW) (fig.16A,
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setas azul e verde, respectivamente) indicaram ndo haver diferencas significativas para as
formas monoméricas HMW da Prx2 entre os diferentes grupos/condi¢ces em estudo
(fig.16B). Contudo, uma tendéncia para o aumento das formas LMW monoméricas da
Prx2, embora nao significativa, foi observada em amostras de plasma ‘manha’ de doentes
com SAOS quando comparadas com as amostras de plasma ‘manh3d’ de doentes controlo
(fig.16C). Interessante foi observar que apds seis meses de tratamento CPAP, os niveis
destas formas LMW monoméricas da Prx2 estavam significativamente diminuidas nos
doentes. No entanto, nenhuma diferenca significativa foi observada para as formas LMW

monoméricas da Prx2 em plasma ‘noite’ de SAOS comparadas com controlos.

PI’XSOz/g
A anallse por WB em gels M CN CM SN SM Cp M CN CM SN SM CP

reduzidos com anticorpo PrxSOy/s ._m' o |‘—
A

w
S

revelou que apenas as formas HMW

monoméricas da Prx2 e ndo as de LMW

reagem com este anticorpo (fig.17A), PrxSO,,; Monémero Hiperoxidado <—
bl 1‘7 I * 1 f - 1
sugerindo haver outros mecanismos ou . -
- ‘ -
o
modificagbes  pds-traducionais  (por g % . o
;, 0,6 one
exemplo, a glutationilaggo como g o0 Manha
)
. g 0,2
referido por Salzano et al. 2014) 2 00
é Roncadores SAOS SAOS-CPAP B

envolvidos nas diferencas observadas - — - -
Fig. 17 Resultado da analise por WB e densitometria de

nas formas monomeéricas LMW géis SDS-PAGE reduzidos, para as formas monoméricas
hiperoxidadas da Prx2 (PrxSO,;3) em amostras individuais
identificadas (Prx2), entre doentes e de plasma. Utilizagao de 25ug de proteina.

A: zona da membrana com expressio monomérica da
forma hiperoxidada da Prx2 (PrxSO,3); B: densitometria
relativa ao mondmero hiperoxidado da Prx2 (PrxSOys).
*p <0.05

CN) controlo noite; (CM) controlo manhd; (SN) SAOS grave
noite; (SM) SAOS grave manha; (CP) CPAP. (M) marcador
de massa molecular (kDa).

—» Mondmero de alta massa molecular (HMW) - forma
hiperoxidada

controlo. Quanto a hiperoxidacao
identificada nas formas monomeéricas
HMW, esta estava significativamente
aumentada (p<0,05) nas amostras de
plasma ‘noite’ de doentes com SAOQOS
em comparacao com doentes controlos. Nas amostras ‘manha’ de doentes SAQOS
observou-se uma tendéncia, embora nao significativa, para o aumento da hiperoxidagao
das formas monoméricas HMW da Prx2. Seis meses de tratamento CPAP levou a reducdo
significativa (p<0,05) desta hiperoxidacdo das formas HMW da Prx2 presentes no plasma

‘manhad’ (fig.17B).
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Fig. 18 Resultado da analise por WB e densitometria de géis SDS-PAGE nao-reduzidos, para as formas
oligoméricas da Prx2 e suas formas hiperoxidadas (PrxSO,;;) em amostras individuais de plasma.
Utilizagdo de 25ug de proteina.

A: membrana com proteina total corada com Ponceau S; B: membrana com a expressao de Prx2; C:
membrana com a expressdo das formas hiperoxidadas da Prx2 (PrxSO,s).

(CN) controlo noite; (CM) controlo manh3; (SN) SAOS grave noite; (SM) SAOS grave manha; (CP) CPAP.
(M) marcador de massa molecular (kDa).

