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RESUMO

O processo de migracdo celular envolve a ativagdo coordenada de moléculas
estruturais e de sinalizagdo, como a RhoGTPase Racl. Sabe-se que a montagem
do complexo NADPH oxidase, o qual gera espécies reativas de oxigénio (ERO)
na membrana da célula também depende da ativacdo de Racl, indicando um
possivel efeito de ERO durante a migracao celular. Nesse trabalho, nés avaliamos
os efeitos das ERO no processo de migracdo celular. Células CHO.K1 foram
cultivadas em placas com superficie tratada com fibronectina (2 pg/ml), na
presenca ou auséncia de um antioxidante inespecifico - N-acetil-cisteina (NAC) -
ou de inibidores do complexo NADPH oxidase, o di-fenil-iodonio (DPI) ou
acetovanilona. Através de videos time-lapse, observamos que a deplecdo de ERO
causada por NAC (10 mM) induziu uma diminuicdo de 60% na velocidade de
migracdo e impactou severamente a direcionalidade da migracdo das células, o
que também foi observado quando utilizado o DPI (10 uyM). Posteriormente,
analisamos os efeitos da NADPH oxidase em trés eventos de migracao celular:
taxa de protrusdo, processo de adesdo e vias de sinalizacdo relacionadas com
adesdo celular. Através de videos time-lapse, observamos que o DPI induziu um
aumento de ~3 protrus@es/célula, as quais foram duas vezes mais rapidas, porém
tiveram uma taxa de retracdo de ~50%, quando comparado ao controle. Com a
finalidade de analisar a dindmica de adesdes, células CHO.K1 foram
transfectadas com paxilina-GFP, plaqueadas em condicdes migratérias e
analisadas por microscopia de fluorescéncia de refletancia interna total (TIRF) na
presenca de DPI. A area de adesao na presenca de DPI (5 uM) foi maior quando
comparada ao controle. Além disso, por ensaio de pull down, ndo observamos
alteracbes na ativagcdo de Racl, indicando que os efeitos mediados por ERO
estdo relacionados com moléculas downstream a Racl, como moléculas
relacionas a adesdo. Por fim, observamos a reduc¢éo nos niveis de FAK-Y397 em
células tratadas com NAC e DPI, indicando um aumento no tamanho de adesdes
focais. Esses resultados nos indicam que a geracao local de ERO, principalmente
as derivadas do complexo NADPH oxidase, pode modular a migracdo celular

devido a mudancas na dinamica de adesdes a partir de vias de sinalizacéo.

10



ABSTRACT

Cell migration requires the coordinated activation of structural and signaling
molecules, such as the RhoGTPase Racl. It is know that the NADPH oxidase
complex assembly, which generates Reactive Oxygen Species (ROS) at the cell
membrane, also relies on Racl activation, indicating a possible effect of ROS
during cell migration. In this study, we evaluated the effect of NADPH-derived
ROS on the migration process. CHO.K1 cells were plated on fibronectin (2 pg/ml)
coated dishes in the presence/absence of the unspecific antioxidant N-acetyl-
cysteine (NAC) or the NADPH-oxidase inhibitors Di-phenil-iodonium (DPI) and
Acetovanilone. Using time-lapse videos, we observed that depletion of ROS by
NAC (10 mM) induced a 60% decrease in migration speed and severely impacted
migration directionality, which was also observed when NADPH oxidase was
inhibited by DPI (10 uM). Then, we analyzed the effects of NADPH oxidase on
three migratory events: protrusion rate, adhesion process and signaling pathways
related to cell migration. By time-lapse movies, we observed that DPI induced an
increase of ~3x protrusion/cell, which were twice faster but had a ~50% retraction
when compared to control. In order to analyze adhesion dynamics, CHO.K1 cells
were transfected with paxillin-GFP, plated on migrating promotion conditions and
we analyzed adhesion dynamics with Total Internal Reflectance Fluorescence
(TIRF) microscope in the presence of DPI. The adhesion area in the presence of
DPI (5 uM) were larger when compared to control. Also, by pull down assay, we
observed no changes on Racl activation, indicating that ROS-mediated effects
were related to downstream molecules, such as adhesion-related molecules.
Finally we had a reduction in FAK-Y397 levels in cells treated with NAC and DPI,
indicating an increase on focal adhesion size. These results indicate that the local
generation of NADPH-derived ROS can modulate cell migration due changes on

adhesions dynamics and signaling.
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1. INTRODUCAO

1.1 Migracéo celular

A migracdo celular € um processo essencial para o desenvolvimento e
manutencdo da organizacdo de organismos multicelulares (Cheng and Eriksson,
2017). As células migram de acordo com multiplos estimulos recebidos por elas,
0s quais podem estar envolvidos em processos fisioldgicos como
desenvolvimento embrionario, cicatrizacdo de feridas, resposta imune,
angiogénese, reparo e regeneracdo tecidual (Dwyer et al., 2017; Hunter and
Fernandez-Gonzalez, 2017; Pandya et al., 2017; Manzanares and Horwitz, 2011;
Cheng and Eriksson, 2017). Por outro lado, em algumas condi¢Bes patoldgicas a
producado de sinais anormais pode induzir o processo de migracao descontrolado,

como observado na disseminacéo de células tumorais (Pandya et al., 2017).

Dependendo do contexto e do tipo celular, as células podem migrar de
duas maneiras diferentes: migracao individual ou migracdo coletiva. A migracao
individual basicamente € uma célula que migra individualmente, um exemplo é
quando leucécitos sao recrutados pela resposta imune. Por sua vez, no
desenvolvimento embrionario observamos um exemplo de migracdo coletiva onde

um grupo de células migram coletivamente (Trepat et al., 2012).

A dindmica do processo de migracao celular é orquestrada por diferentes
moléculas de sinalizacao intracelular que dédo origem a uma sequéncia de etapas
que sao denominadas: o ciclo de motilidade celular (Petrie et al., 2009). As
RhoGTPases Racl e RhoA, sdo moléculas de sinalizagdo envolvidas na
regulacdo de diferentes eventos necessarios a migracdo celular. Em resumo, a
migracao é realizada por proteinas como a actina, miosina, integrinas, paxilina e
quinase de adesao focais (FAK) (Parsons et al., 2010). Para uma célula migrar
com eficiéncia, ao receber um estimulo, ocorrer4d a formagdo do lamellipodio,
resultante da formacdo de uma protrusdo no front celular, através da
polimerizacdo de actina, etapa regulada por Racl (Machacek et al., 2009;
Parsons et al., 2010). Posteriormente, se formam as adesdes nascentes entre

célula e matriz extracelular (MEC) mediada por integrinas, proteinas
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transmembrana que estdo conectadas ao citoesqueleto de actina através da
paxilina (Choi et al. 2008; Lauffenburger and Horwitz, 1996). FAK, uma proteina
tirosina quinase, atua nesse momento realizando a maturacdo das adesdes
nascentes em adesofes focais. Essas adesfes maduras geram forca permitindo a
contracdo do corpo celular através da atividade da miosina ndo muscular e a
formacéo de fibras de estresse de actina. Assim, as adesdes se desconectam do
substrato, o corpo celular retrai e a célula consegue se mover com direcionalidade
(Ridley et al., 2003).

A dindmica do processo de migracdo celular envolve algumas etapas e
processos para ocorrer adequadamente, séo eles: polaridade da célula, formacgéo
de protrusdes, adeséo celular a MEC, a translocagéo e retragao do corpo celular,
além da regulacdo dessas etapas por diferentes proteinas estruturais e de
sinalizacao (Figura 1).

actin cortex lamellipodium  substratum

s,

actin polymerization at

cortex under tension plus end protrudes
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Figura 1. Dinamica da migragdo celular. A célula emite uma extensdo da
membrana em direcdo a polaridade da célula, formando o lamelipddio. Ocorre
polimerizagdo da actina e se formam as adesbes nascentes. As adesdes
nascentes maturam em adesdes focais, que geram forga tracional e a partir da

miosina Il ocorre a contracdo da célula. A célula transloca seu corpo celular e
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retrai a traseira, resultando na sua migracao. Fonte: Biologia Molecular da Célula,
62 edicdo, Alberts. Pag. 952.

1.1.1 Polaridade

A polaridade no processo de migracao celular determina qual € o front
celular, regido da direcionalidade que a célula tera em sua migracédo, e sua regiao
oposta, onde vai ocorrer a retracdo do corpo celular (Iden e Collard, 2008).
Existem duas caracteristicas que definem polaridade: a primeira é a distribuicdo
assimétrica de moléculas reguladoras de motilidade entre os polos opostos de
uma célula; a segunda € a organizacdo orientada dos componentes do
citoesqueleto ao longo de seu eixo de polaridade (Li e Gundersen, 2008).
Basicamente, dependendo do tipo e da funcado da célula a polaridade adequa sua
morfologia através da ativacdo de sinais intra ou extracelulares que levam a sua
assimetria, adquirindo entdo polaridade (Parsons et al., 2010). Cdc42 € uma
RhoGTPase que controla o recrutamento de moléculas envolvidas na polarizacéo
de células (PAR3, PAR6 e PKCs atipicas) e a maquinaria de polimerizacédo de
actina no front celular do processo de migracdo. Além disso, Cdc42 participa da
orientacdo do nucleo e da organizacdo do citoesqueleto celular, sendo ela uma
importante molécula nessa etapa do processo (Etienne-Manneville e Hall, 2003;
Etienne-Manneville, 2004). Quando ativadas, Cdc42 e Racl atuam em conjunto
promovendo a formacdo de protrusdes, resultando em um lamelipddio no front

celular em direcao ao sentido de migracéo da célula (Nobes e Hall, 1995).

1.1.2 Protrusodes

Uma protrusdo é definida como a extensdo da membrana celular em
direcdo ao sentido de migracdo, e a formacédo dessa extensdo necessita da
integracdo de diversos processos celulares (Trepat et al., 2012). Para que ocorra
a extensdo da membrana € necessaria uma forca tensional que é proveniente do

citoesqueleto de actina, que empurra a membrana da célula no sentido da
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migracdo (Manzanares et al., 2005). Nessa etapa, a dinamica de polimerizacéo de
actina tem um papel crucial no processo de migracdo celular, porque é a
polimerizacdo da actina que expande a membrana celular através da tensao, e
promove a adesao da protrusdo na MEC (Pollard and Borisy, 2003). Os filamentos
de actina orientam a protrusdo em direcdo a polaridade de migracdo da célula,
formando o lamelipddio onde se encontram ramificagfes de filamentos de actina
curtos e finos, como uma rede (Alexandrova et al., 2008). Apds a formacéo de
protrusdes, para essas novas projecfes se estabilizarem ocorre a formacao de

adesdes nascentes.

1.1.3 Adeséao Celular

A adesédo da célula ao seu substrato, no caso a adesédo célula-MEC, é
essencial para que ocorra a migracéo celular. Durante o processo de migracao as
adesdes se formam no front celular e se desmontam no lado oposto da célula. As
primeiras adesfes a serem formadas durante o processo de migracdo sdo as
adesdes nascentes, que surgem durante a formacao do lamelipédio (Webb, 2004;
Vicente-Manzanares et al., 2005). Tendo como caracteristicas principais, tamanho
pequeno e rapida dinamica de transi¢cdo, maturando ou se desmontando (Choi et
al.,, 2008; Vicente-Manzanares et al.,, 2005). As adesbes nascentes sao
conectadas ao citoesqueleto de actina pela talina, vinculina e alfa-actinina, sendo
que moléculas sinalizadoras também s&o recrutadas como FAK e paxilina,
completando esse complexo. Essas adesdes geram sinais que recrutam e ativam
Racl, que estimula a polimerizacdo da actina e impede a acdo da miosina Il no
lamelipédio. A medida que a célula migra esses sinais também s&o necessarios
para a desmontagem de algumas ades0es, resultando no turnover de adesdes
(Vicente-Manzanares et al.,, 2005; Vicente-Manzanares and Horwitz, 2011). A
partir deste ponto pode ocorrer a desmontagem ou entdo a maturacao de
adesbes. Os complexos focais de adesdo representam o primeiro passo da
maturacdo, e estes se diferem das adesdes nascentes por sua localizacdo, seu
tamanho maior e por ser independente de miosina Il (Choi et al., 2008).

Posteriormente esses complexos focais se tornam adesdes focais, caracterizadas

15



por um tamanho maior, niveis mais baixos de FAK e acompanhada de grandes
fibras de estresse de actina, completando o processo de maturagédo das adesdes
(Vicente-Manzanares and Horwitz, 2011; Vicente-Manzanares et al., 2011) (Figura
2).

