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RESUMO

Muitos estudos tém abordado a via conhecida como ndo gendmica da aldosterona. Estes
trabalhos mostram um grande ndmero de atividades fisiologicas desse horménio, que
ndo envolvem o mecanismo classico para receptores MR, no qual, ocorre a translocagdo
do complexo hormonio-receptor ao ndcleo. Ensaios realizados em culturas primarias de
cardiomidcitos de ratos, na presenca do inibidor do receptor MR, demonstraram
aumento de AMPc e Ca?* nas células tratadas com aldosterona quando comparados ao
seus respectivos controles. O AMPc demonstrou ser modulado também pela presenga
do Ca* intracelular, uma vez que seus niveis decairam em relacdo ao controle quando
as células foram tratadas com BAPTA-AM (quelante de Ca*" intracelular). O Ca*
liberado nesta via provavelmente ativa uma adenilil ciclase sensivel ao Ca** (AC1 é
uma isoforma expressa conhecida nesta linhagem celular) elevando os niveis de AMPc.
Os referidos dados também apontam para a ativacdo de PKC, que diretamente estaria
fosforilando ERKS. Outros trabalhos existentes na literatura relataram essa
possibilidade apontando como autora uma PKC do tipo &. Ativacdo de ERKS ja foi
descrita como um dos passos necessarios para induzir a célula a hipertrofia. Tais
resultados demonstram também, pela primeira vez, a participacdo da mAKAP no
processo hipertrofico gerado pela aldosterona, assim como de um possivel “cross

talking” entre seus diferentes receptores.
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ABSTRACT

Many studies have explored the known as nongenomic pathway of aldosterone. These
studies show a large number of physiological activities of this hormone, which doesn’t
involve the classical mechanism to MR receptor. This mechanism involves the
translocation from hormone-receptor complex to the nucleus. Tests conducted in the
presence of MR receptor’s inhibitor in primary cell culture of cardiomiocytes of rats
showed an increase of cAMP and Ca* in cells treated with aldosterone when compared
to their respective controls. The cAMP was also supposed to be modulated by the
presence of intracellular Ca*. Cells treated with BAPTA-AM (chelator of intracellular
Ca’") released Ca?* to the control level in this pathway showed, probably, a direct
activation of calcium-sensitive adenylate cyclase, increasing the levels of CAMP (ACl is a
known isoforme in this cells). Such data also indicate that PKC could activate directly
ERKS5 phosphorylating. Other studies reported in the literature point out this same
possibility using PKCepsilon isoform, according to the author. ERK5 activation has
been described as one of the steps to induce the cells to hypertrophy. These results also
demonstrate, for the first time, the mMAKAP role on the hypertrophic process generated

by aldosterone, as well as a possible "cross talking™ between its different receptors.
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INTRODUCAO



1- INTRODUCAO

Aldosterona (Fig.1) foi isolada pela primeira vez em 1953 como o Gltimo dos
horménios esteroides a ser reconhecido, Simpson et al. (1954). A descoberta da
aldosterona h& mais de cinco décadas, levou as pesquisas que produziram uma andlise
extensiva das acdes bioldgicas mediadas por esta molécula. A histéria da descoberta dos
mecanismos de regulacdo e de acdo da aldosterona, entre 1960 e 1970, ofereceu uma
visdo Unica do nascimento da biologia molecular e seu consequente impacto no campo
de pesquisa genémica nas décadas de 1980 e 1990, e no século XXI, Williams et al.
(2003).
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Figura 1: Férmula quimica da aldosterona. Fonte: NCBI/Pubchem.



A aldosterona é o mais importante horménio mineralocorticoide. Em mamiferos é
sintetizado a partir do colesterol, Dooley et al. (2011) na zona glomerulosa do cértex da
supra-renal e exerce papel essencial na homeostase de agua e eletrélitos. Sua férmula e
peso molecular sdo C,1H,505 e 360.4 [g/mol], respectivamente. Esse hormonio exerce
0s seus efeitos nos tecidos epiteliais dos rins, do colon e em tecidos ndo-epiteliais, tais
como o cérebro e o sistema cardiovascular, Dooley et al. (2011), regulando a reabsorcéo
de solutos em epitélios, como no célon distal e nos rins, Marver et al. (1983).

O precursor da aldosterona, o colesterol, é um lipidio que esta presente no
organismo animal, tanto nos tecidos como nas lipoproteinas plasmaticas, seja sob a
forma livre ou combinada (com &acidos graxos), como o éster de colesterol, Brody
(1993). Sua importancia fisioldgica reside no amplo papel que desempenha no
organismo animal como precursor de sais biliares, de horménios glicocorticoides e
mineralocorticoides, na sintese de hormdnios sexuais, na formacgdo de vitamina D e
principalmente, como elemento estrutural nas membranas celulares, Brody (1993). O
colesterol estd presente em diversos tipos de alimentos de origem animal, podendo ser
ingerido na dieta, além de ser sintetizado no figado a partir de moléculas mais simples,
Nelson e Cox (2006).

No organismo, a aldosterona é sintetizada a partir do colesterol (Fig.2) por uma
série de reacbes enzimaticas coordenadas e especificas. Primeiramente, o colesterol
atravessa a membrana mitocondrial onde a primeira enzima da via esteroidogénica esta
situada. ApoOs a translocacdo para a mitocondria, o colesterol € convertido em
aldosterona por uma série de reacdes enzimaticas catalisadas por desidrogenases e
oxidases de funcdo mista. Muitas dessas enzimas pertencentes a superfamilia do
citocromo P450, requerem um sistema de coenzima acoplado (adrenodoxina /
adrenodoxina redutase), que transferem elétrons para a enzima P450, atuando como
redutores equivalentes para a reacdo de hidroxilagdo, Lambeth et al. (1982).

A primeira reagdo € a conversdo do colesterol em pregnenolona, catalisada pela
clivagem da cadeia lateral P450 da enzima (CYP11ALl), codificada pelo gene CYP11A1
que se encontra no cromossomo humano 15. Esta enzima catalisa trés reacGes, que antes
da descoberta do gene STAR foram consideradas limitantes: a 20a-hidroxilagdo, 22-
hidroxilacdo e quebra da ligacdo entre o C-20 e C-22 para produzir pregnenolona e

acido isocaproico, Lieberman e Lin (2001); Connell e Davies (2005).



A pregnenolona é liberada no citosol e é convertida em progesterona por
desidrogenacao do grupo 3B-hidroxila e isomerizagdo da ligagcdo dupla em C5 para A4
pela 3B-hidroxiesterdidedesidrogenase (3p-HSD), que esté localizada na membrana do
reticulo endoplasmatico liso. Duas isoenzimas da 3B-HSD foram identificadas em
humanos, Mason (1993); Simard et al. (1993). HSD3B1 e HSD3B2 sdo codificados
pelos genes 3p-HSD1 e 3B-HSD2, respectivamente, que se encontram em tandem no
cromossomo 1 em humanos, Berube et al. (1989); Lachance et al. (1991) enzima
conversora de angiotensina.

A progesterona sofre 21-hidroxilagdo pela CYP21A, enzima localizada na
superficie citoplasmatica do reticulo endoplasmatico liso, produzindo 11-
deoxicorticosterona, Shinzawa et al. (1988). O gene que codifica a enzima CYP21A foi
mapeado no cromossomo humano 6 e é adjacente a um pseudogene, CYP21P, White et
al. (1986). A converséo de 11-deoxicorticosterona para aldosterona envolve trés reagdes
consecutivas: 11B-Hidroxilagdo da 11-deoxicorticosterona para formar corticosterona,
18-hidroxilacdo para produzir 18-hydroxycorticosterone (18-OH-B) e, finalmente, 18-
methyloxidation a aldosterona. Estas reacdes sdo catalisadas pela aldosterona sintase,
que se localiza no interior da membrana mitocondrial e € codificada pelo gene
CYP11B2, gene este expresso na zona glomerulosa.

A aldosterona sintase ¢ altamente homologa (cerca de 90%) para 11pB-hidroxilase
(o produto do gene CYP11B1), que catalisa a conversdo de 11-desoxicortisol para o
glicocorticéide cortisol. Os dois genes estdo localizados em tandem em cromossomo
humano, Mornet et al. (1989); Connell e Davies (2005).
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O horménio aldosterona esta inserido em uma importante cascata de sinalizagdo
de protecdo dos rins que se inicia com a queda de pressdo arterial, conhecido por
sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS). RAAS ¢é um sistema neuroenddcrino
complexo responsavel pela modulacdo do equilibrio hidroeletrolitico e regulacdo da
pressdo arterial. Atraves das suas multiplas interacGes esse sistema contribui para a
protecdo do tecido endotelial, cardiaco, cerebral e renal. Adicionalmente, ele regula
ainda a resposta do endotélio a inflamagdo e lesdo. A sua ativacdo cronica induz
hipertensdo e perpetuacdo de uma cascata pro-inflamatdria, pré-trombotica e
aterogénica, e ¢ a base da leséo de varios 6rgaos-alvo (coracao, cérebro, rim, endotélio).
Dessa forma, o estudo do RAAS constitui um alvo terapéutico importante nestas
situacOes, Giestas et al. (2010).

Em 1898, Robert Tigerstedt e Per Bergman publicaram um estudo no qual
verificaram um aumento da pressdo arterial ao injetar extratos de cortex renal em
coelhos e, sugeriram que este aumento tensional era devido a uma proteina solGvel
produzida pelos rins que designaram de renina. Levou mais meio século até que fossem
identificados os demais elementos componentes deste complexo e articulado sistema.
Este modelo tem servido de base a compreensdo da fisiopatologia da hipertensdo
arterial.

Os principais elementos da cascata do RAAS englobam o angiotensinogénio, a
renina, a angiotensina I (Ang 1), a enzima conversora de angiotensina (ECA) e a
angiotensina Il (Ang Il). O angiotensinogénio consiste numa a-2 globulina de 411
aminoacidos segregada pelo figado e cuja producdo € estimulada em resposta aos
glicocorticéides, estrégenos e citocinas inflamatérias (interleucina-1, fator de necrose
tumoral), Morgan et al. (1996). O angiotensinogénio se encontra no plasma como um
peptideo biologicamente inativo, servindo de substrato a renina.

A renina regula a etapa limitante do RAAS ao clivar a porgdo N-terminal do
angiotensinogénio para formar o decapeptideo inativo Ang I, Argafaraz et al. (2008).
Ela é sintetizada por células justaglomerulares como um pré-pré-horménio. A renina
ativa é formada a partir da remocdo proteolitica de um segmento peptidico na regido N-
terminal da pro-renina, o precursor da renina.

A secrecdo da renina ativa € regulada principalmente por alteragbes na

concentracdo de cloreto de sodio (NaCl) detectadas pela méacula densa do tubo distal



(que juntamente com as células justaglomerulares formam o aparelho justaglomerular);
mecanismo baroreceptor renal na arteriola aferente sensivel a alteracfes da pressdo de
perfusdao renal; estimulagdo nervosa simpatica via receptores adrenérgicos p-1; e
feedback negativo por acdo direta da Ang | nas celulas justaglomerulares, Brown
(2006). Além disso, a secrecdo de renina também é estimulada por redugdes da pressao
de perfuséo ou do contetdo de NaCl e por aumento da atividade simpatica.

A enzima conversora de angiotensina (ECA), descrita em 1956, & uma dipeptidil-
carboxilase que ativa um vasoconstritor potente ao converter a Ang | (dez aminoacidos)
em Ang Il (oito aminoécidos). Ela exerce ainda, um efeito vasoconstritor ao inativar o
sistema das cininas (bradicinina, substancia P), Carey e Siragy (2003) e esta presente no
endotélio vascular sistémico (60%), sendo mais abundante no endotélio vascular
pulmonar (40%). A Ang Il circula no plasma como um octapeptideo [Ang. (1-8)]
biologicamente ativo, Carey e Siragy (2003). A ECA originada principalmente no
pulmao e localmente em vérios tecidos (rins, coracdo, cérebro, adrenais e vasos). O seu
tempo de semi vida é curto (2 min.) devido a rapida clivagem em Ang Ill e IV, através
da remocdo de aminodcidos da porcdo N-terminal pelas amino peptidases, Giestas
(2010).

Existe ainda na cascata da RAAS um heptapeptideo [Ang (1-7)] formado a partir
da Ang | ou da clivagem da porcdo C-terminal da Ang IlI, por agdo de
carboxipeptidases, uma das quais, possui homologia estrutural com a ECA, designando-
se ECA2. Ao contrario da ECA, a ECA2 leva a formacdo de peptideos com efeitos
predominantemente vasodilatadores, a Ang (1-7), a qual atua em receptores especificos
(receptor Mas) que exercem uma acdo vasodilatadora e cardioprotetora, Reudelhuber
(2005).

