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Resumo

Resumo

Barauna V. G. ECA e Receptor AT1 participam da mecanotransducao de
sinais hemodinamicos independentemente da angiotensina Il [tese]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 143p.

No sistema cardiovascular, modificacbes de pressdo e shear stress
devido ao fluxo sanguineo influenciam a morfologia e a patofisiologia dos
vasos sanguineos e do coragao. Neste trabalho, estudamos o papel de duas
moléculas transmembranicas do Sistema Renina-Angiotensina: a Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA) e o Receptor de Angiotensina do tipo |
(AT1) como mecanosensoras e mecanotransdutoras dessas forgas fisicas.

A ECA foi por muito tempo conhecida somente por sua acdo em
converter Angiotensina | em Angiotensina Il e por inativar a Bradicinina.
Recentemente foi demonstrado que a ECA, além dos efeitos enziméaticos ja
conhecidos, pode ter sua cauda citoplasmatica fosforilada e desencadear
vias de sinalizagao intracelular. Observamos que o shear stress, mas nao o
estiramento, induziu a diminuicdo da fosforilacdo da porcao citoplasmatica
da ECA ap6s 5 minutos de estimulo e se mantém até 18 horas.
Demonstramos também que a porcao extracelular da ECA tem papel
fundamental como mecanosensora e que a via intracelular da JNK patrticipa
da mecanotransducdo em resposta ao shear stress. Além disto,
demonstramos que a diminuicdo da fosforilacdo da ECA esta associada na
diminuicdo da sua expressao pelo shear stress.

O receptor AT1 é a principal molécula efetora das acbes da
angiotensina Il. Recentemente foi demonstrado que esse receptor pode
também ser ativado por forcas fisicas, estiramento celular,
independentemente da presenca da angiotensina Il. No presente estudo,
observamos que o receptor AT1 é ativado pelo shear stress e que o
Candesartan, mas nao o Losartan, é capaz de impedir esta resposta. A via
intracelular ativada é dependente de proteina-G e da entrada de calcio do
meio extracelular. Interessantemente, a pré-exposicao dos receptores ao
shear stress diminuem a responsividade dos receptores ao peptideo
Angiotensina |l porém a Angiotensina Il ndo é capaz de inibir a ativagao pelo
Shear stress..

Em conjunto, demonstramos novos mecanismos de agdo da ECA e
do AT1 que séo duas importantes moléculas do sistema renina angiotensina.
A modulacao destes componentes por estimulos mecanicos traz novas
possibilidades de intervencées farmacologicas sobre esse sistema bem
como o melhor entendimento da participacdo dessas moléculas na
fisiopatologia cardiovascular.

Descritores: 1. Mecanotransdugéao celular 2. Sistema renina-angiotensina
3. Shear stress 4. Peptidil dipeptidase A
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Abstract

Abstract

Barauna V. G. ACE and AT1 receptor are involved in mechanotransduction by
hemodynamica forces independently of angiotensin II [thesis]. Sao Paulo:
Medical School, University of Sao Paulo; 2009. 143p.

Hemodynamic forces such as pressure and shear stress modulate the
patophysiolgy of the cardiovascular system. In this study, we investigated two
transmembranic key molecules of the renin-angiotensin system (RAS) as
mechanosensors and mechanotransducers of physical forces: Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) and Angiotensin Il type 1 Receptor (AT1).

ACE is an enzyme that converts angiotensin | in angiotensin Il.
Recently, it was demonstrated that ACE cytoplasmic tail can be
phosphorylated by ACE inhibitors and elicited intracellular cell signaling.
Here, we observed that shear stress, but not stretch, decreased ACE
cytoplasmic phosphorylation after 5 minutes and maintained up to 18 hours.
ACE extracellular portion act as mechanosensor and JNK pathway
participate in the mechanotransduction activation. In addition, we also
demonstrate that decrease in ACE phosphorylation is involved in ACE
expression downregulation by shear stress.

AT1 receptor is the main effector molecule of angiotensin Il cellular
responses. It has recently been shown that AT1 receptor can directly be
activated by mechanical stretch stress through an angiotensin-Il-independent
mechanism. In the present study, we observed that shear stress also
activates AT1 receptor which is blocked by Candesartan, but not by
Losartan. The intracellular pathway activated by shear stress involves both
G-protein and extracellular calcium. Interestingly, preconditioning of AT
receptor by shear stress impairs its responsiveness to angiotensin Il while
the pretreatment with angiotensin Il still allow AT1 responsiveness to shear
stress.

Altogether, we demonstrated that ACE and AT1 receptor activates
intracellular signal in response to mechanical force. This new concept for the
RAS, the modulation of these molecules by mechanical forces gives new
insigh into the discovery for pharmacological interventions to the RAS

Descriptors: 1. cellular mechanotransduction 2. renin-angiotensin system 3.
Shear stress 4. dipeptidyl-carboxypeptidase
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Introducdo

1. Introducao

A conversao de forgas fisicas em informagdes bioquimicas € essencial
para o desenvolvimento biolégico. Esse é o estimulo mais simples pelo qual
células e organismos adquirem sua conformacdo estrutural e formam
estruturas tridimensionais. A capacidade de mecanotransducdo ja foi
evidenciada nos diversos filos biol6gicos desde bactérias até mamiferos
(45).

Exemplos da importancia das forgas fisicas no nosso organismo
podem ser encontrados nos diversos sistemas. No sistema cardiovascular,
por exemplo, a pressdo e 0 shear stress oriundos do bombeamento
sanquineo influenciam a morfologia e patofisiologia do coragdo e vasos. As
forcas da gravidade e da contracdo muscular modelam o formato dos o0ssos.
A audicdo e o tato sado transmitidos por meio de respostas neuronais
baseadas na pressdo. O enchimento e esvaziamento pulmonar, através do
estiramento das paredes do pulmao regulam seu ciclo. O crescimento
coordenado de tecidos é regulado pelas forgas fisicas geradas pelo contato
celular entre si, e a auséncia desse mecanismo contribue para o crescimento
desregulado celular e consequentemente para o surgimento de tumores.

Essa imensa gama de eventos mecanosensitivos torna improvavel o
seu controle por um ou poucos sistemas de mecanotransducao. Essa
percepcdo ndo surpreende se considerarmos o0 grande numero de
componentes celulares expostos a essas forgas fisicas. O estimulo fisico,
assim como o hormonal, representado por fatores de crescimento, peptideos

vasoativos e neurotransmissores, necessita de moléculas receptoras de
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maneira a iniciar e transmitir uma série de eventos intracelulares até o
nacleo. Geralmente esta resposta inicia-se pela alteragdo conformacional de
uma molécula que transmite a informacdo adiante para dentro da célula.
Assim como processos de fosforilagdo ou outras modificacbes poés-
traducionais sao processos de transdugdo de sinais por alterar a
conformacdo de proteinas, efeitos conformacionais induzidos por forcas
fisicas podem representar um mecanismo geral pela qual as moléculas
mecanosensoras iniciam o processo de mecantransducao.

O sistema vascular recebe importante influéncia do shear stress, forca
de cisalhamento entre 0 sangue e a camada endoletial dos vasos, para a
manutencao de sua homeostasia (20). Rapidas alteracdes do fluxo causam
o relaxamento do musculo liso pela liberagdo de oxido nitrico (NO) pelo
endotélio. A persisténcia do fluxo alterado induz o remodelamento do vaso.
Por exemplo, a exposicdo de uma veia ao padrao de fluxo arterial induz a
expressdao de genes que contribuem para o remodelamento da parede
venosa para suportar a nova condicdo hemodinamica (11). Outra influéncia
do shear stress pode ser observada em regides de maior predisposicao a
formagédo de lesdo aterosclerdtica. A aterosclerose geralmente ocorre de
maneira seletiva em regides de curvatura ou bifurcacdo vascular, onde o
padrdo de fluxo sanguineo que € laminar ou unidirecional torna-se
turbilhonado ou oscilatério, com diminuicao do shear stress figura 1 (21, 69,

112).
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Figura 1: Bifurcagao vascular com diferentes padrdes de fluxo: A cor azul
representa representa regides de shear stress laminar. Sao regides com menor
incidéncia de desenvolvimento de processos inflamatérios. A cor vermelha
representa regides de shear stress oscilatorio nas regides de bifurcacao dos vasos.
Sao regides de maior incidéncia de desenvolvimento de processos inflamatérios.
Os quadros ao lado informam caracteristicas determinadas pelo padrao de shear
stress de cada uma das regides (41).

No coracdo, a forgca tensional sobre as paredes das céamaras
cardiacas (mechanical stretch ou estiramento celular) devido ao maior
trabalho cardiaco é o principal determinante da fisiologia e patologia
cardiaca (58, 64). Alteracoes subitas na sobrecarga cardiaca, em individuos
normais, estdo associadas ao aumento do debito cardiaco pela ativagao de
sistemas neuro-humorais ou pelo mecéanismo de Frank-Starling. A

necessidade de trabalho cardiaco aumentado por periodos prolongados

induz ao remodelamento cardiaco para compensar a forga tensional da
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sobrecarga hemodindmica. O aumento da massa cardiaca exacerbado na
hipertensao arterial € um dos principais preditores do aumento do risco de
morte cardiovascular (36). A regressao do remodelamento cardiaco pode ser
obtida, por exemplo, em situacées onde somente os valores de pressao
arterial sao normalizados. Mesmo o aumento local de quase 100x na
concentracdo de fatores hipertréficos, ndo necessariamente induz o
remodelamento cardiaco que s6 é observado quando a pressao arterial e
consequentemente a sobrecarga cardiaca estdo aumentados (120). Em um
modelo de coartacdo da aorta em gatos, foi demonstrado que musculo
papilar cujo tendao foi retirado de maneira a nao receber tensdo nao
aumentou a sintese protéica, enquanto areas adjacentes cujo tendao foi
mantido desenvolveram hipertrofia. Ainda nesse modelo, foi demonstrado
também que a hipertrofia cardiaca também é observada mesmo apés a
desnervacgao ventricular dos receptores adrenérgicos (19, 57).

Para que todos esses eventos dependentes do shear stress e do
estiramento sejam percebidos pela célula, um grande numero de moléculas
mecanosensoras tem sido propostas tanto para o shear stress (figura 2)
como para o estiramento (figura 3). Trata-se de proteinas transmembréanicas
que sejam capazes de perceber o estimulo fisico extracelular e transformar-

lo em sinal bioquimico intracelular.
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No presente trabalho, investigamos se 2 importantes moléculas
transmembrénicas do sistema renina angiotensina (SRA), a enzima
conversora de angiotensina | (ECA) e o receptor de angiotensina Il do tipo |
(AT1), podem também participar como mecanosensores a forcas
hemodinamicas. O interesse por esse sistema hormonal em especifico deve-
se a sua importancia como modulador da estrutura e funcdo do sistema

cardiovascular.

O SRA é um, cada vez mais, complexo sistema hormonal associado
com o controle da presséao arterial tanto a longo quanto a curto prazo, além
da manutengcdo da homeostasia hidroeletrolitica do organismo. A visao
classica deste sistema, que perdurou por mais de 50 anos, resumia o
sistema como uma cascata de eventos que se iniciava com a quebra do
angiotensinogenio hepatico pela renina renal de maneira a formar o
decapeptideo angiotensina |. Uma vez na circulagdo, a angiotensinsa | era
clivada pela ECA presente quase que exclusivamente nas células endoteliais
pulmonares formando o até entdo Unico peptido ativo do sistema, a
angiotensina Il. Esse peptideo, por sua vez atuaria sobre receptores
especificos (AT1 e AT2) induzindo os efeitos bioldgicos descritos (78).

Entretanto nas ultimas 2 décadas principalmente, novos
conhecimentos foram adicionados ao sistema de tal forma que hoje seu
entendimento e controle se ampliou muito. Do ponto de vista funcional, o
conceito de “SRA locais” tem sido proposto em diferentes tecidos cuja

regulacao e funcao independem do SRA classico ou sistémico (94). Mais
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impactante ainda e intrigante tem sido o nimero de novos compontes que
vem sendo descobertos para esse sistema: novos receptores (AT3, AT4
(118), Mas (105) e Receptores para a Renina (51)), novas ECAs (ECA-2
(105) e ECA-3 (99)), peptideos biologicamente ativos (Ang 1-7, entre outros
(121)) e vias alternativas de producao dos peptideos (Catepsina G, Tonina,
Quimase, Elastase-2, entre outras (65)). A figura 4 mostra

esquematicamente o SRA cassico e uma versdo mais recente e atualizada.
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Figura 4: Esquema atualizado do sistema renina angiotensina (SRA). O SRA
classico esta destacado em negrito adicionado dos novos componentes
representados em cinza. ACE = Enzima Conversora de Angiotensina, Ang
Angiotensina, AP-A/AP-N = Aminopeptidade A e Aminopeptidade N, AT,R
Subtipos dos receptores de angiotensina, CP-P = Carboxipeptidase M, P/R-R

Receptor de Renina/Pro-renina, PAI-1 = Inibidor do ativador de plasminogenio (5).
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O estudo da ECA e do receptor AT1 em especifico como moléculas
candidatas para a mecanotransducao deve-se a algumas caracteristicas que
os tornam candidatos a participarem da mecanotransducdo do sistema

cardiovascular:

Estrutura e Localizacdo: Tanto a ECA quanto o receptor AT1 sao

proteinas transmembranicas capazes de ativar vias de sinalizacao
intracelular (figura 5 a e b):

1) A ECA é uma dlicoproteina transmembranica com 1256
aminoacidos na sua por¢ao extracelular, 20 na porcao transmebranica e 30
na sua porg¢ao intracelular (18).

e Na sua porcdo extracelular localizam-se 2 sitios cataliticos
ativos (N-terminal e C-terminal) responséaveis pelas suas principais funcdes
como enzima - a quebra da angiotensina | para angiotensina Il e a
degradacao da bradicinina (por essa segunda funcdo ela também é
conhecida como cininase Il e faz parte do sistema Calicreina-Cinina)(30).

e Sua pequena porcao intracelular de 30 aminoacidos apresenta
3 sitios de serina passiveis de fosforilacdo (sequéncia humana). Entretanto,
13 aminoacidos altamente conservados entre diversas espécies chamam a
atencdo. Dentre eles, recentemente foi descrito que o residuo de Ser'?”
pode ser fosforilado pela CK2 (caseina kinase-2) em resposta aos inibidores
da ECA (iECAs) (ref). Uma vez fosforilada, ocorre o recrutamento e ativagao
da MKK7, seguida de fosforilagdo da c-jun N-terminal quinase (JNK),

fosforilacdo de fatores de transcricao c-jun, tranlocagao desses fatores para
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0 nucleo, formagcédo de dimeros e ligacdo ao DNA de maneira a regular a
expressao génica celular. Essa via de sinalizagdo desencadeada pela
fosforilacdo da ECA é responsavel pelo aumento da expressao da prépria
ECA e da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (29). O descobrimento desta alca de
retroalimentacdo positiva da ECA explica, pelo menos em parte, porque
pacientes tratados cronicamente com IiECAs, necessitam regularmente
aumentar a dosagem do farmaco utilizada de maneira a impedir a formacéao
da angiotensina Il (102). Além disso, lanca-se a idéia de que beneficios
observados com a utilizacao dos inibidores da ECA podem estar ocorrendo
ndo somente pela ocupagado do sitio catalitico da ECA, mas também pela

ativagao de vias de sinalizagdo intracelular.

2) O Receptor AT1 é uma proteina integral de membrana com
359 aminoacidos, pertencente a familia dos receptores com 7 dominios
transmembranicos acoplados a proteina G. Apesar dos principais efeitos da
ativagdo pelo agonista Ang |l ser atribuida a ativagdo da proteina
heterotrimérica Gag/11, formagao de IP3 e liberagéo de calcio intracelular (24),
o receptor é também capaz de ativar vias intracelulares independetes a
proteina G. Entre elas, realizar cross-talking com diversos moléculas com
atividade tirosina kinase, incluindo receptores tirosina kinase (EGFR, PDGF
e IR) e ndo receptores tirosina kinase (Src, Pyk2, FAK e Jak-2) (87). Além
disso, alguns efeitos patolégicos vasculares da Ang Il tém sido atribuidos a
capacidade do receptor em ativar NAD(P)H oxidases e consequentemente

estimular a produgcdo de espécies reativas de oxigénio (115). Mais
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recentemente foi descrito que a B-arrestina, uma proteina inicialmente
identificada como componente do complexo protéico responsavel pela
desensibilizacdo e internalizacdo de receptores acoplados a proteina G,
também pode funcionar como uma proteina ancoradora para diversas
moléculas de sinalizagdo intracelular em resposta a ativacdo do receptor
AT1 (122). Curiosamente, apesar de existirem diversas vias de ativacao
intracelular, todas elas em um momento ou outro podem levar a ativagéo da
mesma proteina intracelular, a ERK1/2. Com a possibilidade de ativacédo de
tantas vias intracelulares, duvidas como de que maneira a células “decide”
pela ativacdo de uma via em detrimento da outra ainda aguardam uma
resposta. Especula-se que a localizacao intracelular e o tempo de ativacao
das diferentes vias determinem cada resposta em particular (47). Estudos ja
tem demosntrado que o pico de ativacao das diferentes vias ativadas pela
Ang Il ocorrem em tempos distintos (50, 87, 114). Além disso, diferencas na
afinidade do receptor pelo ligante, altera¢cdes na conformacao do receptor, o
tipo celular envolvido e todo o micro ambiente em questdo podem exercer

papel fundamental na sinalizagao ativada (47, 49).
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Expressdo: Tanto a ECA quando o receptor AT1 sdo expressos nos
tipos celulares expostos a forcas fisicas. Além disto, a regulacdo da
expressdao destes genes exerce papel importante na fisiopatologia
cardiovascular.