Os mecanismos moleculares pelos quais a dinamica do turnover de
adesdes € controlada ainda ndo sdo bem claros, mas os efetores da familia
RhoGTPase, como Racl, tem papel chave nesse processo demonstrando a
importancia dessas moléculas (Franco et al., 2004; Vicente-Manzanarez et al.,
2005).

1.1.4 Proteinas envolvidas no processo de adesao célula-MEC

O processo de adesdo é coordenado pelo cross-talking entre Integrinas,

proteinas ligantes a actina, FAK e paxilina.

Integrinas: sdo proteinas de adesdo receptoras heterodiméricas
compostas por subunidades alfa e beta, que estdo envolvidas no processo de
adesdo celular por manter uma interacao entre célula e MEC. Elas mantem a
interacdo entre o citoesqueleto de actina e proteinas da MEC, adquirindo uma
funcdo de remodelar o citoesqueleto de actina mantendo ou ndo a adeséao célula-
MEC (Paoli et al., 2013). Essas proteinas tem como funcdo serem receptores
regulatérios, uma vez que possuem uma cauda citoplasmatica que podem ser
moduladas de acordo com os estimulos recebidos. Assim sendo, elas podem
emitir sinais intracelulares devido a ligacao direta ou indireta de um adaptador ou

molécula de sinalizagdo em sua cauda (Carman e Springer, 2008).

Proteinas ligantes a actina: o acumulo local de actina nas adesfes focais
€ associado ao recrutamento de proteinas que fazem a conexdo direta ou
indiretamente da actina com a cauda citoplasmatica da integrina, essas proteinas
se incluem a talina, vinculina e alfa-actinina (Kanchanawong et al., 2010). Sendo
que essa ligacdo do citoesqueleto de actina a MEC por adesdes focais promove
uma via fisica para que as células exercam a forca de tracdo no substrato durante

a migracao celular (Hirata et al., 2014).
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Talina — € uma molécula que consiste de um dominio N-terminal
(cabeca) globular e um dominio flexivel (haste). A talina se liga tanto a
integrina quanto a actina, no dominio N-terminal se encontram os sitios
de ligagdo a integrinas, FAK e actina, enquanto que no dominio em
forma de haste h& um sitio de ligacdo para integrina e outros dois para
ligacdo de actina (Critchley, 2009). A talina faz a mediacao do link entre

actina e integrina de maneira forca independente (Hirata et al., 2014).

Vinculina — € uma molécula composta de uma porcao N-terminal que
inclui o dominio de ligacdo a talina e uma por¢cdo C-terminal que é
conectada por uma sequéncia curta de aminoacidos rica em prolina,
adotando uma conformacao globular (Ziegler et al., 2006). Uma vez que
a talina possui onze sitios de ligacdo para a vinculina em seu dominio
flexivel, a localizag@o da vinculina nas adesdes focais vai depender da
ligacdo com a talina (Carisey et al., 2013). Além disso, diferente da
talina, a vinculina se localiza em sitios de adeséo focal de maneira forca
dependente, ou seja, a forca exercida pela rede actino-miosina expde
sitios de ligacdo a vinculina na talina, possibilitando a interacdo entre

essas duas proteinas (Hirata et al., 2014).

Alfa-actinina — a alfa-actinina € uma proteina que pode se ligar a actina
e a integrina de uma forma direta, ou entdo indireta através da vinculina.
E um componente presente nas adesdes focais, sendo considerada
entdo como necesséaria para a maturacdo de adesdes (Roca-Cusachs
et al., 2013).

Quinase de adesdo focal (FAK): proteina do tipo tirosina quinase cuja
estrutura compreende um dominio catalitico central cercado por outros dois
dominios nado cataliticos, um N-terminal e outro C-terminal. Seu recrutamento
ocorre no estagio inicial da adeséo a partir da ativacéo por autofosforilacdo ou por
quinases da familia Src. Em conjunto da Src, FAK fosforila outras proteinas de
adesao, possivelmente controlando a ativacdo de RhoA através do estimulo de

GEFs (Guanine Nucleotides Exchange Factors) e GAPs (GTP-ase Activating
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Proteins). FAK-Src em conjunto atuam na desmontagem dos complexos de

adeséao, potencialmente por controlar RhoA (Parsons, 2003).

Paxilina: é uma fosfoproteina que se localiza nas adesdes, atuando como
um marcador de adesdo célula-MEC. Através da fosforilacdo de seus residuos
Serina/Treonina e Tirosina, a paxilina cria sitios de ligacdo a outras proteinas de
adeséao recrutando-as juntamente de reguladores da sinalizagdo, como Racl (Hu
et al., 2014). A paxilina contribui para o recrutamento de quinases e fosfatases
especificas envolvidas em vias de sinalizacdo intracelular, que levam a
reorganizacdo do citoesqueleto de actina, formando ou desmontando adesfes
focais necessérias para a adesédo, spreading celular e para a migracdo (L6pez-
Colomé et al., 2017). Por consequéncia, essa fosfoproteina pode exercer um
efeito positivo ou negativo no processo de migracdo da célula (German et al.,
2014).

Adhesion dynamics

TURNOVER

FOCAL ADHESION NASCENT ADHESION

Figura 2. Dindmica do processo de adesédo celular. As adesbes nascentes
estdo conectadas ao citoesqueleto de actina por um complexo que inclui talina,
vinculina e a-actinina; outras moléculas de sinalizacdo também sao recrutadas a

esse complexo, incluindo FAK e paxilina. Essas adesfes geram sinais que ativam

18



Rac, promovendo a polimerizacdo de actina e previne a agdo da miosina Il no
lamelipédio. Esses sinais também s&do necessarios para a dissociacdo de
algumas adesdes assim que a célula avanca. Algumas adesdes se maturam em
adesOes focais. A ativacdo de RhoA promove a desmontagem das adesfes ha
traseira da célula. Outros eventos que ocorrem nas adesdes é a internalizacao de
integrinas, mediada por dinamina, e atuacdo de moléculas nos microtubulos, o
que pode contribuir na desmontagem de adesfes. Adaptada de Vicente-

Manzanares et al., 2005.

1.1.5 Translocacdao e retracdo do corpo celular

Para completar o processo de migracdo de uma célula, ao formar a
protrusao no front celular, deve ocorrer a translocagéo do corpo celular seguido

da retracdo do mesmo (Anderson et al., 1999).

A translocacédo do corpo celular segue a protrusdo sendo independente da
polimerizagdo da actina, mas coordenado pela contratilidade do citoesqueleto de
actinomiosina, dependente de miosina Il (Svitkina et al., 1997). Por sua vez, a
retracdo do corpo celular necessita tanto da contratilidade do citoesqueleto de
actinomiosina, quanto da desmontagem das adesdes na regido oposta ao front
celular. Sendo que, para a retragcdo acontecer mecanismos para desmontagem
das ades0Oes precisam atuar em conjunto, sao eles: contracdo do citoesqueleto de
actinomiosina, desmontagem das adesfes induzidas por microtubulos, endocitose
de receptores de adeséao e clivagem proteolitica de proteinas de adesao (Tang e
Gerlach, 2017).

1.1.6 RhoGTPases orquestram a migracao celular

A extensao das protrusdes, a retracdo da membrana celular e a formacéao
de adeséo célula-MEC séo processos coordenados por proteinas da familia de
pequenas RhoGTPases, sendo elas: Racl, RhoA e Cdc42 (Sadok e Marshall,
2014). Racl e RhoA mostram comportamentos opostos, em que Racl é ativa no

front celular promovendo a extensdo da membrana e RhoA est4 ativa na regido

19



oposta ao front da célula, regulando a retracdo celular durante o processo de
migracdo (Nguyen et al.,, 2016). Ja Cdc42 promove a formacdo do filopodia e
estimula a ativacdo de Racl (Nobes e Hall, 1997) (Figura 3; Tabela 1).

a Ract b cdca2 C  RhoA

- i || 1
2 8'2 0.8 0.8
T 0.6(' N1 0.6
3 04 04| [T, 0.4
2102 0.2 NHTH R 5 .
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D (mm) D (mm) D (mm)

Figura 3. Ativacdo de RhoGTPases em fibroblastos de ratos. Ativacéo de (a)
Racl, (b) Cdc42 e (c) RhoA analisada por biosensores. O retédngulo branco
mostra a regido onde essas RhoGTPases estéo ativas. Adaptada de Machacek et

al., 2009.

A atividade das moléculas sinalizadores da familia RhoGTPases € regulada
por: fatores de troca do nucleotideo guanina (GEFs), que ativam as RhoGTPases
pela liberacdo do GDP, permitindo a ligacdo de uma molécula de GTP; e pelas
Proteinas ativadoras de GTPases (GAPs), que inativam as RhoGTPases por
estimular a hidrélise de GTP (Bos et al., 2007).

20



Tabela 1. Fungdo das RhoGTPases envolvidas na coordenagdo da migracdo
celular (Adaptada de Sadok e Marshall, 2014).

RhoGTPases Funcao

Racl Promove a formacéo do lamelipédio

RhoA Estimula a formacdo de fibras contrateis de actinomiosina
(fibras de estresse); polimerizacéo de actina; geracao de forca

contratil;

Cdc42 Promove formacéo do filopodia; ativacdo de Racl; regulacéo

da polaridade

1.2 Balango redox da célula

A homeostase celular é a habilidade que o organismo tem de manter o
meio interno em condi¢cdo de estabilidade, ou equilibrio constante, para que a
célula desempenhe suas funcdes de maneira adequada. O balanc¢o redox celular
se baseia em manter em equilibrio os niveis de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e de enzimas do sistema antioxidante da célula. Entretanto, esse balanco
ndo é perfeito e danos realizados por ERO ocorrem continuamente. Porém,
gquando em estado normal os niveis de ERO e antioxidantes estao
aproximadamente em equilibrio. Quando h& um distirbio no balanco entre os
antioxidantes e ERO ocorre a situacdo de estresse oxidativo (Kalyanaraman,
2013).

1.2.1 Sistema antioxidante da célula

Para manter a homeostase do organismo, a célula possui um sistema
antioxidante que neutraliza a producdo de ERO quando em excesso, consistindo
em enzimas de defesa como a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a

glutationa peroxidase (GPx) (He et al., 2017).

Superoxido dismutase (SOD): E considerada a primeira linha de defesa
contra as ERO. Quando ha uma situacdo de estresse oxidativo pode ser

rapidamente induzida a catalisar a dismutagcdo do O," em H,0,. Apresenta
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diferentes isoformas dependendo de sua localizagdo, na mitocondria esta na
forma de MnSOD, no citoplasma CuZnSOD e no meio extracelular EC-SOD (He
et al., 2016).

Catalase (CAT): A enzima catalase decompde o H,O, em H,O e oxigénio

molecular, agindo como uma neutralizadora do H,O, (He et al., 2017).

Glutationa peroxidase (GPx): utilizando a GSH, essa enzima reduz H,0,
ou hidroperoxidos organicos em H,O ou em seus grupos alcoois correspondentes.
As GPxs, assim como SOD, apresentam diferentes formas e tem funcéo
antioxidante em diferentes componentes celulares: GPx1 esta no citoplasma e na
mitocondria, GPx2 no citoplasma e no nucleo, GPx3 no plasma e GPx4 esta

associada a membrana (Pisoschi e Pop, 2015).

1.2.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre a producéo de
espécies reativas e de antioxidantes na célula. Perturbando o balango redox da
célula e causando danos a macromoléculas biolégicas como acidos nucleicos,
lipideos e proteinas. Dependendo do tipo de célula e do nivel do estresse
oxidativo, vemos como consequéncia desse desequilibrio: proliferacéo,

adaptacgdo, senescéncia, injuria e, ainda, morte celular (Pisoschi e Pop, 2015).

1.2.3 Espécies Reativas de Oxigénio

As ERO sdo compostos quimicos instaveis extremamente reativos,
capazes de transformar outras moléculas oxidando ou reduzindo o oxigénio,

também conhecidos como radicais livres (Giannoni et al., 2010).