Quando o RAAS entra em acdo, estimula a secrecdo de renina, que € sintetizada
pelas células justaglomerulares da arteriola aferente do rim, em resposta a uma
diminuicdo no volume intravascular detectado pelos barorreceptores (mediado pela
ativagdo de B-adrenoceptor) e por uma reducdo da concentragdo de sodio na macula
densa. A renina catalisa a hidrélise de angiotensinogénio em Ang | que depois €
convertida em Ang Il pela enzima conversora de angiotensina (ECA), presente nos
pulmdes e tecido vascular. Ang Il atua no mdasculo liso vascular para causar

vasoconstri¢do, e na zona glomerulosa adrenal para estimular a secre¢éo de aldosterona.



A resposta adrenal & Ang Il ocorre em poucos minutos, o que mostra que nenhuma
sintese protéica é necesséria, Alves (2007).

A aldosterona € a molécula efetora final do RAAS e atua nas células epiteliais do
néfron distal, Alves (2007), e do célon, promovendo a reabsorcao de sodio e excrecao
de potéssio. A &gua segue o movimento do sédio, via osmose, estabilizando o volume
plasmatico e consequentemente a presséo arterial, Fernandes-Rosa e Antonini (2006);
Giestas et al. (2010). Entretanto, € importante para o equilibrio da presséo arterial que
exista uma molécula que controle negativamente os efeitos das acdes da aldosterona. O
peptideo atrial natriurético (ANP) (Fig.3) € uma molécula que é um potente inibidor, in
vivo e in vitro da secrecdo de aldosterona, atravées do efeito direto na adrenal, e indireto
no rim, inibindo a secrec¢do de renina, Vesely (2003), servindo, portanto, como feedback

negativo para o RAAS.

Figura 3: Formula quimica ANP. Fonte: NCBI/Pubchem.



Em 1981, Adolfo J. de Bold e colaboradores encontraram granulos em células
musculares cardiacas atriais que continham ANP. Eles descobriram que a injecdo de
homogenato de atrios, mas ndo ventriculos, em ratos induziram uma rapida diminuicao
da pressao arterial que foi acompanhada por aumento da excrecgdo renal de sodio e agua.
Esta descoberta deu ao coracdo a importancia endocrina, além de bomba propulsora de
sangue. Dois anos depois, o peptideo ja estava purificado e sequenciado, Potter (2006).

O ANP, com formula e peso moleculares CioH17NgO12P3 € 506.2 [g/mol],
respectivamente, € membro de uma familia de peptideos que participa da regulacdo dos
sistemas cardiovascular e renal, e especialmente do volume de sangue circulante
efetivo, estando envolvido inclusive na resposta do organismo ao aumento deste
volume, Liu et al. (2010). O ANP é um hormoénio sintetizado principalmente por
cardiomidcitos, cuja secrecdo é estimulada pela expansdo do volume sanguineo e
aumento da osmolaridade do plasma. Este peptideo desencadeia agGes sobre o sistema
circulatério como hipotenséo, diurese, inibicdo da liberacdo e acdo de varios horménios,
incluindo a aldosterona, angiotensina Il, endotelinas, renina e vasopressina. O ANP
prevé um mecanismo de defesa potente contra a sobrecarga de volume sanguineo em
mamiferos, Liu et al. (2010). Este peptideo € amplamente distribuido em todo o
coracgdo, pele, trato gastrointestinal, genital, e os sistemas nervoso e imunoldgico, Chai
et al. (2010).

O ANP é sintetizado como um pré-pro-hormdnio. No homem o pré-pr6-ANP
possui 151 aminoacidos. A clivagem da sequéncia amino terminal resulta no pro-ANP
com 126 aminoéacidos, que é a forma predominante armazenada em granulos atriais.
Este pro-ANP é rapidamente clivado apds sua secrecdo por uma protease cardiaca
chamada Corin, para formar o peptideo biologicamente ativo com 28 aminoacidos, Yan
et al. (2000).

O ANP ¢ expresso, primariamente, e armazenado em granulos nos atrios, embora
estejam presentes em concentragdes mais baixas de outros tecidos, como os ventriculos
e rim. O principal estimulante para a liberacdo da ANP é o estiramento da parede atrial
resultante de aumento do volume intravascular, Edwards et al. (1988) Potter (2006).
Uma vez secretados, o0 ANP perfunde no seio coronario, o que facilita a distribuicédo a
varios de seus oOrgdos-alvo como uma verdadeira glandula endocrina. Além disso,

horménios como a endotelina, Stasch et al. (1989); Potter (2006), a angiotensina, e



arginina-vasopressina (AVP), Lachance et al. (1986), estimulam a liberacdo de ANP,
assim como imersdo em agua, Ogihara et al. (1986), e inclinar a cabeca para baixo,
Hollister et al. (1986). Os niveis plasmaticos de ANP em pacientes normais sao
aproximadamente de 10 fmol/ml. Porém, estes niveis estdo elevados de 10 a 30 vezes
em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva, Cody et al. (1986); Mukoyama et
al. (1991). O gene do ANP humano é encontrado no cromossomo 1, Potter (2006).
Apesar de trazer inimeros beneficios ao organismo, a aldosterona em excesso
pode causar muitos problemas, que envolvem hipertensdo, a qual € conhecida por ter
efeitos adversos no sistema cardiovascular, Balakumar et al. (2010), e ainda, existem
evidéncias de que a aldosterona exerca efeitos diretos sobre o sistema cardiovascular,

independentes do aumento de pressao sanguinea, Stowasser (2005).
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1.1. Problemas causados pelo excesso de aldosterona

A acdo do hormonio aldosterona sobre receptores mineralocorticéides nos rins
causa retencdo de sddio e subsequente aumento no volume sanguineo.

Uma ativacdo anormal do sistema renina-angiotensina-aldosterona esta
diretamente correlacionada com a incidéncia e extensdo de danos em érgdos-alvo como
hipertrofia ventricular esquerda, insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertrofia vascular,
remodelamento ventricular apos infarto do miocardio e doencgas renais. Além do mais,
foi demonstrado que o aumento crénico da concentracdo de aldosterona no plasma
contribui para problemas fisiopatoldgicos do coracdo, Swedberg et al. (1990); Rossier et
al. (2010). Além dos efeitos conhecidos da aldosterona na regulacdo da homeostase de
sodio e agua, ela também pode produzir mudancas estruturais deletérias nos tecidos por
inducdo da hipertrofia e a desregulacdo da proliferacdo e apoptose, levando a fibrose e
remodelamento do tecido, Dooley et al. (2011).

Os efeitos prejudiciais da aldosterona sobre o corac¢do incluem a inducdo de
inflamacdo vascular e lesdo, hipertrofia e fibrose do miocardio, arritmia ventricular e
disfuncdo cardiaca, Rossier et al. (2010). Estudos clinicos e experimentais tém
demonstrado que o bloqueio do RAAS com inibidores de enzimas conversoras de
angiotensina (ACE), bloqueadores do receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1) ou
antagonistas de receptores mineralocorticoides (MR) promovem substancial protecédo
cardiovascular, Nagata et al. (2002). O eixo aldosterona receptor mineralocorticéide
coloca-se, assim, como possivel alvo terapéutico, independente do eixo renina-
angiotensina-aldosterona. Estas observacGes tém implicacdes terapéuticas, dado o fato
de que o MR se torna um dos principais alvos de medicamentos farmacol6gicos na
pratica clinica para prevenir a descompensacdo da funcdo cardiaca e evolucdo para
insuficiéncia cardiaca e arritmias letais, Rossier et al. (2010).

Pacientes que sofrem infarto do miocardio sdo tratados com antagonistas de
receptores mineralocorticoides da aldosterona (MR), Yang et al. (2010). Os altos niveis
de aldosterona apresentados por esses pacientes sdo associados com 0 aumento de

fibrose e morte do miocardio. A aldosterona é reconhecida atualmente, como tendo
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potencial cardiotdxico, embora seus efeitos locais no coragdo ainda sejam pouco
compreendidos, Chun et al. (2003).

Células endoteliais respondem diretamente a mineralocorticoides com aumento de
volume, Oberleithner et al. (2004) e enrijecimento, Oberleithner (2005). Células
cardiacas também respondem a aldosterona. Pacientes com aldosteronismo primario
tém um aumento de risco de hipertrofia do ventriculo esquerdo comparados a pacientes
hipertensos de severidade semelhante, Rossi et al. (1996); Balakumar et al. (2010). O
estudo realizado com pacientes normotensos e pacientes normotensos com
aldosteronismo primario familiar tipo | (aldosteronismo supressivel por glicocorticoides
no qual, a enzima da aldosterona sintase é regulada por ACTH, ao invés de ser regulada
por angiotensina Il), demonstrou que o excesso de aldosterona esta associado com
aumento da espessura da parede do ventriculo esquerdo e reducdo da funcédo diastdlica,

mesmo na auséncia de hipertensdo, Stowasser (2005).
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1.2. Mecanismos de acdo intracelular da aldosterona

1.2.1. Acdo gendmica da aldosterona

A aldosterona aumenta a biossintese e/ou modula a atividade de inimeros
transportadores de membrana e outras proteinas em células renais, agdo esta, também
identificada em cardiomidcitos, Korichneva et al. (1995); Kuster et al. (2005).

Esse horménio atua em seus Orgaos-alvo através da ligacdo a seus receptores MR,
localizados na regido externa da membrana nuclear, Yang et al. (2010). Uma vez
ativado, o entdo formado, complexo receptor-aldosterona transloca-se para o nucleo,
ligando-se a regibes responsivas cognatas do DNA, sdo similares aos dos
glicocorticdides, progesterona e hormonios androgenos, Funder et al. (1988); Lombeés e
Binart (1993); Yang et al. (2010). Apds a ligacdo ao DNA, o complexo receptor-
horménio estimula a transcricdo de genes alvos que incluem os que codificam para 0s
canais amilorida de sddio sensiveis ENaC, Na/K-ATPase, SGK e quinases. Todas as
proteinas sintetizadas acima sdo fatores chave no controle da reabsorcdo de sédio no
organismo, Bernard (2009). Este mecanismo é muito similar a outros hormonios
esterdides, Bernard (2009).

Os principais trabalhos na area enfocam a acdo da aldosterona nos rins, porém sao
crescentes 0s estudos sobre sua acdo no coracdo, que mostram varios fatores de
transcricdo que funcionam como importantes mediadores da expressdo génica
hipertrofica, Heineke et al. (2006). Talvez o que melhor caracterize a expressao génica
hipertrofica seja o fator GATA4 contendo a transcricdo, que regulamenta
desenvolvimento e diferenciacdo da expressdo génica especifica cardiaca, Molkentin
(2000). O GATAM4 durante o estresse fisiopatologico medeia a inducdo de genes que
estdo envolvidos na hipertrofia cardiaca, Akazawa (2003).

Em células vasculares, alguns genes alvos foram identificados. Estes incluem no
endotélio o6xido nitrico (NO) sintase (NOS3), que é regulada pela aldosterona,
Cachofeiro et al. (2008), nas células musculares lisas BKCa, um canal de potassio

repolarizante, cuja expressdo coronaria € reduzida pela aldosterona. Este canal esta
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associado a uma diminuicdo da resposta celular de acetilcolina e, em Gltima andlise leva
a uma diminuicdo da resposta coronaria, Ambroisini et al. (2007).

No final dos anos 1960, evidéncias para a presenca de determinados receptores de
corticosteroides foram mostradas inicialmente por Porter e Edelman em 1964.
Posteriormente, receptores tipo I, e tipo Il de corticosterdides foram descritos e
identificados como mineralocorticoide (MR) e receptor glicocorticoide (GR), Marver et
al. (1974). O receptor mineralocorticéide (MR) € um membro da superfamilia de
receptores nucleares, Yang et al. (2010), e foi caracterizado como um dos principais
reguladores da reabsorcdo de sodio no rim, Funder et al. (1972). Quinze anos mais
tarde, o cONA do MR em humanos foi clonado e foi construida uma biblioteca de
cDNA de rim, Arriza et al. (1987). Posteriormente, o0 MR foi clonado e caracterizado
em varias espécies, incluindo peixe-zebra, Greenwood et al. (2003), truta arco-iris,
Sturm et al. (2005), ave, Hodgson et al. (2007); e de alguns mamiferos como:
camundongo, rato, porco, vaca e macaco.