1) O aumento da expressdo da ECA na artéria carétida de rato
resulta no desenvolvimento de hipertrofia vascular de maneira independente
de fatores sistémicos e hemodinamicos (81), além disso, o bloqueio da
producdo da ECA inibe a formag&o da neointima induzida pela angioplastia
por baldo, mesmo na auséncia da ativacdo do SRA (82), e previne o
remodelamento cardiaco, morbidade e mortalidade poés-infarto agudo do
miocardio (2, 97).

2) Dados experimentais sugerem que a ativacdo aumentada dos
receptores AT1 promove formacdo aterosclerose por inducédo de disfuncao
endotelial e aumento da producgéo vascular de espécies reativas de oxigénio
(86). Animais KO para o receptor AT1 (AT1a e AT1b) tem pressao arterial e

peso cardiaco menores que 0s animais selvagens (31).

Farmacologia: Elevada pressao arterial € considerada como o maior

fator de risco para doencas cardiovasculares (14). FArmacos que regulam a
ativagdo dessas duas moléculas (IECAS, inibidores da Enzima Conversora
de Angionsina I; e BRAs, Bloqueadores do Receptor de Angiotensina) sédo
rotineiramente escolhidas como primeira abordagem no tratamento da
hipertensao (130). Aproximadamente 600 milhées de individuos pelo mundo

sdo hipertensos e aproximadamente 7,14 milhdes de mortes ocorrem por

12
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ano devido a hipertensdo. Com isso, o mercado para agentes anti-
hipertensivos é enorme e conta com consideravel participacdo de farmacos
que atuam no SRA. Em 2006, a venda mundial dos iECAs atingiram 10
bilhdes de dolares e dos BRAs 16,7 bilhdes de ddlares. Esses valores sao
3,9% e 15,3% maiores que os valores obtidos em 2005 para iECAS e BRAs,
respectivamente (1). Assim, o completo entendimento das mais variadas
formas de ativagdo desses dois alvos, ECA e AT1, bem como o melhor
conhecimendo do modo de atuagédo desses farmacos pode contribuir para o
desenvolvimento de novos farmacos, ou melhora dos atuais, de maneira a

proporcionar bloqueio do SRA mais eficiente.

Evidéncias de funcao distinta as funcées classicamente descritas:

1) A regulacéao da ECA pelo shear stress ja vem sendo estudada
no laboratério de Genética e Cardiologia Molecular. Ja foi demonstrado que
0 shear stress laminar diminui a expressao e a atividade da ECA em células
endoteliais, evidenciando mais um afeito anti-aterogénico para o shear
stress (101). Pesquisou-se entdo se esta adaptacdo seria mais um dos
efeitos benéficos da producao de NO pelo shear stress. Entretanto, apesar
da expressdao da ECA em condicbes normais poder ser regulada por
moléculas doadoras de NO, o NO produzido pelo shear stress ndo modula a
expressdao da ECA (96). Mais recentemente foi identificado que esta
resposta € mediada por 2 novos elementos regulatérios: Barbie-box e
GAGA-box (80). Foi demonstrado também que o iECAs previnem o processo

de remodelamento cardiaco devido a disfuncao ventricular apos infarto do

13
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miocardio mesmo em camundongos KO para o receptor AT1, sugerindo um
possivel efeito benéfico da inibicdo da enzima além da diminui¢cdo da acao
da Ang Il via AT1 (128).

2) Em 2004, Zou e colaboradores realizaram um estudo bastante
sofisticado demonstrando que o estiramento celular é capaz de ativar o
receptor AT1 sem a participacado da Ang Il (133). Neste estudo, os autores
decrevem que a ativacdo da ERK pelo estiramento via AT1 é dependente
tanto da fosforilacdo de JAK-2 como de vias intracelulares dependentes da
proteina-G. Em modelo experimental in vivo, hipertrofia cardiaca por
coartagdo da aorta foi induzida em animais sem a capacidade de formar
angiotensina Il (animais KO para o angiotensinogenio). Mesmo na auséncia
da angiotensina Il, o tratamento desses animais com Candesartan, um
bloqueador do receptor AT1, foi capaz em diminuir a hipertrofia cardiaca
desenvolvida, sugerindo ativagdo direta dos receptors pela sobrecarga
pressorica induzida (133).

Apesar da atividade enzimatica da ECA e os efeitos fisiolégicos do
agonista natural Ang Il sobre AT1 ja estarem bastante descritos na literatura,
pouco ainda se sabe sobre a capacidade dessas moléculas serem ativadas
por outors estimulos, como forcas fisicas, e atuarem como
mecanotransdutoras de no sistema cardiovascular. Desta forma, neste
trabalho sera estudado se a ECA e o AT1, per se podem ser moléculas
mecanosensoras capazes de detectar alteragcbes mecanicas sobre a célula e
desencadear vias de sinalizacao intracelular independentes da presenca das

angiotensinas.
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2. Objetivo

Estudar a participacdo da ECA e do receptor AT1 como
mecanotransdutores e mecanosensores de estimulos fisicos (shear stress e

estiramento) sobre a membrana celular.
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3. Métodos

3.1. CULTURA DE CELULAS

3.1.1. Chinese Hamster Ovary (CHO)

Foram utilizadas células de ovéario de hamester (CHO) cultivadas em
meio RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100
U/ml de penicilina e 100 wl/ml de estreptomicina. A cultura foi mantida em
estufa umidificada a 37°C, 5% de CO,. Estas células foram mantidas em
garrafas de 150cm? até a confluéncia de aproximadamente 100% para
serem colocadas em placas e submetidas ao shear stress ou ao
estiramento. Os repiques foram realizados por exposicdo a solucao de

tripsina/EDTA (250mg- 1:250) por 5 minutos.

3.1.2. Cultura primaria de células endoteliais de veia safena

(SVEC) humana

Veias safenas foram obtidas de pacientes submetidos a cirurgia de
revascularizacao cardiaca por ponte de safena no Instituto do Coracao, HC-
FMUSP. Apés o procedimento cirurgico, os segmentos nao utilizados foram
levados ao Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular do InCor para
realizacdo do cultivo de células endoteliais. Este protocolo de pesquisa foi
aprovado pela Comissdo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa da
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (CAPPesq 638/04) (Anexo I, item 1) (Termo de

consentimento livre e esclarecido — Anexo ).
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As culturas primarias de células endoteliais de veia safena foram
mantidas em meio Human Endothelial — SFM suplementado com 20% de
soro de bezerro recém-nascido, 100 U/ml de penicilina, 100 pl/ml de
estreptomicina, 20ng/ml de b-FGF humano (fator basico de crescimento de
fibroblasto), 10ng/ml de EGF (fator de crescimento epidermal) e em estufa
umidificada a 37°C, 5% de CO2.

Estas células foram mantidas em garrafas de 150cm?® até a
confluéncia de aproximadamente 100% para serem colocadas em placas e
submetidas ao shear stress. Os repiques foram realizados por exposicao a
solucao de tripsina/EDTA (250mg - 1:250) por 5 minutos, e a manutencéo da
cultura foi mantida até a oitava passagem. 3,0 x 10° células foram cultivadas
em placas de cultura de 150x25 mm e apds 2 dias submetidas ao shear
stress. A cultura apresenta marcadores especificos de células endoteliais

como, por exemplo, fator de Von willebrand e VE-caderina.

3.1.3. Cultura Primaria de Fibroblastos Cardiacos

Para a extracdo de fibroblastos cardiacos foram utilizados 20-25 ratos
Wistar neonatos submetidos a decaptacdo. O coracdo foi retirado e
transferido para um tubo plastico contendo solucdo gelada de PBS. Os
coracbes foram transferidos para placa de petri em fluxo laminar e
seccionados. O tecido seccionado foi transferido para tubo pléstico contendo
solucdo de colagenase tipo 2 (200 U/ml, Sigma Chemical Co., Milwaukee,
WI, USA) e mantido sob agitacao a 37 °C por periodos de 30 minutos ou até

completa dissociacao do tecido cardiaco. Apés cada periodo de incubacao o
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sobrenadante foi recuperado e acrescido de 1 ml de FBS. Esta suspenséao
de células foi submetida a centrifugacdo a 150 g por 5 minutos em
temperatura ambiente. O precipitado obtido de cada etapa foi ressuspendido
em DMEM acrescido de 15 % de FBS (vol./vol.) e 1 % (vol./vol.) de
penicilina/estreptomicina (100 Ul/ml-100 ug/ml; GIBCO BRL, Gaithersburg).
Posteriormente foi transferido para garrafa de 75 cm® mantida em estufa
umidificada contendo 5 % de CO, a 37 °C. Apds 24 horas, o meio de cultura
foi substituido por DMEM suplementado com 20 % de FBS. Os fibroblastos
foram utilizados entre a terceira e quarta passagens para os experimentos

de estiramento celular.

3.2. CONSTRUCAO DOS VETORES

Para a realizacdo do primeiro capitulo desta tese, 2 vetores foram
construidos (ECA-wt e ECA-cito-del) e 1 vetor foi cedido pelo Dr Nigel
Hooper (ECA-extra-del) (91): pcDNA3-ECA-wt, vetor de expressdo da ECA
selvagem; pcDNAS3-ECA-cito-del, vetor de expressao da ECA mutada sem a
sua porcao intracelular; pcDNA3-ECA-extra-del, expressao da ECA mutada
sem a sua porcao extracelular. Detalhes dessas construgdes estdo
apresentados na sessao de resultados.

Para a realizagdo do segundo capitulo desta tese, utilizamos uma
linhagem celular gentiimente fornecida pelo Prof. Dr Claudio Miguel Costa-
Neto da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Células CHO foram
transfectadas com o plasmideo de expressao do receptor AT1a de rato e

selecionadas com o antibidético G418. A expressao e funcido desses
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receptores nessa linhagem celular foram confirmadas também pelo nosso

laboratério através de PCR, binding, e transiente de calcio.

3.3. TRANSFECCAO PERMANENTE

Células CHO foram transfectadas pelo método de fosfato de calcio
(37, 123). Os vetores transfectados nas células, além de induzirem a
expressao da proteina de interesse, conferem ainda as células resisténcia
ao antibiético geneticina, o qual foi utilizado para a selecao de clones. Apds
a transfeccao, foi adicionado ao meio de cultura o antibidtico Geneticina
(1000 pg/ml) para a selecdo das células onde a transfeccao foi eficiente.
Clones foram separados a partir de uma Unica célula, totalizando 7 clones de
cada transfeccdo, e mantidos em meio de cultura suplementado com
Geneticina (250 pg/ml). A confirmacéo da transfeccdo ap6s a selecao dos
clones foi feita pela atividade da ECA e por PCR como descrito a seguir. Os

dados dessa analise estdo mostrados na sesséao de resultados.

3.4. ENSAIO DE GENE REPORTER - ATIVIDADE DA LUCIFERASE
Para avaliar o padrao de resposta de ativacdo do promotor da ECA
pelos fatores mecéanicos, o0s clones celulares construidos foram
transfectados com gene repérter da luciferase controlado por uma regidao de
~1300 pb do promotor da ECA de rato (WLuc)(80).
Para avaliar o padrdao de resposta de ativagcdo do promotor do
receptor AT1 pelos fatores mecanicos, o clone celular utilizado foi

transfectado com gene repoérter da luciferase controlado por uma regiao de

21



Métodos

~1015 pb do promotor do AT1a de rato cedido gentilmente pelo Prof. Terry
Elton, da Universidade Estadual de Ohio, EUA (27).

O objetivo deste ensaio é poder estudar de maneira rapida e de baixo
custo fatores que modulam a expressao de uma proteina de interesse, no
nosso caso a ECA ou o AT1 pelo shear stress. Dessa maneira, estimulos
que modulam a expressdo da ECA ou do AT1 (atividade do seu promotor)
sao expressos pelas células na forma de atividade da luciferase. A atividade
da luciferase foi determinada pelo método de quimioluminescéncia
utilizando-se o kit Promega's Luciferase Assay System, conforme instrucdes
do fabricante. Uma aliquota do lisado celular € misturada com o reagente
que contém luciferina e ATP, e a reacao monitorada em luminémetro por 10
segundos. A intensidade de luz da reacdo € constante por aproximadamente
20 segundos e decai lentamente, com uma meia-vida de 5 minutos. Os
resultados foram normalizados pela proteina total e pela atividade da Renila,

um controle da eficiéncia da transfecgéo presente no kit.

3.5. ESTIMULOS FiSICOS IN VITRO

3.5.1. Producao de shear stress

Para a producao de shear stress foi utilizado o sistema de cone plate
(figura 6), que é um método ja bem estabelecido de produzir shear stress in
vitro (74). Este sistema consiste de um cone, de angulo superficial de 0,5°,
girando sobre a cultura de células. A velocidade angular (w) do cone é
controlada e o shear stress é calculado através da formula abaixo:

T=noa
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onde: T é o shear stress (dinas/cm?), n a viscosidade do meio de cultura
(dinas.s/cm?), ® a velocidade angular do cone (rad./s) e o o angulo
superficial do cone (rad.).

As células foram submetidas ao shear stress de 15 dinas/cm? por
periodo de 5 minutos, 10 minutos (experimentos com o receptor AT1), 30
minutos, 18 horas ou 24 horas (experimentos para expressado do receptor
AT1 em células endoteliais humanas) no sistema de cone plate. Antes da
realizacdo do estimulo mecanico, as ceélulas foram carenciadas em meio
sem soro por 24h e o estimulo também foi realizado na auséncia de soro.

Em seguida, estas células foram processadas para a subseqliente analise.

Células Controle- Células apds o shear
Estaticas stress

Figura 6: Sistema de cone plate utilizado para produgdo de shear stress nas
células endoteliais. O cone gira sobre as células endoteliais e o shear stress pode
ser variado através de alteragdes na velocidade angular ou da viscosidade do meio
de cultura. Abaixo, alinhamento das células endoteliais humanas submetidas ao

shear stress.
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3.5.2. Producéao de estiramento
Para a producdo de estiramento foi utilizado o sistema FX-4000™
Flexercell® Tension Plus™ (figura 7).

Os experimentos foram realizados em placas de cultura de 6 pogos
de 3,5 cm de diametro tratadas com colageno tipo I. Apds atingirem 100% de
confluéncia, as células foram carenciadas por 24h em meio sem soro e em
seguida submetidas ao estimulo mecanico de 10% de estiramento (stretch)

com freqiiéncia de 1Hz, por um periodo de 5 minutos, 30 minutos ou 18

horas também na auséncia de soro.

lRubber membrane SIDE VIEW

well
Rubber
membrane'T]

Loading post
e ¢ ¢ [alalg
eo'e’e [alsle
well
: Rubber ——
(-\ n n BL@] (‘) membrane g Ly 28
‘alele] [(oIe]s) M Loading post M
Vacuum Vacuum

Figura 7: Sistema Flexercell utilizado para producao de estiramento nas células. A
membrana inferior da placa é estirada juntamente com as células que estao
aderidas em sua superficie, provocando o estiramento das mesmas.
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3.6. ATIVIDADE DA ECA
Para a analise da atividade da ECA, foram utilizadas placas de 6
pocos na confluéncia entre 90-100%. As células foram lisadas em tampao
apropriado (Tris-HCI 0,1M e NaCl 50mM). O lisado foi armazenado a -70°C

até o dia da dosagem enzimética.

Para o ensaio foram utilizados 20 ul do lisado, mantidos sob
incubacédo a 37°C em solucdo de Abz-FRK(Dnp)P-OH (Abz = acido ortho-
aminobenzéico; Dnp = dinitrophenil) 15 pM em tampao (Tris-HCI 1 mM,
NaCl 50 mM e ZnCI2 10 pM) num volume final de 200 pl. A seguir, a
atividade enzimética foi determinada de forma continua em fluorimetro (Aem
= 420nm e Aex = 320 nm), medindo-se a fluorescéncia por 60-120 minutos
(uma leitura a cada 30-60 segundos). Este método se baseia na utilizacédo
de um substrato fluorescente (Abz-FRK(Dnp)P-OH) que é clivado com alta
afinidade pela ECA (Kcat/Km = 45,4-1.s-1) (4). Como controle negativo, a
hidrélise do Abz-FRK(Dnp)P-OH foi abolido no lisado celular por 0,5 uM de

captopril.