Existem trés principais ERO produzidos pelas células, sendo eles: o
superéxido (0;7), peroxido de hidrogénio (H.O,) e o radical hidroxila (‘OH)
(Schrode 2014; Reczek e Chandel, 2015).
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Superoxido (0,7): E o principal radical livre formado e produzido na
maioria dos sitios de geracdo de ERO, sendo resultado da adicdo de um elétron
ao oxigénio (Murphy, 2009). Tem tempo de vida curta, por isso € produzido
préximo de suas proteinas alvo para atuar como molécula de sinalizagdo. Por ter
caracteristica anionica sua difusdo na célula é restrita e dificilmente atravessa as
membranas lipidicas das células (Schroder, 2014). E um agente oxidante fraco,
incapaz de causar peroxidacdo lipidica, sendo assim sua maior toxicidade se
encontra na habilidade em produzir outras ERO mais citotoxicas e reativas que o

mesmo. O O;" citosélico é rapidamente convertido em H,O, pela enzima
superéxido dismutase 1 (SOD1) (Murphy, 2009).

Per6xido de hidrogénio (H2O2): Ao contrario do O,", o H,O; é capaz de
se difundir entre os componentes celulares, possui tempo de meia vida longo e
tem como caracteristica conseguir atravessar membranas lipidicas (D’Autréaux e
Toledano, 2007). O H,O, atua como molécula sinalizadora oxidando grupos tiol
em proteinas e por consequéncia regulando processos biolégicos como
adaptacdo metabdlica, diferenciacédo e proliferacdo celular (Forman et al., 2004).
A producdo em excesso de O, e H,O, resulta em uma cascata de eventos
desses radicais causando danos em biomoléculas importantes e o estresse
oxidativo. Principalmente por que ao reagir com metais cations como Ferro (Fe?")
e Cobre (Cu®) o H,0, gera o radical "OH, que causa danos irreversiveis a lipideos,

proteinas e DNA (de Sé& Junior et al., 2017).

Radical hidroxila ("(OH): O radical ‘'OH é a espécie mais reativa gerada,
reatividade essa so limitada pela taxa de difusdo, uma vez que nao existe nenhum
sistema de protecao antioxidante para suprimi-lo (Schroder, 2014). A oxidacao de
proteinas por esse radical resulta na formacdo de carbonilas (Forman et al.,
2004).

As ERO funcionam como mediadores da sinalizacdo redox e estresse
oxidativo, uma vez que atuam como mensageiros secundarios devido a sua
habilidade em induzir modificagBes covalentes em macromoléculas biologicas

como lipideos, proteinas e DNA (Diaz e Courtneidge, 2012).
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Fisiologicamente, sdo consideradas moléculas de sinalizacdo intracelular
pois iniciam, medeiam e modulam a transducéo de sinais e processos vitais para
a célula. Esses radicais livres tem papel essencial no sistema imune - por atacar
patdogenos invasores em células fagociticas - na proliferacdo, migracdo e
diferenciacéo celular, além da expressdo génica (Brown e Griendling, 2009). No
entanto, quando h&d um desequilibrio entre as defesas enziméticas do nosso
organismo e a quantidade de ERO geradas, a homeostase fica comprometida e
desencadeia 0 estresse oxidativo que esta associado a algumas desordens e
doecas como: cancer, obesidade, diabetes, auto-imunes e neurodegenerativas
(de S& Janior et al., 2017; He et al., 2017).

1.2.4 Principais fontes de espécies reativas de oxigénio

No nosso organismo a geracdo intracelular de ERO é estimulada pela
radiacdo ultravioleta (UV), raios gama e X, componentes da dieta e reacdes
inflamatorias durante o metabolismo celular normal (Sa Junior et al., 2017).
Recebendo esses estimulos as células iniciam a producdo de ERO em diferentes
compartimentos celulares, sendo o principal deles a mitocéndria, além do reticulo
endoplasmatico, peroxissomo e do complexo enziméatico NADPH Oxidase (Babior,
2004; S& Junior et al., 2017).

7

A maior fonte responsavel pela producdo de ERO € a mitocondria.
Acredita-se que a maioria das ERO séo derivadas da cadeia transportadora de
elétrons (CTE), especialmente dos complexos | e Ill. Aléem desses sistemas de
geracao, outras proteinas contribuem para a geracdo de ERO mitocondriais como
a NADH desidrogenase, prolina desidrogenase, citocromo b5 redutase e
monoamina oxidase (Holzerova e Prokisch, 2015). Contudo, ndo é apenas a
mitocondria que atua produzindo ERO. No citoplasma existem outras proteinas
contribuintes a geracao de radicais livres, como o complexo enzimatico NADPH
Oxidase, que tem papel importante para defesa do hospedeiro frente a patégenos
e durante a fagocitose (Schroder, 2014). Em condi¢cBes especificas, ocorre
também a producdo de ERO em outras organelas da célula. Por exemplo, o

reticulo endoplasmatico produz ERO durante o folding de proteinas em resposta a
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proteinas mal dobradas; e nos peroxissomos, onde ocorre a geracdo de ERO
devido a oxidag&o de acidos graxos de cadeia longa (Holmstrom e Finkel, 2014).

No entanto, no aspecto do processo de migragao celular, as ERO que
atuam como moléculas de sinalizacdo intracelular sdo geradas pelo complexo
NADPH oxidase, devido a sinalizacao de proteinas RhoGTPases (Stanley et al.,
2014).

1.3 Complexo NADPH-oxidase

Durante a sinalizacdo redox ocorre a producdo de ERO, regulada
enzimaticamente, e essas ERO derivadas de sistemas enzimaticos € que atuam
como mensageiros secundarios em processos biolégicos necesséarios a célula

como a migracdo e a adeséao celular (Hurd et al., 2012).

A familia de enzimas do complexo NADPH oxidase produtoras de ERO séo
as mais estudadas e melhor caracterizadas em relacdo a sinalizacédo celular. O
complexo NADPH-oxidase (Nox) faz parte de um grupo de sete enzimas: Nox-1,
Nox-2, Nox-3, Nox-4, Nox-5, Duox-1 e Duox-2 (Figura 4). Sao proteinas
transmembrana, com um dominio intracelular, por¢do transmembrana e um
dominio extracelular. Algumas das Nox podem ser encontradas em membranas
de compartimentos celulares, incluindo o reticulo endoplasmatico e vesiculas

intracelulares (Kalyanaraman, 2013).

A NADPH oxidase funciona como uma cadeia transportadora de elétrons: o
complexo enzimatico produz &nion superoxido através da reducdo de uma
molécula de oxigénio, utilizando uma molécula de NADPH como doadora de
elétrons (Schroder, 2014). Em fagocitos, os radicais superéxido gerados pela
NADPH oxidase séo liberados em seu interior durante o processo de fagocitose e,
se presente em grandes quantidades promove toxicidade resultando no ataque a
patdgenos invasores. O anion superoxido gerado pela NADPH oxidase nédo é
permeavel a membrana, diferente de seu produto H,O,, cuja conversdao é
realizada pela enzima SOD, que atravessa a membrana celular e atua localmente

em seus alvos (Schréder, 2014). Portanto, € importante destacar que o complexo
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NADPH oxidase produz apenas anion superoxido e que esse superoxido é
convertido em H,0,.

Embora esse complexo seja classicamente descrito em células fagocitarias
como neutrofilos e macréfagos, as enzimas Nox ndo sdo exclusivas dessas
células. Ja foi demonstrado que a presenca desse complexo em outros tipos de
células também é responsavel pela producdo de EROs (Lambeth, 2002). Em
células ndo fagocitérias a producdo de EROs derivadas de Nox possui funcao
mediando sinais celulares em processos como angiogénese, resposta imune,

hipdxia, migracao e adesao celular por exemplo (Dworakowski et al., 2006).

Além de papéis diferentes dependendo do tipo celular onde essas enzimas
oxidases sao expressas, outro ponto discriminante € seu modo de ativacdo e

montagem, podendo ser classificadas em trés grupos (Schroder, 2014).
Nox-1, Nox-2 e Nox-3 (grupo 1)

Esse grupo é ativado por subunidades citosolicas que interagem com
essas enzimas, a mais caracterizada é a Nox-2, mas Nox-1 e -3 seguem o
mesmo modelo de ativacdo e montagem que é o detalhado a seguir (Lee et al.,
2011; Schroder, 2014):

(1) o complexo Nox-2 consiste da Nox-2 e da subunidade p22phox na membrana

da célula;

(2) ao receber um estimulo de uma quinase, como a proteina quinase C (PKC),
ocorre a fosforilagdo da subunidade citosélica p47phox em seus mdultiplos

residuos de serina;

(3) a fosforilagéo faz com que a p47phox interaja com a membrana plasmatica da

célula e a proteina transmembrana;

(4) p47phox se associa com outra subunidade citosolica, a p67phox, sendo que a

atividade de p67phox é dependente da sinalizacdo da RhoGTPase Racl;

(5) p47phox, p67phox e Racl se associam as subunidades Nox-2 e p22phox e

tornam o complexo ativo.
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Nox-5, Duox-1 e Duox-2 (grupo 2)

Diferente do grupo 1, o processo de ativacdo e montagem dessas enzimas
nao necessitam da ativacao por Racl e p47phox. A ativacdo de Nox-5, Duox-1 e

-2 sdo dependentes da ligacdo de Célcio (Ca®") (Bedard e Krause, 2007).

A ativacdo de Nox-5 acontece pelo aumento na concentragao intracelular
de Ca?*. O Nox-5 tem um dominio EF-hand que se liga ao Ca*" intracelular e ativa
0 complexo, ou seja, ndo requer atividade de p22phox e nem organizadores ou
subunidades citosélicas (Bonfi et al., 2000; Bonfi et al., 2004). O membro Nox-5 é
menos estudado mas tem sido relatado sua presenca em células endoteliais,
macrofagos e espermatozoides, em que contribui para a motilidade de sua cauda
(Bonfi et al., 2004).

Duox-1 e Duox-2 também n&o necessitam de subunidades citosoélicas
ativadoras ou organizadoras, uma vez que possuem o dominio de ligacdo ao
Ca?'. Essas duas enzimas sdo expressas em células epiteliais do pulmao e da
glandula tireoide, entretanto, em algumas desordens Duox-1 e -2 podem ser
induzidas em outros tipos celulares. Na glandula tireoide produzem H,0,
necessaria para mediar a oxidacao do iodo utilizado para formar os horménios tri-
iodo-tiroxina (T3) e tiroxina 4 (T4) (Bedard e Krause, 2007; Armeziane-El-Hassani
et al., 2005).

Nox-4 (grupo 3)

A Nox-4 é a unica enzima da familia Nox que é ativa constitutivamente.
Estudos néo identificaram proteinas de interacdo citosdlica ou outros mecanismos
gue sejam necessarios para sua ativacdo. Nox-4 esta associada com a gp22phox,
porém de maneira diferente de Nox-1, Nox-2 e Nox-3. Dessa forma, a producao
de EROs por essa enzima é constitutiva, ainda assim, por meio da ligacao de
moléculas como Poldip2 a subunidade p22phox no complexo Nox-4, a geracao de
EROs pode ser potencializada (Von et al., 2010; Schroder, 2014).
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Figura 4. Estrutura das enzimas Nox. Diferentes formas de ativacdo das
isoformas das enzimas do complexo NADPH oxidase. Adaptada de Bedard e
Krause, 2007.

1.3.1 Estratégias experimentais em estudos de ERO

Existem diversos ensaios que podem ser realizados para se estudar as
EROs. Através de ensaios bioquimicos, é possivel mensurar os niveis de enzimas
antioxidantes no sangue, por exemplo. Em células, uma das possibilidades é a
quantificacdo das EROs produzidas, a partir do uso de sondas como a DCF-DA,
através de citometria de fluxo. Assim como pode se utilizar estratégias de
silenciamento de genes relacionados a producédo de EROs na célula, para avaliar
o funcionamento de complexo enzimatico. Por sua vez, nesse trabalho utilizamos
compostos farmacologicos inibidores (DPI e acetovanilona) e antioxidantes (NAC)

para avaliar a producédo de EROs na célula.

N-acetilcisteina (NAC): A NAC é capaz de estimular a protecdo da célula em
resposta ao estresse oxidativo. Esse composto atua como um scavenger de
radicais livres inespecifico e é o principal composto que mantem os niveis de
glutationa reduzida (GSH) na célula, uma vez que € um precursor do antioxidante

GSH (Shahripour et al., 2014). Além disso, é uma fonte de grupos sulfidrilas,
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interagindo com o radical livre ‘'OH e com o H;O,, minimizando o efeito dessas
ERO, por manter os niveis de GSH na célula estaveis (Kerksick e Willoughby,
2005).

Di-fenil iodénio (DPI): o DPI € um potente inibidor da montagem do Complexo
NADPH-oxidase, e ele atua inibindo a ligacdo de flavoproteinas contendo as
subunidades do complexo NADPH-oxidase na membrana da célula (Cross e
Jones, 1986).