No final de 1990 foram identificados co-reguladores de transcricdo do MR nos
genes alvo da aldosterona. Este receptor é agora reconhecido como um fator de
transcricdo essencial envolvido em muitos processos fisiologicos e patologicos,
O'Malley (2008).

O gene que codifica 0 MR humano é o NR3C2 e esta localizado no cromossomo
4, na regido g31. 1 e abrange cerca de 450 Kb, Morrison et al. (1990); Zennaro (1995).
Este gene é composto por dez éxons, sendo que os dois primeiros éxons, lo e 1B, sdo
traduzidos, e os oito éxons seguintes, codificam a proteina inteira do MR com 984
aminoacidos. Como todos os membros da superfamilia de receptores nucleares, 0 MR
tem trés grandes dominios funcionais: um dominio N-terminal, seguido por um dominio
central de ligacdo ao DNA, e uma regido da dobradica vinculando-os a um dominio
ligante C-terminal, Pascual-Le Tallec et al. (2005).

A resposta a via gendmica da aldosterona envolve dimerizagdo do receptor
mineralocorticoide, dissociacdo das proteinas de choque térmico (pertencentes a uma
classe de chaperonas moleculares, que sdo proteinas responsaveis pelo correto
dobramento de outras proteinas sintetizadas e pela prevengdo da agregacgdo proteica.

Elas sdo altamente conservadas sugerindo uma grande importancia evolutiva) do MR,
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Yang et al. (2010); Dooley et al. (2011), translocagdo do complexo aldosterona-MR
para o nlcleo e a concomitante regulacéo da expressdo génica.

Esta acdo conhecida da aldosterona, apos a ligagcdo ao seu receptor classico MR,
leva algumas horas para se completar, uma vez que envolve mecanismos génicos e
subsequente sintese protéica. O receptor MR pertence a superfamilia dos receptores
nucleares (da qual fazem parte os outros receptores de hormdnios esterdides). Esse
receptor atua como fator de transcricdo dependente da ligagdo ao horménio
(aldosterona), exercendo seus efeitos atraves da inducdo ou repressdo de genes alvos
especificos, Fernandes-Rosa e Antonini (2006). A ativacdo patologica do MR causa
fibrose e insuficiéncia cardiaca, mas a utilizacdo clinica de alguns antagonistas do MR é
limitada pelos efeitos colaterais renais de hiperpotassemia, Yang et al. (2010).

Recentemente vém surgindo novas descobertas sobre as acfes da aldosterona, as
quais ndo se mostram restritas aos alvos cléssicos de sua a¢do. Orgdos como o0 coragao,
vasos e sistema nervoso central sdo apontados como novos alvos da acdo da
aldosterona. A localizacdo dos receptores MR ja foi descrita nos tecidos cardiacos,
Funder et al. (1988); Lombes et al. (1992) e na vasculatura, Takeda et al. (1995). Isto
indica uma gama de novos possiveis efeitos da aldosterona mediados pela ativacdo dos
receptores mineralocorticéides nestes tecidos.

Além disso, nos rins a aldosterona age regulando e efetuando a manutencéo do pH
intracelular que € importante para as funcdes desempenhadas pela célula e para a sua
proliferacdo. A regulacdo deste pH envolve mecanismos complexos e ndo uniformes,
dependendo do tipo celular analisado, com a participacdo de varios transportadores
ionicos presentes na membrana plasmatica (NA*/H*ATPase, H'/K* ATPase, CI'/HCO5’
e Na'/HCO3), assim funcionam como tampdes intracelulares, Leite-Dellova (2007).

O transportador NHE, que é regulado pela aldosterona esta descrito na membrana
de uma variedade de células animais. Até hoje foram identificadas nove isoformas desse
trocador em mamiferos (NHE1 a NHE9), Ammar et al. (2006).

A isoforma NHEL pré expressa na membrana basolateral do epitélio renal exerce
papel fundamental na regulacéo do pH e volume celular, enquanto as isoformas NHE2 a
NHE9 apresentam distribuicdo tecidual mais limitada e funcdes especializadas, Leite-
Dellova (2007).
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A atividade do NHE é essencial para homeostase do pH, regulacdo do volume
celular, transporte transepitelial de ions e &gua e também na proliferacdo e adesdo
celular, Harvey et al. (2002). Em todas as células o trocador € regulado por varios
estimulos, incluindo alguns horménios, Bidet et al. (1987).

Alguns estudos demonstram que a aldosterona, estimula NHE, ativando e
inserindo este trocador na membrana luminal, Malnic et al. (1997). A aldosterona ativa
NHE em inameros tecidos, incluindo epitélio, musculatura lisa vascular e linfocitos,
sendo que a ativacdo deste trocador pode afetar a atividade de outros transportes
ibnicos, alterando o volume e o pH celular, Doolan e Harvey (1996).

Efeitos significativos na diferenca de potencial transepitelial em segmentos
distais do néfron sdo provocados pela aldosterona, causando uma estimulacdo do
transporte de sddio pelas membranas apicais. Leclerc et al. (2004).

Turnamian e Binder (1989 e 1990) em estudos feitos com ratos evidenciaram o
aumento na absorcdo de NaCl, no colon proximal e distal nos rins, um dia apds a
administracdo de aldosterona. Através da utilizacdo de inibidores especificos das
variadas isoformas do NHE demonstrou-se que a aldosterona estimula o trocador
aumentando a expressao da isoforma NHE3 e regulando o movimento transepitelial de
Na®.

Gekle e Silbernagl (1998) analisaram os efeitos répidos da aldosterona em
células de néfrons distais de rim de cdo (MDCK), demonstrando que ela inicialmente
ativa a condutancia de protons na membrana plasmatica e em seguida do trocador
NA*/H*. De acordo com estes autores a condutancia do H* estimula o trocador NA*/H*

a promover um ambiente intracelular acido.

1.2.2. Acdo ndo genémica da aldosterona

Curiosamente, estudos recentes nesta area tém focado os efeitos diretos da
aldosterona e sua participacdo na inflamacdo e fibrose em doencas cardiovasculares
Williams et al. (2003); Giestas et al. (2010); Rao (2010).

Os efeitos ndo gendmicos da aldosterona foram postulados pela primeira vez por

Moura e Worcel em meados de 1984. Os primeiros estudos celulares demonstraram
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maior troca de sodio em eritrocitos caninos, descartando um mecanismo gendmico, pois
este tipo celular ndo possui ndcleo, Spach e Streeten (1964). Estes estudos foram
seguidos de investigacOes sobre o transporte de eletrolitos mediados por aldosterona em
leucdcitos mononucleares humanos, Wehling et al. (1989); Christ et al. (1993). Os
efeitos ndo genémicos da aldosterona séo mediados por eventos de sinalizacdo, descrito
como elevagdo de Ca?* intracelular, IPs, DAG e PKC, PLC e AMPc, Christ et al. (1993,
1995b, 1999); Wehling et al. (1995) (Tab.1). Estes efeitos podem ocorrer ndo s6 em
células renais, mas também em ceélulas da musculatura vascular lisa e células
endoteliais, Christ et al. (1995a); Wehling et al. (1994, 1995).

Estudos recentes demonstraram que a aldosterona possui um grande nimero de
atividades fisioldgicas mediadas por mecanismos que ndo envolvem a translocacdo de
seu receptor ao nuacleo. Estes efeitos ndo sdo explicados pelo mecanismo classico
descrito para receptores MR que atuam sobre o genoma e por isso sdo denominados
também de ndo gendmicos, Grossmann et al. (2008).

As respostas rapidas a aldosterona que devem ocorrer dentro de segundos a
minutos, ndo envolvem a transcricdo ou traducdo e sdo capazes de modular, direta ou
indiretamente as respostas depois da via genémica, Grossmann e Gekle (2009).

Estes efeitos se caracterizam por serem extremamente rapidos (no méaximo
minutos), insensiveis aos inibidores de transcricdo (actinomicina D) e de sintese
protéica (cicloexemida) e por apresentarem um perfil farmacolégico diferenciado com
relacdo ao agonismo e antagonismo, Losel et al. (2003).

No entanto, ndo se sabia se os sitios de ligacdo para aldosterona na via direta séo
modificacfes do receptor classico de mineralocorticides (MR) ou se eles representam
um receptor ainda ndo conhecido. Estudos com camundongos nocautes para 0S
receptores MR demonstraram que a acdo rapida da aldosterona ndo apenas persiste
nessas linhagens, como é ainda mais pronunciada quando comparada ao tipo selvagem,
nas respostas medidas foram AMPc (adenosina monofosfato ciclico) e Ca®* intracelular,
Haseroth et al. (1999). Este estudo mostrou claramente que estas respostas rapidas
envolvem um receptor diferente dos classicos MR, Haseroth et al. (1999). Porém,
atualmente, ha varios argumentos contra um receptor MR estruturalmente diferente
responsavel pelos efeitos ndo gendémicos, Michea et al. (2005). Existem ainda davidas

sobre o receptor dessa via direta. Estudos iniciais e evidéncias sugerem que os efeitos
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diretos sdo mediados por um receptor distinto do classico MR. Entre argumentos que
defendem esta idéia incluem-se o aumento do Ca’* e AMPc encontrados em células
epiteliais cultivadas a partir de camundongos nocautes para o receptor MR, Haseroth et
al. (1999).

Le Moellic (2004) utilizando a aldosterona acoplada a moléculas grandes como
BSA, encontrou os mesmos efeitos rapidos e, portanto, favorecendo a idéia da atuacdo
de um receptor de membrana, pois quando a aldosterona se encontra ligada a moléculas
grandes ela é incapaz de atravessar a membrana rapidamente. Receptores semelhantes
tém sido propostos para outros hormonios esterdides, Orshal e Khalil (2004); Zhu et al.
(2003).

Os efeitos ndo gendmicos mediados pela aldosterona estdo associados a ativacdo
da fosfolipase C (PLC) com subsequente hidrdlise de fosfolipidios de membrana. Esta
ultima reacdo libera DAG e IP3 que por sua vez ativam a proteina quinase C (PKC) e
liberam Ca?* do reticulo, respectivamente. O Ca?* j& é conhecido como um transmissor
crucial na sinalizacdo hipertréfica, Frey e Olson (2003). Esta acéo foi demonstrada em
células da musculatura lisa vascular e em células endoteliais, Falkenstein et al. (2000);
Wehling et al. (1995). O aumento de Ca** leva & ativacéo de calcineurina, uma fosfatase
também conhecida por PP2B, causando morte celular por apoptose, Mano et al. (2004).

A aldosterona também causa fosforilagdo de varias moléculas sinalizadoras
intracelulares, incluindo c-Src, Callera et al. (2005), MAP quinase, quinase regulada por
sinal externo 1/2 (ERK1/2), c-Jun quinase (JNK) e p38, Callera et al. (2005); Krug et al.
(2003); Mazak et al. (2004); Nishiyama et al. (2005), alem de receptores como o do
fator de crescimento epidermal (EGFr), Krug et al. (2006). A ativacdo da MAP quinase
parece estar envolvida na promoc¢do da proliferacdo de células da musculatura lisa
vascular (VSMC) e da hipertrofia relacionada com a remodelacdo vascular alterada pela
hipertensdo, Touyz (2003).

