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INTRODUGAO:

A producgéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) é uma importante resposta fisioldgica,
resultado de inumeros estimulos, como por exemplo acidentes cardiovasculares. Apesar da sua
importancia, esse processo tem como uma consequéncia a oxidacado de proteinas o que pode levar a
alteragdes estruturais e funcionais das mesmas. Visto isso, uma das proteinas presentes na matriz
extracelular do tecido cardiovascular, é o colageno do tipo |, o qual além de ser uma proteina de longa
meia-vida também é um agonista plaquetario. Sendo assim, a sua oxidacao pode interferir de alguma
maneira na cascata de ativagao plaquetaria, o que influenciaria na formagao de trombos, podendo levar
ao desenvolvimento de respostas tromboembodlicas. Para elucidar nossa hipotese, foram utilizados
protocolos de fibrilogénese, SDS-page e adesao plaquetaria.

METODOLOGIA:

Nos ensaios de fibrilogénese o objetivo foi observar se a oxidagao alteraria de algum modo a
interacao entre as moléculas de colageno para formar seus agregados. Dessa forma, a analise consistiu
em preparar aliquotas de colageno (100ug/mL) de rato separando-as em condigées controle (ndo
oxidado) e oxidado com crescentes propor¢gdes molares de peréxido de hidrogénio (colageno:H202
1:100, 1:300, 1:1000, 1:3000 e 1:10000), em todas as condigbes as aliquotas foram incubadas overnight.
Em seguida, foram pipetados cerca de 200uL de cada amostra em triplicata, em uma placa de 96 pocos
que foi levada ao leitor de placa onde foi medida a absorbancia a 400 nm durante uma hora com
medigdes minuto a minuto. A partir das curvas de absorbancia por tempo, também foram observados os
valores de slope de cada amostra que correspondem a velocidade da formagao das redes de colageno.

Para o SDS-page, as aliquotas seguiram as mesmas condigcfes ja citadas. Apds a incubacgao
adicionou-se um tampao redutor e elas foram aquecidas a 90°C por 20 minutos para denaturacéo da
proteina. Em seguida, 20uL de cada condigado foram colocados nos pogos de um gel de acrilamida 7%,
a eletroforese correu por cerca de trés horas a frio e a revelagao foi feita com nitrato de prata.

Na adesao plaquetaria, o objetivo foi de expor as plaquetas a condigdes com colageno controle
e oxidado, na presencga de antagonistas plaquetarios, de forma que pudéssemos observar se a oxidagao
da proteina gera alguma mudanga na acao desses compostos. Para isso, foi utilizada uma placa de 24
pocos com tampa, onde foi feita uma camada de colageno a partir de amostras de colageno controle
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(100ug/mL) e de colageno oxidado (100ug/mL) com propor¢des colageno:H202 1:150 e 1:3000. Entdo
pipetou-se 30uL de cada amostra em seus respectivos pog¢os cobrindo as por¢gdes com laminulas. O
conjunto permaneceu incubado por uma hora a 37°C em camara umida. Para a obtencao das plaquetas,
foram coletados 10mL de sangue de voluntarios saudaveis. Apds a centrifugagéo, o plasma rico em
plaquetas (PRP) foi separado do agregado de hemacias. Entdo o PRP foi incubado por 10 minutos a
37°C sob as condigdes controle (sem antagonista) e com os antagonistas AAS, FAK e SSO em trés
concentragdes crescentes cada. Em seguida as laminulas cobertas de colageno foram lavadas e
incubadas com o PRP tratado por 45 minutos a 37°C. Em seguida as laminulas foram lavadas, as
plaquetas fixadas com PFA 1%, lavadas novamente e tratadas com Triton 0,1%. Por fim, as amostras
foram coradas com faloidina conjugada com Alexa488. Para a sua analise foram tiradas cinco fotos de
regides aleatdrias de casa laminula, e calculou-se a média do percentual da area ocupada pelas
plaquetas, o numero de plaquetas e o percentual da area por plaqueta.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram observados os seguintes resultados:
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Figura 1: Comparativo das curvas de cada condigdo do colageno no ensaio de fibrilogénese. B: Comparagéo dos valores de
slope correspondentes a curva de cada condigédo, indicando qual estado de oxidagdo apresentou diferenga estatistica (**) em
comparagao a condigao controle. C: Gel da corrida por SDS-page revelado com nitrato de prata. Corrida feita a frio num periodo
de trés horas.

Como observado na figura 1A, na fibrilogénese, as menores proporgdoes de perdxido de
hidrogénio (1:100, 1:300 e 1:1000) ndo demonstraram influéncia na deposi¢do das redes de colageno
em comparagao a curva do grupo controle, ja as curvas das maiores concentragdes (1:3000 e 1:10000)
aparentaram ter uma absorbancia final maior que o controle. Dessa forma, as moléculas poderiam estar
mais volumosas devido a alguma mudanga conformacional ou ficaram mais aglomeradas entre si
resultando nessa maior deposicdo de colageno. Como apresentado na figura 1B, o slope, que
corresponde a velocidade em que a absorbancia aumenta, a Unica propor¢cao que apresentou diferencga
estatistica foi a de 1:3000. Essas informagdes sugerem que a oxidagao promove maior interagao entre
as moléculas fazendo com que elas formem mais agregados de maneira mais rapida. Visto isso, no
resultado de SDS-page observamos que em comparacao ao controle (1:0) as amostras de 1:100 até
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1:3000 nao apresentam diferenca clara, porém na concentracio de 1:10000 é possivel perceber que as
bandas de 100kDa e 150kDa ficam mais coradas e ha presenga de marcas de arraste que sao
caracteristicas da degradagao de proteinas. Isto indica que a oxidagdo promove alteragdes que podem
degradar e/ou agrupar as hélices da molécula de colageno. Quanto a adeséo plaquetaria, foram
observados que a area percentual ocupada por plaquetas tende a ser maior nas amostras com colageno
oxidado em comparacgao ao controle apesar do numero de plaquetas observadas ser mais flutuante entre
os N’s experimentais.

CONCLUSOES:

A partir dos resultados analisados, pudemos concluir que o processo de oxidacdo por perdxido de
hidrogénio modula em certo grau a molécula do colageno do tipo 1 quando ha grandes concentragbes
de peréxido. As mudancas geram uma maior deposi¢ao de redes de colageno assim como ha alteragdes
no seu peso molecular e indicios de degradagdao na molécula. Em relagédo a sua influéncia na adeséao
plaquetaria, os resultados preliminares indicam uma tendéncia de maior adesdo em condi¢gées com o
colageno oxidado. A partir disso o foco sera identificar o tipo de modificagdo que ocorre e como a
estrutura molecular do colageno se encontra apés a oxidacao.
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