Acetovanilona: ou apocinina, € um composto natural isolado da planta Picrorhiza
kurroa (Stolk et al., 1994). Esse composto inibe a ativacdo do complexo NADPH

Phox -~ 5ssim inibindo a

oxidase por impedir a translocacdo da subunidade p47
montagem do complexo enzimatico em células como neutréfilos, macrofagos e
células endoteliais. E um inibidor seletivo da NADPH-oxidase permeavel (Choi et

al., 2015).

1.3.2 NADPH Oxidase e migracgéo celular

A produgcdo de ERO derivadas do complexo NADPH oxidase afeta
processos bioldégicos como a migragao celular, via sinalizacao intracelular (Hurd et
al., 2012).

Sabe-se que as proteinas Racl, da familia RhoGTPases, controlam a
producdo de ERO via NADPH-oxidase, um efeito indireto de Racl pode ser
observado onde modificacdes redox tem efeito de maneira direta na actina. Sendo
assim, Racl nado controla apenas a funcdo de proteinas ligantes a actina, mas
também é responsavel pela reorganizacéo do citoesqueleto de actina atraves de
ERO derivadas do Nox (Stanley et al., 2014). Os componentes citosolicos
regulatorios do NADPH-oxidase (Rac, p67phox, p47phox e p40phox) estdo
associados ao citoesqueleto de actina, o que auxilia a translocacdo desses
componentes para a montagem do Nox, consequentemente levando a ativagéo e
producdo de ERO. Havendo a interagdo do citoesqueleto de actina com

componentes do Nox, facilitando a translocacdo de subunidades para
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consequente ativacdo de Nox, € definido que a actina tem um papel no controle
da atividade do NADPH-oxidase e implica no processo de migragéo celular (Li e
Shah, 2002; Stanley et al., 2014).

A atividade da quinase Src promove a formacédo do lamelipodio, primeiro
evento de migracao realizado pela célula, sendo que o lamelipddio necessita da
inativacdo da peroxirredoxina-1 para ser formado. Tem sido relatado que a Src
facilita o aumento da concentragdo local de H»O, por fosforilar e
consequentemente inativar a peroxirredoxina-1 ligada a membrana plasmatica.
Dessa maneira, H,O, atua como sinalizador para a inativacao da peroxiredoxina-1

e estimular a formacao do lamelipédio (Gianni et al., 2010).

Em células endoteliais, a geracdo local de ERO derivadas do NADPH-
oxidase contribuem para a sinalizagéo redox regulando a direcdo da migragéo da
célula. Isto € observado quando ha o acumulo local de ERO em membrane
ruffles. Para estabelecer a polarizacdo da célula que orienta a dire¢cdo da
migracdo € necessario a reorganizacdo do citoesqueleto de actina, que como
citado anteriormente também é regulado pelas ERO. Isso acontece por causa do
acumulo local de Rac ativa no front celular, Rac vai ativar Nox e gerar ERO,
contribuindo para a consequente polimerizacao de actina na regido da célula onde
a protruséo vai se formar e indicar a direcionalidade/polaridade da célula (Hunter
et al., 2017; Reczek e Chandel, 2015).

A expressao génica de metaloproteinases (MMP) também é regulada pela
sinalizacdo de EROs derivadas de Nox. Para que a migracdo ocorra, a MEC
precisa ser degradada e as proteinas responsaveis por essa etapa sdao as MMP’s.
Os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) também regulam a expressdo das
MMP’s. As EROs acabam por afetar a migragéo celular quando estdo em grande
concentracdo e esse aumento na producdo de EROs leva a degracdo da matriz,
facilitando a motilidade celular (Grote et al., 2003).
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1.3.3 NADPH Oxidase e adeséao celular

O processo de adesao celular exerce fungao na manutencao da integridade
do tecido, no desenvolvimento de novos vasos sanguineos, inflamacdo e no
desenvolvimento de metastase tumoral (Schroder, 2014). A producdo de ERO
derivadas do complexo NADPH-oxidase € uma consequéncia do processo de
adesdo, uma vez que, € ativada uma cascata de transmissao de sinais, que
devido ao Nox, altera expressao génica, a conformacédo do citoesqueleto da célula
e ativa proteases (Giannoni et al., 2010). Outra consequéncia das ERO derivadas
do NADPH-oxidase, € a expressdao de moléculas de adesdes, uma vez que sao
reguladas por meio de reacdes redox sensitiva e do modo que o estimulo aplicado
controla a Nox. A expressdo de moléculas de adesdo dependente de Nox é
frequentemente associada a inflamagéo (Cook-Mills et al., 2011).
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2. HIPOTESE

As espécies reativas de oxigénio derivadas do complexo NADPH-oxidase
podem influenciar o processo de migracao celular por modular a dindmica de

formacgé&o do lamelipodio e o turnover de adesdes.

3. OBJETIVO

Analisar eventos e moléculas envolvidas na migracao celular na auséncia
ou presenca de espécies reativas de oxigénio derivadas do complexo NADPH-
oxidase.

3.1 Objetivos especificos

- Analisar a velocidade e direcionalidade de migracdo celular em células
CHO.K1 na auséncia ou presenca de espécies reativas de oxigénio derivadas do

complexo NADPH oxidase.

- Analisar a velocidade, nimero e taxa de retracdo de projecbes de
membrana celular em células CHO.K1 na auséncia ou presenca de espécies

reativas de oxigénio derivadas do complexo NADPH oxidase.

- Verificar a ativacdo de Racl em células CHO.K1 na auséncia ou presenca

de espécies reativas de oxigénio derivadas do complexo NADPH oxidase.

- Analisar a expressao proteica de FAK-Y397 de células CHO.K1 na
auséncia ou presenca de espécies reativas de oxigénio derivadas do complexo
NADPH oxidase.

- Analisar o turnover de adesdes em células CHO.K1-paxilina-GFP na
auséncia ou presenca de espécies reativas de oxigénio derivadas do complexo
NADPH oxidase.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados obtidos durante o periodo de mestrado académico foram
agrupados em um artigo cientifico intitulado “NADPH-oxidase derived ROS
alters cell migration by modulating adhesion dynamics” submetido ao
periodico Biology Of The Cell (Fator de impacto 2016 = 2.649) no formato de
research article. Minha participacdo foi tanto na escrita do artigo, quanto na

execucao de experimentos e andlise de dados obtidos.
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ABSTRACT

Background information: Cell migration requires the coordinated activation of structural
and signaling molecules, such as the RhoGTPase Racl. It is known that the NADPH
oxidase complex assembly, which generates Reactive Oxygen Species (ROS) at the cell
membrane, also relies on Racl activation, indicating a possible effect of ROS during cell
migration. In this study, we evaluated the effect of NADPH-derived ROS on the migration

process.

Results: Using time-lapse videos of CHO.K1 cells plated on fibronectin (2 pg/ml), we
observed that depletion of ROS by N-acetyl-cysteine (NAC, 10 mM), an unspecific
antioxidant, or Di-phenil-iodonium (DPI, 10 uM), a NADPH-oxidase inhibitor, induced a
60% decrease in migration speed and severely impacted migration directionality. Then,
we analyzed the effects of NADPH oxidase on three migratory events: protrusion rate,
adhesion process and signaling pathways related to cell migration. DPI induced an
increase of ~3 protrusion/cell, which were 2x faster but had a ~50% retraction when
compared to control. By pull down assay, we observed no changes on Racl activation,
indicating that ROS-mediated effects were related to downstream molecules, such as
adhesion-related molecules. It was observed a reduction of the adhesion marker FAK-
Y397 levels in cells treated with DPI. In order to analyze adhesion dynamics, CHO.K1
cells transfected with paxillin-GFP analyzed with Total Internal Reflectance Fluorescence

(TIRF) indicated that DPI (5 uM) induced larger adhesions when compared to control.

Conclusion: These results indicate that the local generation of NADPH-derived ROS can

modulate cell migration due to changes on adhesion dynamics and signaling.

Significance: This study highlights the physiological requirement of ROS for cell
migration and the potential use of these molecules as targets to modulate the cell

migration process at different diseases.
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BACKGROUND

Cell migration is a dynamic process involved in biological events as embryonic
development, wound healing and tissue repair and regeneration. However, it plays an
important role in pathological conditions such as cancer cell dissemination (Dwyer et al.,
2017; Hunter and Fernandez-Gonzalez, 2017; Pandya et al., 2017; Manzanares and
Horwitz, 2011). The process of cell migration is orchestrated by signaling molecules,
including the RhoGTPases Racl and RhoA, and performed by different proteins such as
actin, myosin, paxillin and focal adhesion kinase (FAK) (Parsons et al., 2010). In
summary, cell migration starts with the lamellipodia formation, which is formed by the cell
membrane protrusion at the leading edge through actin polymerization regulated by Racl
(Machacek et al., 2009; Parsons et al, 2010.). Next, nascent adhesions are formed with
the cell substrate mediated by integrins, which are connected to actin cytoskeleton
through adaptors proteins, such as paxillin (Choi et al., 2008). These nascent adhesions
turn into mature adhesion, by the hierarchically translocation of adaptors and signaling
molecules such as FAK, a tyrosine kinase. Then, mature adhesion enables the cell body
contraction via non-muscle myosin activity and formation of actin stress fibers. Eventually,
the cell body retracts and the adhesion disassembles from the substrate mediated by
RhoA (Ridley et al., 2003). Besides those factors, other elements influence cell migration,
such as the reactive oxygen species (ROS). For example, ROS is necessary to enable
cellular adhesion through oxidation of low molecular weight protein tyrosine phosphatases
(LMW-PTP) that allow FAK activation (Chiarugi, 2003).

Generation of ROS also has important roles on physiological and pathological conditions.
Although ROS are frequently related with oxidative stress, inducing cell damage
associated to diseases, it has been demonstrated that these products are also involved in
biological processes as signaling molecules (Schieber and Chandel, 2014; Reczek &
Chandel, 2015). ROS are produced by different mechanisms, for example, by
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-(NADPH) oxidase. NADPH-oxidase is an
enzyme complex and consists of a family of seven proteins, Nox 1-5, Duox1 and Duox2
(Teixeira et al., 2016). The activation of NADPH-oxidase depends on the assembly of
different subunits in the cytosol and in the membrane. Racl is one of the subunits
necessary to activate NADPH-oxidase and, consequently, the local formation of

superoxides in the extracellular environment (Cheng et al., 2006).

Since both NADPH-oxidase complex assembly and membrane protrusion during cell

migration rely on Racl activity, we hypothesized that local NADPH-oxidase derived ROS
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might influence the dynamic of lamellipodia formation and adhesion turnover. In this study,
it was used an unspecific antioxidant and a specific NADPH-oxidase complex inhibitor to
analyze the influence of ROS during cell migration. Depletion of ROS decreased migration
velocity and directionality, and altered the dynamics of membrane protrusions, adhesion
maturation and levels of signaling molecules such as FAK in CHO.K1 cell line, indicating
that NADPH-oxidase derived ROS is necessary for cell migration.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture

CHO.K1 cells were obtained from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA) and cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) low glucose containing
10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin and 1% non-essential amino acids
(NEAA) at 37 °C, 5% CO,. For imaging, cells were plated with the serum free media
CCML1 (Hyclone, Thermo Scientific). For Racl activation assays, cells were cultured for 12
h in medium with 0.5% of FBS and then plated with CCM1 media. For the transfection of
the CHO.K1 cells with paxillin-GFP plasmid, it was used Lipofectamine (Invitrogen,
Eugene, OR) according to the manufacturer’s instructions. CHO.K1 cell cultures were
treated with Di-phenil-iodonium (DPI), which inhibits the NADPH oxidase through
flavoenzymes (Cross and Jones, 1986); Acetovanilone which inhibits NADPH oxidase
assembly (Stolk, 1994). It was also used N-acetyl-cysteine (NAC), which is an unspecific
antioxidant that acts as a scavenger through replenishment of reduced glutathione
(Gibson, 2009) and acts regardless of NADPH oxidase. Otherwise stated, all chemicals
and reagents for cell culture were purchased from Sigma (St Louis, MO) and Gibco
(Invitrogen, Eugene, OR), respectively.