O trocador Na'/H" representa um importante alvo da aldosterona durante a
resposta rapida. A elevagéo do calcio citosélico serve como um segundo mensageiro no
sinal de transducéo iniciado pela aldosterona, para ativacgéo rapida do trocador NA*/H".
A rapida ativagdo deste trocador estimula a entrada de sodio na célula e, como
consequéncia, ocorre aumento do volume celular, servindo como um segundo

mensageiro para a a¢cdo ndo gendmica da aldosterona, Gekle e Silbernagl (1998).
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A aldosterona precisa da PKCa (isoforma de PKC sensivel a Ca®*) para ativar o
trocador Na*/H", pois a pré-incubagiio com um inibidor de PKCa bloqueia a ativagio do
trocador, induzida pelo hormonio, Good et al. (2002). Gekle et al. (2001) constataram,
em células MDCK, que a ativacio ndo gendmica do trocador Na'/H" pela aldosterona
envolve a via MAPK. Dois inibidores especificos da ativagdo da ERK1/2 inibiram a
estimulagdo do trocador nestas células. No entanto, os mecanismos relacionados entre
trocador Na'/H" e a ativacdo da ERK1/2 ndo estdo determinados. Em células de ducto
coletor cortical, a via direta da aldosterona mostrou um aumento na atividade da
isoforma NHE1 do trocador Na'/H®, via PKCoa/MAPK, independente do receptor
classico mineralocorticoide, Markos et al. (2005)
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HML

VSMC
IP3
Células A6

Células do musculo esquelético

Tabela 1: Componentes envolvidos na sinalizagcdo ndo gendmica da aldosterona

Christ et al. (1993)
Christ et al. (1995a,b)
Blazer-Yost et al. (1999)

Estrada et al. (2000)

VSMC de rato
MDCK
VSMC de rato
Células M1
Cardiomiécitos de coelho
Arteriola aferente pré-glomerular de coelho
PKC
OMCD
Artérias coronarias (LAD) de cachorro
Cardiomiécitos ventriculares de ratos adultos
Trabécula humana (coragéo)
In vitro

Células foliculares do c6lon sigméide humano

Estrada et al. (2000)
Gekle et al. (1997)
Ebata et al. (1999)
Harvey e Higgins (2000)
Mihailidou et al. (2004)
Arima et al. (2004)
Winter et al. (2004)
Fujita et al. (2005)
Rude et al. (2005)
Chai et al. (2005)
Alzamora et al. (2007)

Bowley et al. (2007)




Pequenos vasos mesentéricos de resisténcia de rato
VSMC humano
Arteriola renal aferente de coelho
PI3K
Células endoteliais adrticas bovinas
Ventriculo esquerdo do coragéo de rato

EC adrtica bovina

Michea et al. (2005)
Gros et al. (2007)
Uhrenholt et al. (2003)
Liu et al. (2003)
Kobayashi et al. (2006)
Mutoh et al. (2008)

VSMC adrtico de rato
VSMC adrtico de rato

Artérias coronarias humanas

VSMC de rato
Trabécula de coragdo humano
Interagdo Ang |1
Células musculares lisas das artérias coronarias humanas
Ratos dTGR, ventriculo esquerdo
Ratos dTGR, coragéo, rim
Pequenas artérias mesentéricas de rato, segmentos aérticos

Superexpressdo MR em cardiomidcitos (ratos)

Mazak et al. (2004)
Min et al. (2005)
Chai et al. (2005)

Montezano et al. (2008)
Chai et al. (2005)
Jaffe e Mendelsohn (2005)
Fiebeler et al. (2001)
Fiebeler et al. (2005)

Virdis et al. (2002)

Di Zhang et al. (2008)

RAEC
Células mesangiais de rato
Cardiomiécitos de rato neonato
Rato VSMC
NADPH oxidase/ROS
Midcitos ventriculares de rato
Aorta de rato

VSMC rato
Células HK-2

Iwashima et al. (2008)

Miyata et al. (2005a,b)
Hayashi et al. (2008)
Montezano et al. (2008)
Rude et al. (2005)
Virdis et al. (2002)
Mazak et al. (2004)
Zhang et al. (2007)
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HUVEC Mutoh et al. (2008)

EC aértico bovino Uhrenholt et al. (2003)
Arteriola renal aferente de coelho Liu et al. (2003)
EC aorta bovina Arima et al. (2004)
Arteriola aferente renal de rato Kobayashi et al. (2006)

Miocérdio de rato

Células gigantes do néfron distal do sapo
Oberleithner et al. (1987)
MDCK
Gekle et al. (1996)
Pequenos vasos mesentéricos de resisténcia
Chai et al. (2005)
Rato VSMC
Ebata et al. (1999)
VSMC
NHE Miyata et al. (2005a,b)
MTAL
Good et al. (2006)
Células M1
Markos et al. (2005)
Artérias uterinas cronico/radial
Alzamora et al. (2000)
HML
Wehling et al. (1989)

Além disso, a aldosterona inibe a acdo da éxido nitrico sintase induzivel (iNOS)
que pode, virtualmente, contribuir com todos os efeitos cardiacos produzidos pela
aldosterona, Chun et al. (2003).

Rodbell e colaboradores em 1971, apresentaram a primeira evidéncia da
importancia do nucleotideo adenina na geracdo de AMPc, a partir do estimulo
hormonal. Aproximadamente uma década apOs esta descoberta, a proteina
heterotrimérica Gs, que se acopla aos receptores de membrana, estimulando o sistema
efetor enzimético adenilil ciclase que culmina na producdo de AMPc, foi purificada em
membranas de tecido hepatico.

Dados da literatura sugerem que possa haver um receptor de membrana acoplado
a uma proteina G, e estudos relativos a esta proteina mostram que, de acordo com o
grau de homologia de amino&cidos, a subunidade G é dividida em quatro subfamilias:
Gs, Gq, Gi e Gi2. Os membros das subfamilias Gs e Gg em geral estdo relacionados a
eventos estimulatérios hormonais, enquanto os membros da familia Gi inibem tais
processos, Spiegel (1996). Este sistema pode ser ativado por inimeros ligantes, entre
eles ions e hormonios.

Se por um lado podemos dizer que foram estudados sobre 0 mecanismo de agao
da aldosterona em relacdo aos efeitos conhecidos ao se ligar a seu receptor MR e o0s

dependentes do eixo renina-angiotensina, 0 mesmo ndo se pode afirmar sobre sua agéo
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direta principalmente em células cardiacas.

Podemos dizer o mesmo da possibilidade de existéncia de um receptor, outro que
ndo o classico MR, atuando como transmissor do sinal da aldosterona. A existéncia de
outro receptor, diferente do classico MR, poderia ajudar a responder essa possivel
discrepéncia de resultados. Além disso, ndo sabemos se existe ou ndo uma comunicagéo

entre esses dois tipos de receptores, envolvendo uma resposta rapida e outra mais lenta.

23



1.3.  Moléculas envolvidas na sinaliza¢do da aldosterona

Outras moléculas também fazem parte da sinalizacdo do horménio aldosterona,
como por exemplo, a arginina-vasopressina (AVP). A AVP que teve seus efeitos
descritos, pela primeira vez em 1895, por Oliver e Schafer, que observaram atividade
vasopressora em extratos hipofisarios. Segundo Bruhn et al. (2009), posteriormente,
Farmi e Von den Velden em 1913 e Starling e Verney em 1925, demonstraram que
injecBes subcutaneas de extratos de neurohipofise eram capazes de produzir um efeito
antidiurético, Bruhn et al. (2009). Devido aos seus efeitos vasopressores, a substancia
ativa foi denominada vasopressina e pelos seus efeitos de reabsor¢éo de agua nos rins,
recebeu 0 nome horménio antidiurético.

A AVP é sintetizada nos neurdnios magno celulares, na forma de um precursor
denominado pré-pro-pressofisina, seguido pela vasopressina, sua neurofisina
carreadora. Com a remocéo do peptideo sinalizador, a pré-pro-pressofisina é convertida
em pro-pressofisina que € armazenada em granulos pelo complexo de Golgi. Os
granulos de armazenamento migram ao longo do axénio em direcdo aos terminais
nervosos localizados na hipofise posterior, onde o hormonio é liberado. Durante o
transporte, a pré-pressofisina é clivada, resultando em trés peptideos: a vasopressina,
uma neurofisina de peso molecular 10 kDa e uma glicoproteina Richter (1988); Reeves
et al. (1998), Bruhn et al. 2009.

Como outros hormdnios hidrofilicos, a AVP ¢ liberada na circulacdo periférica,
sendo encontrada no plasma ndo associada a proteinas carreadoras. Um aumento na
osmolaridade plasmatica, mesmo da ordem de 1 a 2%, é detectado pelos
osmorreceptores, estimulando entdo a secrecdo da vasopressina, cuja concentracdo
sérica varia de forma diretamente proporcional ao aumento da osmolaridade plasmatica,
diminuindo, significativamente, o volume urinario. Outro fator de regulacéo é o volume
sanguineo, monitorado por receptores vasculares, Bruhn et al. (2009). Além desses
receptores, a regulacdo neural e a idade podem, também, ser considerados como fatores
de regulagéo da liberacdo de vasopressina, Reeves et al. (1998); Bruhn et al. (2009).

A manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico é feita através da regulacdo do

volume de &gua extracelular e da concentracdo plasmatica do ion sédio. Os mecanismos
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pelos quais esse controle é feito sdo véarios e asseguram um desvio minimo, menos de
1%, no volume sanguineo e concentracéo de sédio em individuos adultos saudaveis. O
total da &gua corporea e, consequentemente a concentracdo total de sodio, é regulada
primariamente, pela excrecdo renal de agua livre, mediada pelas acdes do horménio
antidiurético arginina-vasopressina (AVP), Richter (1988); Reeves et al. (1998); Bruhn
et al. (2009).

Nos rins, a arginina-vasopressina (AVP) e a aldosterona contribuem para a
homeostase de sal e &gua. AVP atua sobre dois tipos de receptores, V1 e V2, 0s quais
sdo ligados a dois distintos segundos mensageiros, Ca’* e AMPc, respectivamente. A
aldosterona e AVP (através do seu receptor V2) exercem acdo sinérgica sobre a
reabsorcdo de sodio no néfron distal, Hawk e Schafer (1996) mais notadamente pela
acdo da Na'/K* ATPase do ducto coletor, Husted et al. (1990); Laplace et al. (1992);
Coutry et al. (1995); Djelidi et al. (1997).

No processo normal de antidiurese, Knepper et al. (1996), se estabelece um
equilibrio osmotico entre o liquido luminal hipotdnico dos ductos coletores e o
intersticio medular hipertdnico; em consequéncia, ha reabsorcdo de agua, diminuicao do
volume urinério, concentracao da urina e conservagdo da agua corporal.

A estimulagcdo dos receptores do primeiro tipo (receptores V1) aumenta a
concentracdo de célcio no citosol, estimulando a quebra de fosfatidilinositol. Estes
receptores sdo, portanto, analogos funcionais dos receptores ol-adrenérgicos e H1-
histaminicos, Sharif (1992); Jans (1990); Bruhn et al. (2009). Os do segundo tipo
(receptores V2) controlam a adenilil ciclase e sdo, portanto, analogos aos receptores -
adrenérgicos e H2-histaminicos.

Os receptores V2 estdo presentes nas superficies basolaterais do epitélio renal
Reeves et al. (1998) e sdo responsaveis pela acdo antidiurética do AVP nas células do
ducto coletor e porgédo ascendente da alga de Henle, Sharif (1992); Jans (1990).

A analise tedrica da proteina correspondente ao receptor mostrou um perfil
caracteristico dos receptores com sete segmentos trans-membrana. Esse dado, aliado a
comparagdo com outras sequéncias de receptores ja clonados, indicou que o AVPR2 ¢
um membro da familia dos receptores acoplados a proteina G. E possivel identificar
duas outras regides, idénticas nos receptores V1 e V2 de vasopressina e também nos

receptores de oxitocina, que ndo estdo presentes nos outros receptores da familia. Essas
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regides, provavelmente, estdo relacionadas com o reconhecimento do receptor pelo
ligante, sendo locais de grande interesse para andlises de mutagdo e estrutura-funcéo,
Sharif (1992); Bruhn et al. (2009). A proteina G acoplada ao receptor apresenta trés
subunidades denominadas a, b e g. A ligacdo ao receptor produz uma modificacdo
conformacional que é transmitida & proteina G, causando a troca de uma molécula de
GDP ligada a subunidade a por uma de GTP (forma ativa), Seibold (1992); Dohlman
(1991).

Outra importante molécula envolvida na sinalizacdo da aldosterona é a Ang Il. No
coragdo, um dos efeitos conhecidos da aldosterona é o aumento do numero de
receptores de Ang Il (AT1) nas células cardiacas, Robert et al. (1999), e o estimulo da
enzima conversora de angiotensina (ECA) nos cardiomiécitos, Wang et al. (2002). A
Ang 11, importante peptideo do RAAS, tem um papel crucial na regulacdo da resposta
inflamatoria vascular por ativar o recrutamento de células inflamatérias, Kim et al.
(1996) e Ferrario (2006). Além disso, esse peptideo modula a contracdo, regula o
crescimento celular, apoptose e diferenciacao, influencia a migragéo celular e deposicéo
de matriz, Touyz et al. (2002), além de aumentar o estresse oxidativo, Vaughan et al.
(2000). Este conjunto de atividades faz da Ang Il um peptideo aterogénico.