—» Albumina

—» Multimero de alta massa molecular (HMW)

—» Multimero

Os resultados das andlises das amostras por SDS-PAGE nao-reduzido, seguido de
WB com anticorpo para a Prx2 ou PrxSO,/;, para avaliagdo do estado redox nas formas
oligoméricas da Prx2, estdo mostrados nas figuras 18B e 18C, respectivamente. Ambos os
anticorpos reagiram para formas oligoméricas da Prx2 de alta massa molecular
(multimeros) por volta de 200kDa a 250kDa. Nenhuma forma dimérica da Prx2 foi
detectada com estes anticorpos nas nossas condi¢cdes. Comparando o resultado para o

anticorpo Prx2 (fig.18B) com o obtido por Mullen

P =& e &
e sua equipa, também em condi¢des nao-
| , o 700 WPS——— <
redutoras (fig.19), verificamos haver consideraveis 100 -
75- — o — —
semelhan¢as no padrao do immunoblot obtido, 50 -

com exepc¢ao destes autores terem identificado

formas diméricas da Prx2. Esta diferengca nos 25. '
. . 20 -
resultados pode estar associada a diferencas na
Fig. 19 Expressdo da Prx2 em plasma
metodologia/anticorpo utilizado. humano de dadores saudaveis em
condigGes redutoras (ditiotreitol - DTT).
Procedendo a andlise por densitometria —» Multimero
—» Dimero
das principais bandas imunoreactivas para estes (adaptado de Mullen et al. 2015)

anticorpos (200kDa e 250kDa), verificAmos nao
haver diferencas estatisticamente significativas entre os grupos condi¢cdes analisadas

(fig.20A, B, C e D), provavelmente devido a deteccdo pelo ECL estar ao nivel da saturacdo
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da reacgdo, o que impede uma quantificacdo correcta dos dados. Novos ensaios sdo,

portanto, ainda necessarios para concluir estes resultados.

2 WEEEE 10 -

Prx2 Oligémero HMW <+— Prx2 Oligémero <—

1,0 - 12

0.2 T ( 1,0 | 1 T

0,8 - 7

0,7 - T 0,8 -

0,6 - ) .
05 - | Noite 0,6 - H Noite
0,4 Manha 04 | Manha
0,3 -

0,2 02

0,1

0,0 + 0,0 T

Abundancia Relativa de Proteina
Abundancia Relativa de Proteina

Roncadores SA0S SAOS-CPAP A Roncadores SA0S SAOS-CPAP B
o 0 - - =
PrxS0,,; Oligémero HMW < PrxS0,,; Oligémero <+
12 7 g 14
g z
210 T r g2
< T 3 10
- s I T T
® Z 0,8 .
2 06 = Noite = m Noite
: Manh3 2 051 Manh3
anhd © anh3
s Ot g 04
2 4
% 02 - T 02 |
=}
3 00 - < 00 - . .
<
Roncadores SAOS SAOS-CPAP C Roncadores SAOS SAOS-CPAP D

Fig. 20 Resultados da densitometria de WB a partir de géis SDS-PAGE nao-reduzidos, para as formas oligoméricas da
Prx2 e suas formas hiperoxidadas (PrxSO,3) em amostras individuais de plasma.

A: Densitometria relativa ao multimero de alta massa molecular da Prx2. B: Densitometria relativa ao multimero da
Prx2. C: Densitometria relativa ao multimero de alta massa molecular das formas hiperoxidadas da Prx2 (PrxSO,3). D:
Densitometria relativa ao multimero das formas hiperoxidadas da Prx2 (PrxSO,3).

Estudos recentes mostraram que, sob condi¢cdes de stress/inflamacdo, a Prx2
oxidada é secretada para actuar como um mediador redox-dependente da inflamacao,
activando a producdo de citocinas inflamatdrias (Mullen et al. 2015; Salzano et al. 2014).
A Prx2 tem sido, por esta razao considerada como um classico sinalizador inflamatério de
perigo (Salzano et al. 2014).