Microscopy and image processing

Cells were plated on glass-bottomed dishes covered with fibronectin (2 pg/ml for CHO.K1)
and maintained at 37° C at pH 7.4 in CCM1 medium for 1 h (migration promoting
conditions). For long-term migration, time-lapses images were captured in a microscopy at
10 min intervals (0.25 NA CFI Achro DL10x Nikon objective) with a charge-coupled device
camera (Orca Il; Hamamatsu Photonics, Iwata-City, Japan) attached to an inverted
microscope (TE-300; Nikon, Tokyo, Japan) with heat-control (37 °C) using Metamorph
software (Universal Imaging Corp., Downingtown, PA). Migrating cells were tracked using
the software ImageJ updated with the plugin Manual Tracking. From this data, it was

calculated the migration velocity as total distance of migration (um) per hour. For the
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directionality analysis, a polar plot graph was constructed, which represents the spatial
trajectory developed by each migratory cell, where the X and Y coordinates of each cell
trajectory were normalized to start at a virtual (X = 0 and Y = 0) position. Also, it was
analyzed the directionality index which is the result of the relative distance that the cell
traveled divided by the total distance traveled. A directionality index close to 1 indicates
that the cell had a highly directional movement (close to a straight line), whereas

directionality index close to O reflects a low directionality movement.

For protrusion analysis (kymography), time-lapse images were captured every 5 s for 30
min (0.65 NA CFI Achro DL 40x Nikon objective). A line (5 pixels-wide) was drawn along
regions oriented in the protrusion direction and perpendicular to the lamellipodial edge.
Protrusion parameters were quantified by kymography (Hinz et al., 1999), using ImageJ
software. Results were plotted in a graph where the Y axis is the distance reached by the
lamellipodium along that line, and the X axis is the time.

For confocal images, it was used an Olympus FluoView 300 system (1.45 NA oil PlanApo
60x TIRFM objective). GFP was excited using the 488 nm laser line of an Argon laser
(Melles Griot, Albuquerque, NM). A Q500LP dichroic mirror (Chroma Technology Corp.
Rockingham, VT) and a HQ525/50 emission filter was used for GFP labeled cells.
Fluorescence images were acquired using FluoView software (Olympus, Tokyo, Japan).

TIRF images were acquired in an Olympus IX70, inverted microscope (1.45 NA oil
Olympus PlanApo x60 TIRFMobijective) fitted with a Ludl modular automation controller
(Ludl Eletronic Products, Howthorne, NY) and controlled by Metamorph (Molecular
Devices). GFP was excited using the 488 nm laser line of an Ar ion laser (Melles Griot).
Also, a dichronic mirror (HQ485/30) and a HQ525/50 emission filter were used. All images
were acquired with a charge-coupled device camera (Retiga Exi; Qimaging, Surrey,

Canada) and analyzed using ImageJ software (http://rsbweb.nih.gov/ij).
Pull down assay (Rac activation assay)

Racl activation was analyzed by pull-down assay (Glaven et al., 1999). Cells were
incubated overnight with medium containing 0.5% FBS, and then tripsinized and plated in
migration promoting conditions in the presence/absence of NAC (10 mM) or DPI (10 puM)
for 1h. Then, cells were washed in cold PBS and lysed in CRIB buffer (1% NP-40, 50 mM
Tris pH 7.4, 10% glycerol, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl,), containing a protease inhibitor
cocktail (Sigma P8340). After centrifugation (12.000 rpm, 4 °C, 20 min), cell lysate was

incubated with 20 pg of glutathione-agarose beads (Pharmacia, Stockholm, Sweden)
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tagged with recombinant PBD (Pak Binding Domain) for 30 min at 4 °C, washed with lysis
buffer and eluted with SDS sample buffer. Racl activation was analyzed by Western
blotting. Total lysate was used to verify the presence of Racl for normalization.

Western blotting

For adhesion signaling analysis, cells were plated in migration promoting conditions for 1
h with the presence or absence of NAC (10 mM) or DPI (1, 5, 10 uM). Cells were washed
with cold PBS and scrapped in RIPA buffer containing protease and phosphatase
inhibitors cocktail (Sigma). After centrifugation (12.000 rpm, 4 °C, 20 min), supernatant
was collected and protein was quantified with Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific). Samples were incubated with Laemlli buffer, boiled (95 °C, 5 min) and stored (-
20 °C) until use.

Samples obtained from Racl pull down or adhesion signaling assay were submitted to
SDS-PAGE with 4-20% gradient gels (BIO-RAD) and transferred to a PDVF membrane.
Deffated milk (Racl and FAK) or 5% BSA (FAK-Y397) in PBS/0.5% Tween20 were used
for blocking during 45 min at room temperature. Incubation with the primary antibodies
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) for Racl (1:1000), FAK (1:1000) or phosphoFAK-
Y397 (1:1000) was performed overnight at 4 °C. After washing, membranes were
incubated with peroxidase-conjugated secondary antibody (Amersham Pharmacia
Biotech., Chalfont St. Gilles, United Kingdom), and the reaction was detected by

chemioluminescence (Pierce, Thermo, Rockford, IL).

Immunofluorescence

For immunofluorescence staining, CHO.K1 cells were plated in cover-slips covered with
fibronectin and treated with ROS inhibitors. After 1 hour, cells were washed (PBS) and
fixed (formaldehyde, 4%, 10 min, RT). Fixed cells were permeabilized (Triton X-100 0.3%,
RT 10 min), blocked (10% normal goat serum, RT, 1 h), incubated with FAK y-397
antibody (ON, 4 °C), washed (PBS) and incubated (2 h, RT) with the corresponding
secondary antibody containing Alexa488 dye (Molecular Probes, Oregon, USA). Actin
filaments were stained with phalloidin toxin conjugated to rhodamine (Molecular Probes,
Oregon, USA) for 2 h (RT). Samples were washed (PBS) and mounted with antifade
medium (Vectashield, VectorLab, Burlingame, CA). Images were obtained in confocal

microscope (Olympus Fluoview 1000, Tokyo, Japan) with a 63x objective (UPlanSApo
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x63, 1.20 NA, oil immersion objective) using FV-1000 ASW Fluoview software (Olympus,
Tokyo, Japan). Alexa488 was excited with the 488 nm laser line of an Argon ion laser
(Melles Griot, Albuquerque, NM), while rhodamine with the 543 nm laser line of a Helium-
Neon laser (Melles Griot, Albuquerque, NM).

Statistical analysis

For the statistical analysis, Student t-test and one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’'s post-test were performed. Statistically significant differences were

considered when p<0.05.

RESULTS

Inhibition of NADPH-oxidase derived ROS decreases migration speed and

directionality

In order to analyze possible roles of ROS on cell migration events, we plated CHO.K1
cells in migrating promoting conditions and performed time-lapse videos (10 min/ 24 h) in
the presence/absence of a high dose (10 mM) of a ROS scavenger (NAC). Migratory cells
were tracked and migration speed and directionality was measured. It was observed that
depletion of ROS by NAC induced a 60% decrease in migration speed (Figure 1A,
Supplementary Movie 1) and severely impacted migration directionality (Figure 1B). Since
NAC is an unspecific antioxidant, we asked whether NADPH oxidase-derived ROS would
contribute to the migration process. Therefore, a NADPH-oxidase specific inhibitor, DPI,
was also tested in the same migration conditions with three increasing doses (1 uM, 5 pM
or 10 uM). It was observed that all DPI concentrations impaired migration speed by ~50%,
while DPI at 10 uM impaired migration directionality as observed in NAC treatment. When
we correlated migration speed and migration directionality index, the inhibition of overall
ROS or NADPH-oxidase derived ROS resulted in an association of decreased migration
speed and impaired directionality (Figure 1C). These results suggest that ROS is
necessary for migration performance, more specifically those generated by the NADPH-

oxidase complex.
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Figure 1. Directionality and migration velocity relies on ROS presence. (a) Analysis
of migration speed of the CHO.K1 cell line in the presence of diphenylene iodonium
sulfate (DPI 1, 5 or 10 pM) or the antioxidant n-acetylcisteyne (NAC 10 mM). It was
observed that treatment with DPI or NAC decreased migration speed of CHO.K1 cells. (b)
Polar plot graphs of the CHO.K1 cells in the presence of NAC or DPI. Each line
represents one migratory cell. The treatment with NAC or DPI reduced directionality of
CHO.K1 cells. (c) Scatter-plot analysis correlating CHO.K1 migration speed and
directionality index when exposed to NAC or DPI. Student t-test, * = p<0.05 ** = p<0.001,
n=4.

Inhibition of NADPH-oxidase derived ROS affects protrusion dynamics

An efficient migration process relies on cell membrane protrusion followed by adhesion
stabilization to the extracellular matrix proteins (ECM) in order to allow cell body
contraction (Case; Waterman, 2015). Since ROS inhibitors impaired cell migration, we
investigated the possible effects on protrusion dynamics. CHO.K1 cells were treated
during 1 h with the unspecific antioxidant (NAC) or the NADPH oxidase inhibitors, DPI or
acetovanilone. Then, cells were plated in migrating promoting conditions for 1 h, imaged

for 30 min and protrusion speed, number of protrusions per cell and the percentage of
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retrusion were measured. It was observed that both, antioxidant and NADPH-oxidase
inhibitors, increased protrusion speed, which were 2x faster (0.10 pm/min) than control
(Figure 2A). Also, all treatments induced an increase in the number of protrusions per cell
(Figure 2B and D). However, these protrusions were unstable, since the inhibition of
overall ROS (NAC) or NADPH oxidase-derived ROS (DPI, acetovanilone) showed an
approximate 50% retraction of the protrusions compared to 0% of control (Figure 2C and
D). Taken together, this data shows that total ROS inhibition or the blockage of NADPH
oxidase complex results in the induction of non-productive protrusions that assemble

faster but are unstable and retract.
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Figure 2. ROS inhibition results in unstable protrusion. (a) CHO.K1 histogram of
control and treated cells with 1, 5 and 10 uM of DPI and acetovanilone; 1, 5 and 10 mM of
NAC. Protrusion velocity increases after treatment when compared to control. (b) CHO.K1
histogram for number of protrusions/cell of control and treated cells with 1, 5 and 10 uM of
DPI and acetovanilone; 1, 5 and 10 mM of NAC The number of protrusions/cell increases

after the treatment when compared to control, especially with NAC 5 mM treatment. (c)
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CHO.K1 histogram for percentage of retractions of control and treated cells with 1, 5 and
10 puM of DPI and acetovanilone; 1, 5 and 10 mM of NAC. The percentage of retraction
increases after the treatment when compared to control. (d) Photomicrographs show
changes in CHO.K1 cell protrusions within 0, 15, 30, 45 and 60 minutes in cells cultured
under control (above) and ROS depletion (below) conditions. White arrows indicate new
protrusions, black arrows retraction. Student t-test, * = p<0.05, ** = p<0.005, *** =
p<0.001, n=3.

ROS inhibition reduces FAK phosphorylation during cell migration

Since protrusion dynamics is regulated by the RhoGTPase Racl (Ridley et al., 1992), we
analyzed if the changes on protrusion velocity and stability caused by ROS inhibition
involved Racl activation. Cells were plated in migration promoting conditions in the
presence/absence of NAC (10 mM) or the NADPH-oxidase inhibitor (DPI, 10 puM) and
Racl activation was tested by pull down assay. It was observed no difference on Racl
activation levels after ROS inhibition dependent or not of NADPH oxidase (Figure 3A).
This data indicates that the increase on protrusion speed and protrusion instability
mediated by NADPH oxidase does not involve Racl activation, suggesting a direct effect

of ROS levels in downstream events, such as the adhesion molecules.

Another possible mechanism of regulation of cell migration is through cell adhesion
signaling. FAK is a key regulator of focal adhesion dynamics and regulates cytoskeleton
organization through integrins activation (Schaller et al., 1993; Hidelbrand et al., 1995).
When FAK receives stimuli through integrins, an autophosphorilation occurs at Y-397
residue, which creates a Src biding sites and results in subsequent activation (Webb et al.
2004). We analyzed total FAK and FAK-Y397 phosphorylation (pFAK-Y397) levels by
western blot. ROS inhibition, through NAC or DPI, led to reduction of pFAK-Y397 levels
with a more intense decrease with DPI inhibitor (Figure 3B). To confirm this finding,
CHO.K1 cells, exposed or not to ROS scavengers or NADPH oxidase inhibitors, were
plated in migration promoting conditions, fixed and stained for actin and pFAK-Y397. We
observed pFAK-Y397 in large adhesions in the cell lamellipodium of control cells. When
cells were exposed to ROS or NADPH-oxidase inhibitors, there was a decrease on
adhesions stained by FAK (Figure 3C). Altogether, it was demonstrated that absence of
ROS affects the adhesion signaling process as represented by reduced pFAK-Y397

levels.
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Figure 3. ROS inhibition alters adhesion signaling but not alter Racl activation. (a)
Racl activated levels measured by Western blot (b) FAK Y397 levels measured by
Western blot (c) FAK and actin Immunostaining. CHO.K1 control (first line); CHO.K1
treated with DPI 10 pM (second line); CHO.K1 treated with NAC 10 mM (last line).
Student t-test, * = p<0.05, n=3.