A Ang |1, exerce suas diversas atividades bioldgicas através da ligacdo em um dos
dois tipos de receptores conhecidos, Keidar et al. (2007). Este peptideo é
biologicamente ativo e apresenta efeitos pleiotropicos sobre os sistemas nervoso,
cardiovascular e endocrino, 0s quais sdo iniciados pela ativacdo de receptores
especificos acoplados a proteina G, pertencentes a familia dos receptores de sete
segmentos transmembrana, denominados AT1 e AT2, Baker e Aceto (1990);
Timmermans et al. (1991). Embora AT1 e AT2 sejam igualmente distribuidos em
cardiomidcitos, Sechi et al. (1992); Matsubara et al. (1994); Regitz-zagrosek et al.
(1995a), varios estudos tém revelado que a maioria das respostas da Ang Il é mediada
pelo subtipo AT1, Dostal e Baker (1992); Regitz-zagrosek et al. (1994); Hanatani et al.
(1995); Ito et al. (1995); Regitz-zagrosek et al. (1995b); Sadoshima e Izumo (1996).

Atraveés do receptor AT1, a Ang Il induz vasoconstri¢do, crescimento e migragdo
celular, producdo de componentes da matriz extracelular e inflamacédo, enquanto o AT2
promove apoptose, e inibe proliferacdo e hipertrofia celular, Allen et al. (2000); Siragy

(2000). Como a Ang Il liga-se a ambos receptores com similar afinidade, a resposta

26



celular é dependente do nivel de expressdo e/ou responsividade dos dois receptores
independentemente.

No minimo quatro vias de sinalizacdo intracelular participam na transducédo do
sinal da Ang Il em células alvo. A primeira via envolve a ativacdo da proteina Gq

(proteina G estimulatdria), levando a geracdo de inositol trifosfato (|P3) e a um

subsequente aumento na concentracdo do calcio (Ca®") citosélico, o qual modula a
contratilidade celular, o trdfego de vesiculas, a transcricdo de genes e a mitogénese,
Sadoshima et al. (1995); Walsh et al. (1995). Por outro lado, a segunda via envolve a
ativacdo da proteina Gi (proteina G inibitoria), a qual causa inibicdo do AMPc, Peach
(1981). A terceira via envolve a ativagdo da cascata da Ras/Raf/MAPK, Thomas et al.
(1996), enquanto a quarta via leva a ativacdo da quinase intracelular JAK2 (Janus
quinase 2), que rapidamente direciona o sinal para o ndcleo através das proteinas
transdutoras de sinal e ativadoras da transcricdo (STAT), Darnnel et al. (1994);
Schindler e Darnnel (1995).

E interessante verificar que, embora os receptores da Ang Il n3o apresentem
atividade tirosina quinase intrinseca, eles sdo capazes de ativar inimeras proteinas
tirosina quinase receptoras e ndo-receptoras, Ishida et al. (1995); Sadoshima e Izumo
(1996); Eguchi et al. (1998); Heeneman et al. (2000). Muitas das proteinas ativadas pela
Ang Il agem como pontos de convergéncia para as cascatas de sinalizagdo de um grande
namero de hormonios, fatores de crescimento e citocinas, apresentando importante
papel em distintos cross talking moleculares.

O receptor do tipo 1 (AT1) é altamente expresso em adultos e tem importante
papel nas doencas cardiovasculares, Keidar et al. (2007). O receptor AT1 medeia a
maior parte dos efeitos usualmente associados com a Ang Il, tais como vasoconstricao,
proliferacdo, inflamacdo, coagulacdo, deposicdo de matriz, estimulacdo da liberacdo de
aldosterona e da atividade do sistema nervoso simpatico. Além disso, segundo Robert et
al. (1999), um efeito conhecido da aldosterona no coragéo, € o aumento do numero de
receptores de angiotensina Il (AT1) nas células cardiacas. Entretanto, a ligagdo da Ang
Il ao receptor do tipo 2 (AT2) possui agdes contrérias aos efeitos mediados pelo
receptor AT1, tanto a curto como em longo prazo, provendo um papel protetor, Gasparo
et al. (2000).
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Além da Ang Il, outros Ang-peptideos, tais como angiotensina IV [Ang IV ou
Ang-(3-8)] e angiotensina 1-7 [Ang-(1-7)], também tém importantes atividades
bioldgicas, Wessel et al. (2007). A Ang-(1-7), especialmente, tem se tornado uma
angiotensina de interesse, e por ser considerada a mais pleiotropica dos metabolitos
derivados da Ang Il. Por exercer efeitos que podem ser idénticos, opostos ou distintos
ao da Ang Il, Rocks et al. (1999) mostraram que a Ang-(1-7) é um antagonista das
respostas vasculares da Ang Il também em artérias humanas e um inibidor da ECA em

plasma e tecidos cardiaco e vascular humanos.
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1.4.  Proteinas adaptadoras de quinase A (AKAPS)

A primeira AKAP foi descoberta em 1984 por Lohmann e colaboradores,
entretanto, nesta data essas proteinas ainda ndo eram chamadas de AKAPs. A primeira
AKAP foi caracterizada como uma proteina associada a microtubulos, que foi
inicialmente co-purificada com a subunidade RII de extrato cerebral. Atualmente, essa
familia cresceu bastante, com mais de 50 membros estruturalmente diferentes, porém,
com funcionalidade semelhante. As AKAPs sdo classificadas pela sua capacidade de
serem co-purificadas com PKA, a partir de tecidos, Wong e Scott (2004).

Onde e quando uma enzima torna-se ativa tem profundas implicagfes nos
processos celulares controlados por ela. Consequentemente, sofisticados mecanismos
moleculares sdo envolvidos na regulacdo da organizacdo espacial e temporal das rotas
de transdugao de sinal, Wong e Scott (2004). Proteinas “adaptadoras” formam gigantes
complexos com quinases e fosfatases, dirigindo essas enzimas a locais especificos
dentro da célula, disponibilizando essas “operarias bioldgicas” aos seus especificos
substratos. O movimento dessas enzimas para dentro ou fora desses complexos
contribui também na regulacdo temporal desses eventos de sinalizagdo. Um bom
exemplo dessas moléculas organizadoras sdo as AKAPS, as quais compartimentalizam a
quinase dependente de AMPc (PKA), além de outras enzimas, Wong e Scott (2004);
Carnegie (2009).

Atualmente, mais de 50 tipos de AKAPs ja foram descritas em mamiferos,
Carnegie et al. (2009). Estas diferentes moléculas apresentam caracteristicas em
comum: possuem um dominio de ligagcdo para PKA; um local especifico de ligacdo na
membrana, seja citoplasmatica, seja do nucleo, onde o sinal celular efetivamente
ocorrera e possuem a capacidade de formacdo de complexos com outras moléculas
envolvidas na sinalizagdo que controlam, Wong e Scott (2004).

Todos os membros da familia das AKAPs compartilham um dominio conservado
de ancoragem para PKA, a ligacdo entre essas moléculas consiste em uma hélice
anfipatica de 14-18 residuos da AKAP que interage com uma ranhura hidrofébica do

encaixe de dimerizacgdo localizada no dominio extremo N-terminal da por¢éo regulatéria
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das subunidades do dimero (PKA). Os complexos AKAP-PKA surgem através da
ligagdo especializada proteina-proteina, Diviani (2008), (Tab.2).

Em cardiomidcitos, foi identificada uma AKAP denominada mAKAP, com peso
molecular de 255kDa, localizada no envelope nuclear dessas células segundo Kapiloff
et al. (1999). Até o momento, sabemos que os complexos formados pela mMAKAP
consistem de PKA, da fosfodiesterase PDE4D3 (fosfodiesterase), de Ca®" ativado, do
receptor do canal de Ca** de rianodina (RyR), das fosfatases PP2A e calcineurina
(PP2B), da MAP quinase de alto peso molecular ERKS5, do ativador de ERK5/MEKS5, e
Epac, um nucleotideo guanidinico trocador de proteina para Rap ativado por AMPc,
Dodge et al. (2001); Dodge-Kafka et al. (2005); Kapiloff et al. (2001); Marx et al.
(2000); Pare et al. (2005); Ruehr et al. (2003); Carnegie (2009). Em 2005, Dodge e
colaboradores demonstraram que a ativacdo dessa ERKS5, ancorada neste complexo
coordenado pela mAKAP, em baixas concentracbes de AMPc, induz hipertrofia em

cardiomidcitos, Dodge et al. (2005).
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Tabela 2: Propriedades e localizagdo das AKAPs

Propriedades das AKAPS

AKAP Tecido/compartimento
AKAP15/18 Membrana plasmética
Isolado da biblioteca
il citoplasmética da tiredide
Membrana plasmética
AKAPT5/79/150 Densidade pds-sinaptica
Ezrin Citoesqueleto de Actina
TAKAPS0 Bainha fibrosa daﬁcauda do
espermatozdide
AKAPS2 Bainha fibrosa da,_cauda do
espermatozdide
AKAP95 Matriz nuclear
Rim e pulmao
AKAP-KL _Citoesqueleto de Actina
Apice das células epiteliais
AKAP220 Vesiculas
Gravin Citoesqueleto de Actina
Mdsculos cardiaco,
MAKAP esquelético, cérebro e
Membrana nuclear
Densidade pds-sinaptica
Yotiao x
Juncéo neuromuscular
LRl Centrossomos
S-AKAP84/D-
AKAP1 Membrana mitocondrial
AKAP121/AKA externa
P149
Ampla distribuicéo do tecido
DA avaliado por Northern blot
Isolado da biblioteca de
AKAPce expressao de
Caenorhabditis elegans
Identificado por RII em
DAKAP550 sobreposigéo de embriGes de

Drosophila

Caracteristicas

Marcacéo da membrana plasmética da via de
modificacéo de &cido graxo

Modulagéo dos canais de Ca*" do tipo L

Peptideo correspondente a RII interrompe sitio de
ligacéo de ancoragem de PKA nas células

Bovinos, humanos e ratos ort6logos,
respectivamente
Também se liga ao PKC e a calcineurina (PP2B)
Dominios alvo polibasicos de membrana e
dendritos.

Pode estar vinculado a CFTR via EBP50/NHERF

Testiculo especifica

Papel potencial na capacitacdo espermatica

Dedo Zinc
Muiltiplas variagdes de locais

Também se liga a PP1

Também se liga ao PKC
Espectrina repete dominios envolvidos na
segmentag&o subcelular
Desenvolvimento regulado
Muiltiplas variagdes de Splice
Marcador de Yotiao, PKA e PP1 ao receptor
NMDA

AKAP duplo-especifica se ligaao Rl e RII

Mudltiplas variaces de Splice

AKAP duplo-especifica se liga ao Rl e RII

Se liga a subunidade do RI-like
Proteina RING-finger

Contém dois sitios de ligacéo de RII

Refs.

Fraser, etal. (1998)
Gray, P. C. et al. (1998)
Gray, P. C. et al. (1997)

Carr, D. W. et al. (1991)

Lester, L. B., Langeberg, L. K. e Scott,
Rosenmund, C. et al. (1994)

Johnson, B. D., Scheuer, T. e Catterall, W.

A. (1994)

Bergman, D. B., Bhattacharya, N. e Rubin,

C. S.(1989)
Dell’Acqua, M. L. et al. (1998)
Coghlan, V. M. et al. (1995)
Klauck, T. M. et al. (1996)

Dransfield, D. T. et al. (1997)
Mei, X. et al. (1997)

Johnson, L. R. et al. (1997)
Coghlan, V. M. et al. (1994)

Dong, F. et al. (1998)

Schillace, R. V. e Scott, J. D. (1999)
Nauert, J. B. et al. (1997)

Colledge e Scott, (1999)

Schmidt, P. H. et al. (1999)

Lin, R-Y., Moss, S. B. e Rubin, C. S. (1995)

Huang, L. J. etal. (1997)

Chen, Q., Reigh-Yi, L. e Rubin, C. (1997)

Trendelenburg, G. et al. (1996)

Huang, L. J. et al. (1997)

Angelo, R. e Rubin, C. S. (1998)

Han, J. D. (1997)

Tabela com descricdo das principais AKAPS, tecidos onde elas sdo encontradas, suas funcdes até 0 momento. Em

destaque a mMAKAP. Colledge e Scott, (1999)
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1.5.  mAKAP e hipertrofia

A hipertrofia dos midcitos é a resposta compensatoria do coracdo ao estresse e €
caracterizada por um crescimento ndo mitético, organizacdo miofibrilar, expressdo, e
alteracOes especificas nas propriedades do canal ibnico, Molkentin (2004). A hipertrofia
pode evoluir para insuficiéncia cardiaca congestiva, uma das principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo. Infelizmente, a terapia atual para quem sofre de
insuficiéncia cardiaca € geralmente paliativa. Uma melhor compreensdo do sinal
intracelular da rede de transducdo, que controla o crescimento de midcitos, pode sugerir
novas abordagens terapéuticas. Estas redes de transdugdo de sinal, sdo compostas de
segundos mensageiros, enzimas e canais i6nicos, que formam caminhos de
retransmissdo de sinais especificos da superficie celular para as organelas intracelulares,
Papin et al. (2005).