A analise de exosomas purificados a partir do plasma de individuos saudaveis
mostrou que a Prx2 secretada se encontra maioritariamente associada a estes organelos
(fig.21A) (Mullen et al. 2015). Contudo, o estudo da Prx2 presente no plasma nao
necessita de purificacdo prévia de exosomas, visto que a analise do plasma total por WB

apresentou resultados semelhantes aos obtidos com essa purificacdo (fig.21B).
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Tal como Mullen et al. 2015, ndo observamos no plasma formas monoméricas da
Prx2 em condi¢cdes de ndo-reducdo (fig.18A), que seriam provenientes de oligémeros

reduzidos ou totalmente 3 o5 i ok
prr ©~ ° % °

?Bﬂ:m_._

100 -
75

— —— e, —"

hiperoxidados, apos a

desnaturacdo pelo SDS (ver !

R e

: 7. -
formas demostradas na fig.6). As
- il LLLL
formas monoméricas da Prx2 S ® R
detectadas apds redugdo e A B
identificadas pelo anticorpo Fig. 21 Expressdo da Prx2 em exosomas purificados, extraidos a
partir do plasma (A) e em plasma humano (B), de dadores
PrxSO,,3 (fig.17A, seta verde), saudaveis. Representacdo do resultado da expressdo na auséncia
(-)/presenca (+) de agente redutor (ditiotreitol - DTT).
significa que advém de formas (adaptado de Mullen et al. 2015)
oligoméricas (dissulfidicas)

hiperoxidadas, pela acdo do agente redutor (Bm) (ver formas demonstradas na fig.6). As
formas monomeéricas da Prx2 ndo identificadas pelo anticorpo PrxSO,s; (fig.16A, seta
azul), significa que advém de formas oligoméricas (dissulfidicas) oxidadas, por exemplo
pela glutationilagdao (Salzano et al. 2014). Estes resultados mostraram haver, de facto,
poucas ou nenhumas formas reduzidas da Prx2, ou seja, com fungao peroxidatica no
plasma de doentes ou controlos, o que corrobora com os dados de Mullen et al. 2015 e
Salzano et al. 2014, que mostraram que a Prx2 secretada se encontra essencialmente na
forma oxidada, ou seja inactiva da sua func¢ao peroxidatica.

Contudo, mais estudos de optimizacdo da técnica de WB terdo de ser realizados
para verificar se os niveis da Prx2 presentes no plasma, nos doentes SAQOS, estdo
aumentados devido a estados inflamatdrios induzidos pela SAQS e, ainda, se estes niveis
diminuem apds tratamento CPAP, como parece estar a acontecer nos nossos resultados,

embora sem significado estatistico.
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Conclusao

A pesquisa de biomarcadores é uma via promissora na compreensdao dos
mecanismos moleculares associados a estados patolégicos e, um instrumento util no
diagndstico, progndstico e monitorizacdo terapéutica de doencas, como a SAOS.

A procura de possiveis biomarcadores plasmaticos, associados a SAQS, tendo em
conta a investigacdo nos eritrdcitos, foi, portanto, o principal objectivo deste estudo. Os
resultados obtidos, embora preliminares, mostraram-se interessantes e motivadores para
continuacdo de uma investigacdao mais aprofundada.

As optimiza¢des em mini-gel por eletroforese bidimensional permitiram confirmar
parametros essenciais para estudos futuros de avaliacdo do perfil protedmico do plasma
sanguineo por técnicas de protedmica (2DE e 2D-DIGE) e posterior identificacdo proteica
por espectrometria de massa.

O estudo do estado redox/oligomérico da Prx2 plasmatica mostrou também
resultados relevantes. Apesar de ndo nos ter sido possivel quantificar os niveis de formas
multiméricas oxidadas/hiperoxidadas da Prx2 por WB em SDS-PAGE sem reducgdo (- Bm),
devido a grande saturacdo das reacg¢es, verificamos, contudo, por WB em SDS-PAGE
reduzido (+Bm), que formas monoméricas hiperoxidadas da Prx2 estavam aumentadas
nos doentes com SAOS e que apds seis meses de tratamento CPAP, esta hiperoxidacao
diminuiu. Uma vez que os niveis de Prx2 no plasma, estdo maioritariamente oxidados e
associados a estados inflamatdrios/stress oxidativo, estes resultados confirmam que a
SAOS é uma doenga associada a estes estados e que o CPAP parece ter um efeito
benéfico na sua diminuicao.