ROS depletion increases adhesion area

As observed that total or NADPH-oxidase-derived ROS induced unstable protrusion and
decreased the levels pFAK-Y397 involved in adhesion turnover and maturation, we asked
what was the effect of NADPH-oxidase derived ROS during the adhesion process. Cells
were transfected with the nascent adhesion marker Paxillin tagged with GFP (Webb et al.,
2004), plated on migrating promotion conditions in the presence of increasing
concentrations of DPI (1, 5, 10 uM) and analyzed with TIRF microscope. The adhesion
area was larger in cells treated with 5 and 10 uM of DPI, when compared to control
(Figure 4A and B, Supplementary Movie 2). Taken together, these results suggest that
NADPH oxidase-derived ROS modulates cell adhesion dynamics and signaling, which

results in unstable protrusion and ineffective cell migration.
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Figure 4. ROS inhibition alters adhesion dynamics. (a) Analysis of CHO.K1 adhesions.
In order to analyze adhesion dynamics, CHO.K1 cells were transfected with the adhesion
marker paxillin-GFP and imaged in the presence/absence of DPI. It was observed that
adhesions in DPI-treated groups were larger than control group. (b) DPI induces an
increase in adhesion area. Average area of adhesions in CHO.K1 cells exposed to
increasing DPI doses (1, 5 and 10 uM) with a significant increase on 5 and 10 uM doses.
Student t-test, * = p<0.05, n=3.

DISCUSSION

Cell migration process is dependent on signaling and adhesion molecules such as
Racl, paxillin and FAK. However, there are several other evidences that ROS may also
play a role during cell migration. Herein, we demonstrated that, more specifically, NADPH-
oxidase derived ROS affects migration speed, probably by modulating cell adhesion
(Figure 5).

Reactive oxygen species (ROS) are commonly associated to disorders and
diseases, however, it plays a crucial role in some biological processes. We can observe
three mainly forms of ROS at cell: superoxide (O,"), hydrogen peroxide (H,O,) and
hydroxyl free radicals ('OH) (Chen et al., 2008). In animal cells, these species are
produced mainly by the electron transport chain at mitochondria, but also produced by
enzymatic sources, such as dual oxidases, nitric oxide synthases and NADPH oxidase
complex (Munro and Treberg, 2017; Ushio-Fukai, 2006). These compounds have high
reactivity suggesting that ROS can be used to regulate specific signaling pathways at

specific cells regions, for example, in events associated with cell migration (Zorov et al.,
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2014). Since NADPH-oxidase derived ROS relies on Racl activation, this indicate a
possible effect of ROS in cell migration.

There are different NADPH-oxidase enzyme isoforms that are submitted and
regulated by different regulatory pathways. For example, NOX 1 and NOX 2 are regulated
by post-translational mechanisms, as phosphorilation of regulatory subunits. Meanwhile,
NOX 4 activity is dependent of gene transcription and protein expression levels, indicating
that ROS production is also inducible by gene expression (Giannoni et al., 2010). NOX 1
has a critical role on ROS production, indeed, when we used different doses of DPI, a
NADPH-oxidase inhibitor, we observed a decrease at migration speed and impaired
directionality of CHO.K1 cells, indicating that NADPH-oxidase derived ROS are required
to cell migration. Melanoma cell lines treated with DPI had a significantly decrease in their
migration profile as a results of reduced NOX 1 levels by DPI (Prasad et al., 2016).
Similarly, ROS inhibition by DPI treatment in human breast cancer cell line, also impaired
cell migration and invasion, even in the presence of deferoxamine (DFO), a substance
that induce hypoxia-inducible factor-la (HIF-1a) expression, playing a critical role in

promoting tumor metastasis (Liu et al., 2014).

N-acetylcystein (NAC) is an antioxidant, that precedes the formation of gluthatione
(GSH) and it acts reducing general ROS production (Gibson, 2009). In a human skin
fibroblast cell line, NAC treatment increases GSH levels attenuating ROS generation
effects (Tsai et al., 2014). Herein, we demonstrated that the global reduction of ROS by
NAC compared to ROS inhibition by targeting NADPH-oxidase via DPI generated
differences in the migration velocity reduction. NAC treatment lead to a further decrease
in cell migration and directionality impairment compared to cells treated with DPI,
demonstrating that migration process depends on the presence of ROS, but not only ROS
produced by NADPH-oxidase. Ramaesh et al. (2012) showed that NAC reduced cell
migration rates of human corneal epithelial cells (HCE) and this was associated with
matrix metalloprotease-9 reduction. Moreover, melanoma cells also had their migration
inhibited by treatment with NAC, DPI and ERK inhibitor (Im et al., 2012). Since ROS is a
modulator of cell migration, it would be and interesting therapeutic target for metastasis
(Im et al., 2012).

Once demonstrated that NADPH-derived ROS are required to cell migration, we
investigated the protrusion dynamic of these cells. It was observed that the lower doses of
NAC, DPI and acetovanilone increased the velocity of protrusion and the number of

protrusions, mainly when cells were exposed to NAC. Physiologically, Racl leads to actin
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polymerization at the leading edge generating protrusions. Then, nascent adhesions are
formed between cell surface and the ECM mediated by integrins and these nascent
adhesions turn into mature adhesion. As a consequence, cell body contracts via myosin
and, eventually, cell rear retracts as the adhesion disassembles from the substrate. Cells
exposed to ROS inhibitors had an increase in velocity and number of protrusions.
However, there was also an increase in the rate of lamellipodia retrusions, which indicates
instability on protrusion formation. This instability may cause the impairment in
directionality and the decrease of migration velocity that we observed. Our data indicates
that ROS depletion by specific NADPH-oxidase inhibitor interferes mainly in the initial

steps of migration that is the formation and stabilization of cell protrusion.

The small RhoGTPase Racl exerces a pivotal role at initial steps of cell migration
and it is also involved in NADPH-oxidase assembly (Cheng et al., 2006; Machacek et al.,
2009). However, Racl activation levels did not change after ROS depletion with DPI
treatment. This result corroborate with existing literature that integrins activate Rho
GTPases to induce ROS production (Werner, 2002). Also, Radisky et al. (2005), showed
that, in breast tumors, presence of MMP-3 activate an alternative spliced isoform of Racl
that stimulate ROS production and epithelial-mesenchymal transition process
consequently. Therefore, ROS depletion altered cell protrusion during migration
movement through other mechanisms rather probably due to alterations of focal

adhesions between the cell and the ECM.

Focal adhesion maturation consists in the turnover of focal complex formation to
provide a stable cell-ECM connection, cell body stability and to allow traction forces and
movement. FAK is a non-receptor tyrosine kinase activated by integrins and modulates
adhesion turnover (Webb, 2004). Treatment with NADPH-oxidase inhibitor leads to a
reduced FAK phosphorylation, which indicated that ROS act as a biological messenger to
activate adhesion turn over. As shown previously by Chiarugi et al (2003), ROS inhibits
low-molecular weight phosphotyrosine protein phosphatase (LMW-PTP) to allow FAK
activation. In pathological situations, as in melanoma, inhibition of NADPH-oxidase also
caused FAK-levels reduction (Ribeiro-Pereira, 2014). Therefore, ROS is required to allow
focal adhesion maturation in order to have a stable celllECM adhesion and cell body

contraction.

As observed the reduced FAK levels after ROS depletion, it was analyzed the
behavior of focal adhesions with a CHO.K1-GFP-paxillin transfection during lamellipodia

formation with a time-lapse video. Since paxillin is a protein expressed in focal adhesion,
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this dynamic assay allowed the observation of the number and how focal adhesion
maturates after DPI treatment. Interestingly, NADPH-oxidase inhibition showed an
increase in the number and area of focal adhesion formation. This can be explained since
FAK is necessary to focal adhesion disassembly altogether with ERK (Flinder et al, 2011).
We can hypothesize that NADPH-oxidase inhibition lead to a decrease on FAK-levels,
which then cannot participate with focal adhesion maturation and disassembly. Without
FAK, there is an increase on focal adhesion area, but these adhesions are not stable. As
a consequence, there is protrusion retraction and an impaired migratory movement. It has
been shown previously that FAK-deficient mice have a reduced migratory rate with
increased focal adhesion formations (llic et al, 1995; Webb, 2004). Therefore, this
demonstrates that ROS production through NADPH-oxidase interferes on focal adhesion

formation.

Herein, it was demonstrated that ROS depletion reduces migration velocity and
impairs directionality and, in some extent, this is due to NADPH-oxidase. This migration
impairment is due to unstable protrusions caused by reduced FAK-levels. These data
correlates with reports that ROS acts as a biological messenger in physiological
conditions and its balance is important to maintain tissue homeostasis (Schieber and
Chandel, 2014).
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Figure 5. Reactive Oxygen Species as modulator of adhesion dynamics. The cartoon
represents the side (A, B, C, D) and upper (A’, B’, C’, D’) view of a migratory cell at time
zero (A, A’, C, C’) and the resulting phenotype after 20 minutes of migration (B, B’, D, D’)
of a cell adhering to the Extracellular Matrix through integrins (yellow triangles). The
dotted line indicates a spatial reference for the migration. In a physiological situation of
ROS production (A, A, B, B’), free radicals (green), derived from the NADPH oxidase
complex (blue diamond), increases the turnover of nascent adhesions (violet circles)
which generates lower levels of matured adhesions (violet elipses) and stress fibers (red
line), resulting in membrane stability and persistent protrusion (B, B’). In a situation where
ROS production is blocked (C, C’, D, D’), the adhesion turnover is impaired, which favors
the formation of larger focal adhesions (violet elipses) and high levels of stress fibers (red

line), resulting in cell membrane retraction and unstable protrusions (D, D’).

50



ABBREVIATION LIST

ATCC

BSA

CHO

DFO

DMEM

DPI

ECM

ERK

FAK

FBS

GFP

GSH

HCE

LMW-PTP

MMP-9

NAC

NADPH

NEAA

ON

PBS

PDB

PVDF

RIPA

ROS

RT

SDS

American Type Culture Collection

Bovine Serum Albumin

Chinese Hamster Ovarian Cells
Deferoxamine

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Di-phenil-iodonium

Extracellular Matrix

Extracellular Signal-Regulated Protein Kinase
Focal Adhesion Kinase

Fetal Bovine Serum

Green Fluorescent Protein

Glutathione

Human Corneal Epithelial Cells

Low Molecular Weigth Protein Tyrosine Phosphatases
Matrix Metalloprotease-9

N-acetyl-cystein

Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
Non Essential Aminoacids

Overnight

Phosphate Buffered Saline

Pak Binding Domain

Polyvinylidene Fluoride
Radioimmunoprecipitation Assay Buffer
Reactive Oxygen Species

Room Temperature

Sodium Dodecyl Sulfate

51



TIRF Total Internal Reflectance Fluorescence

Author Contribution

M. T. T. and B. F. M. were involved in study design, acquisition and analyses of data. M.
L. L. was involved in acquisition of data. A. M. A., G. O. R. and L. B. were involved in
interpretation of data. M. L. L. (correspondent author) was involved in study conception
and design. All authors were involved in manuscript preparation and approved the final

version to be published.
Funding

This work was supported by CNPq (#443649/2014-3). And M. T. T. was the recipient of a
scholarship from CAPES. The funding agencies had no involvement on experimental
design.

Acknowledgments

We are grateful to Alan Rick Horwitz (University of Virginia, USA) for the experiments of
adhesion dynamics and Marinilce Fagundes dos Santos (University of Sdo Paulo, Brazil)

for discussion of results.
Conflict of interest statement

All authors declare no conflicts of interest

REFERENCES

Bedard, K. and Krause, K. H. (2007) The NOX family of ROS-generating NADPH
oxidases: physiology and pathophysiology. Physiol Rev 87, 245-313.

Case, L. B. and Waterman, C. M. (2015) Integration of actin dynamics and cell adhesion

by a three-dimensional, mechanosensitive molecular clutch. Nat Cell Biol 17, 955-963.