A partir da leitura das amostras foi obtida uma curva de
fluorescéncia por unidade de tempo e a inclinacdo desta curva resultou na
atividade da ECA, que foi convertida em pmol de substrato hidrolisado por
minuto por miligrama de proteina. A atividade enzimatica foi normalizada
através do conteudo de proteina de cada amostra, determinada através do
método de Bradford (9). A atividade da ECA esta expressa em uF.min-1.mg-

1 de proteina.
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3.7. EXTRACAO DE RNA

As células foram lisadas em 1mL de Trizol (Invitrogen). O protocolo foi
realizado de acordo com instrugdes do fabricante. As amostra foram
centrifugadas por 10 minutos, a 12000 g a 4°C. Os sobrenadantes foram
coletados e adicionado 200 wl de cloroférmio (Merck). Os tubos foram
homogeneizados e incubados por 3 minutos a temperatura ambiente. Apés
centrifugacao de 15 minutos, 12000 g a 4°C, a fase superior foi transferida
para um novo tubo onde foi adicionado 500 pl de isopropanol (Merck). Em
seguida, as amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente e centrifugadas por 10 minutos, 12000 g a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e 1ml de etanol 75% (Merck) foi adicionado ao precipitado de
RNA. Apéds centrifugacéo de 5 minutos, 7500 g a 4°C, o precipitado de RNA
foi diluido em &4gua milliQ. Para se certificar da integridade das moléculas de
RNA, ou seja, verificar se ndo houve nenhuma degradacdo durante o
processo de extragao, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%

(Invitrogen) (agarose 1%, Tris acetato 40mM e EDTA 2mM).

3.8. SINTESE DE cDNA
1000 ng de RNA total das culturas celulares foram utilizados para a
sintese de cDNA. A reacao de transcriptase reversa foi realizada através da

utilizacao da Superscript Ill, seguindo instrucées do fabricante. (Invitrogen).
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3.9. RT-PCR

Apos a sintese de cDNA a partir de RNA total, o RT-PCR foi realizado
utilizando 50ng de cDNA. Os oligonucleotideo desenhados especificamente

para cada gene em estudo estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1: Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados para estudo de RT-
PCR e RT-PCR em tempo real, e o tamanho do amplificado gerado.

Senso (5" - 3’)

Anti-senso (5" - 3’)

ECA (humana) Sensg: 5 - TAC-Tgg-ACg-CCg-AAC-TCC-gCT - '

(porgao intracelular) Anti-senso: 5 - AgT-gTC-TCA-gCT-CCA-CCT-Cgg - 3'

ECA (humana) Senso. 5 - AgC-Cgg-TAC-AAC-TCg-ATg-AAg - 3

(porcao extracelular) Anti-senso: 5 — AQQ-091-ACg-T1Ca-AgC-AAg - 3

Senso: &' - ggA-AAC-AgC-TTg-gTg-gTg-AT - 3

AT1a (rato)
Anti-senso: &' - ACA-TAg-gTg-ATT-gCC-gAA-gg - 3'

Senso: 5 - CCT-AgC-CTg-CTT-TTg-TCC-Tg - &

AT1 (humano)

Anti-senso: & — TAC-TgC-CCT-TTg-gAA-ACT-gg - 3

3.9.1. RT-PCR em tempo real

Apés a sintese de cDNA a partir de RNA total, o RT-PCR em tempo
real foi realizado utilizando o kit SYBR® Green PCR Master Mix de acordo
com instrucbes do fabricante. A reacdo de RT-PCR em tempo real foi

realizada no ABI PRISM 7700 Sequence Detector utilizando

27



Métodos

oligonucleotideos iniciadores especificos (AT1 (humano) tabela 1) para o

gene de interesse e deteccao por SYBR Green.

Nesta metodologia, o PCR foi combinado a um intercalante
fluorescente de DNA dupla fita, o SYBR Green I. Desta forma, um sinal
fluorescente gerado é diretamente proporcional a quantidade de produto de
PCR na reacdo. A intensidade de fluorescéncia é monitorada apds cada
ciclo do PCR, o que possibilita a analise durante a fase exponencial da
reacdo. Para obter resultados reprodutiveis e com exatiddo, a eficiéncia da
reacdo deve ser proxima de 100%, ou seja, a quantidade de DNA deve

duplicar apés cada ciclo da fase exponencial.

3.10. WESTERN BLOT
As células foram lisadas em tamp&o contendo EDTA (1 mM), EGTA
(1 mM), MgCI2 (2 mM), KCI (5 mM), HEPES (25 mM), PMSF (1 mM), DTT (2
mM), Triton X-100 (0,1%) e coquetel de inibidores de fosfatases | e Il
(Sigma). PMSF, DTT, Triton e o coquetel de inibidores foram adicionados ao
tampao no dia do experimento. A quantificacdo da concentracdo total de
proteina foi realizada de acordo com o método de (9) utilizando o reagente

Bio-Rad assay dye Reagent Concentrad (Bio-Rad Laboratories).

O extrato de proteina foi separado em gel de poliacrilamida/SDS
utilizando cuba de eletroforese vertical Ettan Daltsix (géis de 25,5 x 20,5 cm)
(GE Healthcare, Uppsala, Sweden) e em seguida transferido para uma

membrana de PVDF. Esta membrana foi incubada com anticorpo especifico
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para JNK ou p-JNK (1:1000, Cell Signaling), ECA p-Ser1270 (gentilmente
cedido por Ingrid Fleming, Universidade Johan Wolfgang Goethe, Alemanha)
ou ECA (obtido com o pesquisador Sergei Danilov, Universidade de lllinois
em Chicago, E.U.A.) (1:1000), ERK ou p-ERK (1:1000, Cell Signaling), p-
Jak-2 (1:1000, Cell Signaling), p-Src (1:1000 Cell Signaling) e p-eNOS
(1:1000, Millipore) seguida de incubagdo com anticorpo secundario
conjugado com horsehadish peroxidase, e revelada utilizando kit ECL
Western Blotting Analysis System (GE Healthcare) conforme instrucées do

fabricante.

Em cada gel foi aplicado como padrdo um marcador de peso
molecular com valores estabelecidos (Kaleidoscope Prestained Standards,

Bio-rad Laboratories).

3.11. TRANSIENTE DE CALCIO
Fluo-3/AM, assim como o FURA-2/AM, também é um indicador de
calcio. O comprimento de onda de excitacdo do Fluo-3/AM é de 488nm.
Porém, quando esta sonda est4 ligada ao ion Ca®*, emite fluorescéncia em
um comprimento de onda de 526nm. O Fluo-3/AM pode ser excitado com
um laser de argbnio em 488nm, onde sua fluorescéncia aumenta com o

aumento da concentracao de calcio.

Para a realizacao do experimento, as células foram soltas das placas
e ressuspendidas, 3x10° células em 500 ul de solugdo tampdo (NaCl

135mM, KCI 5mM, HEPES 10mM, MgCl, 1mM, glicose 2mM, CaCl, 2mM,
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pH 7.2). As células foram entdo carregadas com Fluo-3/AM (1uM) durante
30 minutos, a 37°C. Posteriormente, as células foram estimuladas e a leitura
da intensidade de fluorescéncia observada no citbmetro de fluxo (BD
FACSCalibur) através do software CellQuest Pro. Foram adquiridos 10.000
eventos na regido selecionada por tamanho e granulosidade celular. Desta
forma, o aumento da intensidade de fluorescéncia nos indicou aumento na
concentracdo citoplasmatica de Ca*®, enquanto que a reducdo desta
fluorescéncia nos indicou diminuicdo da concentracdo citoplasmatica de

Ca+2

3.12. BINDING

As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos. As placas foram
previamente tratadas com uma solugéo de poli-lisina (0,1mg/mL em PBS), e
enxaguadas com PBS, antes de receberem as células. Apos receberem as
células, as placas foram incubadas na estufa até o dia seguinte, e
imediatamente antes de ser iniciado o ensaio de binding foram enxaguadas
brevemente com tampao de lavagem (Tris-HCI 25 mM, pH 7,4, NaCl 140
mM, MgCl, 5 mM, albumina de soro bovino 0,1%).

Os experimentos de binding foram realizados a 4°C, e iniciados com a
adicdo do ligante marcado (50.000 cpm/well) (*H-Angll, GE-Healthcare) na
presenca de diferentes concentracdes de ligante frio (Angll) (107" a 10 M)
em um volume final de reacdo de 525 L. O tampao usado para os ensaios
foi Tris-HCI 25mM, pH 7,4, contendo MgCl, 5mM, albumina de soro bovino

0,1% (p/v), e bacitracina (Sigma) numa concentragao final de 100 pg/mL.
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Apés a adicao do ligante marcado (dissolvido no tampao), as placas foram
deixadas por 24 horas a 4°C. Apds 24 horas os pogos foram lavados duas
vezes com 0 mesmo tampado, mas sem bacitracina, e adicionou-se a cada
um, 1ml de tampao de lise (uréia 48%, detergente NONIDET P-40 2%,
preparados em acido acético 3M), para subseqliente contagem radioativa.
Apé6s 15 minutos de incubacdo com o tampéao de lise, 950 pl desta solucéo
foram transferidos para tubos plasticos de cintilagdo e apés a adicdo de 5ml
de liquido de cintilacdo e agitacdo vigorosa dos mesmos, procedeu-se a

contagem da radiacao em contador f3.

3.13. DOSAGEM DE NITRITO

A quantificacao de nitrito reflete a indiretamente a produgao de NO e
nesta tese foi medida no meio de cultura das células por 2 métodos
diferentes:

Reacao de Griess: Em 100 uL de meio de cultura adicionouse 50 uL
de cloreto de N-(1-naftil)etilenodiamina (0,1 %) e 50uL de sulfanilamida (1 %
em H3PO4 2,5 %). Apos 10 minutos de incubacdo mediu-se a absorbéancia a
540nm em leitor de elisa e calculou-se a concentracdo de nitrito pela curva
de calibracao feita em paralelo (1-40 uM) (106).

Analisador de Oxido Nitrico: Pelo analisador de *NO (NOATM 280,
Sievers) foram medidas as concentracées de nitrito. A solucdo na cela de
reacdo era composta por KI/HAc (temperatura ambiente). Apds injecéo de
20ul de meio de cultura, a concentragdo de nitrito foi baseada na curva de

calibracao feita no mesmo dia com solugéo padrao de NaNO2 (0,1 - 7,5 uM).
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3.14. ANALISE ESTATISTICA
Todos os resultados estao representados como média * erro padrao
da média. De maneira geral, para as andlises estatisticas foram utilizados
teste t e analise de variancia (ANOVA) de um ou dois caminhos, quando
necessarios. Teste de bonferroni foi utilizado como poés-teste. As analises
foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5. A estatisitica
utilizada em cada gréafico estd descrita na legenda das figuras. Os dados

foram considerados significativamente diferentes para valores de p<0.05.
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4. Resultados — Capitulo |

A construcdo de linhagens celulares utilizadas neste projeto envolveu a
utilizacdo de trés plasmideos de expressao da ECA selvagem e mutada
(sem a porcao extracelular ou sem a porgao intracelular). A descricao das
construgcdes ou obtencdo desses plasmideos encontra-se a seguir. Os
resultados descritos de fosforilagdo da cauda citoplasméatica da ECA foram

confirmados em mais de um clone celular construido.

4.1. CONSTRUCAO DOS VETORES

4.1.1. pcDNA3-ECAwt (Vetor para a expressao da ECA wild type):

Para a retirada e purificacdo do cDNA da ECA do vetor pEACE
(fornecido gentilmente por P.Corvol; Collége de France; Paris; Franca),
realizamos a digestdo do pEACE com EcoRI, seguida de separacdo do
fragmento do cDNA da ECA do vetor em gel de agarose 0,8% e purificacdo
da banda de 4026 pb com o kit PerfectPrec Clean Up (Eppendorf). Em
seguida, o cDNA da ECA foi ligado ao vetor pcDNAS3 previamente digerido
com EcoRI. A confirmacdo de que o cDNA da ECA foi inserido no sentido
correto, foi feita por digestdes sobre o pcDNA3-ECAwt e analise em gel de

agarose dos fragmentos produzidos (figura 8).
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Figura 8: Construcao do vetor de expressao da ECA selvagem.

4.1.2. pcDNA3-ECA-Cito-Del (Vetor para a expressao da ECA sem

a porcao citoplasmatica):

Para retirar a porcao citoplasmatica da ECA, o cDNA da ECA
selvagem foi clivado utilizando as enzimas de restricdo Nhel (quebra na
posicao 3085 da ECA) e Xbal (quebra na regido regiao de multiplos sitios de
clonagem do plasmideo). O fragmento retirado foi substituido por outro
fragmento de 801 pb referente as posicoes 3085 e 3886 do cDNA da ECA.
Este fragmento foi obtido por reagcdo de PCR utilizando os primers ECA-F

(5-AGACAGCGGCCGCGTCAG-3)) e ECA-R (5-
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GCTCTAGAAGAGGCTGCGGTGGCGGA-3’) conforme mostrado na figura
9. O amplificado desta reacéo foi digerido com Nhel e Xbal e clonado no
pcDNA3-ECAwt também digerido com Nhel e Xbal. Realizamos a
confirmacdo dessa construgdo por sequenciamento utilizando o primer (5-
TCGGCCATGTTGAGCTACTTC-3’) para garantir que nenhuma mutacao
ndo esperada tenha sido introduzida durante a reacdo de PCR. Essa
construcdo ndao tem 18 aminoacidos da porcdo C-terminal da ECA, entre
eles, 3 de 5 residuos de serina que servem como possiveis sitios de

fosforilagdo no dominio citoplasmatico (62).
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Figura 9: Construcdo do vetor de expressao da ECA-cito-del.
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4.1.3. pcDNA3-ECA-extra-del (Vetor para a expressao da ECA

sem a porcao extracelular):

Este plasmideo para a expressdo da ECA truncada no aminoacido
1210, ou seja, sem sua porgcao extracelular, foi gentilmente cedido pelo Dr
Nigel Hooper da Inglaterra (91). A figura 10 é uma representagao

esquematica das 3 formas como a ECA foi utilizada neste estudo.

CHO
N ECA-wt
N ECA-cito-del

s e ECA-extra-del

p: Ser12?0

Figura 10: Representacdo esquematica das 3 construgdes da ECA utilizadas neste
projeto.

4.2. CONTRUGCAO DAS LINHAGENS CELULARES
Com os plasmideos construidos iniciamos a producdo das linhagens
celulares utilizadas neste estudo. Neste sentido escolhemos as células CHO
por ndo expressarem a ECA. Desta forma, manipulagdes envolvendo a
expressdao da ECA selvagem ou mutante poderiam ser realizadas sem a
interferéncia de uma possivel expressao enddégena da ECA. A seguir serdo
mostrados os experimentos que demonstram o sucesso da construcao

dessas linhagens celulares.
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4.2.1. Expressao Génica

A construcédo das linhagens celulares também foi confirmada através
da expressdao génica com primers especificos tanto para a porgao
intracelular da ECA (P1) como para a porgao extracelular (P2). A figura 11
mostra a foto do gel de agarose com o produto de PCR com cada um dos

pares de primers e em cada uma das linhagens celulares.

P2 P1

Lt —~ CHO
I mam ECA-wt
I ECA-cito-del

mwam ECA-extra-del

p: Ser12?0

Primer 2

Primer 1

Figura 11: RT-PCR das células CHO e das linhagens ECA-wt, ECA-cito-del e ECA-
extra-del. Primer 1 corresponde a regiao codificadora da porcao intracelular da
ECA; Primer 2 corresponde a regiao codificadora da porcao extracelular da ECA.

39



Resultados

4.2.2. Expressao Proteica

A expressao protéica da ECA nas linhagens celulares utilizadas neste
projeto foi também confirmada por imunoblotting. Da mesma forma que para
a expressao génica, foram utilizados anticorpos que reconhecem a porcao
extracelular e a porcao intracelular da enzima. Nas figuras 12a e b utilizamos
o anticorpo monoclonal que reconhece especificamente a porcao intracelular
da ECA fosforilada no residuo de Serina 1270. Na 12A observamos que
somente as células ECA-wt apresentaram marcacdo com este anticorpo.
Células CHO selvagem que nédo expressam a ECA e células ECA-cito-del
que nao possuem a porcao intracelular da enzima, nao sao reconhecidas por
este anticorpo. Ja na figura 12b, um gel de acrilamida mais concentrado foi
utilizado de maneira a podermos observar a expressao da ECA truncada
sem a sua porgdo extracelular (ECA-extra-del, 45kD). Observamos
marcagdo positiva em células ECA-extra-del e nenhuma marcagdo nas

células ECA-wt uma vez que estas apresentam tamanho em torno de 140kD.

Por fim, na figura 12c utilizamos um anticorpo que reconhece uma
regido da porgédo extracelular da ECA. Com este anticorpo demonstramos
que tanto fibroblastos como células endoteliais expressam a ECA. As células
ECA-extra-del por ndo apresentam a regido reconhecida pelo anticorpo

utilizado, nenhuma marcacao foi encontrada.
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Figura 12: Confirmacao da Expressao protéica da ECA nas linhagens celulares por
imunoblotting. A) Utilizacdo do anticorpo anti-p-Ser'®”° da ECA em células CHO,
ECA-wt e ECA-cito-del separadas em gel 6% de acrilamida; B) Utilizacdo do
anticorpo anti-p-Ser'?”® da ECA em células ECA-wt e ECA-extra-del separadas em
gel 12% de acrilamida;; C) Utilizacdao do anticorpo anti-ECA (4G6- reconhece
porcao extracelular da ECA) em células ECA-extra-del, fibroblastos e endoteliais de

humano.