Mais estudos sdo ainda necessdrias para confirmar estes resultados e validar a
Prx2 como potencial biomarcador da SAOS e de monitorizacdo dos efeitos terapéuticos

do CPAP.

39



Referéncias Bibliograficas

+ Al Lawati NM, Patel SR, Ayas NT. Epidemiology, Risk Factors, and Consequences of
Obstructive Sleep Apnea and Short Sleep Duration. Prog Cardiovascr Dis 2009;51:285-93.

* Anderson NL, Anderson NG. The human proteome. History, Character and Diagnostic
Prospects. Mol Cell Proteomic 2002;1:845-67.

* Angelika Gorg. 2-D Eletrophoresis Principles and Methods. GE Healthcare, 2004.

* Arnardottir ES, Mackiewicz M, Gislason T, et al. Molecular Signatures of Obstructive
Sleep Apnea in Adults: A Review and Perspective. Sleep 2009;32:447-70.

* Badran M, Ayas N, Laher I|. Cardiovascular complications of sleep apnea: role of
oxidative stress. Oxid Med Cell Longev 2014;Article ID 985258:10 pages.

* Badran M, Ayas N, Laher I. Insights into obstructive sleep apnea research. Sleep Med
2014; 15:485-95.

* Barranco-Medina S, Lazaro JJ, Dietz KJ. The oligomeric conformation of peroxiredoxinas
links redox state to function. FEBS Lett 2009;583:1809-16.

* Cho C, Yoon HJ, Kim JY, et al. Circadian rhythm of hyperoxidized peroxiredoxin Il is
determined by hemoglobina autoxidation and the 20S proteasome in red blood cells. Proc
Natl Acad Sci U S A 2014;111:12043-8.

+ Cox AG, Winterbourn CC, Hampton MB. Measuring the redox state of celular
peroxiredoxinas by immunoblotting. Methods Enzymol 2010;474:51-66.

* Dabkowska M, Adamczyk Z, Kujda M. Mechanism of HSA adsorption on mica
determined by streaming potential, AFM and XPS measurements. Colloids Surf B
Biointerfaces 2013;101:442-9.

* Dayon L, Kussmann M. Proteomics of human plasma: a critical comparision os analytical
workflows in terms of effort, throughput and outcome. EuUPA Open Proteomics 2013;1:8-
16.

+ Eldahdouh SS, El-Habashy MM, ELbahy MS. Effect of CPAP on depressive symptoms in
OSA. Egypt J Chest Dis Tuberc 2014;63:389-93.

* Feliciano A, Bozanic V, Torres VM, et al. Proteomics of red blood cell from patients with
obstructive sleep apnea. HUPO Madrid e European Respiratory
Society Annual Congress, Munich. 2014

* Feliciano A, Torres VM, Matthiesen R, et al. Overview of proteomics studies in
obstructive sleep apnea. Sleep Med 2015;16:437-45.

* Feliciano A, Vaz F, Torres VM, et al. Day-night variation in obstructive sleep apnea
erythrocyte proteome (artigo em preparacao)

* Hoyle NP, O’Neill JS. Oxidation-reduction cycles of peroxiredoxin proteins and
nontranscriptional aspects of timekeeping. Biochemistry 2015;54:184-93.

* Ishida YI, Takikawa M, Suzuki T, et al. Irreversible hyperoxidation of peroxiredoxin 2 is
caused by tert-butyl hydroperoxide in human red blood cells. FEBS Open Bio 2014;4:848-
52.