Chen, K., Kirber, M. T., Xiao, H., Yang, Y. and Keaney, J. F. Jr. (2008) Regulation of ROS
signal transduction by NADPH oxidase 4 localization. J Cell Biol 181, 1129-1139.

52



Cheng, G., Diebold, B. A., Hughes, Y. and Lambeth, J. D. (2006) Nox1-dependent
reactive oxygen generation is regulated by Racl. J Biol Chem 281, 17718-17726.

Chiarugi, P. (2003) Reactive oxygen species as mediators of cell adhesion. Ital J Biochem
52, 28-32.

Choi, C. K., Vicente-Manzanares, M., Zareno, J., Whitmore, L. A., Mogilner, A. and
Horwitz, A. R. (2008) Actin and a-actinin orchestrate the assembly and maturation of

nascent adhesion in a myosin Il motor-independent manner. Nat Cell Biol 10, 1039-1050.

Cross, A. R. and Jones, O. T. G. (1986) The effect of the inhibitor diphenylene iodonium

on the superoxide-generating system of neutrophils. Biochem J 237, 111-116.

Diaz, B. and Courtneidge, S. A. (2012) Redox signaling at invasive microdomains in
cancer cells. Free Radic Biol Med 52, 247-256.

Dwyer, A. R., Greenland, E. L. and Pixley, F. J. (2017) Promotion of tumor invasion by
tumor-associated macrophages: the role of CSF-1-activated phosphatidylinositol 3 kinase
and src family kinase motility signaling. Cancers 9, 1-15.

Flinder, L. I., Timofeeva, O. A., Rosseland, C. M., Wierod, L., Huitfeldt, H. S. and Skarpen,
E. (2011) EGF-induced ERK-activation downstream of FAK requires racl-NADPH
oxidase. J Cell Physiol 226, 2267-2278.

Franchini, A. M., Hunt, D., Melendez, J. A. and Drake, J. R. (2013) FcyR-driven release of
IL-6 by macrophages requires NOX2-dependent production of reactive oxygen species. J
Biol Chem 288, 25098-25108.

Gauron, C., Rampon, C., Bouzaffour, M., Ipendey, E., Teillon, J. Volovitch, M. and Vriz, S.
(2013) Sustained production of ROS triggers compensatory proliferation and is required

for regeneration to proceed. Sci Rep 3, 2084.

Giannoni, E., Taddei, M. L. and Chiarugi, P. (2010) Src redox regulation: again in the front
line. Free Radic Biol Med 49, 516-527.

Gibson, K. R., Neilson, I. L., Barret, F., Winterburn, T. J., Sharma, S., MacRury, S. M. and
Megson, I. L. (2009) Evaluation of the antioxidant properties of N-acetylcysteine in human
platelets: prerequisite for bioconversion to glutathione for antioxidant and antiplatelet
activity. J Cardiovasc Pharmacol 54, 319-326.

53



Glaven, J. A., Whitehead, I., Bagrodia, S., Kay, R. and Cerione, R. A. (1999) The Dbl-
related protein, Lcf, localizes to microtubules and mediates the activation of Rac signaling
pathways in cells. The Jour of Biol Chem 274, 2279-2285.

Hidelbrand, J. D., Schaller, M. D. and Parsons, J. T. (1995) Paxillin, a tyrosine
phosphorylated focal adhesion-associated protein binds to the carboxyl terminal domais of
focal adhesion kinase. Mol Biol Cell 6, 637-647.

Hinz, B., Alt, W., Johnen, C., Herzog, V. and Kaiser, H. W. (1999) Quantifying lamella
dynamics of cultured cells by SACED, a new computer-assisted motion analysis. Exp Cell
Res 251, 234-243.

Hunter, M. V. and Fernandez-Gonzalez, R. (2017) Coordinating cell movements in vivo:

junctional and cytoskeletal dynamics lead the way. Curr Opin Cell Biol 48, 54-62.

llic, D., Furuta, Y., Suda, T., Atsumi, T., Fujimoto, J., lkawa, Y., Yamamoto, T. and
Aizawa, S. (1995) Focal adhesion kinase is not essential for in vitro and in vivo
differentiation of ES cells. Biochem Biophys Res Commun 209, 300-309.

Im, Y. S., Ryu, Y. K. and Moon, E. Y. (2012) Mouse melanoma cell migration is dependent
on production of reactive oxygen species under normoxia condition. Biomol Ther 20, 165-
170.

Ji, L. L. (2015) Redox signaling in skeletal muscle: role of aging and exercise. Adv Physiol
Educ 39, 352-359.

Kim, H. S., Ullevig, S. L., Zamora, D., Lee, C. F. and Asmis, R. (2012) Redox regulation of
MAPK phosphatase 1 controls monocyte migration and macrophage recruitment. Proc
Natl Acad Sci U S A 109, 2803-2812.

Liu, Y., Cui, Y., Shi, M., Zhang, Q., Wang, Q. and Chen, X. (2014) Deferoxamine
promotes MDA-MB-231 cell migration and invasion through increased ROS-dependent
HIF-1a accumulation. Cell Physiol Biochem 33, 1036-1046.

Machacek, M., Hodgson, L., Welch, C., Elliot, H., Pertz, O., Nalbant, P., Abell, A,
Johnson, G. L., Hahn, K. M. and Danuser G. (2009) Coordination of Rho GTPase

activities during cell protrusion. Nature 461, 99-103.

Munro, D. and Treberg, J. R. (2017) A radical shift in perspective: mitochondria as
regulators of reactive oxygen species. J Exp Biol 220, 1170-1180.

54



Nisimoto, T., Djebold, B. A., Consentino-Gomes, D. and Lambeth, J. D. (2014) Nox4: a
hydrogen peroxide-generating oxygen sensor. Biochemistry 53, 5111-5120.

Panday, A., Sahoo, M. K., Osorio, D. and Batra, S. (2015) NADPH oxidases: an overview

from structure to innate immunity-associated pathologies. Cell Mol Immunol 12, 5-23.

Pandya, P., Orgaz, J. L. and Sanz-Moreno, V. (2017) Modes of invasion during tumour

dissemination. Mol Oncol 11, 5-27.

Parsons, J. T., Horwitz, A. R. and Schwartz, M. A. (2010) Cell adhesion: integrating
cytoskeletal dynamics and cellular tension. Nat Rev Mol Cell Biol 11, 633-643.

Radisky, D. C., Levy, D. D., Littlepage, L. E., Liu, H., Nelson, C. M., Fata, J. E., Leake, D.,
Godden, E. L., Albertson, D. G., Nieto, M. A., Werb, Z. and Bissell, M. J. (2005) Raclb
and reactive oxygen species mediate MMP-3-induced EMT and genomic instability.
Nature 436, 123-127.

Ramaesh, T., Ramaesh, K., Riley, S. C., West, J. D. and Dhillon, B. (2012) Effects of N-
acetylcysteine on matrix metalloproteinase-9 secretion and cell migration of human
corneal epithelial cells. Eye (Lond.) 26, 1138-1144.

Reczek, C. R. and Chandel, N. S. (2015) ROS-dependent signal transduction. Curr Opin
Cell Biol 33, 8-13.

Ribeiro-Pereira, C., Moraes, J. A., Souza, M. de J., Laurindo, F. R., Arruda, M. A. and
Barja-Fidalgo, C. (2014) Redox modulation of FAK controls melanoma survival-role of
NOX4. PLoS One 9, €99481.

Ridley, A. J., Paterson, H. F., Johnston, C. L., Diekmann, D. and Hall, A. (1992) The small
GTP-binding protein rac regulates growth factor-induced membrane ruffling. Cell 70, 401-
410.

Schaller, M. D. and Parsons, J. T. (1993) Focal adhesion kinase: an integrine-linked

protein tyrosine kinase. Trends Cell Biol 3, 258-262.

Schieber, M. and Chandel, N. S. (2014) ROS function in redox signaling and oxidative
stress. Curr Biol 24, 453-462.

55



Stolk, J., Hiltermann, T. J. N., Dijkman, J. H. and Verhoeven, A. J. (1994) Characteristics
of the inhibition of NADPH oxidase activation in neutrophils by apocynin, a methoxy-
substituted catechol. Am J Respir Cell Mol Biol 11, 95-102.

Teixeira, G., Szyndralewiez, C., Molango, S., Carnesecchi, S., Heitz, F., Wiesel, P. and
Wood, J. M. (2016) Therapeutic potential of NADPH oxidase 1/4 inhibitors. Br J
Pharmacol 174, 1647-1669.

Tsai, M. H., Lin, Z. C., Liang, C. J., Yen, F. L., Chiang, Y. C. and Lee, C. W. (2014)
Eupafolin inhibits PGE2 production and COX2 expression in LPS-stimulated human
dermal fibroblasts by blocking JNK/AP-1 and Nox2/p47 (phox) pathway. Toxicol Appl
Phamacol 279, 240-251.

Ushio-Fukai, M. (2006) Localizing NADPH oxidase-derived ROS. Sci STKE 22, 349.

Vicente-Manzanares, M. and Horwitz, A. R. (2011) Adhesion dynamics at a glance. J Cell
Sci 124, 3923-3927.

Webb, D. J., Donais, K., Whitmore, L. A., Thomas, S. M., Turner, C. E., Parsons, J. T. and
Horwitz, A. F. (2004) FAK-Src signaling through paxillin, ERK and MLCK regulates
adhesion disassembly. Nat Cell Biol 6, 154-161.

Werner, E. and Werb, Z. (2002) Integrins engage mitochondrial function for signal
transduction by a mechanism dependent on Rho GTPases. J Cell Biol 158, 357-368.

Zorov, D. B., Juhaszova, M. and Sollott, S. J. (2014) Mitochondrial reactive oxygen
species (ROS) and ROS-induced ROS release. Physiol Rev, 94, 909-950.

56



5. DISCUSSAO

O processo de migracao celular € dependente de moléculas de sinalizagéo
(Racl) e de adeséao (paxilina e FAK). Em situacgédo fisiologica, as células migram
de acordo com diversos estimulos por elas recebidos, envolvidos em processos
como desenvolvimento embrionario, cicatrizacdo, angiogénese e resposta imune,
por exemplo (Dwyer et al., 2017; Hunter and Fernandez-Gonzalez, 2017; Pandya
et al., 2017; Manzanares and Horwitz, 2011; Cheng and Eriksson, 2017). O
passo-a-passo da migracdo se baseia em: (1) a célula adquirir polaridade; (2) a
formacdo de protrusdes; (3) protrusbes estaveis formarem adesdes na MEC; (4)
movimento do corpo celular para que ocorra uma translocacao e assim a retracao
do corpo celular da célula promove a migracédo (Vicente-Manzanares e Horwitz,
2011). Entretanto, ndo sao apenas moléculas de adesdo e de sinalizacdo que
atuam na migracdo da célula. Existem diversas evidencias que as ERO também
podem exercer um papel crucial durante a migracao celular (Hurd et al., 2012).
Neste trabalho, demonstramos que mais especificamente, as ERO derivadas do
complexo NADPH-oxidase alteram a velocidade de migracao, provavelmente por

modular a dindmica de adesao celular.

As ERO sdo comumente associadas ao desenvolvimento de estresse
oxidativo, situacdo em que ocorre um desequilibrio entre as propor¢cdes de
antioxidantes e ERO na célula (Kalyanaraman, 2013). Por isso, as ERO séo
frequentemente relacionadas a algumas desordens e doencgas, como 0 cancer,
diabetes mellitus, arterosclerose, entre outras (Diaz e Coutneidge, 2012;
Sifuentes-Franco et al., 2017; Yu e Bennett, 2016). Entretanto, as ERO exercem
funcbes e s&do necessarias em alguns processos biolégicos. Existem trés
principais formas de ERO na célula: o superéxido (O2"), o peréxido de hidrogénio
(H.0,) e o radical livre hidroxila ((OH) (Chen et al., 2008). Estes compostos tem
alta reatividade, sugerindo que eles podem ser usados para regular vias de
sinalizacado especificas em determinadas regides da célula, por exemplo, em

eventos associados com migragéo celular (Zorov et al., 2014).