4.2.3. Atividade da ECA no Lisado Celular

Linhagens celulares de expressdao permanente da proteina de
interesse foram construidas por meio da transfeccdo das células CHO com
cada um dos plasmideos de interesse (ECA-wt, ECA-cito-del e ECA-extra-
del). Foram isolados 10 clones celulares (originados a partir de 1 Unica
célula) para cada construcao por meio da selecdo com o antibi6tico G418 (1
mg/ml). Apds o periodo de selegéo as células foram mantidas em meio de

cultura também com antibiético (250 ug/ml).

A confirmacéo da expressao da ECA foi inicialmente confirmada por
meio da medida da atividade da enzima na presenca ou auséncia de um

inibidor especifico (Enalapril, 0,5 uM) (figura 13a). Os resultados deste
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experimento confirmaram o sucesso apenas da construcado das linhagens
que expressam a ECA-wt e ECA-cito-del uma vez que a linhagem ECA-
extra-del ndo apresenta os sitios cataliticos da enzima. A figura 13b
representa a cinética enzimatica dos dados da figura 13a. A atividade da

enzima foi avaliada pela inclinagdo da curva representada na figura 13b

Nota-se uma menor atividade da ECA-cito-del quando comparada
com a ECA-wt. O pequeno valor de atividade nas células CHO (215+18
uF.min".mg") nao foi modificado pela presenca do inibidor da ECA
demonstrando que essa pequena clivagem do substrato ndo é causada por
uma possivel expressdo da ECA nessas células, mas sim de maneira
inespecifica. Ja a atividade nos clones ECA-wt (4587+699 uF.min".mg™") e
ECA-cito-del (663+17 uF.min"".mg™") foi completamente inibida pelo enalapril,
demonstrando a presenca da atividade enzimatica da ECA nas linhagens

celulares contruidas.
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Figura 13: Atividade da ECA no lisado celular. A) valores da atividade da ECA nas
células CHO (n=5) e nas construcoes ECA-wt (n=5) e ECA-cito-del (n=5) na
presenca e auséncia do inibidor da ECA; B) representacao grafica da cinética da
atividade da ECA. * p<0,05 vs CHO; # p<0,05 vs ECA-wt
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4.2.4. Atividade da ECA no Meio de Cultura

A diferenca da atividade entre a linhagem ECA-wt e a ECA-cito-del
nao era esperada uma vez que ambas permanecem com seus sitios

cataliticos extracelulares intactos.

Uma hipbétese para a menor atividade enzimatica da ECA-cito-del
consiste na menor estabilidade da enzima na membrana plasmatica. Ha
dados na literatura sugerindo que a regido intracelular da ECA é importante

para que a enzima nao seja clivada por secretases na porgao extracelular

1203 1204

entre os residuos Arg e Ser (17, 125) liberando, assim, uma forma
soluvel da ECA. Apesar do mecanismo de como isso pode ocorrer ainda nao
estar elucidado, sugere-se que seja regulado por modificacbes pos-

transducionais na cauda citoplasmatica da ECA (62, 104).

Para testar essa hipétese no nosso modelo, avaliamos a atividade da

ECA no meio de cultura em que as células foram mantidas (figura 14).
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Figura 14: Representagdo gréfica da atividade da ECA no meio de cultura de
células CHO e nos clones celulares ECA-wt e ECA-cito-del.

Observamos que a atividade enzimatica no meio de cultura segue o
mesmo padrdo de resposta da atividade enzimatica no lisado celular.
Enquanto a atividade no meio de cultura da linhagem ECA-wt apresentou-se
bastante elevada, a atividades no meio de cultura da linhagem ECA-cito-del
foi praticamente indetectavel. Dados da literatura mostram uma diminuigao
da atividade da ECA quando sua porcao transmembranica e citoplasmatica
(64 aminoacidos da regidao C-terminal) sdo removidas e a porcao extracelular
da ECA fica ancorada a superficie da membrana celular por uma cauda de
glicofosfatidilinositol (GPI) retirada da carboxipeptidase M (92). Entretanto,
apesar da atividade da ECA-wt ser o dobro da construgdo mutada, os
autores ndo acharam diferencas estatisticamente significantes. Juntos com

esses dados da literatura da funcao da cauda da ECA em impedir a clivagem
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do dominio extracelular, nossos resultados sugerem que a porcao
citoplasmatica da ECA pode exercer papel importante na regulagdo da

atividade dos sitios cataliticos.

4.3. ECA COMO MECANOTRANSDUTOR

Para estudar a ECA como mecanosensor foram testadas as respostas
tanto ao estiramento quanto ao shear stress. Os resultados foram
inicialmente obtidos nas células CHO com expressdao da ECA-wt e
confirmados em cultura celular primaria de fibroblasto cardiaco de rato
(estiramento) e célula endotelial de veia safena humana (shear stress).
Analisamos a fosforilagdo da ECA e a fosforilagdo da JNK, via esta ja
descrita como ativada em resposta ao tratamento com inibidores da ECA. A
apresentacao dos resultados estd dividida de acordo com a forga fisica

estudada.

4.3.1. Estiramento Celular

A figura 15a mostra os resultados da fosforilacdo da ECA em resposta
ao estiramento celular. Células CHO expressando ECA-wt foram submetidas
ao estiramento de 10% por 5, 30, e 18h e a fosforilagdo da porgao
citoplasmatica da ECA avaliada por imunoblotting. Apesar de haver uma
pequena variacao nos tempos estudados, ndo houve significancia estatistica
entre os pontos analisados (ECA-wt: Ctrl, 100 £ 5,6%; 5’, 111 £ 11%; 30/,
101 £ 10,5%; 18h, 89 * 7,1%). Com relacao a ativacdo da JNK (figura 15b),

assim como observado com relacédo a fosforilagdo da cauda citoplasmatica
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da ECA, também néo houve diferenca estatistica na ativacdo da JNK entre
os tempos observados tanto nas células CHO como nas ECA-wt (CHO: Ctrl,
100 £10,2%; 5, 113,3 £ 7,4%; 30’, 109 £ 5,6; 18h, 103 + 7,6%; ECA-wt: Cirl,
100 = 5,3%; 5’, 116,5 + 10,1%; 30’, 96,5 + 7,9; 18h, 97,5 £ 13%). Embora a
ativacdo da JNK tenha também uma pequena variagdo nos tempos

estudados, ndo ha diferenca estatistica entre os pontos.
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Figura 15: /munoblotting das células CHO submetidas ao estiramento. A)
Imunoblotting p-ECA Ser'?’°/ECA. B) Imunoblotting p-JNK/JNK. EST = estiramento,
10%, 1Hz pelos respectivos tempos (n=4-6).

Mesmo apds ndo ter observado efeito do estiramento sobre a
fosforilagdo da porgéo citoplasmatica da ECA e da JNK nas células CHO,
achamos importante confirmar esse resultado em cultura primaria de um tipo

celular sujeito ao estiramento in vivo uma vez que a ativagao da JNK ja esta
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bastante descrita na literatura e ndo foi observada de maneira significante
nas células CHO. Neste sentido, utilizamos cultura primaria de fibroblasto
cardiaco de ratos neonatos. No coragdo, embora nao contribuam para a
contracdo ativa das camaras cardiacas, os fibroblastos formam uma
importante matrix celular de sustentacdo para as forcas hemodinamicas.
Tensoes aplicadas sobre fibloblastos causam ativacdo das vias
intracelulares ERK e JNK, por exemplo, de maneira dependente da presenca
de integrinas. A figura 16a confirma os resultados nas células CHO com
expressao da ECA-wt, ou seja, que o estiramento ndo afeta a fosforilacao da
ECA de maneira estatisticamente significante (Ctrl, 100 £ 5,8%; 5, 137 £
15,5%; 30°, 122 + 19,9; 18h, 93 + 8,7%). Entretanto, 0 mesmo néao foi
observado com relacdo a JNK (figura 16b). Observamos ativacdo da JNK
apenas com 5’ de estiramento (Ctrl, 100 £ 3,8% vs 5°, 177 + 27,3%, p<0.05).
Com 30’de estiramento ainda foi observado o aumento da p-JNK (Ctrl, 100
3,8% vs 30°, 139 + 25%) porém de maneira ndo significante. Ja apds 18h de
estiramento, o nivel de p-JNK voltou aos niveis basais. Dessa maneira,
apesar de observarmos algumas alteragcdes nas proteinas estudadas, os
dados obtidos ndao nos permitem concluir que a porgcao citoplasmatica da

ECA seja mecanotransdutora em resposta ao estiramento celular.
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Figura 16: /munoblotting dos fibroblastos cardiacos submetidos ao estiramento. A)
Imunoblotting p-ECA Ser'?”°/ECA. B) Imunoblotting p-JNK/JNK. EST = estiramento,
10%, 1hz pelos respectivos tempos (n=4-6). *p<0,05 vs Ctrl.

A figura 17 mostra os resultados da fosforilagdo da ECA ao shear
stress. Células CHO expressando a ECA-wt foram submetidas ao shear

stress por 5°, 30°, e 18h e a fosforilagdo da porcao citoplasmatica da ECA
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avaliada por imunoblotting. Observamos diminuicdo de 48%, 56% e 67%
(figura 17a), respectivamente, na fosforilagdo da ECA com 5’, 30’e 18h de
shear stress em relagdo ao grupo controle (Ctrl, 100 + 7,4%; 5’, 52,1 %
10,8%; 30’, 44,9 + 7%; 18h, 33 * 4,2%). Nao houve diferenca significativa

entre os tempos de shear stress.

Ja esta bem descrita na literatura a via de sinalizacdo desencadeada
pela porcao citoplasméatica da ECA na presenca de inibidores da enzima. A
fosforilacdo da ECA, devido a acao da CK2 (casein kinase Il), recruta para a
sua porcao citoplasmatica a MAPKK MKK7, que ativa a proteina JNK. Sua
ativacao fosforila o fator de transcricao c-jun que transloca-se para o nucleo,
forma dimeros (AP1) e regula a expressdao génica. Acredita-se que a
ativagédo desta via resulte no aumento da expressao tanto da propria ECA
como da COX-2 em resposta aos inibidores da ECA (29). Assim, decidimos
verificar se além da diminuicdo da fosforilacdo da ECA, toda a via
subsequiente também estava inibida em resposta ao shear stress. A figura
17b mostra os resultados da fosforilacdo da JNK em resposta ao shear
stress. Diferentemente do observado para a fosforilagdo da ECA, a
fosforilagdo da JNK apresentou diminuigdo significativa de 26% somente
apos 18h de shear stress nas células que expressam a ECA-wt (ECA-wt:
Ctrl, 100 = 4,7%; 5, 101,3 + 3,9%; 30’, 89 + 7,6%; 18h, 74,7 £ 7,2%). Esta
diminuicdo da ativacdo da JNK parece ser dependente da presenca da ECA
na membrana plasmatica, uma vez que células CHO, que ndo expressam

ECA, ndo apresentaram alteragdo na fosforilacdo da JNK nem mesmo apés
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18h de shear stress (CHO: Ctrl, 100 £ 9,3%; 5’, 100,2 £ 3,3%; 30’, 95,3 +

6,7%; 18h, 101,1 £ 8,3%) (17b).
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150%- — CHO
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Figura 17: Imunoblotting das células CHO ao shear stress. A) Imunoblotting p-ECA
Ser™®%/ECA. B) Imunoblotting p-JNK/JNK. SS = shear stress, 15 dinas/cm?® pelos
respectivos tempos (n=6-15). *p<0,05 vs Cirl.

Para confirmar esses dados, cultura primaria de células endoteliais

obtidas a partir de veias safenas de humanos foram submetidas ao shear
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stress nos mesmo intervalos de tempo. A figura 18a mostra que o shear
stress diminuiu a fosforilagdo da ECA de maneira tempo-dependente, porém,
diferentemente do observado nas células CHO, apenas com 18 h de
estimulo é que observamos diferenca estatistica (p<0,05) quando
comparado as células controle (Ctrl, 100% % 6,3%; 5’, 90% * 20,8%; 30’,
66% * 6,7%; 18h, 53% * 8,7%). Além disso, como observado na figura 18b,
a expressao protéica da propria ECA foi 34% menor apés 18h de shear
stress (Ctrl, 100% + 7,7%; 5, 95% * 12%; 30’, 91% * 8%; 18h, 66% * 2%),
como ja demonstrado anteriormente no nosso laboratério que o shear stress
diminui a expressao e atividade da ECA (101). A normalizagdo da expressao
da ECA foi realizada pela JNK uma vez que esta néo se alterou com o shear

stress.
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Figura 18: /munoblotting das células endoteliais de veia safena humana

submetidas ao shear stress. A) Imunoblotting p-ECA Ser'®’/ECA. B) Imunoblotting

ECA/UNK. C) Imunoblotting p-JNK/JNK. SS = shear stress, 15 dinas/cm® pelos

respectivos tempos (n=4-6). *p<0,05 vs Cirl.
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Ja com relacdo a fosforilagdo da JNK (figura 18c), observamos
diminuicao de 37% somente apds 18h de shear stress (Ctrl, 100 + 8,9%; 5/,

110 + 11,7%; 30°, 94 £ 6,7%; 18h, 63 + 17,8%).

Dessa maneira, concluimos que a ECA ¢é uma proteina
mecanotransdutora de forcas hemodinamicas, ou seja, responde ao shear
stress (diminicao da p-ECA, figura 17a e 18a), mas ndo ao estiramento
celular (figura 15a e 16a) e interfere na modulagdo intracelular da JNK

(diminuicao da p-JNK, figura 17b e 18c).

Uma vez que ja esta descrito na literatura a habilidade dos inibidores
da ECA em induzir a fosforilacdo da ECA e assim aumentar a sua prépria
expressao (62), e n6s encontramos que o shear stress exerce exatamente o
efeito oposto, ou seja, diminuicao da fosforilacdo da cauda citoplasmatica da
ECA e diminuicdo da expressdao da enzima, decidimos por realizar o
experimento de shear stress na presenca do inibidor da ECA.
Interessantemente, ndo houve modificacdo sobre a fosforilacdo da ECA
(Ctrl, 100 £ 9,8%; 5’, 110 £ 39,8%; 30’, 89 £ 37,5%; 18h, 91 + 18,9%) (figura
19) 0 que sugere que as respostas estdo contra-reguladas em células

endotelias de humanos.
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Figura 19: Imunoblotting das células endoteliais de humanos submetidas ao shear
stress e tratadas com inibidor da ECA. Imunoblotting p-ECA Ser'?°/ECA. SS =

shear stress, 15 dinas/cm® pelos respectivos tempos. Ena = Enalapril 0,5uM
administrados 10’ antes do inicio do SS (n=3).

4.4. REGULACAO DA ECA PELAS FORGCAS HEMODINAMICAS
Dados anteriores do laboratério descrevem que o shear stress modula
a expressao da ECA (101), porém de maneira ainda desconhecida. Além
disto, demonstrou que a diminuicdo da expressao da ECA pelo shear stress
ndao é dependente da producdo de NO, umas das principais moléculas

vasoativas liberadas por células endoteliais em respota ao shear stress (96).

Como ja relatado na introducao desta tese, a fosforilacdo da ECA é
uma das vias responsaveis por modular a sua prépria expressao em
resposta aos inibidores da ECA, como um feedback positivo da
administracdo crénica desses farmacos. Uma vez que observamos na
sessao anterior de resultados que essa fosforilacdo é também modulada

pelo shear stress, fomos entdo estudar qual a importancia dessa sinalizacao
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na modulacao da prépria ECA pelo préprio shear stress. Para este obijetivo,
utilizamos as células CHO (que nao expressam a ECA) e as linhagens com
expressao da ECA selvagem (ECA-wt) ou com expressdao da ECA sem a
porcao intracelular (ECA-cito-del) transfectadas com um plasmideo repérter
de expressao da luciferase controlada pela regidao promotora da ECA (W-luc,
mais detalhes sobre esta construcao foi descrito na sessdo de materiais e
métodos). Desta maneira, estimulos de modulacao da expressdo da ECA
podem ser analisados através da atividade da Luciferase, um método

simples, rapido e barato.