40



* Kylstra WA, Justine A, Aaronson JA, et al. Neuropsychological functioning after CPAP
treatment in obstructive sleep apnea: A meta-analysis. Sleep Med Rev 2013;17:341-7.

* Lam JCM, Sharma SK, Lam B. Obstructive sleep apnoea: Definitions, epidemiology &
natural history. Indian J Med Res 2010;131:165-70.

* Lathrop JT, Anderson NL, Anderson NG, et al. Therapeutic potential of the plasma
proteome. Curr Opin Mol Ther 2003;5:250-7.

* Lavie L. Oxidative stress in obstructive sleep apnea and intermitente hypoxia - Revisited
- The bad hugly and good: implications to the heart and brain. Sleep Med Rev 2015;20:27-
45,

* Lee H, Lee E, Kwon M, et al. Biomarker discovery from the plasma proteome using
multidimensional fractionation proteomics. Curr Opin Chem Biol 2006;10:42-9.

* Lee W, Nagubadi S, Kryger MH, et al. Epidemiology of Obstructive Sleep Apnea: a
Population-based Perspective. Expert Rev Respir Med 2008;2:349-64.

* Manta B, Hugo M, Ortiz C, et al. The peroxidase and peroxynitrite reductase activity of
human erythrocyte peroxiredoxin 2. Arch Biochem and Biophys 2009;484:146-54.

* Milev NB, Rey G, Valekunja UK, et al. Analysis of the redox oscillations in the circadian
clockwork. Methods Enzymol 2015;552:185-210.

* Mullen L, Hanschmann E, et al. Cysteine oxidation targets peroxiredoxins 1 and 2 for
exosomal release through a novel mechanism of redox-dependent secretion. Mol Med
2015;21:98-108.

* Prasad B, Nyenhuis SM, Weaver, et al. Obstructive sleep apnea and asthma:
Associations and treatment Implications. Sleep Med Rev 2014;18:165-71.

* Poynton RA, Hampton MB. Peroxiredoxins as biomarkers of oxidative stress. Biochim
Biophys Acta 2014;1840:906-12.

* Perkins A, Nelson KJ, Personage D, et al. Peroxiredoxins: guardians against oxidative
stress and modulators od peroxide signaling. Trends Biovhem Sci 2015;40:545-622.

* Righetti PG, Boschetti E. Intruducing Low-Abundance Spieces in Proteome Analysis. In:
Low Abundance Proteome Discovery State of Art and Protocols. USA: Elsevier; 2013.
(disponivel em http//:books.google.pt)

* Righetti PG, Boschetti E, Lomas L, et al. Protein Equalizer™ Technology: the quest for a
“democratic proteome”. Proteomics 2006;6:3980-92.

* Righetti PG, Fasoli E, Bochetti E. Combinatorial peptide ligand libraries: the conquest of
the “hidden proteome” advances at great strides. Electrophoresis 2011; 32:960-6.

+ Sakaguchi Y, Shoji T, Kawabata H, et al. High Prevalence of Obstructive Sleep Apnea and
Its Association with Renal Function among Nondialysis Chronic Kidney Disease Patients in
Japan: A Cross-Sectional Study. Clin J Am Soc of Nephrol 2011;6:995-1000.

+ Sanchez Al, Martinez P, Mird E, et al. CPAP and behavioral therapies in patients with
obstructive sleep apnea: Effects on daytime sleepiness, mood, and cognitive function.
Sleep Med Rev 2009;13:223-33.

41



*+ Shih JL, Malhotra A. Could vitamins be helpful to patients with sleep apnea. Chest
2011;139:237-8.

* Salzano S, Checconi P, Hanschmann EM, et al. Linkage of inflammation and oxidative
stress via release glutathionylated peroxiredoxin-2, wich acts as a danger signal. Proc Natl
Acad Sci US A 2014;111:12157-62.

* Tu C, Rudnick PA, Martinez MY, et al. Depletion of abundant plasma and limitations of
plasma proteomics. J Proteome Res 2010;9:4982-91.