Em células animais, essas espécies reativas sao produzidas principalmente

na mitocondria, porém outros compartimentos celulares como o reticulo
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endoplasmatico e peroxissomo também sdo fontes de ERO, além de fontes
enzimaticas (S& Janior, 2017). Na mitoncdndria as ERO s&o derivadas da cadeia
transportadora de elétrons (CTE), NADH desidrogenase, prolina desidrogenase,
citocromo b5 redutase e monoamina oxidase (Holzerova e Prokisch, 2015). As
dual oxidases, sintases de oxido nitrico e o complexo NADPH-oxidase sao fontes
enziméticas de ERO (Munro and Treberg, 2017; Ushio-Fukai, 2006). Em células
CHO.K1, foi demonstrado que a montagem do complexo NADPH-oxidase é
dependente da ativacdo de Racl (Cheng et al., 2006), molécula que é a principal
reguladora da migracdo celular. Assim sendo, nés avaliamos o papel das ERO
derivadas do NADPH-oxidase durante a migragéo de células CHO.K1.

O complexo NADPH-oxidase €é constituido por uma familia de sete
enzimas, Nox-1 a Nox-5, Duox-1 e Duox-2 (Teixeira et al., 2016). Tem mecanismo
de acdo como uma CTE e produz especificamente o radical livre anion
superéxido, e este é posteriormente convertido em H,O, pela enzima SOD
(Schroder, 2014). Essas diferentes isoformas séo reguladas por diferentes vias
regulatérias. Por exemplo, Nox-1 e Nox-2 sdo reguladas por mecanismos pos-
traducionais como a fosforilagdo de suas subunidades. Enquanto que, a atividade
de Nox-4 é dependente de transcricdo génica e niveis de expressao de proteinas,
indicando que a producdo de ERO também é induzida pela expressdo génica
(Giannoni et al., 2010).

Nesse estudo, n0s usamos a N-acetilcisteina (NAC) um antioxidante
inespecifico para o scaveging total de ERO, uma vez que NAC atua aumentando
a formacao de glutationa reduzida, assim reduzindo as ERO (Tsai et al., 2014).
Com a finalidade de diminuir as ERO derivadas do complexo NADPH-oxidase,
nos usamos o DPI, o qual compete com centro redox no NADPH (O’'Donell, 1993)
e/ou a acetovanilona que inibe a ativacdo do complexo NADPH-oxidase por
impedir a translocacdo da subunidade p47°"°* no momento da montagem do

complexo.

De fato, Nox-1 tem um papel fundamental na producdo de ERO, pois
quando usado diferentes doses de tratamento com DPI, o inibidor do complexo

NADPH oxidase, foi observado uma diminuicdo de aproximadamente 50% na
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velocidade de migracéo, além da falta de direcionalidade das células CHO.K1,
indicando que as ERO derivadas do NAPDH-oxidase sdo necessarias para a
migracédo celular. Em linhagem celular de melanoma tratadas com DPI se observa
uma diminuicdo significante no seu perfil de migracdo, assim como se observa
uma diminui¢do dos niveis de Nox-1 (Prasad et al., 2016), o que vai de encontro
como observado no nosso estudo com as células CHO.K1. De maneira similar, a
inibicdo de ERO pelo tratamento com DPI em uma linhagem celular de cancer de
mama, foi observado migracéo e invasao celular prejudicada, mesmo na presenca
da deferoxamina (DFO), uma substancia que promove a metéastase do tumor (Liu
et al., 2014).

No6s demonstramos também que a reducéo total das ERO pelo tratamento
com NAC, comparado com a inibicdo de ERO blogueando o NADPH-oxidase via
DPI gerou diferencas a reducdo da velocidade de migracdo. O tratamento com
NAC levou a uma maior diminuicdo da velocidade de migracdo (60%) e maior
efeito prejudicial da direcionalidade das células, quando em comparacdo com as
células CHO.K1 tratadas com DPI. Esses dados nos indicam que o processo de
migracdo celular depende da presenca de ERO, mas ndo somente das ERO
derivadas do complexo NADPH-oxidase. Em acordo com nossos resultados,
Ramaesh et al. (2012) demonstrou que em células epiteliais de cérnea humana
(HCE) que foram tratadas com NAC houve reducdo na migracao celular e essa
reducao foi associada com a diminui¢do nos niveis de metaloprotease de matriz-9
(MMP-9) (Ramaesh et al., 2012). As MMPs séo proteinas que degradam a matriz
extracelular permitindo a migracéo e invasao das células (Hsiao et al., 2013). Em
doencas como o cancer, elas estdo relacionadas com a inducdo de metastase
das células tumorais por causa da degradacdo da MEC (Singh et al., 2018). Além
de diminuir os niveis de MMP-9, foi visto que NAC também foi usado como
tratamento em células de melanoma, em estudo realizado por Im et al., 2012.
Juntamente de NAC, o DPI e um inibidor da ERK, também foram utilizados nesse
tipo celular, como resultado se demonstrou que as células de melanoma tiveram
sua migracédo inibida quando tratadas com essas substancias (Im et al., 2012).

Consequentemente, as ERO séao vistas como moduladoras da migracao celular e
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usa-las como alvos em estudos pode ser uma opc¢do terapéutica interessante

como estratégia no desenvolvimento de terapia anti-metastatica (Im et al., 2012).

Uma vez que a montagem do complexo NADPH-oxidase depende da
ativacdo de Racl (Cheng et al., 2006), a nossa hipétese foi que os baixos niveis
de ERO locais poderiam afetar os eventos relacionados a migracéo celular, como
formacao de protrusdes e adesdo celular. Entdo, em um primeiro momento foi
investigado como era a dinamica de protrusées nas células CHO.K1 na presenca
ou auséncia de ERO. NOs demonstramos que baixas doses de NAC, DPI e
acetovanilona aumentaram o numero e a velocidade de formacéo de protrusoées,
principalmente quando as células CHO.K1 sdo expostas ao NAC. De maneira
fisiologica, as ERO derivadas do NAPDH oxidase levam a formacao de protrusdes
de membrana no front celular através da polimerizacdo da actina, em etapa
regulada por Racl. Posteriormente, integrinas suportam as adesfes nascentes
formadas entre superficie da célula e MEC, que maturam em adesdes focais.
Concomitantemente, a miosina age contraindo o corpo celular, provocando a
translocacdo e a retracdo da célula, como consequéncia, as adesfes da regido
traseira da célula se desmontam do substrato de uma forma regulada (Vicente-
Manzanares e Horwitz, 2011). Nossos dados indicam, que deplecdo de EROs
pelos inibidores especificos de NADPH-oxidase interferem na estabilizacdo das
protrusdes, etapa inicial da migracdo. Por cimografia analisou-se a dinamica na
formacdo do lamelipddio, em que células expostas aos tratamentos com NAC,
DPI e acetovanilona dobram a velocidade da formacdo de protrusbes e se
observou um aumento de aproximadamente 2x no numero dessas protrusdes. E
ao contrario do esperado nessa situacdo, essas celulas tem uma migracao
prejudicada, o que pode ser explicado na andlise dos dados de taxa de retragédo
de protrusbes (NAC = 45%; DPI = 55-65%; e acetovanilona = 35-40%). Esse
conjunto de dados nos mostra que ha uma instabilidade na formacédo de
protrusdes em situacdo de deplecdo de ERO, porque se observa maior numero
de protrusdes, que se formam de maneira mais rapida, porém acabam retraindo.
Esse efeito poderia estar sendo causado por Rac, uma vez que ela exerce um
papel fundamental no inicio da migracdo celular e ativa a montagem do NADPH

oxidase na membrana da célula. Entretanto, os niveis de Racl ativada, que foram
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avaliados por ensaio de pull down, permaneceram inalterados depois do
tratamento com DPI. Em 2005, Radisky et al. demonstrou em células de tumor de
mama, que a presenca da MMP-3 ativa uma isoforma de Racl, alterada por
splicing alternativo, que estimula a producdo de EROs e consequentemente o
processo de transicdo epitélio-mesénquima (Radisky et al., 2005). Esse estudo
corrobora com os dados referentes a Racl estimular a produgdo de ERO. Uma
vez que os niveis de Racl permanecem inalterados com o tratamento por DPI,

provavelmente outro mecanismo deve estar alterando a formacgéo das protrusées.

Levando em consideracédo que a formacao de adesdes no front celular de
células migratérias estabilizam as protrusdes do lamelipddio (Laufenburger e
Horwitz, 1996), nossa hipotese foi que poderia existir uma relacdo dessa
instabilidade com a dindmica do turnover de adesdes. A instabilidade
caracteristicas das protrusfes em nossas amostras em deplecdo de ERO ocorre
provavelmente devido a alteracdes na dinamica de adesbes entre a célula e a
MEC. Uma proteina que atua na maturacdo de adesfes nascentes em adesdes
focais é a FAK, uma proteina tirosina quinase ativada por integrinas e moduladora
do turnover de adesbes (Webb, 2004). O tratamento com DPI leva a uma reducéo
nos niveis de FAK-Y397, o que nos indica que as ERO derivadas do NADPH-
oxidase atuam como um sinalizador que ativa a fosforilagdo de FAK e promove o
turnover de adesfes. Chiarugi et al. (2003) demonstrou que as ERO inibem a
proteina de baixo peso molecular fosfotirosina fosfatase (LMW-PTP), para permitir
a ativacdo de FAK (Chiarugi et al., 2003). Sendo assim, 0s nossos resultados
indicam que com a inibicdo do complexo NADPH-oxidase, provavelmente a LMW-
PTP néo é inibida e impede a ativagdo de FAK. Shen et al. (2012) utilizou um
inibidor de FAK em células endoteliais vasculares para analisar se FAK era
essencial para a formacao de protrusdes em diferentes substratos que variavam
de um perfil mais hidrofilico para um perfil mais hidrofobico. Foi observado que o
lamelipddio da célula quase desaparece e se nota que o inibidor de FAK restringe
a motilidade da célula em diferentes substratos analisados por ensaio de
cicatrizacdo de feridas (Shen et al., 2012). Em condi¢des patoldgicas, como no
melanona, a inibicdo do complexo NADPH-oxidase pelo DPI diminui a producéo

intracelular de ERO, além de causar reducéo nos niveis de FAK-Y397 em células
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MV3 (melanoma altamente agressivo), assim como mostramos NnosS NnOSS0S
resultados com as células CHO.K1 (Ribeiro-Pereira et al.,, 2014). Através de
ensaio de imunofluorescéncia, 0 mesmo estudo mostrou a co-localizacdo de FAK
na borda das células tratadas com DPI, conferindo adesé&o celular e estabilidade,
resultados que corroboram com nossos dados de co-localizagdo de FAK em
CHO.K1 nos tratamentos com DPIl e NAC (Figura 3C). Sendo assim, ERO sao
necessarias para permitir a maturacdo de adesdes, mantendo a adesao célula-

MEC estavel assim como promovendo a contracao do corpo celular.

Devido a reducao dos niveis de FAK-Y397 quando ha a deplecdo de ERO,
se analisou o comportamento da dinamica de adesdes focais em células CHO.K1
transfectadas com paxilina-GFP, durante a formacdo do lamelipddio através de
videos time lapse adquiridos em microscopia do tipo TIRF. A paxilina € um
marcador de adesdao focal, permitindo assim a analise do niumero, da area e como
as adesOes atuam apoés o tratamento com DPI. Nossos dados mostram que ha
um aumento no numero e na area de formacdo dessas adesbes quando o
NADPH-oxidase € inibido. Isso pode ser explicado por que FAK é necessario para
a desmontagem das adesfes da MEC, juntamente de ERK (Flinder et al., 2011).
Portanto, nossa hipétese € que a inibicdo do NADPH-oxidase leva a reducéo dos
niveis de FAK-Y397, que ndo participa do processo de maturacdo e
desmontagem de adesdes focais. Levando-nos ao perfil que observamos durante
0 estudo: baixos niveis de FAK que levam a um aumento da area de adeséo, que
sao instaveis e como consequéncia ocorre a retracdo da protrusdo de membrana,
prejudicando a migracao das células. Foi previamente demonstrado que células
de camundongos FAK-deficiente tiveram sua taxa de migragédo reduzida mesmo
tendo o aumento no numero de adesdes focais (llic et al., 1995; Webb, 2004), o

gue nos mostra que NADPH-oxidase interfere na formacéo de adesdes focais.

Em suma, foi demonstrado que a deplecéo de ERO reduz a velocidade de
migracdo e prejudica a direcionalidade celular devido ao complexo NADPH
oxidase. A reducdo da migracdo € provocada pela formacdo de protrusdes de
membrana no lamelipédio que acabam por ser instaveis, o que é causado pela

diminuicdo dos niveis de FAK. Esses dados se correlacionam com estudos que
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mostram as ERO como mensageiros bioldégicos em condic¢des fisiologicas e que
seu balanco € importante para manter a homeostase celular (Schieber e Chandel,
2014).
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