Os resultados deste experimento de gene repdrter estdo na figura 20
e estdo representados pela atividade da Luciferase corrigido pela atividade
da renila. Céluas CHO (sem a expressao da ECA) submetidas ao shear
stress por 18 horas ndo modificaram a atividade do promotor da ECA (Ctrl,
100 £ 15%; SS 18h, 105 £ 5,5%). Ja nas células CHO+ECA-wt (ECA
selvagem, barras azuis), observamos que o shear stress diminuiu 40% a
atividade do promotor da ECA (Ctrl, 100 + 7,2%; SS 18h, 60 + 8,9%),
sugerindo um papel fundamental da presenca da ECA para modular sua
prépria expressao em resposta ao shear stress. Entretanto, esta resposta
poderia estar ocorrendo devido a liberacao de fatores para o meio celular
estimulados pelo shear stress e que estaria agindo de maneira paracrina no
controle da expressdao da ECA. Desta forma, as células CHO e ECA-wt
foram submetidas ao shear stress por 18h e esse meio de cultura
condicionado no estimulo fisico foi transferido por mais 18h para uma nova

placa de cultura com o mesmo tipo celular. Como pode ser observado ainda
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na figura 20, esse meio condicionado ndo causou nenhuma alteracdo na
atividade promotora da ECA (Ctrl, 100 = 7,2%; Cond, 108 + 10,8%) o que
nos leva a descartar a hipotese da agao secundaria de fatores liberados pelo
Shear stress e realca nossa evidencia da ECA como mecanotransdutora de
estimulos fisicos. Como controle positivo, utilizamos dois inibidores da ECA,
enalapril e captorpril, e observamos que ambos aumentaram a atividade do
promotor da ECA (Ctrl, 100 £ 7,2%; Ena, 188 + 12,4%; Cap, 153 £ 17,7%).
3 CHO
ECA-wt

e ECA-cxtra-del
& ECA-cito-del
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(% do Ctrl)
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Figura 20: Atividade do promotor da ECA. SS = shear stress, 15 dinas/cm? por 18h.
Cond = células expostas a meio de cultura condicionado no SS por 18h. Ena =
Enalapril 0,5 uM. Cap = Captopril 0,5 uM (n=4-6). *p<0,05 vs Ctrl.

Uma vez demonstrada a necessidade da presenca da ECA na
superficie celular para regular a sua atividade promotora e negada a

hip6tese de fatores liberados pelo shear stress participando desta resposta,
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nossa préxima pergunta foi buscar compreender qual o papel da porcao
intracelular da ECA como mecanotransdutora da sinalizacao citoplasmatica
e da porcao extracelular como mecanosensora do estimulo fisico. Dessa
maneira, as linhagens celulares CHO, ECA-cito-del e CHO+ECA-extra-del
também foram transfectadas com o plasmideo W-luc e a resposta da
atividade promotora da ECA apds o shear stress foi avaliada (figura 20).
Nenhuma das duas linhagens celulares respondeu ao shear stress de
maneira a diminuir a atividade promotora da ECA como na ECA-wt (ECA-
cito-del: Ctrl, 100 + 5,5%; SS 18h, 109 + 12,1%; ECA-extra-del: Ctrl, 100 %
6,6%; SS 18h, 94 + 4%). Estes dados demonstram que diminuicdo da
expressao da ECA pelo shear stress é dependente da sinalizacdo mediada
pela sua porcao citoplasmatica, e que a por¢cao extracelular da enzima

exerce papel fundamental na mecanotransducéo do estimulo fisico.

4.5. PARTICIPAGCAO DA c-jun N-TERMINAL KINASE

Por fim, para comprovar a participacao da via da JNK na regulacédo da
ECA, células ECA-wt foram transfectadas com o plasmideo reporter W-luc e
tratadas por 18 horas com o inibidor especifico da JNK (SP600125: 10 e
20nM), como que se mimetizassemos a condigdo do shear stress de
diminuicao da JNK. Assim, verificamos se a diminuicdo da JNK, por si sé, ja
seria suficiente para diminuir a atividade do promotor da ECA, uma vez que
nossos resultados sugerem que esta via esta inibida via fosforilacao
citoplasmatica da ECA pelo shear stress. A figura 21 mostra que a inibicao

basal dessa via foi suficiente para diminuir a atividade do promotor da ECA

59



Resultados

em 56% para ambas as doses o que reforca a participacdo dessa via

intracelular em modular a expressao da ECA.
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Figura 21: Atividade do promotor da ECA em células ECA-wt tratadas com o
inibidor da JNK SP600125. Tratamentos por 18h (n=7-9). *p<0,05 vs Cirl.
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5. RESULTADOS - CAPITULO li

Com objetivo de estudar o receptor AT1 como mecanosensor ao shear
stress, utilizamos as células CHO (que ndo expressam o receptor AT1) e
células CHO transfectadas permanentemente com o plasmideo de
expressao do receptor AT1a de rato. Essa linhagem celular foi gentilmente
fornecida pelo Prof. Dr. Claudio Miguel Costa-Neto, da Faculdade de

Medicina de Ribeirao Preto.

5.1. CONFIRMAGAO DA EXPRESSAO DO RECEPTOR AT1 NAS

CELULAS CHO

5.1.1. Expressao génica do receptor AT1a

Para confirmar a presenca do receptor AT1a na membrana celular
avaliamos a expressao génica do receptor por RT-PCR. A figura 22 mostra
que apenas as células CHO+AT1 expressam o receptor AT1a sendo as
células CHO negativas. Como controle positivo utilizamos tanto fibroblasto

cardiaco como cardiomidcitos extraidos de ratos neonatos.
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CHO CHO + AT1

Figura 22: Expressdo génica do receptor AT1 nas células CHO, CHO+AT1a.
Cardiomiocito e fibroblasto cardiaco de ratos neonatos foram utilizados como
controle positivo.

5.1.2. Ensaio de Binding

A figura 23 mostra o resultado de binding para Ang Il em células CHO
e CHO+AT1a. Observa-se que, somente nas células CHO+AT1a (figura 23,
linha azul), a medida que aumentamos a concentracao da angiotensina Il
“fria” (ndo marcada, eixo x), observamos a diminuicdo da ligagcdo da

angiotensina “quente” (triciada, H® eixo y). O mesmo n&o foi observado
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quando o ensaio foi realizado nas células CHO, onde apenas uma marcacao

inespecifica e insignificante foi observada (figura 23, linha vermelha).
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Figura 23: Ensaio de binding nas células CHO e CHO+AT1 (n=2).

5.1.3. Transiente de calcio

Outro ensaio funcional realizado foi a determinacao do transiente de
calcio intracelular ativado pela angiotensina Il. Neste ensaio, as células sédo
incubadas com um fluoréforo (Fluo-3-AM) que emite fluorescéncia quando
ligado ao célcio. Este fluoréforo é ligado & um grupo ester que facilita sua
penetracdo celular. Uma vez dentro das células, este grupamento é clivado
pelas esterases presentes no compartimento intracelular das células o que o

mantém restrito ao citosol.
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O resultado da figura 24 mostra um rapido e transiente aumento do
calcio intracelular nas células CHO+AT1a (entre 5 e 30 segundos de
estimulacdo com angiotensina Il) que nao foi observado nas células CHO.
Quando este mesmo experimento foi realizado na presenga de um quelante
de Ca® extracelular, observou-se apenas um primeiro pico de fluorescéncia
devido a entrada de célcio no citosol proveniente de reservas intracelulares,
porém ausente o segundo pico de fluorescéncia dependente de entrada de

calcio do meio extracelular.
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Figura 24: Ensaio de transiente de célcio nas células CHO e CHO+AT1a. EDTA
5mM; Ang Il TuM.
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5.1.4. Sinalizacao intracelular

Todos os resultados apresentados em relagdo a ativagao do receptor
AT1 foram avaliados de acordo com a ativacdo da ERK, uma vez que, as
vias estudadas (JAK2, Src, Proteina G) em algum momento convergem para

a ativacao desta molécula.

Inicialmente, observamos se no estado basal somente a presenca de
receptores AT1a seria suficiente para causar ativacao intrinseca da ERK.
Quando comparado a fosforilagdo da ERK entre célula CHO e célula
CHO+AT1a, nao foi observado diferenca significante (figura 25a; CHO,
100% = 12% vs CHO+AT1a, 112% + 21%) sugerindo, portanto, que o
receptor AT1a selvagem nado apresenta ativacdo constitutiva da ERK

intracelular.

Células CHO e CHO+AT1a foram cultivadas na auséncia de soro fetal
bovino por pelo menos 12h antes de serem tratadas por 10’ com doses
crescentes de angiotensina Il (Ang Il; 0, 0.1, 10 e 1000 nM). A fosforilacdo
da ERK foi analisada por imunoblotting (figura 25b). Observa-se ativagdo de
ERK em resposta a Ang Il somente nas células CHO+AT1a (CHO: 0 nM,
100% % 5%; 0.1 nM, 100% * 6%; 10 nM, 97% * 5%; 1000 nM, 106% * 3%;
CHO+AT1: 0 nM, 100% £ 9%; 0.1 nM, 166% + 12%; 10 nM, 187% + 15%;
1000 nM, 304% + 16%) . Esta resposta € inibida por blogueadores

especificos do receptor AT1 conforme mostrado na figura 27a.
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Figura 25: Sinalizagcao do receptor AT1a. A) Ativagao constitutiva do receptor AT1a
analisada pela ativacdo da ERK em condigdes basais. B) Curva de dose de Ang Il
sobre a ativacdo da ERK nas células CHO e CHO+AT1a. Tratamento com Ang Il
por 10’ (n=8). * p<0.05 vs 0 nM.

Assim, demonstramos a presenca do receptor AT1a de maneira
funcional na membrana celular das células CHO+AT1a e a auséncia nas

células CHO.
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5.2. ATIVACAO DO RECEPTOR AT1 PELO SHEAR STRESS

Para todos os experimentos de shear stress (SS) as células CHO e
CHO+AT1a foram cultivadas na auséncia de soro fetal bovino por pelo
menos 12h. As células foram submetidas ao shear stress de 15 dinas/cm?
por 10’ e a fosforilacdo da ERK (p-ERK/ERK) foi avaliada por imunoblotting
(figura 26). N&o foi observada ativacdo da ERK nas células CHO submetidas
ao SS (figura 26; Ctrl, 100% * 14% vs SS 10’, 116% * 7%). Ja as células
CHO+AT1a responderam ao estimulo fisico com aumento de 2,8 vezes da
fosforilacdo da ERK quando comparado a células estaticas (figura 26; Ctrl

100% * 6% vs SS 10’, 287% + 26%, p<0.05).

— Ctrl
Em SS 10
400°% -
*
v — 300% -
m [
w o
E o 200% -
=]
YR
[ I
100% i |4L‘
u% T )
CHO CHO+AT1a

Figura 26: Ativacdo da ERK em resposta ao shear stress em células CHO e
CHO+AT1a. SS = shear stress, 15 dinas/cm? , 10’ (n=6-9). * p<0.05 vs Ctrl.
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Assim, esse resultado demonstra que o receptor AT1 pode ser

ativado também em resposta ao shear stress.

5.3. CAPACIDADE DOS BLOQUEADORES DO RECEPTOR AT1 EM
IMPEDIR A ATIVAGAO DO RECEPTOR PELO SHEAR STRESS

E POTENCIALIZAR A PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO

Para avaliar se bloqueadores especificos do receptor AT1 inibem a
ativagéo induzida pelo shear stress, células CHO+AT1a foram tratadas com
Losartan e Candesartan, que sao 2 bloqueadores que sabidamente inibem a
ativacdo do receptor pela Ang Il. A administracdo dos bloqueadores (1uM)
foi sempre realizada por 30’ antes de serem submetidas ao shear stress em
células cultivadas na auséncia de soro fetal bovino por pelo menos 12h. A
figura 27a mostra que a dose dos bloqueadores utilizada é eficiente em
impedir a ativacdo da ERK pela Ang Il (107 M). Observa-se que Losartan e
Candesartan impediram completamente os 300% de ativacdo da ERK pelo
tratamento por 10’ com angiotensina Il (Ang I, 304% + 33%; +Losartan,
117% £ 15%; + Candesartan, 101% * 10%). Ja a figura 27b mostra Losartan
e Candesartan possuem capacidades distintas de inibir a ativagcdo da ERK
pelo shear stress. Observa-se que o Losartan ndo diminuiu de maneira
significativa a ativacdo da ERK pelo shear stress (SS, 280% + 26% vs SS +
Los, 237% + 43%, p>0.05). J& o Candesartan (SS, 280% * 26% vs SS +
Cand, 120% % 12%, p<0.05) diminuiu 89% da ativacdo da ERK pelo shear

stress de maneira significativa. Além disso, o bloqueio fornecido pelo
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Candesartan (SS+Cand, 120% * 12% vs Cand, 94% * 24%, p<0.05) fez com
que os niveis de ativacao da ERK voltassem a ficar semelhantes as células

controle mantidas em condi¢cdes estaticas.
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Figura 27: Papel dos bloqueadores do AT1 em impedir a ativacao; A) em resposta
a angiotensina Il, B) em resposta ao shear stress. Células CHO+AT1a; SS, shear
stress, 15 dinas/cm?, 10’. Candesartan e Losartan, 10° M, Angiotensina Il, 107 M,
10’ (n=5-10). * p<0.05 vs celulas s/ angll ou Ctrl.
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Para melhor avaliar esta distincdo de efeito do Losartan e
Candesartan em bloquear o receptor AT1 em respota ao shear stress,
células CHO+AT1a foram tratadas simultaneamente com angiotensina Il e
submetidas ao shear stress por 10 minutos. Observa-se pela figura 28 que a
administracdo de angiotensina Il junto com o shear stress induz aumento de
~60% na ativacao da ERK comparado com os 2 estimulos isolados (Ctrl,
100% * 14%; Ang I, 250% + 26%; SS 10’, 242% + 17%; Ang Il + SS 10’,
334% + 33%). Somente a administragéo previa de Candesartan normalizou
a ativacao da ERK pelos 2 estimulos (Ctrl, 100% + 14%; Ang Il + SS 10’ +
Cand, 128% *= 19%) , enquanto o bloqueio com o Losartan foi parcial (Ctrl,

100% * 14%; Ang Il + SS 10’ + Los, 262% * 28%).

Assim, os dados obtidos até o momento demonstram que o0s
receptores AT1 sdo ativados pelo shear stress (figura 26), e que
bloqueadores especificos do receptor bloqueiam de maneira distinta essa

ativacao mecanica (figuras 27 e 28).
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Figura 28: Papel dos bloqueadores do AT1 em células CHO+AT1a estimuladas
com angiotensina Il e shear stress simultaneamente. SS, shear stress, 15
dinas/cm?, 10’. Candesartan e Losartan, 10°M, Angiotensina Il, 10°M, 10’ (n=5-11).
* p<0.05 vs Ctrl e Ang 11+SS+Cand, # p<0.05 vs Ang Il, SS e Ang 11+SS+Los.

Estes dados foram obtidos em linhagem celular de células CHO onde
a unica diferenca era a presenca do receptor AT1 (CHO vs. CHO+AT1).
Para avaliar se os efeitos observados ocorrem em células que expressam o
receptor AT1, os dados foram confirmados em cultura primaria de células
endoteliais de veia safena de humanos (SVEC, safenous vein endothelial
cells). As células endotelias expressam AT1 e encontram-se constantemente
expostos ao shear stress por estarem em contato direto com o fluxo

sanguineo.
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Assim como nas células CHO+AT1, Losartan e Candesartan
bloguearam completamente a ativagdo do receptor AT1 em células
endoteliais humanas tratadas com Ang Il (figura 29a - Ang I, 166% * 23%;
+Losartan, 104% * 2%; +Candesartan, 83% * 7%), porém apresentaram
eficiéncia de bloqueio distinto quando as células foram estimuladas pelo
shear stress (figura 29b - SS, 165% = 10%; +Losartan, 170% + 11%;
+Candesartan, 123% + 2%). Embora as células tratadas com Candesartan e
submetidas ao shear stress tenham ainda uma ativacao residual de 23%,
esse valor ndo foi significativamente diferente das células que s6 foram
tratadas com o Candesartan (Candesartan, 102% = 8% VS

SS+Candesartan, 123% + 2%).
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Figura 29: Papel dos bloqueadores do AT1 em impedir a ativacao; A) em resposta
a angiotensina Il, B) em resposta ao shear stress. Células SVEC, células
endoteliais de veia safena humana; SS, shear stress, 15 dinas/cm? 10
Candesartan e Losartan, 10°M; Angiotensina I, 10’M, 10’ (n=4-8); * p<0.05 vs
células s/ angll ou Ctrl.

A linhagem celular CHO ¢é bastante utilizada para estudar o sistema

renina angiotensina, principalmente a ECA e o receptor AT1, pois ela ndo
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expressa nenhum dos componentes do sistema renina angiotensina. Dessa
maneira, podemos descartar em células CHO que a ativacdo do receptor
AT1 ap6s o shear stress seja secundaria ao efeito autdcrino ou paracrino da
angiotensina Il liberada no meio de cultura. Entretanto, 0 mesmo n&o pode
ser afirmado com relagdo a células endoteliais de humanos. Assim, foi
medida a liberagcdo de angiotensina Il para o meio de cultura nas células
SVEC ap6s o shear stress (figura 30). Nao foi observado aumento
significativo na producao de angiotensina Il apds o shear stress (Ctrl, 4.5 *

0.18x10"?Mvs SS 10, 4.8 £ 0.23 x 1072 M)

SVEC

(]
=]
(]

=9 ha =]
¢ T T
L

\

6

[Ang I1] (x10"1% M)

Ctri 5S 10" Coracio

Figura 30: Liberacdo de angiotensina Il no meio de cultura extracelular pelo shear
stress em células endoteliais humanas. Como controle positivo do ensaio a Angll foi
dosado em coracédo de rato (n=5).