Segundo Pare (2005), mdaltiplas vias de sinalizagdo controlam a indugdo de
hipertrofia dos midcitos. Estes percursos incluem vias de proteina quinase A dependente
de AMPc (PKA), vias da proteina quinase mitdgeno ativada (MAP kinase), da
calcineurina (CAN) e via do fator de transcri¢do do fator nuclear de celulas T ativadas
(NFATc), Molkentin e Dorn (2001). Um conceito emergente no campo da transducgao
de sinal, é a existéncia de pontos dentro de uma rede onde varias vias de sinaliza¢do que
convergem e compartilham moléculas comuns, facilitando assim a comunicagdo entre
as vias, Papin et al. (2005). Moléculas, que participam desses centros de integracdo sdo
de grande interesse terapéutico, por causa do potencial para coordenar e modular
maltiplas vias de sinalizag&o.

Uma proteina que € uma candidata atraente para coordenar sinais hipertroficos
suscitados a partir de maltiplos caminhos é a proteina adaptadora mAKAP, Kapiloff
(2002). Esta proteina possui 255 kDa, esté localizada no envelope nuclear e esta ligada
a membrana pela proteina integral de membrana nesprin-la através de uma ligagdo
direta de espectrina, Pare et al. (2005).

Vista sua capacidade de vincular a holoenzima tipo Il da PKA (RII), Kapiloff et
al. (1999); Zakhary et al. (2000), a mAKAP também vincula fosfodiesterases
especificas cardiacas como a PDE4D3, receptores de canais de rianodina tipo Il (RyR2)
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e calcineurina, Dodge et al. (2001); Dodge-Kafka et al. (2005); Kapiloff et al. (2001);
Marx et al. (2000); Ruehr et al. (2003).

Segundo Dodge-Kafka et al. (2005) MAP quinases, MEK5 e ERK5, Rapl e
Epacl também sdo ancorados pela mMAKAP. MEK5/ERKS5 sdo conhecidos por mediar a
inducdo da hipertrofia dos midcitos pelo receptor do fator inibitério da leucemia/gp130,
Nicol et al. (2001).

Dodge-Kafka et al. (2005), também relataram que a mMAKAP ¢ importante para a
inducdo da hipertrofia dos midcitos por sinalizacdo de receptores adrenérgicos. Os
receptores B-adrenérgicos estimulam a adenilil ciclase, aumentando 0s niveis
intracelulares de AMPc e, posteriormente, a atividade da PKA. O complexo PKA
MAKAP pode fosforilar canais de rianodina associados (RyR2), Kapiloff (2001); Marx
et al. (2000); Ruehr et al. (2003).

Geralmente, esses canais de rianodina (RyR2) medeiam a liberacdo de Ca®* dos
reticulos sarcoplasmaticos, durante o acoplamento excitacdo-contracdo, Fill e Copello
(2002). No entanto, canais de rianodina tipo Il (RyR2) associados a mAKAP podem
também regular a liberagdo de Ca®* de reticulos sarcoplasmaticos adjacentes e
perinucleares, Abrenica e Gilchrist (2000).

Neste ponto, podemos dizer que a resposta rapida promovida pela aldosterona,
em células cardiacas apresenta substanciais elementos para que possamos sugerir que ha
uma resposta mediada por um receptor diverso do classico MR e que intracelularmente,
essa resposta pode estar sendo gerenciada pela mAKAP.

Finalizando, temos muitos elementos teéricos que nos permitem visualizar uma
possivel comunicacdo entre as vias classica e direta da aldosterona, gerenciadas pela

MAKAP e que podem levar a célula a hipertrofia.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar os mecanismos bioquimicos
responsaveis pela hipertrofia de cardiomiocitos de ratos mediada pelo horménio

aldosterona.

2.2.  Objetivos especificos

1 - Verificar a acdo hipertréfica induzida pelo horménio aldosterona em
cardiomidcitos tratados ou ndo com espironolactona (antagonista do receptor MR da
aldosterona), através da medida da area superficial e concentracdo de ANP intracelular.

2 - Determinar a participacéo dos segundos mensageiros AMPc e Ca*? induzidos
pela aldosterona em células primérias de cardiomidcitos tratadas ou ndo previamente
com espironolactona na presenca ou auséncia de BAPTA-AM (quelante de célcio

intracelular);

3 - Determinar a participagdo da AKAP no processo hipertrofico dos
cardiomidcitos pela aldosterona.

4 - Constatar a ocorréncia de um cross talking entre as vias direta e gendmica da

aldosterona.
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36



3. MATERIAIS & METODOS

3.1.  Animais

Para obtencao de cardiomiocitos, foram utilizados filhotes neonatos de ratos da
linhagem Sprague Dawley (SD), de dois dias de idade, albinos, de ambos os sexos e
pesando em média 5g (Fig.4). Estes permaneceram juntamente com a mae até o dia do

experimento.

Os animas foram provenientes do biotério do Laboratério de Hipertensdo da
Universidade Federal de Minas Gerais. As progenitoras foram acomodadas uma por
gaiola, com seus respectivos filhotes, mantidas em ambiente silencioso, com
temperatura controlada, em ciclos de 12 horas de periodo diurno (das 07:00 as 19:00
horas) e 12 horas de periodo noturno (das 19:00 as 07:00 horas) mantidos
artificialmente. Receberam agua e ra¢ao Purina “ad libitum”. Todas as recomendagdes
do Comité de Etica em Pesquisa Animal foram seguidas. Pesquisa aprovada pelo
Comité de Etica (CEUA-UFOP), protocolo nimero 2010/33. (Em anexo).

3 o = =

Figura 4:Rato neonato, idade 2 dias e peso 5g.
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3.2.  Desenho experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos de acordo com o tratamento ou

ndo com espironolactona [10°°M] e aldosterona [10”M].

1- Controle: somente as células

N
1

Células tratadas com aldosterona [107M]

w
1

Células tratadas com espironolactona [10°M]
4

Células tratadas com espironolactona [10°M] e aldosterona [107M]

Os tratamentos (Fig.5) relativos a cada ensaio foram ministrados sempre seguindo

as condicdes acima citadas.

RATOS NEONATOS

CULTURA PRIMARIA

CELULAS SEM CELULAS COM
ESPIRONOLACTONA ESPIRONOLACTONA

CELULAS SEM CELULAS COM CELULAS SEM CELULAS COM
ALDOSTERONA ALDOSTERONA  ALDOSTERONA ALDOSTERONA

Figura 5: Organograma dos grupos experimentais de acordo com o tipo de tratamento recebido.
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3.3.  Solugdes utilizadas nos ensaios

Tabela 3: Composicéao da solugdo de ADS, pH =7,35

Componentes Quantidade

NaCl 6,89

Na;HPO,, 0,138 ¢

Tabela 4: Composicéo da solugdo de BRDU [10*M] (5-Bromo-2'-deoxyuridine)

Componentes Quantidade

BRDU 059
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Tabela 5: Composicéo do meio de cultura celular

Componentes Quantidade
DEMEN 42,5 mi
Soro de cavalo 5,0ml
Soro fetal bovino 2,5ml
Penicilina-estreptomicina 0,5ml
Solucdo de BRDU [10%M] 50 pl

Tabela 6: Composicéo do meio de cultura com espironolactona

Componentes Quantidade
Meio de cultura normal 50 ml
Solucao de espironolactona [10°M] * 5 ul

* = para obtengéo de [10™°M] final.

Tabela 7: Composicéo do meio de cultura com aldosterona

Componentes Quantidade
Meio de cultura normal 100 ml
Solucéo de aldosterona [10°M] ** 10 pl

**= para obtencéo de [10"'M] final.
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Tabela 8: Composicao da gelatina usada para adeséo das células na placa de cultura

Componentes Quantidade
Agua Milli-q 250 ml
Gelatina incolor 25¢

***= para obtenc¢do de 0,1%.

Tabela 9: Composicéao da solugdo tampéo de digestdo

Componentes Quantidade
ADS 50 ml
Colagenase tipo 11 10 mg
Pancreatina 30 mg

Todas as solucdes utilizadas para cultivo e manutengéo das culturas de cardiomiécitos

foram esterilizadas em membrana Millipore 0,22 um.
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3.4. Preparagdo de culturas priméarias de cardiomiocitos de ratos

neonatos

O protocolo de extracdo dos cardiomidcitos foi cedido pelo Prof. Dr. Eduardo M.
Krieger (InCor — HC. FMUSP).

A metodologia utilizada para preparacdo de culturas primérias de cardiomidcitos
(Fig.6) foi reformulada para aperfeicoar o processo de extracdo e obtencao.

Foram usados ratos neonatos de dois dias de idade da linhagem Sprague Dawley
(SD) (Fig.4).

Os ratos neonatos foram esterilizados com algoddo embebido em alcool 70%,
decapitados e, em seguida, foram extraidos os ventriculos. Imediatamente apds foram
dispostos em solugdo tampdo ADS 1X (Tab.3) e divididos em dois ou trés fragmentos
que foram colocados em um tubo para centrifuga de 50 mL contendo 6 mL de tampé&o
de digestéo.

A primeira digestdo foi usada para lavar o restante de sangue da amostra, por isso
a mesma teve a duracdo de apenas 10 minutos em banho maria a 37°C sob agitacdo de
aproximadamente 200 rpm. O sobrenadante foi desprezado e em seguida foram
adicionados outros 6 mL do tampdo de digestdo (Tab.9). O tubo foi agitado por 20
minutos em banho maria a 37° sob agitacdo. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo para centrifuga de 15 mL contendo 1 mL de soro fetal bovino, este, usado para
bloquear a reacdo de digestao.

A cada ciclo de digestdo foi realizada a transferéncia do sobrenadante para um
novo tubo com soro fetal bovino, este procedimento de digestao foi realizado por quatro
vezes apos a lavagem da amostra.

Apbs os ciclos de digestdo centrifugaram-se os tubos que continham o
sobrenadante e o soro fetal bovino a 1020 rpm por 10 minutos para precipitagdo. Em
seguida, descartou-se o sobrenadante da centrifugacéo e ao precipitado foi adicionado 2
mL de meio de cultura (Tab.5) para homogeneizagdo, e cada poco da placa foi
preenchido com 2 mL da mistura. Esse homogenato foi transferido para uma placa de

cultura e incubado.
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As células foram utilizadas para experimentos apds 48 horas de incubacdo em
estufa 5% de CO, a 37°C.

.
4 . % N
Figura 6: Foto de cardiomidcitos tiradas por maquina digital em microscépio invertido modelo Telaval 31,
fabricante Carl Zeiss, em aumento de 100x.
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3.5. Determinagéo da hipertrofia dos cardiomidcitos

3.5.1. Anadlise de area superficial

Inicialmente utilizamos o método por analise de area celular superficial para
calcular a hipertrofia, adaptado de Oberleithner et al. (2004). Os ensaios eram realizados
a partir de células ressuspendidas em meio normal, com aldosterona (Sigma aldrich, cat.
A9477), com espironolactona (Sigma aldrich, cat. S3378) e com aldosterona e
espironolactona. Antes da ressuspensao, 0 meio era colocado em camara Neubauer e as
células eram contadas. Foi usado o equivalente a 2,4x10° células por mL. Ap6s
contagem e ressuspensdo, distribuiram-se 2 mL de cada meio, contendo as células, em
laminulas que foram previamente autoclavadas em placas de petri e tratadas com
gelatina, para uma melhor adesdo das células. Ap6s incubacdo de 48 horas, que foi o
tempo 6timo determinado por diversas observagdes, as laminulas foram transferidas
para ldaminas e coradas com o kit de Panético Rapido.

Apbs a obtencdo das células, foram realizados ensaios para determinacdo da
hipertrofia, com o uso de aldosterona. As concentragdes étimas para esse ensaio foram
estabelecidas como sendo as de 10”'M para a aldosterona e 10™° M para espironolactona,
de acordo com Pitt e colaboradores (1999). Posteriormente, as laminas foram
fotografadas por camara acoplada a microscopio e computador e as células tiveram sua

area medida e calculada pelo programa gratuito Scion Image (www.scioncorp.com).