* Vaessen TJA, Overeem S, Sitskoorn MM. Cognitive complaints in obstructive sleep
apnea. Sleep Med Rev 2015;19:51-8.

*Vaz F, Feliciano A, Silva AR, et al. Obstructive spleep apnea: New insights into
antioxidante activity and celular response to stress. Il International Symposium on
Profiling, Lisbon-Portugal 2015.

* Wood ZA, Poole LB, Karplus PA. Peroxiredoxins evolution and the regulation of hydrogen
peroxide signaling. Science 2003;300:650-3.

* Yadav AK, Bhardwaj G, Basak T, et al. A Systematic Analysis of Eluted Fraction of Plasma
Post Immunoaffinity Depletion: Implications in Biomarker Discovery. PLoS One
2011;6:e24442.

Sites:

* http://www.clinicaitapura.com.br/dicasnoticias/190-prp.html - consultado em Agosto
2015

* http://www.licor.com/bio/applications/chemiluminescent_western_blot/ - consultado
em Agosto de 2015

42


http://www.clinicaitapura.com.br/dicasnoticias/190-prp.html

Anexos



Anexo 1 Tabela sintese com dados dos individuos que fizeram parte do estudo de

optimizacao em pool.

Estudo em Pools - Plasma
Individuo | Controlo/SAOS Patologias adicionais Hé-b;t:::ta;::’gi;:os
A Controlo - EF - 30
B Controlo - NF
C Controlo Dislipidémia F-20
D Controlo Obstrucao nasal NF
E Controlo Dislipidémia, HTA, rinite, anemia F-15
F Controlo Dislipidémia, HTA, hiperuricémia EF - 40
G Controlo Dislipidémia, HTA, hipertrofia dos cornetos NF
H SAQS grave Dislipidémia, HTA, esteatose hepatica NF
I SAOS grave Dislipidémia EF - 56
J SAQS grave Dislipidémia, hiperuricemia, RGE EF-10
K SAQS grave Dislipidémia, RGE NF
L SAOS grave Dislipidémia, HTA EF - 10
M SAOQS grave HTA, esteatose hepatica, arritmia NF
Legenda:

HTA — Hipertensao arterial

RGE — Refluxo gastroesofagico

F — Fumador
EF — Ex-fumador
NF — Ndo fumador
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Anexo 2 Tabela sintese com dados dos individuos que fizeram parte do estudo individual.

Estudo individual - Plasma

Habitos
Série | Individuo | Controlo/SAOS Patologias adicionais tabdagicos -
quantidade
A Controlo - EF - 30
1
. EF -
B SAOS ligeiro - s
esporadico
C Controlo - NF
2
D SAOQS ligeiro Dislipidémia, sinusite EF-3
E Controlo Dislipidémia F-20
3
F SAOS ligeiro - NF
G Controlo Obstrucdo nasal NF
4
H SAOS moderado Dislipidémia, sinusite F-20
I Controlo Dislipidémia, espirometria: obstrucao vp F-18
5
J SAOS moderado Hemorrdidas NF
K Controlo Dislipidémia, HTA, rinite, anemia F-15
L SAOS grave Dislipidémia, hlperur|c?m|a, espirometria: Fog
obstrugao vp
M Controlo Dislipidémia, HTA, hiperuricémia EF - 40
7
N SAOS grave Dislipidémia, HTA, esteatose hepatica NF
0 Controlo Dislipidémia, HTA, hipertrofia dos NF
8 cornetos
P SAQS grave Dislipidémia EF - 56
Dislipidémia, HTA, RGE, tremor essencial,
Q Controlo espirometria: obstrugdo vp volume F-20
9 externo
Dislipidémi =
R SAOS grave |5I|p|dem|a,' HTA, deprNessao, NE
espirometria: obstrugao vp
Legenda:

HTA — Hipertensao arterial
RGE — Refluxo gastroesofagico
F — Fumador

EF — Ex-fumador

NF — Nao fumador
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