Interessantemente, o Candesartan aléem de impedir a ativagédo do AT1
pelo shear stress, este antagonista também aumentou a liberagdo de 6xido

nitrico induzida pelo shear stress. Observa-se pela figura 31a que o
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Candesartan potencializou a producdo de nitrito (NO2), um metabolito do
oxido nitrico, pelo shear stress (DMSO, 100% + 8%; Losartan, 116% * 4%;
Candesartan, 130% + 19%; SS 10’, 168% * 10%; +Losartan, 165% * 13%; +
Candesartan, 236% + 26%) que pode ser, pelo menos parcialmente
explicada pela maior fosforilacao da eNOS (oxido nitrico sintase endotelial)
observada pela figura 31b (DMSO, 100% = 12%; Losartan, 105% % 12%;
Candesartan, 112% + 12%; SS 10’, 137% * 11%,; +Losartan, 147% * 10%;
+Candesartan, 196% + 13%). Somente uma pequena regulacao foi
observada tanto na producdo de nitrito quanto na fosforilagdo da eNOS

pelos antagonistas do receptor AT1 na auséncia da forga fisica.
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Figura 31: Producdo de NO e regulacdo da eNOS pelo shear stress na presenca
dos antagonistas do receptor AT1. A) Dosagem de nitrito no meio de cultura apés
10 minutos de shear stress. B) Ativacao da eNOS pelo shear stress. Células SVEC,
células endoteliais de veia safena humana; SS, shear stress, 15 dinas/cm?, 10
Candesartan e Losartan, 10°M (n=4-8). * p<0.05 vs Ctrl; # p<0.05 vs SS 10’ e SS

10’+Los.

Em resumo, os dados obtidos tanto em linhagem celular CHO quanto

em células endoteliais humanas demonstram que os receptores AT1 sao

ativados pelo shear stress (figura 26), existe diferenga entre os bloqueadores
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do receptor em impedir essa ativagcdo mecanica (figura 27, 28 e 29) e que o
Candesartan é capaz de potencializar a ativacao da eNOS e producao de

oxido nitrico pelo shear stress.

A eNOS pode ter sua ativacao regulada seja por fosforilagdo ou por
ativacao direta pelo calcio, por exemplo, como acontece nos momentos
iniciais do shear stress (entre segundos e minutos). Na tentativa de bloquear
o transiente de calcio induzido pela angiotensina Il com os antagonistas do
receptor AT1 utilizados neste trabalho, um resultado interessante foi
observado. A figura 32 mostra que o Candesartan, mas ndo o Losartan,
induziu aumento na entrada de calcio para dentro do citosol em células
CHO+AT1a que foi blogueado na presenca de um quelante de calcio
extracelular, EDTA. Na figura 32a mostramos uma representacao grafica do
aumento temporal da entrada de calcio nas células na presenca do
Candesartan. No eixo “x” tem-se a intensidade de fluorescéncia e no eixo “y”
o numero de eventos ou células analisadas. O deslocamento da curva para
a direita, como observado no caso do Candesartan, indica aumento no calcio
dentro do citoplasma das células. Ja a figura 32b significa a quantificacdo do
namero de células fluorescentes ao longo do tempo. Observamos aumento
do numero de células fluorescentes (indicativo do aumento do calcio
intracelular) ja a partir de 10 minutos na presenga do Candesartan e
aumento sistematico ate 60 minutos apds. Nota-se também que esse
aumento no calcio intracelular deve-se a entrada de ions do meio

extracelular uma vez que esta resposta nao foi mais observada na presenca

do EDTA.
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Figura 32: Transiente de calcio na presenca dos bloqueadores do receptor AT1. A)
Figura representativa do aumento do calcio intracelular avaliado por citometria de
fluxo. No eixo “x” a intensidade da fluorescéncia e no eixo “y” o numero de eventos.
B) Andlise do transiente de calcio ativado pelos antagonistas do receptor AT1.
Células CHO+AT1a; Candesartan e Losartan, 10°M.
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No presente trabalho ndo testamos a participacédo deste transiente de
calcio na ativacao da eNOS e conseqglente na producado do éxido nitrico.
Entretanto, vale a pena observar que, apesar do shear stress ser de apenas
10 minutos, o antagonista do receptor foi adicionado ao meio de cultura 30
minutos antes, contabilizando, ao final do shear stress um total de 40
minutos de atuacao sobre as células, tempo esse que, como observado pela
figura 32b, quase 40% de todas as células ja apresentam aumento no calcio

intracelular.

Recentemente foi publicado que o Valsartan é capaz de regular a
interacao entre o receptor AT1 e a eNOS de maneira a interferir na producao
do oxido nitrico (110). Neste trabalho o autor utilizou uma dose maior do
antagonista do receptor que a utilizada neste trabalho (10°M) e observou
aumento de 0.05nM para 0.2nM (4x, 3 horas), 0.4nM (8x, 6 horas) e 0.6nM
(12x, 12 horas) de oxido nitrico no meio de cultura. Considerando que o
Vasartan possui estrutura quimica bastante semelhante ao Candesartan,
acreditamos que no nosso estudo o Candesartan deve estar atuando como
catalisador da produgdo do oxido nitrico pelo shear stress uma vez que

utilizamos dose e tempo inferiores aos encontrados na literatura.

Um fato que nos chamou a atencao foi que o Candesratan (10-5 M)
induziu morte celular em células endoteliais humanas logo nas primeiras 6
horas de tratamento. O mesmo nao foi observado com o Losartan (10°M) ou
com doses menores de Candesartan (10°M) (figura 33). Estes resultados
sugerem que doses muito elevadas do Candesartan podem ativar vias de

apoptose devido ao aumento to calcio intracelular. Ainda que este dado
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necessite ser melhor investigado, parece que ha um limiar de ativagao 6timo
do célcio intracelular que pode exercer efeitos benéficos sobre a célula
poréem, doses acima desse limiar podem ativar vias apoptoticas

intracelulares.

Ctrl Losartan 10-5M

Candesartan 10-M Candesartan 10-*M

Figura 33: Fotos de células endoteliais humanas tratadas com diferentes doses do
antagonista do receptor AT1 por 6h.

5.4. INTERACAO SHEAR STRESS E ANGIOTENSINA Il SOBRE O

RECEPTOR AT1

Para avaliar se o receptor AT1 internaliza em resposta ao shear

stress da mesma maneira que ocorre com a Ang Il foram realizados os
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experimentos conforme mostrado na figura 12a. Se a internalizacdo ou
desensiblizacdo dos receptores em resposta ao shear stress estiver
ocorrendo, esperamos nao observar mais ativagdo da ERK em resposta a
angiotensina Il apdés o shear stress. A figura 34a mostra 0s grupos

experimentais utilizados para este objetivo.

A figura 34b mostra o resultado da administracdo prévia de
angiotensina |l sobre o efeito da ativacdo da ERK pelo shear stress. Um
grupo controle necessario neste experimento foi a presenca da angiotensina
I por 20’ pois apdés os primeiros 10 minutos de administragdo de
angiotensina Il, ndo havia tempo habil para que o meio de cultura fosse
trocado (de maneira a remover a angiotensina Il) antes de iniciar o estimulo
de shear stress. Assim, o estimulo de shear stress apds a administracao da
angiotensina Il foi também realizado na presenca do peptideo no meio de
cultura, como ja demonstrado anteriormente. Entretanto, observamos que a
angiotensina Il ativa a ERK ap6s 10 minutos (263% * 21%), porém esta
resposta € diminuida ap6s 20 minutos (105% * 25%). O shear stress apés
10 minutos de angiotensina Il manteve ativada a ERK (205% * 21%), ainda
que em niveis ligeiramente menores que o estimulo de angiotensina Il ou
shear stress sozinhos (265% + 25%). Esses resultados mostram que a

angiotensina Il ndo impede a ativacdo do receptor pelo shear stress.

A figura 34c mostra a ativacdo da ERK pela angiotensina Il apés a
exposicao das células ao shear stress. Observa-se que, diferentemente do
Shear stress que manteve a ERK ativada mesmo ap6s a administragdo de

angiotensina I, o peptideo ndo conseguiu exercer efeito significativo sobre a
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ativacao da ERK apds as células serem inicialmente submetidas ao shear
stress (135% * 27%). Esse resultado sugere que o shear stress induz
alguma modificacao sobre o receptor AT1 de forma que ele nao responda
mais a angiotensina Il. Esta modificacdo pode ser explicada pela
internalizacdo dos receptores pelo shear stress, ou ainda alteracdes
conformacionais que nao permitem mais o acesso da angiotensina Il para

ativar o receptor (126).
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Angiotensina Il 10’ + Shear stress 10’

Shear stress 10’

Shear stress 20’
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0 10° 20’
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Figura 34: Interacdo na ativacdo da ERK pelo shear stress e pela angiotensina Il.
A) Desenho experimental utilizado B) Ativacdo da ERK em células expostas
primeiro a angiotensina Il e depois ao shear stress. C) Ativagao da ERK em células
expostas primeiro ao shear stress e depois a angiotensina Il. Células CHO+AT1a;
SS, shear stress, 15 dinas/cm?, 10’. Angiotensina Il, 10"M. n=8-10. * p<0.05 vs ou
Ctrl; # p<0.05 vs SS 10’ e Ang Il (n=6-15).
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5.5. VIA INTRACELULAR ATIVADA PELO AT1ia EM RESPOSTA

AO SHEAR STRESS

Como ja discutido anteriormente, o receptor AT1 é capaz de ativar
diversas vias de sinalizagcao intracelular, que convergem na a ativacao de
uma mesma proteina intracelular, a ERK 2. O receptor AT1 é capaz de
ativar vias intracelulares de maneira dependente ou independentes a
proteina G. Nossa primeira abordagem foi investigar vias intracelulares
iniciadas pela atividade tirosina quinase do receptor (via independente da
proteina G). Nesse sentido, 2 vias foram inicialmente estudadas, Src e Jak-

2.

A figura 35 mostra a ativacao da proteina Src. Observa-se que o
Shear stress ativou essa via de maneira semelhante tanto em células CHO
como em células CHO+AT1a (CHO: Cirl, 100% = 4% vs SS 10°, 130% =
10%. CHO+AT1a: Ctrl, 100% = 9% vs SS 10’, 127% % 6%) indicando que a
Src é ativada pelo shears stress independente do receptor AT1. Além disso,
dados da literatura mostram que a fosforilacdo da Src pelo receptor AT1
causa ativacao da ERK via transativacdo do receptor de EGF (48). Assim, a
ndo ativacao de Src por shear stress pode ser devido ao fato de que células

CHO nao expressam o receptor de EGF (83).
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Figura 35: Ativagdo da Src pelo shear stress. SS, shear stress, 15 dinas/cm?, 10’
(n=5-8). * p<0.05 vs ou Citrl.

A figura 36a mostra a ativacdo da Jak-2. Essa via é particularmente
interessante, pois ja foi demonstrado que o estiramento ativa Jak-2 via
receptor AT1 (133). Novamente observou-se que as células CHO e
CHO+AT1a ativaram a Jak-2 de maneira semelhante em resposta ao shear
stress (CHO: Ctrl, 100% + 8% vs SS 10°, 129% * 8%. CHO+AT1a: Cirl,
100% £ 9% vs SS 10°, 141% + 8%). Este dado foi confirmado com a
utilizacao de um bloqueador especifico da fosforilacao da Jak-2, o AG-490. A
figura 36a mostra que a dose utilizada do inibidor de JAK-2 foi eficiente em
inibir sua fosforilagdo pelo shear stress (92% + 12%). Além disto, como
mostrado na figura 36b a presenca do inibidor AG-490 ndo modificou a
ativacao da ERK pelo shear stress em células CHO+AT1a (Ctrl, 100% + 8%;

SS 10°, 286% * 21%; AG490, 104% + 34% vs SS 10’ + AG490, 279% *
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34%). Estes dados demonstram que Jak-2 nao participa da via na ativacao

da ERK pelo shear stress.
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Figura 36: Participagdo Jak-2 na mecanotransdugéo do shear stress pelo receptor
AT1. A) Ativacdo da Jak-2 pelo SS. B) Bloqueio da Jak-2 pelo AG490. SS, shear
stress, 15 dinas/cm?, 10°. AG-490, inibidor da Jak-2, 100mM (n=4-8). * p<0.05 vs ou
Ctrl.
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A via intracelular ativada pelo receptor AT1 mais estudada é a via
dependente da subunidade a4 da proteina G. Uma vez ativada, uma cascata
de eventos intracelulares é ativado e uma resposta tradicionalmente
observada e associada a ativacdo da ERK é o aumento do calcio
intracelular. Dessa maneira utilizamos 2 quelantes de célcio (bapta-AM,
intracelular; e EGTA, extracelular) para estudar ativacdo do receptor AT1 via
proteina-G levando a ativagdo de ERK intracelular (figura 37). A figura 37a
mostra os resultados obtidos de ativacdo da ERK pelo shear stress na
presenca do Bapta-AM, quelante de célcio intracelular. Observa-se uma
diminuicdo de 23% (p>0,05) da ativagdo da ERK pelo shear stress na
auséncia de célcio intracelular (Ctrl, 100% = 13%; SS 10, 284% + 19%;
Bapta-AM, 123% = 11% vs SS 10’ + Bapta-AM, 219% * 27%). Ja com a
retirada do calcio extracelular com EGTA, houve uma inibigdo significante
(p<0,05) de 37% (figura 37b) (Ctrl, 100% = 13%; SS 10, 284% * 19%;

EGTA, 94% * 13% vs SS 10" + EGTA, 180% * 20%).
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Figura 37: Participacdo do Calcio para ativacdo da ERK pelo shear stress pelo
receptor AT1. A) Participagdo do célcio intracelular. B) Participagdo do caélcio
intracelular. SS, shear stress, 15 dinas/cm?, 10’ (n=6-12); 200uM de Bapta e 5mM
de EGTA. * p<0.05 vs Citrl; #p<0.05 vs SS 10'.

Para confirmar a participagdo da via da proteina Guq acoplada ao
receptor AT1 na mecanotransducdo ao shear stress, procuramos na
literatura por um inibidor especifico para essa subunidade da proteina G.
Apesar de ndo existir nenhum comercialmente disponivel, encontramos um

desenvolvido pela empresa Astellas Pharma (YM-254890) (113) e que nos
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foi gentilmente cedido pelo Dr Satya Kunapuli da Temple University Medical

School, Filadelfia.

A figura 38 mostra que a administragdo do YM-254890 foi eficiente em
inibir parcialmente a ativagdo da ERK pelo shear stress, mas ndao o
suficiente para igualar-se ao controle (Ctrl, 100% + 12%; SS 10, 285% *

19%; YM, 81% + 15% vs SS 10’ + YM, 208% * 12%,).

CHO+AT1a

400%-
300%- * 4

200%

p-ERK/ERK
(% do Ctrl)

100%- —_

0%-

Ctrl 5510 Yll'u"l S510'+YM

Figura 38: Inibicio especifica da proteina Goq. SS, shear stress, 15 dinas/cm?, 10’
(n=10-15); 100nM de YM. * p<0.05 vs Ctrl; #p<0.05 vs SS 10’.

Portanto, esses resultados sugerem que a ERK é ativada em resposta
ao shear stress e que este sinal € mediado, pelo menos em parte, pela via

classica de ativagdo do receptor AT1 da proteina Gag.
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5.6. MODIFICACAO DA EXPRESSAO DO RECEPTOR AT1 PELO

SHEAR STRESS PROLONGADO

Dados prévios do nosso grupo e resultados do capitulo 1 desse
projeto mostram que o shear stress é capaz de modular a expressao da ECA
em células endoteliais. Nesse sentido, fomos observar se o shear stress
prolongado (24h) também seria capaz de modular a expressao do receptor
AT1 em células endoteliais. A figura 39 mostra a expressdo génica do
receptor AT1 em células endoteliais submetidas a 24h de shear stress.
Observamos que a expressao génica do receptor AT1 diminuiu cerca de
50% nas células submetidas ao shear stress comparado a células que
permaneceram em condi¢des estaticas (Ctrl, 1 vs SS 24h, 0.48 + 0.16).
Neste grafico o grupo controle ndo tem desvio padrao, pois feita a analise
separada de cada individuo no estado basal e apds o0 shear stress 24h
assumindo que a expressao do estatico como 1 para cada individuo. Sendo

assim, a média do grupo controle ou estatico foi de 1, sem desvio padrao.
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Figura 39: Expressao génica do receptor AT1 em células endoteliais de humano.
SS, shear stress, 15 dinas/cm?, 124h. n=6. Neste grafico o grupo controle no tem
desvio padrao, pois feita a analise separada de cada individuo no estado basal e
apds o shear stress 24h assumindo que a expressao do estatico como 1 para cada
individuo. Sendo assim, a média do grupo controle ou estatico foi de 1, sem desvio
padrdo. * p<0.05 vs Ctrl.