3.5.2. Andlise da concentracdo de ANP intracelular

Posteriormente, foi realizado um ensaio de analise da concentracdo de ANP
(Peptideo Atrial Natriuretico) intracelular. Este ensaio foi realizado com o uso de Kits
por ELISA (ANP- Rat, Mouse - EIA Kit, Phoenix Pharmaceuticals EK-005-24) onde,
apos o preparo das culturas, por métodos mencionados anteriormente, as células foram
soltas da placa com o uso de triple Express (Invitrogen) que é um tipo de tripsina

sintética, e ressuspendidas em meio de cultura normal.
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Utilizamos este tipo de ensaio ao invés de continuarmos com a metodologia de
medida celular, por ser mais sensivel, ter maior acurdcea e ser mais simples de ser
executado. Na placa de ensaio, foi adicionado as células a aldosterona em diferentes
concentragdes (10°M, 10°M, 107M), para saber se a concentracéo 6tima de aldosterona
usada para promover a maior hipertrofia dos cardiomidcitos nessas condigcdes era
realmente a de 10" M.

Como o ANP é um peptideo liberado pelas células musculares atriais quando estas
sofrem algum tipo de estiramento, pdde-se determinar exatamente qual a concentragédo
de aldosterona que promoveu a melhor resposta hipertréfica dos cardiomidcitos, pois
onde houve maior concentracdo de ANP intracelular corresponde também a maior
resposta hipertrofica gerada pela aldosterona. O ensaio foi realizado seguindo o
protocolo do Kit.

Os componentes do kit foram mantidos em temperatura ambiente (25-45 minutos)
antes de iniciar o ensaio. Todos os reagentes, dentre eles solucGes, anticorpos e
peptideos foram preparados imediatamente antes do uso, como sugerido pelo fabricante
do Kkit. O peptideo padrdo (Tab.10) foi preparado para obtermos a curva padrdo nas

seguintes concentragdes:

Tabela 10: Diluicéo do peptideo padrdo - ANP.

Concentragdes do peptideo padrao:

Padréo Volume do padrdo Tampao de ensaio (1X)  Concentragéo
Estoque 1000pl 1,000ng/mi
#1 100pl of stock 900l 100ng/ml
#2 100pl of #1 900pl 10ng/ml
#3 100pl of #2 900l 1ng/ml
#4 100pl of #3 900pl 0.1ng/ml
#5 100pl of #4 900pl 0.01ng/ml
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Para a montagem na placa os pogos A-1 e A-2 permaneceram vazios,
correspondendo ao branco. Foram adicionados 50 pL de tampdo de ensaio 1x nos pogos
B-1 e B-2, total binding. Foram adicionados também 50uL dos peptideos padrdo
preparados a partir de # 5 para # 1 (em sentido inverso de diluicdo seriada), (Tab.10)
nos pogos de C-1 e C-2 ao G-1 e G-2, respectivamente. Sempre em duplicata, e 50pL do
controle positivo reidratado nos pogos H-1 e H-2. Os controles positivos também foram
aplicados em duplicata. Em triplicata, 50uL das amostras preparadas foram distribuidas
de acordo com 0 ensaio em seus po¢os designados. Em seguida, 25uL do anticorpo
primario reidratado foi administrado em todos 0s pogos, exceto no branco.
Imediatamente ap6s foram adicionados 25 pL do peptideo biotinilado reidratado em
todos 0s pocos, exceto no branco. E importante ressaltar que nenhuma das solucdes foi
pipetada com pipeta multicanal.

A imunoplaca foi selada com selo de acetato (APS) e incubada por 2 horas em
temperatura ambiente (20-23 °C), sob agitagdo 300-400 rpm durante toda a incubacao.
Apbs o tempo de incubacéo o selo de APS foi removido da imunoplaca. O conteudo dos
pocos foi descartado virando a placa firmemente. Cada pogo foi lavado com 350uL de
tampéo de ensaio 1X, sendo o tampé&o foi eliminado em seguida. Este processo foi
repetido por 4 vezes. Apos a lavagem da placa foram adicionados 100 pL de solugdo
SA-HRP em cada pogo. A imunoplaca foi selada novamente com APS. E incubada
durante 1 hora em temperatura ambiente (20-23 °C), sob agitacdo orbital, 300-400 rpm.
O selo de APS foi removido da imunoplaca. O procedimento de lavagem foi realizado
como descrito anteriormente, também por quatro vezes. Logo apds foram adicionados
100 pL da solugdo do substrato TMB fornecidos pelo kit em cada poco. A imunoplaca
foi selada com selo APS e coberta com papel aluminio para evitar contato com a luz.
Imediatamente ap0s, colocado no agitador orbital 300-400 rpm por uma hora, o selo de
APS foi removido da imunoplaca e foi adicionado 100 pL HCI 2M em todos os pogos
para paralizar a reacdo. A cor do po¢co mudou de azul para amarelo. Para que a mudanga
fosse uniforme, batemos suavemente na placa para assegurar uma mistura completa. A
leitura foi relizada imediatamente e foi procedida em leitor ELISA com absorbancia
O.D. a 450nm.
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3.6. Determinacéo da participacdo do segundo mensageiro AMPc

As culturas primarias de cardiomiocitos foram mantidas na presenca ou ndo de
espironolactona [10°M], pré-incubadas ou ndo com o blogueador de Ca®* intracelular
BAPTA-AM (MOLECULAR PROBE) [10°M] e estimuladas pela presenca de
aldosterona [107M].

Usamos o quelante de Ca®" intracelular, BAPTA-AM, para bloquear o Ca*
oriundo da via dependente de proteina Gq e analisarmos se 0 AMPc liberado pela via
dependente de proteina Gs esta sendo gerado por uma adenilil ciclase ativada por esse
ion.

A concentracdo de AMPc foi determinada com o uso de kits AMERSHAM
(ensaio imunoenzimatico de competicdo AMPc Biotrak EIA System, code: RPN225).
As solugdes usadas, a composicao e organizacdo da placa foram realizadas segundo o
manual do Kit, assim como os célculos realizados para se chegar as concentracGes de
AMPc.

Antes do uso do kit foram preparados oito tratamentos, aos quais 0s
cardiomidcitos seriam submetidos. S&o eles: controle, aldosterona [10”M], BAPTA-
AM [10°M] e BAPTA-AM + Aldosterona, todos na auséncia e na presenca de
espironolactona [10°°M].

Em cada tratamento foi adicionado IBMX [10*M], um inibidor de

fosfodiesterase, o qual degrada AMPCc.

Os componentes do kit foram mantidos em temperatura ambiente (25-45 minutos)
antes de iniciar o ensaio. Todos 0s reagentes, dentre eles solucGes, anticorpos e
peptideos foram preparados imediatamente antes do uso, como sugerido pelo fabricante
do kit.
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3.7. Determinacéo do segundo mensageiro Ca?*

Apbs o cultivo das células, metade da placa de cultura era mantida na presenca de
espironolactona [10"°M] por 48 horas.

As células eram entdo soltas com triplex e transferidas para dois tubos para
centrifuga de 15 mL. Logo em seguida, a placa era lavada trés vezes com ADS 1X. Os
tubos de 15 mL eram, entdo, centrifugados a 1020 rpm por dois minutos. As células

eram ressuspendidas em ADS 1X e transferidas para seis tubos para microcentrifuga:

1- Controle negativo: somente as células

2- Controle positivo: células e sonda

3- Células tratadas com espironolactona [10"°M]

4- Células tratadas com aldosterona [107M]

5- Células tratadas com espironolactona [10"°M] e aldosterona [107M]
6- Células tratadas com tapsigargina [10°M]

A sonda usada foi o FLUO4-AM (Indicador de alta afinidade de calcio, Sigma
Aldrich cat. F-14201), cujo volume de 5uL/mL era colocado nos tubos para
microcentrifuga, com excecdo do controle negativo. Esses tubos eram colocados no
banho Maria por 30 minutos e em seguida, centrifugados a 1000 rpm/2’. As células
eram entdo ressuspendidas em 1,5mL de ADS 1x e transferidas para tubos de leitura.

A aldosterona foi adicionada somente no momento da leitura.

Para controle da quantidade de célcio intracelular foi usado Tapsigargina [10°°M],
por ser responsavel pela deplecdo dos estoques de calcio intracelulares.
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3.8. Determinacao da participagéo da AKAP

Com o objetivo de determinar a presenca de AKAP no processo hipertrofico foi

realizado um ensaio de hipertrofia por concentracdo de ANP intracelular.

Para tanto as células receberam os seguintes tratamentos:

1- Controle

2- Aldosterona [107M]

3- Aldosterona [107M] e inibidor de AKAP (ST-Ht31) [10°M]

4- Espironolactona [10°°M]

5- Espironolactona [10°M] e aldosterona [10”'M]

6- Espironolactona [10°°M], aldosterona [107M] e inibidor de AKAP (ST-Ht31)
[10°M]

Logo em seguida, foram submetidas ao ensaio de concentracdo de ANP
intracelular. A organizacdo e a composi¢do da placa foram feitas de acordo com o
manual do kit.
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3.9. Extracdo de proteina

Apds a realizacdo da cultura, com 48h de crescimento, o meio de cultura foi

sugado da placa e foram colocados novos meios com os tratamentos desejados.

1- Controle: somente as células
2
3
4

Células tratadas com aldosterona [107M]

Células tratadas com espironolactona [10°M]

Células tratadas com espironolactona [10°M] e aldosterona [107M]

O tratamento com espironolactona foi de 24 horas, o tratamento com aldosterona
foi de 1 hora.

Posteriormente, as células foram lavadas com solucédo salina de ADS. Os lisados
celulares foram preparados com PhosphoSafe Extraction Buffer (NOVAGEN), um
tampdo de lise especifico para Western Blot (WB) de proteinas fosforiladas. No
momento do ensaio foi adicionada uma mistura de inibidores de protease (ROCHE
APPLIED SCIENCE) a este tampao de lise. As amostras foram estocadas a -80°C.

3.10. Gel

Utilizamos o mini gel NUPAGE NOVEX 10% BIS-TRIS GEL 1.0 MM

(NP0303B), e todos os tamp0es do kit necessarios ao processo, da marca Invitrogen.
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3.11. Western blot

Para os ensaios de Western blot utilizamos o kit Western Breeze (INVITROGEN,
catalogo numero WB7103) que detecta as proteinas imobilizadas em uma membrana de
polivinilidina difluoridro (PVDF) através de reagdo colorimétrica com a fosfatase
alcalina acoplada ao anticorpo secundério. As andlises de OD das membranas foram
realizadas dividindo a densitometria da banda em questao pela densitometria da [3-

actina.

3.11.1. Verificacdo da ativacdo de ERK5

Utilizando-se o anticorpo na concentragdo de 1:1000 contra ERKS5 fosforilada de
rato Phospho-ERK5 ([Thr218/Tyr220] Antibody #3371 [CELL SIGNALING
TECHNOLOGY]) Western blots foram executados em células mantidas ou ndo na

presenca de espironolactona, tratadas ou nao por periodos de 1 hora com aldosterona.

3.11.2. Verificagdo da ativacéo de substratos fosforilados por PKC

Utilizando-se o anticorpo na concentracdo de 1:1000 contra Phospho-(Ser) PKC
Substrate Antibody [CELL SIGNALING TECHNOLOGY] os western blots foram
executados em células mantidas ou ndo na presenca de espironolactona, tratadas ou ndo

com aldosterona por periodos de 1 hora.

3.11.3. Verificacdo da ativacao de B-Actin

Utilizando-se o anticorpo na concentracdo de 1:1000 contra B-Actin [CELL
SIGNALING TECHNOLOGY] como normalizador, os western blots foram executados
em células mantidas ou ndo na presenca de espironolactona, tratadas ou ndo com

aldosterona por periodos de 1 horas.
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3.12. Andlises estatisticas

A comparagéo entre os grupos foi feita utilizando-se ANOVA “One-way” seguido
do teste de Kruska-Wallis. Estas analises foram realizadas no software Graphpad Prism
Project (versdo 5.0). Foram consideradas diferencas significativas para p < 0.05. Todos

0s ensaios possuem numero amostral igual a 8.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinagdo da hipertrofia dos cardiomidcitos

4.1.1. Método de analise de area superficial

Determinacao de hipertrofia por area celular

N
o
]

3 Controle

1 Espironolactona 10°°M

Bl Adosterona 10'M

Bl Aldosterona 10”'M + Espironolactonal0°M

!
(€]
L

-
(¢]
L

Area celular relativa em um
|_\
o
'l

©
o

Tratamentos

* = significativamente diferente dos controles
**= significativamente diferente do tratado com

aldosterona 10'M

Figura 7: Gréafico do ensaio de hipertrofia de cardiomidcitos ventriculares de ratos neonatos, tratados
com meio controle; meio com espironolactona [10°M]; meio com aldosterona [107M]; meio com
aldosterona [107'M] e espironolactona [10°M]. p< 0,05. Todos os ensaios possuem ndmero amostral
igual a 8.