Uma vez que dados anteriores mostram que diminuicdo da expressao
da ECA pelo shear stress € regulada por ela propria (Capitulo I, figura 20),
avaliamos se 0 mesmo poderia ocorrer com o receptor AT1. Neste sentido
utilizamos a mesma abordagem que utilizada pela ECA de estudo através de
gene reporter. Na figura 40 comparamos a diferenca na atividade promotora
do receptor AT1a em células CHO versus células CHO+AT1a. Observamos
que ambos o0s grupos celulares quando submetidos ao shear stress
responderam com diminuicdo da atividade promotora do receptor AT1
avaliada pela atividade da luciferase (CHO: Ctrl, 100% % 6% vs SS 24h, 76%
* 4%; CHO+AT1: Ctrl, 100% * 4% vs SS 24h, 79%). Ainda, assim como

observado com a ECA, temos que o meio condicionado pelo shear stress
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nao influenciou a atividade do promotor do receptor, ou seja, o efeito ndo é

secundario a liberacao de outro fator.
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I]% 1 T !
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Figura 40: Expressao génica do receptor AT1 em células endoteliais de humano.
SS, shear stress, 15 dinas/cm?, 124h. Cond = células expostas a meio de cultura
condicionado no SS por 24h. n=5-12. * p<0.05 vs Ctrl.

Assim, nossos resultados sugerem que a modulacao da expressao do

receptor AT1 pelo shear stress ocorre diretamente pela acao da forca fisica

e nao por fatores autdcrinos ou paracrinos liberados pelas células.
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6. Discussao

Desde a descoberta da renina em 1898, o sistema renina
angiotensina (SRA) é visto como um sistema enzimatico linear com
caracteristicas enddcrinas. O advento das técnicas de biologia molecular nos
anos 80 ndo modificou a visdo de um modelo linear, mas ampliou o seu
potencial de acao para efeitos paracrinos e autécrinos, uma vez que 0s
diferentes componentes estdo presentes em um mesmo tecido ou célula.
Estas caracteristicas sdo consistentes com uma variedade de acdes para
que o sistema exerca suas contribuicdes na manutencdo da homeostase
cardiovascular. Os dados apresentados neste trabalho mostram uma
caracteristica adicional do sistema, pois dois de seus mais importantes
componentes, a ECA e o receptor AT1 podem ser ativados e modulados
diretamente por estimulos fisicos, como o shear stress. A relevancia desses
achados ainda ndo esta determinada, mas potencialmente aumentara os
niveis de complexidade do sistema.

No capitulo | mostramos que o shear stress diminui a fosforilagdo da

ECA no residuo de Serina'?”°

em resposta ao shear stress tanto em células
CHO transfectadas com a ECA (ECA-wt, figura 17a) como em cultura
priméaria de células endoteliais humanas de veia safena (SVEC, figura 18a).
Essa diminuicdo ocorre desde 5 minutos de shear stress até 18h. Além
disso, somente células ECA-wt e SVEC, mas nao células CHO, tém a
fosforilacdo da JNK diminuida ap6s 18h de shear stress (figura 17b e 18c).

Nosso grupo ja descreveu anteriormente que a ECA tem sua expressao

diminuida em resposta ao shear stress (101). Nesse trabalho, confirmamos
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esse dado por imunoblotting e demonstramos que a diminuicdo na
expressdao da ECA ocorre por diminuicdo da fosforilacdo da prépria ECA
(figuras 18a e 20) e por diminuicdo da atividade da JNK (figura 21). Através
de ensaio com gene repoérter e utilizacdo de mutacdes na estrutura da ECA,
demonstramos que a porcao extracelular da enzima é essencial para que
toda essa cascata de eventos ocorra (figura 20). Por fim, demonstramos
também que os sinais de fosforilacao da ECA, diminuido pelo shear stress e
aumentado com IECAs, se equilibram quando as manipulagbes sao
realizadas de maneira concomitante (figura 19). Quando avaliado a ECA
como mecanosensora ao estiramento celular, ndo observamos alteragéo na

fosforilagdo do residuo de serina'?"®

apoés o estiramento (figura 16). Essa é a
primeira vez que uma enzima transmembranica €& descrita como
mecanostransdutora para forcas hemodinamicas.

No capitulo Il abordamos se o receptor AT1 seria mecanosensor para
0 Shear stress uma vez que ja existem estudos demonstrando resposta
mecanosensora do receptor ao estiramento celular (127, 133). Observamos
que o receptor AT1 é ativado ap6s 10 minutos de shear stress em células
CHO+AT1a (figura 26). A via intracelular ativada é dependente da ativacao
da proteina G e de calcio extracelular (figuras 37b e 38). O Candesartan,
mas ndo o Losartan é capaz de bloquear a resposta de ativacao do receptor
pelo shear stress (CHO+AT1a figura 27b; SVEC figura 29b). Em cultura
primaria de células endoteliais humanas, o Candesartan potencializou a

producdo de NO induzida pelo shear stress (figura 31a) que pode ser

explicado pelo aumentou da entrada de calcio para o citoplasma de maneira
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tempo dependente, que nao foi observado com o Losartan (figura 32). A pré-
exposicdo de células CHO+AT1 ao shear stress as tornam menos
responsivas a angioteinsina Il, enquanto a pré-exposicdo a angiotensina |l
pouco afeta a resposta ao shear stress (figuras 34b e c). Por fim, a
exposicao prolongada ao shear stress (24h) diminui a expressdao dos
receptores AT1 em cultura primaria de células endoteliais (figura 39) de
maneira independente da sinalizacdo ativada pelos receptores AT1 na
membrana celular (figura 40). Esse é o primeiro estudo que descreve um
receptor acoplado a proteina G e com grande relevancia para a fisiopatologia

do sistema cardiovascular, como mecanotransdutor para o shear stress.

REGULACAO DA EXPRESSAO DE COMPONENTES DO SRA PELO
SHEAR STRESS

O SRA via ativacao do receptor AT1 pela angiotensina IlI, pode
participar de diversas fases do desenvolvimento da formagdo da
aterosclerose vascular (86). Inicialmente, a angiotensina |l altera o estado
redox das células endoteliais aumentando a concentracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (115). Essas EROs sédo capazes de interagir
com o 6xido nitrico (NO) de maneira a inativa-lo e contribuir para a
progressao e instabilidade das placas ateroscleréticas (103). A angiotensina
Il altera também a expressao de genes codificadores para citocinas, fatores
de crescimento e moléculas de adesao relacionadas com a condicdo
inflamatéria vascular. Estimula a adesdo de mondcitos e neutréfilos as

células endoteliais pela da inducao da expressao de P-selectina, ICAM-1 e
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VCAM-1 em células endoteliais e musculares lisas. E por fim, aumenta os
niveis de MCP-1 (proteina de quimiotaxia de mondécitos), interlucina-8 e IP-
10, potentes ativadores de neutrdfilos (93, 117).

O shear stress tem sido considerado fator de protecdo vascular
prevenindo o desenvolvimento de processos inflamatérios, devido a fatores
produzidos pelo endotélio (34, 85, 116) e a capacidade de estimular a
expressao de genes (16).

Nosso grupo ja demonstrou que, o shear stress além desses diversos
efeitos ja descritos, também é capaz de modular a expressao da ECA em
células endoteliais o que poderia influenciar na produgdo local de
angiotensina Il (101). Além disso, estudos genéticos de associacdo com o
polimorfismo da ECA j& demonstraram que individuos hipertensos com o
gendtipo DD (maior atividade circulante da ECA) apresentam vasodilatacao
dependente do endotélio prejudicada em relagéo a individuos Il ou ID (menor
atividade circulate da ECA), o que sugere a participacdo da ECA nessa
modulacédo da funcdo endotelial (95). No presente trabalho, encontramos
mais um potencial efeito vasoprotetor do shear stress sobre a camada
endotelial. Além da diminuicdo da expressdao da ECA, nosso trabalho
demonstra que o shear stress também diminui a expressao do receptor AT1
0 que favoreceria ainda mais a uma menor agdo da angiotensina Il.
Entretanto, com a demonstracao de que a ECA e o receptor AT1 podem
também ser ativados por forcas hemodindmicas, a menor formacao de
angiotensina |l pode nao ser suficiente para impedir completamente a

ativagdo do SRA. Estudos adicionais serdo necessarios para melhor
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esclarecer a importancia fisiolégica ou patoldégica desta atividade

mecanosensora da ECA e do AT1.

MECANOTRANSDUCAO ATIVADO PELA ECA E REGULACAO DE SUA
EXPRESSAO PELO SHEAR STRESS

Devido aos diversos efeitos benéficos que a liberacdo de NO exerce
sobre a funcado endotelial (124), nosso grupo investigou anteriormente qual
seria 0 papel do NO liberado pelo shear stress na regulacdo da expressao
da ECA. Foi observado que o NO participa da manutencdo da expressao
ECA em condicdes estaticas, mas que a producao do NO pelo shear stress
ndo esta associada com a diminuicdo da expressao da ECA pelo estimulo
fisico (96).

A descricdo de que a ECA pode ser fosforilada na sua cauda
citoplasmatica e com isto controlar a sua expressao, trouxe a possibilidade
da ECA perceber estimulos fisicos pela sua porcao extracelular ou
transmembranica e ativar vias de sinalizacao intracelular. Estudos iniciais
que descrevem essa sinalizacdo intracelular pela ECA mostraram que
inibidores da ECA e a bradicinina sdo capazes induzir a fosforilacdo do

residuo de serina'?”®

e, via uma série de eventos intracelulares dependentes
da JNK, aumentar a expressado da prépria ECA e da ciclooxigenase-2 (60,
61). Além dessa modulacédo génica, a fosforilacdo da ECA é essencial para
manté-la ancorada a membrana plasmatica, evitando, por mecanismos ainda

nao conhecidos, a acdo de secretases sobre a sua porcéao extracelular (62).

Baseado nesses dados, nossa hipotese foi que o a ECA, per se, seria capaz
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de perceber o estimulo fisico, diminuir sua fosforilacdo, diminuir a ativacao
da JNK e consequentemente ser responsavel por diminuir sua prépria
expressao com o shear stress.

Nesse trabalho mostramos que a expressao da ECA pelo shear stress
somente foi diminuida nas células que expressam a ECA na membrana
celular. Para avaliar as propriedades mecanosensora e mecanotransdutora
da ECA, mutantes da ECA truncada sem a porgcdo extracelular ou sem a
porcdo intracelular foram construidos e a expressao da ECA avaliada. Uma
vez que ambas as constru¢gdes nao modificaram a atividade do promotor da
ECA em resposta ao shear stress, concluimos que ambas as porcdes sao
importantes para a ECA ativar a via de sinalizacao intracelular, a porcao
extracelular essencial como mecanosensora € a porgcado intracelular
fundamental como mecanotransdutora da forca fisica.

Sabendo-se de que a presenca da ECA é essencial para a regulagéao
da sua prépria atividade promotora, fomos entdo avaliar a regulagdo da

fosforilagdo da ECA no residuo de serina'?"

e a via intracelular descrita, a
JNK. Observamos em células ECAwt que a fosforilagdo da ECA diminuiu
logo com 5 minutos e se manteve por até 18h de shear stress. Ja nas
células endoteliais humanas, a diminuicdo foi menos acentuada e so6 foi
observado diferenca estatisticamente significante com 18h de shear (com 30
minutos de shear stress ha diminuicao de 34% na fosforilagdo do residuo

porém nao significante). Com relacdo a fosforilagdo da JNK, a diminuicao da

sua atividade também sé foi observada em células que expressam a ECA,
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porém, de maneira diferente ao observado com a pECA-ser'?”®

a diminuicao
da JNK sé foi observada apds 18h de shear stress.

A confirmagédo da participacdo da JNK como via moduladora da
expressdao da ECA foi feita através da utilizagdo de um inibidor da JNK
(SP600125). Células estaticas tratadas com esse inibidor tiveram diminuicao
da atividade promotora da ECA o que comprova que a propria diminuicdo da
JNK, como observado com o shear stress, per se, é suficiente para modular
a expressao da ECA.

A via da JNK representa um subgrupo das MAP kinases que sao
ativadas essencialmente por citocinas inflamatérias e outras situagdes de
estresse como exposicao a luz ultravioleta, choque térmico ou osmotico e
desequilibrio redox (22). Trés diferentes genes codificam para as 3
diferentes proteinas: JNK 1 e 2 que s&o ubiquitinamente expressas, e JNK 3
que é restrita ao sistema nervoso central (111). A ativagdo dessa via
intracelular tem sido encontrada ativada em diversos processos patoldgicos
como cancer (56), insuficiéncia cardiaca (68), doencas neurodegenerativas
(46), obesidade, aterosclerose, diabetes (111), artrite (42), asma (84) e
outros processos inflamatérios (54).

Dentre esses diversos processos que envolvem a ativacao da JNK, a
atherosclerose € uma das mais discutidas na literatura. A aterosclerose no
contexto vascular € uma resposta inflamatéria sistémica relacionada com
disturbios metabdlicos que envolvem células T, macrofagos e células do
sistema vascular (33). Utilizando-se de animais ApoE-/-, Ricci e cols.

demonstraram que a JNK (principalmente JNK 2) é essencial para o
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desenvolvimento da atherosclerose nesse modelo genético (100). Mais
recentemente, estudos com animais JNK2”~ demonstraram que esse modelo
experimental tem maior expressdo de enzimas do sistema antioxidante como
a superoxido dismutase (SOD) e por isso é mais resistente a desenvolver a
disfuncao endotelial, um dos primeiros passos para o inicio da aterosclerose
(90). Além disso, ja foi demonstrado também que a ativacdo da JNK é um
importante via relacionada com a ativagdo das células endoteliais nos
estagios inicias do desenvolvimento da aterosclerose em resposta a agentes
pro-inflamatérios (TNFalfa, IL-1) (25) e induz a expressao de moléculas de
adesdo como V-CAM e I-CAM (3, 23). J& nos estagios mais avancados, a
JNK esta relacionada com a ativacdo de vias pro-apoptédticas e de
degradacao de matrix extracelular e conseqlente ruptura da placa de
aterosclerose (33, 72).

A modulagdo da JNK pelo shear stress € bastante debatida na
literatura e diversos cenarios sao encontrados dependendo do tipo celular
utilizado, da intensidade e padrdo do shear stress aplicado, e ao tempo de
estimulo aplicado. Alguns estudos observaram que ha um aumento nos
momentos inicias do shear stress (pico ate os 30 min iniciais), tendo as
integrinas papel fundamental como mecanotransdutores, porém uma
diminui¢cdo para niveis menores que o basal ap6s 1h de estimulo em células
endoteliais (13). Essa diminuicdo persiste por periodos mais prolongados,
como 16 e 24 horas de shear e pode estar associada com os efeitos

antiaterogenicos. Ja a pré-exposicao de células endoteliais ao shear stress é
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fortemente capaz de impedir a ativacao da JNK por fatores pro-inflamatérios
(129).

Entretanto, recentemente foi demonstrado que tipos de matrizes
extracelulares distintos podem levar a diferencas de ativacdo da JNK pelo
shear stress (40). Estudos anteriores ja haviam mostrado que diversos tipos
celulares quando aderidos em membrana basal composta
predominantemente por coldgeno mantém-se em estado quiescente,
enquanto que, se mantidas sobre membrana basal composta
predominantemente de fibronectina ou fibrinogénio, adquirem caracteristicas
proliferativas e migratérias (109). Hahn e cols. demonstraram que células
endoteliais normalmente estdo aderidas sobre uma membrana basal
composta de laminina e colageno IV, e que regides de shear stress
oscilatério, onde ha a maior predisposicdo para o desenvolvimento de
aterosclerose, ha aumento da expressao de fibronectina na lamina basal
(40). Em estagios mais avancados da lesdo vascular, ha também o
surgimento de fibrinogénio nessas regides. Interessantemente, quando as
células endoteliais sdo plaqueadas sobre fibronectina, mas nao sobre
colageno, apresentam mediadores de processos inflamatérios (NF-kB, PAK
e JNK) ativados em resposta ao shear stress, sugerindo que alteracdées na
matriz subendotelial vascular podem contribuir para a formagdo de
processos inflamatérios (40, 88, 89). Assim, nossos dados de diminuigdo da
ativacdo da JNK se justificam uma vez que nossas células estavam
plagueadas sobre gelatina (colageno denaturado) de maneira a melhorar a

aderéncia das células sobre a placa.
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Dessa maneira, sugerimos que o0 shear stress e a administracdo de
iIECAs tem efeitos opostos sobre a modulagdo da ECA pela mesma via
intracelular. Isto fica mais evidente quando submetemos células endoteliais
humanas ao shear stress concomitantemente com a administracdo de
inibidores da ECA e nenhuma das manipulagdes prevaleceu sobre a outra
na modulacéo da fosforilacdo da cauda citoplasmatica da ECA. O significado
fisioldgico da via intracelular modulada pela ECA seja pelo shear stress, seja
pelos iIECAs ou mesmo pela administracédo conjunta dos dois tratamentos
ainda necessita ser melhor explorado. Estudos in vivo neste sentido sao
complicados, pois € muito dificil isolar somente os efeitos da porcao
intracelular da ECA.

Diversos estudos in vivo e in vitro demonstraram que a sobrecarga
pressorica ou o estiramento celular aumentam a expressao génica de alguns
componentes do SRA, entre eles, a ECA (43, 52, 76, 107). Por esse motivo,
assim como foi abordado para o shear stress, nosso objetivo foi estudar qual
a participacao da sinalizagéo intracelular ativada pela ECA nesta modulagao.

Diferentemente do observado com o shear stress, ndo observamos

alteracdo na fosforilagdo do residuo de serina'?”

apds os tempos de
estiramento observado (5min, 30 min e 18h) tanto em células ECAwt ou em
fibroblastos cardiacos. Como esperado, a atividade da JNK aumentou com o
estiramento. Apesar de nao termos confirmado o aumento da expressao da
ECA com o estiramento, nossos resultados sugerem que o aumento da

expressao da enzima, ja demonstrado na literatura, pode ocorrer via a

ativacdo da JNK, uma vez que demonstramos a participacdo dessa via na
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modulacédo da atividade promotora da ECA. Entretanto, a ativacdo da JNK
pelo estiramento parece nao ser via fosforilagdo da porgao citoplasmatica da

ECA.

MECANOTRANSDUCAO ATIVADO PELO RECEPTOR AT1 E
REGULACAO DE SUA EXPRESSAO PELO SHEAR STRESS

A atividade promotora do receptor AT1a mostrou-se diminuida de
maneira independente a presenca do receptor na membrana celular e a
exposicdo de células estaticas a meio de cultura condicionado no shear
stress por 24h nao alterou a atividade promotora do receptor. Este dado
sugere que o receptor AT1 nado participa da sua diminuicdo de expressao
induzida pelo shear stress, e ocorre de maneira independente de fatores
autdcrinos e/ou paracrinos liberados no meio de cultura. Entretanto, essa
segunda conclusdo deve ser vista com cuidado devido a limitagdes do
método de utilizacdo de meio condicionado. Moléculas como o NO, por
exemplo, depois de produzidas e liberadas em resposta ao shear stress séo
rapidamente metabolizadas e, portanto ndo podem ser consideradas nesse
tipo de experimento. Somente substéncias que permanecem estaveis e se
acumulam de maneira significativa no meio de cultura durante o shear stress
serdo transferidas para as outras células.

Dados da literatura sugerem a participacdo do PPARy na modulacao
dos receptores AT1 (6, 132). Assim como shear stress laminar, a ativagao do
PPARy também exerce efeitos anti-inflamatérios na parede vascular por

inibir a expressao de moléculas de adesao e estimular a producao de NO

104



Discusséo

(70). Além disso, ja estda bem descrito que o shear stress laminar ativa
PPARy em células endoteliais (71, 98). Por outro lado, resultados da
literatura mostram que tanto o telmisartan, um bloqueador do receptor AT1
com capacidade de ativar PPARy, como outros agonistas do PPARy séo
capazes de diminuir a expressdao do receptor AT1 (108). Dessa maneira,
pode-se especular que a ativacdo do PPARy com o shear stress possa ser
responsavel por essa diminuicdo da expressao do receptor.

Um fato interessante foi que células CHO expressando receptor AT1a
na membrana celular levou ativacdo de ERK apds 10 minutos de estimulo
por shear stress, o que nao foi observado nas células CHO selvagem. Esse
resultado € uma forte evidéncia da participacdo do receptor AT1 como
mecanotransdutor ao shear stress. Ja é bem demonstrado que o receptor
AT1 é capaz de ativar vias de sinalizacdo intracelulares dependentes e
independentes de proteina G (87). Enquanto que no estiramento a via da
Jak-2 é ativada pelo receptor AT1 (133), no shear stress esta via parece nao
participar da mecanotransducdo ativada pelo receptor. Nossos dados
sugerem que a via dependente de proteina Gq/IPB/Ca2+ participa da ativacéao
do receptor AT1 pelo shear stress, porém nenhuma das intervencoes
realizadas inibiu completamente a ativacdo da ERK sugerindo que alguma
outra via possa estar participando desta resposta.

Uma possivel via de ativacdo da ERK pelo receptor AT1 que nao
estudamos € pela producao de espécies reativas de oxigénio (10, 35), via
esta bastante importante principalmente em células endoteliais. Entretanto, o

modo classicamente descrito que a angiotensina |l estimula a producao de
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EROs é pela ativagdo da NADPH oxidase (119, 131), entretanto, alguns
trabalhos em células CHO mostram que esta linhagem celular ndo expressa
nenhuma da isoformas da Nox, necessaria para a formagdo do complexo
protéico da NADPH oxidase (15).

Receptores acoplados a proteina G (GPCRs), ou receptores com 7
dominios transmembranicos, constituem a maior familia de proteinas do
organismo. Mais de 1000 diferentes GPCRs j& foram clonados desde o inicio
dos anos 90 (63). Seus ligantes abrangem uma enorme variedade de
moléculas como neutransmissores, peptideos, lipidios, glicoproteinas,
nucleotideos, ions e proteases (32). Além disso, estimulos exégenos como
luz, odor e paladar também podem ser traduzidos por essa classe de
receptores (44, 65). Apesar disso tudo, o estudo do papel dessa classe de
receptores como mecanotransdutores para o shear stress € muito pequeno.
No nosso conhecimento somente 2 trabalhos realmente abordaram esse
assunto de maneira a procurar possiveis GPCRs candidatos para a
mecanotransducao (12, 73), sendo que somente 1 utilizou-se de células
endoteliais (12). Outros trabalhos abordam a participacdo da proteina G, e
ndo de receptores acoplados a elas, utilizando-se de abordagens
promiscuas como por exemplo a inibicdo de toda uma classe de proteinas G
(53, 75) ou a recontituicao de proteinas G em membranas de fosfolipides
(38, 39).

Chachisvilis e cols. em 2006, apesar de estudarem a participacao do
GPCR B2 de bradicinina como mecanosensor ao shear stress, nao avaliou a

ativacado especificamente de vias intracelulares pelo receptor, mas sim que o

106



Discusséo

Shear stress é capaz de induzir alteracdes conformacionais sobre o receptor
(alteracbes essas diferentes das induzidas pelo agonista) (12). Essa
observacao se aplica mais entdo ao receptor B2 como mecanosensor, mas
nao confirma sua funcdo como mecanotransdutor do shear stress. Além
disso, em 2001, Bergaya e cols. j& haviam demonstrado que animais KO
para calicreinas teciduais (enzima necessaria para a formacado da
bradicinina) tém a vasodilatagdo induzida pelo fluxo prejudicada (7),
sugerindo, portanto, a necessidade do ligante bradicinina para a ativacédo
dos receptores B2 pelo fluxo sanguineo.

Assim, nossos resultados sao a primeira evidéncia da participacao de
um receptor em especifico acoplado a proteina G como mecanostransdutor

ao shear stress.

DIFERECA NA ATIVACAO DO RECEPTOR AT1 POR ANGIOTENSINA II
OU POR SHEAR STRESS - PAPEL DO BRAs

Nesse trabalho n6s também testamos a eficiéncia de 2 bloqueadores
do receptor AT1 em impedir a ativacdo do receptor pelo shear stress.
Observamos tanto em células CHO+AT1a como em cultura primaria de
células endoteliais que somente o Candesartan, mas nao o Losartan,
conseguiu impedir a ativacdo do receptor pelo shear stress. Além disso, o
Candesartan potencializou a producao do NO pelo shear stress. Dessa
maneira, podemos sugerir que o Candesartan pode ter efeitos benéficos

adicionais sobre a funcao endotelial através de 2 mecanismos ainda nao
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descritos: bloqueio da ativacdo mecéanica do receptor e potencializacao da
producado de NO induzida pelo shear stress.

A capacidade do Candesartan em impedir a ativacdo do receptor por
estimulos mecanicos ja esta bem descrita na literatura com relacdo ao
estiramento (126, 133). Acredita-se que essa capacidade € devida a
presenca de carboxila no anel imidazol, que confere a molécula maior
interacdo com o receptor, e estd ausente na estrutura do Losartan (8, 126).
Esta carboxila parece conferir aos BRAs a caracteristica de agonista inverso,
que é um bloqueador que compete com o agonista natural e impedir a
ativacao constitutiva do receptor (28, 55, 79). Mais recentemente, com a
demonstracdo da ativacdo do receptor AT1 por estiramento mecéanico, tem
sido mostrado que uma molécula agonista inversa também tem a
capacidade de impedir modificagdes estruturais resultante de estimulos
fisicos (126, 127). Nossos resultados mostram que da mesma maneira que
no estiramento, o Candesartan, mas ndao o Losartan, bloqueia ativacdo do
receptor AT1 pelo shear stress.

A estrutura dos GPCrs tem bastante plasticidade, isto é, o receptor
pode assumir diferentes conformagbes dependendo do ligante (26, 59).
Podemos comparar 3 diferentes “ligantes” ou “ativadores” do receptor AT1
que causam alteracdes conformacionais distintas e ativam vias de
sinalizacdo especificas (Ang Il, [Sar', lle*, 1le®] Ang Il (Sll), e estiramento)
(77, 122, 126). Os dados obtidos neste trabalho sugerem que uma
conformacdo diferente das ja descritas pode estar ocorrendo sobre o

receptor induzida pelo shear stress. Em primeiro lugar, acreditamos que a
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ativacado pelo shear stress seja diferente da angiotensina |l, pois enquanto
ambos Losartan e Candesartan sdo capazes de bloquear a ativacao do AT1
pela angiotensina Il, somente o Candesartan é capaz de bloquear o shear
stress de ativar o receptor. Em segundo lugar, acreditamos que a ativacéao
pelo shear stress seja diferente da [Sar', lle*, 1le®] Ang Il (SIl) porque o
tempo de ativagdo das vias intracelulares ativadas por cada estimulo é
diferente. E por ultimo, acreditamos também que a ativacdo pelo shear
stress seja diferente da ativacao pelo estiramento pois as vias intracelulares

ativadas nao sao as mesmas.
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7. Conclusoes

Em conjunto, os dados apresentados dao suporte a idéia de que a
ECA e o receptor AT1 da angiotensina Il podem perceber estimulos fisicos,
como o shear stress, e eliciar cascatas de sinalizacao intracelular.

Muito embora a relevancia fisiopatolégica destes achados nao esteja

esclarecida, € importante salientar que:

1. O mecanismo de diminuicdo da expressado da ECA em resposta ao shear

stress foi elucidado e envolve a fosforilacdo de um residuo intracelular;

2. O receptor AT1 da angiotensina, pertencente a classe dos receptores
acoplados da proteina G, pode ser ativado de maneira ligante-independente
por shear stress e, mais importante, estes efeitos sdo modulados de maneira
distinta por diferentes bloqueadores dos receptores da angiotensina (BRAS)

amplamente utilizados no tratamento de doengas cardiovasculares.
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Anexo |

1. Aprovacao CAPPesq

o
o e
APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de S@o Paulo, em sessdio de
10.05.06, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 387/06, intitulado:
“Papel do dominio citoplasmdtico da enzima conversora de angiotensina-
1 como feitor da mecanotransducdo no sistema cardiovascular”
apresentado pela COMISSAO CIENTIFICA E DE ETICA DO
INSTITUTO DO CORACAO.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar &
CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do

Conselho Nacional de Satde n°® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra "c*)

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Eduardo Moacyr Krieger
Pesquisador (a) Executante: Sr. Valério Garrone Barauna

CAPPesq, 10 de Maio de 2006.

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Foculdede de Medicina da Universidade de Sio Paulo
Rua Ovidio Pires de Compas. 225, 5° andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo - SP
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Anexo |

2. Aprovacao da Comissao Cientifica do Instituto do Coracao

Mem. CC. 1713

S&o Paulo, 09 de novembra de 2006.

Ao
Prof. Dr. Eduardo Moacyr Krieger

Ref.: Protocolo de Pesquisa SDC 2796/06/041

A Comiss&o Cientifica do Instituto do Coragéo, apreciou na sessao 506/06/20 de 09.11.2006,
a aprovacdo do auxilio FAPESP (n° 2004/15707-3) e FINEP (n°® 3842/2004-FNS) do
Protocolo de Pesquisa SDC 2796/06/041 “Papel do Dominio Citoplasmatico da Enzima
Conversora de Angiotensina-l como Feitor da Mecanotransdugdo no Sistema
Cardiovascular”, e foi 0 seguinte parecer: “Ciente”.

Atenciosamente,

':f--[:.uuox s
Selma C,_Quaia Fortunato
Secretaria da Comisséo Cientifica

InCor - HC.FMUSP
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Anexo II

1. Aprovacao CAPPesq — Identificacdo e caracterizacio de proteinas

modificadas em veias safenas arterializadas.
Fr
N
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

APROVACAO

DIRETORIA CLINICA

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessdo de
23.09.04, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 638/04, intitulado:
"Identificagdo e caracterizacdo de proteinas modificadas em veias
safena arterializadas” apresentado pela COMISSAO CIENTIFICA E

DE ETICA DO INSTITUTO DO CORACAO, inclusive o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. José Eduardo Krieger
Pesquisador(a) Executante: Dra. Luciene Cristina Gastalho Campos

CAPPesq, 23 de Setembro de 2004,

Mo,
PROF. DR. EUCLIDES AYRE'S DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise

de Projetos de Pesquisa

OBSERVACAO: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar d CAPPesq, os relatérios
parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Sauide n® 196, de 10.10.1996 inciso IX.2 letra "c”)

137



Anexo 111

138



Anexo III

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU

RESPONSAVEL LEGAL
1. NOME DO PACIENTE ...ttt e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: ........ oo l......
ENDERECO ....cooiiiiiiiieieeeeeeeetee e |\ APTO: ..o,
BAIRRO: ...oooioiiiiiieeeeeece e, CIDADE ...
CEP:.ooeeeeeeeeeeee, TELEFONE:DDD (............ ) e
2. RESPONSAVEL LEGAL....oooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e s s eeees s s e eeeenas
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, Curador €tC.) .......ceevueeenueerrieennueeesiieeenieeennnes
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......c.ccoovvviieeeeinnnn. SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ...... [eveiiid ...
ENDERECO:.......cooiiiiiiieeitecieeeecee et |\ APTO: ............
BAIRRO :......ooiiiiieeeee e CIDADE: ..o
CEP:.ooeeeeeeeee e TELEFONE: DDD (............ ) TR

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

ECA e Receptor AT1 participam da mecanotransducio de sinais
hemodinamicos independentemente da angiotensina II.

PESQUISADOR: José Eduardo Krieger
CARGO/FUNCAO:. Diretor INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 61539

UNIDADE DO HCFMUSP: Incor - Laboratério de Genética e Cardiologia
Molecular.

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO (X) RISCO MINIMO () RISCO MEDIO ()

RISCO BAIXO () RISCO MAIOR ()

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou
tardia do estudo)

3.DURACAO DA PESQUISA : 3 anos
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III - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE
OU SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa: o objetivo deste estudo é compreender
porque a “ponte de safena” entope apds um certo periodo. quando a mesma ¢é
colocada para substituir uma artéria corondria que estava “entupida” e que por isso
provocou um infarto no individuo. Este estudo pode ser justificado pelo motivo que
muitos dos individuos que passam pela cirurgia de revascularizacdo cardiaca,
precisam retornar apds algum tempo ao hospital para trocar suas “pontes de safena”,
pois estas estdo “entupidas”.

2. procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluindo a identificacdo dos
procedimentos que sdo experimentais: vocé participara deste estudo apds ser
submetido a cirurgia de revascularizacio cardiaca.

3. desconfortos e riscos esperados: nao havera nenhum risco e desconforto devido
a pesquisa, pois nao sera realizado nada além do que a cirurgia necessite.
Apenas os segmentos de veias safenas que nao serao utilizados para construir a
“ponte de safena” sera utilizada para a pesquisa, ou seja, utilizaremos a veia
que sobrara e que seria descartada.

4. beneficios que poderio ser obtidos: este estudo contribuird para a descoberta de
novas terapias para implantagcao da veia safena no coragao, beneficiando o paciente a
ndo ter que passar pelo desconforto de uma nova cirurgia apds de algum tempo.

5. procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo:

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacdées sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais davidas: vocé
pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessdria antes de participar do estudo

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia: a
sua participacdo no estudo € voluntaria, mas vocé tem plena liberdade para nao aceitar
participar da pesquisa, sem incorrer em nenhuma penalidade. O seu atendimento médico
ndo serd prejudicado caso vocé decida ndo participar.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade:

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.

5. viabilidade de indenizagdo por eventuais danos a satide decorrentes da pesquisa.
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V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES
ADVERSAS.

Prof. Dr. José Eduardo Krieger InCor — Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 44

Tel: 3069-5579/ 5069

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 200

Assinatura do sujeito da pesquisa ou Assinatura do pesquisador
responsavel legal (carimbo ou nome Legivel)
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