Através da medida da area superficial dos cardiomiécitos (Fig.7) nos diversos
tratamentos, foi possivel perceber diferencas significativas das areas das células tratadas
com aldosterona e aldosterona + espironolactona. As células tratadas com aldosterona
mostraram um aumento de aproximadamente 95% em relacdo ao grupo controle. As
células tratadas com aldosterona + espironolactona, também tiveram suas areas
aumentadas, porém em indices menores e significativamente diferentes dos tratados

somente com aldosterona.

54



4.1.2. Método de andlise de concentracao de ANP intracelular

Concentracdo de ANP intracelular em diferentes
concentracOes de aldosterona

0.25-
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0.20+
E 1 Controle
> 0.15+
= ] Aldosterona 10°M
2 010 Bl Aldosterona 10°M
Z 0. .
< Bl Aldosterona 10'M

0.05+

0.00

Tratamentos
* = significativamente diferente do controle, p<0,05.

Figura 8: Gréafico de [ANP] intracelular por concentragdo de aldosterona, p< 0,05. Todos os ensaios possuem
nimero amostral igual a 8.

Concentragéo de ANP intracelular em diferentes
concentracdes de aldosterona

1.5+ *
—
— 1.0+
S
g; sk 1 Controle
~ 1 Aldosterona 107'M
= Bl Espironolactona 10°M + Aldosterona 10”'M
<C 0.5-
0.0
Tratamentos

* = significativamente diferente do controle, p<0,05
** = significativamente diferente do tratado com aldosterona 10-7M, p<0,05.

Figura 9: Grafico de [ANP] intracelular tratado com aldosterona e aldosterona [107M] e espironolactona

[10°°M] comprovando o impedimento da hipertrofia, p< 0,05. Todos os ensaios possuem niimero amostral
igual a 8.
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Realizamos o ensaio de ANP (Fig.8) com diferentes concentracdes de aldosterona,
para verificar se o teste era sensivel nestas condi¢des e a este hormdnio, e qual seria a
concentracdo de aldosterona que levaria as células a maior resposta hipertrofica nessas
condicdes. Através do resultado desse ensaio foi possivel perceber que a concentracdo
6tima de acdo da aldosterona (Fig.9) para promover uma resposta hipertrofica maxima
nos cardiomidcitos nesse tipo de cultura e nessas condiges foi a concentragdo 107'M,
onde podemos verificar maior liberacdo de ANP pelas células cardiacas, devido a

distensdo das mesmas.
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4.2. Determinacédo da participacéo do segundo mensageiro AMPc

Concentracdo de AMPc na auséncia
de espironolactona

600+
— 500+
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< ] Aldosterona 10°'M
— -5
= Bl BAPTA-AM 10°M
2 Bl Aldosterona 10'M+ BAPTA-AM 10°M
“= 400+

T

—
300
Tratamentos

Figura 10: Gréfico da concentracdo de AMPc (fmol) por tratamento sem espironolactona. Obtidos de
cardiomidcitos pré-incubados com BAPTA-AM [10°M], estimulados com aldosterona [107M]. p< 0,05.
Todos os ensaios possuem nimero amostral igual a 8.

Concentragdo de AMPc por tratamento na presenga de
espironolactona 10°M
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*
o 5007 —l—
S
<
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E 400~ [ Aldosterona 107 M
T B BAPTA-AM10°M
Il Adosterona 10'M+ BAPTA-AM 10°M
300

Tratamentos
* = significativamente diferente do controle, p<0,05.

** = significativamente do tratado com aldosterona, p<0,05.

Figura 11: Grafico da concentracdo de AMPc (fmol) por tratamento na presenca de espironolactona.
Obtidos de cardiomiécitos pré-incubados com BAPTA-AM [10™ M] , estimulados com aldosterona
[107'M].
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Através da comparagdo entre os grupos controle tratados (Fig.11) ou néo
espironolactona (Fig.10), é possivel perceber que os niveis basais de AMPc sdo maiores
quando essa substancia esta presente. As concentracdes de AMPc nos ensaios foi maior
nas culturas onde ndo havia o receptor, devido a acdo antagonista da espironolactona
(fig.11). Cardiomidcitos tratados com o antagonista do receptor classico da aldosterona
tornam-se mais responsivos a via direta da aldosterona.
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4.3. Determinagcao da participacdo do sequndo mensageiro Ca*

400+

300+

2004

Intensidade média
de Fluorescéncia

1004

Determinacao de [Ca2+] intracelular por

Citometria de Fluxo

* = significativamente diferente do controle, p<0,05.
** = significativamente diferente do tratado com aldosterona 10™'M, p<0,05.

[ Controle

] Tapsigargina 10°M

Controle espironolactona 10°M

B Aldosterona 107M

M Aldosterona 10°7M + Espironolactona 10°M

Figura 12: Grafico de intensidade média de fluorescéncia (concentracdo de Ca®") por tratamento. p<

0,05. Todos os ensaios possuem nimero amostral igual a 8.

A concentragdo intracelular de Ca®* é maior na presenca do antagonista do

receptor mineralocorticdide (Figl2). Onde o receptor esta presente e € estimulado com o

horménio aldosterona, a concentracao intracelular de Ca?* é maior que controle.

O grupo tratado com tapsgargina foi usado como controle positivo para a presenca

de calcio, pois essa substancia é responsavel por promover a deplecdo dos estoques

intracelulares de célcio.
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4.4. Determinacéo da participacdo de AKAP

[ANP] em culturas primarias de cardiomiocitos
de ratos SD na auséncia de espironolactona 10°M
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* = significativamente diferente do controle, p<0,05.
** = gignificativamente diferente do tratado com aldosterona 107M, p<0,05.

Figura 13: Gréafico de [ANP] intracelular sem o tratamento com o inibidor do receptor MR. p< 0,05.
Todos os ensaios possuem nimero amostral igual a 8.

[ANP] em culturas primarias de cardiomidcitos de
ratos SD na presenca de espironolactona 10-6M

1.0
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0.2- B Aldosterona 107 M+ St-Ht31 10°M
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Figura 14: Gréafico de [ANP] intracelular com o tratamento com o inibidor do receptor MR. p< 0,05.
Todos os ensaios possuem ndmero amostral igual a 8.

As concentracbes de ANP sdo maiores em células tratadas somente com
aldosterona em relacdo ao controle (Fig13), mostrando que hd um processo hipertréfico.
Nas células tratadas com aldosterona e inibidor de AKAP (Figl4) a concentracdo de

ANP é menor que a encontrada nas células tratadas somente com aldosterona.
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4.5. Determinacédo da participacdo de ERKS5 e substrato fosforilado por PKC

O resultado obtido no western blotting foi muito claro, quando utilizamos o
anticorpo contra Phospho-ERKS5 ([Thr218/Tyr220], percebemos uma banda de 115KDa
(Fig.15.1B), e quando utilizamos o anticorpo contra substrato fosforilado por PKC
(Fig.15.1A), encontramos a mesma banda de 115KDa, 0 que nos mostra que ERKS5 foi

fosforilada por PKC.
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Figura 15: Andlise por Western blotting e gréficos de densitomeria 6tica (OD) de proteinas
extraidas de células primérias de cardiomidcitos e tratadas com os anticorpos contra substrato fosforilado
por PKC (1A e 2A) e ERKS5 fosforilada (1B e 2B). Todos 0s ensaios possuem nimero amostral igual a 8.
1)Padréo de peso molecular; 2)Controle: somente as células; 3)Células tratadas com aldosterona [10”'M];

4)Células tratadas com espironolactona [10°M];5)Células tratadas com espironolactona [10°M] e
aldosterona [107M].
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Ficou evidenciado que o tratamento dos cardiomidcitos com aldosterona leva a
fosforilagdo da ERKS5 que passa entdo para a forma ativa (ERKS5 fosforilada). Uma forte
evidéncia de que esta fosforilacdo ocorre de forma direta por uma PKC encontra-se no
fato de que em nosso WB onde foi utilizado um anticorpo contra substratos fosforilados
por PKC encontrou-se uma banda com o exato peso molecular encontrado no ensaio
feito para a Phospho-ERKS5 (115KDa). Outro indicio que nos leva a crer que realmente
a hipertrofia causada pela via direta da aldosterona é orquestrada pela mAKAP, e

envolve a ERK5 que esta intimamente ligada a este complexo.
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5. DISCUSSAO

A hipotese de que possa haver uma conversa cruzada entre as vias ndo genémica e
gendmica promovidas pela aldosterona tornou-se relevante a partir de 2009, com a
publicagdo do artigo “New aspects of rapid aldosterone sinaling” de Grossmann ¢
Gekle, onde os autores demonstraram haver indicios de um “cross talking” entre essas
vias.

Apesar disso, Grossmann e Gekle (2009) defenderam a idéia de que haja um
sinergismo entre as vias. Nossos dados discutidos aqui, no entanto, apontam para um
feedback negativo entre as vias.

A resposta a via gendmica da aldosterona envolve dimerizacdo do receptor
mineralocorticoide (MR), dissociacdo das proteinas de choque térmico (pertencentes a
uma classe de chaperonas moleculares, as quais sdo proteinas responsaveis pelo correto
dobramento de outras proteinas sintetizadas e pela prevencao da agregacdo protéica) do
MR, Yang et al. (2010); Dooley et al. (2011) e a translocacdo do complexo aldosterona-
MR para o nucleo e a concomitante regulacdo da expressdo génica.

As respostas rapidas a aldosterona, por outro lado, ocorrem em menor tempo e
ndo envolvem transcricdo ou traducdo, porém, estdo associadas a ativacdo da fosfolipase
C (PLC) e subsequente hidrolise de fosfolipidios de membrana. Esta hidrolise de
fosfolipideos libera DAG e IP3 que, por sua vez, ativam a proteina quinase C (PKC) e
liberam Ca®* do reticulo, respectivamente, Grossmann e Gekle (2009), também temos
indicios da participacdo do AMPc nessa via Haseroth et al. (1999).

Partindo da premissa de que ambas as vias se comunicam e tentando entender esse
“cross talking” capaz de levar os cardiomidcitos a hipertrofia, decidimos verificar a
participacdo do AMPc neste modelo. Tratando as células em condigdes que levam as
mesmas a hipertrofia e mimetizar a auséncia do receptor MR pela presenca de
espironolactona.

Em condi¢Bes normais, sem antagonista, verificamos que a aldosterona é incapaz
de modular a producédo de AMPc (Fig.10). No entanto, na presenca de espironolactona,

aldosterona promoveu aumento deste segundo mensageiro, quando comparado ao seu
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respectivo controle (Fig.11). Além disso, os niveis basais de AMPc nas células tratadas
com esse antagonista apresentavam-se maiores.

Segundo Dodge-Kafka (2005), uma das situacdes que podem induzir uma
resposta hipertréfica nos cardiomidcitos, séo as baixas concentragdes de AMPc. Sendo
assim, podemos inferir que um dos mecanismos de protecdo da espironolactona pode
ser também, o aumento dos niveis de AMPc e consequentemente, menor resposta
hipertréfica gerada pela aldosterona nas células que receberam o tratamento com o
antagonista, considerando a responsividade fornecida pela espironolactona e
conhecendo-se as caracteristicas cardioprotetoras desse antagonista (aumento da
sobrevida e retardamento da progressao da insuficiéncia cardiaca em pacientes com
insuficiéncia cardiaca sintomatica, retardamento do desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca sintomética em pacientes assintomaticos com disfuncdo ventricular esquerda e
na prevencdo de eventos isquémicos coronarianos em pacientes com disfuncdo
ventricular esquerda, especificamente na redugdo da incidéncia de infarto do miocardio
e de hospitalizacao por angina instavel), Nagata (2002); Kuster, (2005).

Outro segundo mensageiro estudado em respostas hipertréficas é o Ca>*, que ja
é conhecido como um transmissor crucial nessa sinalizacdo, Frey e Olson (2003);
Bauman et al. (2007) via acoplamento-excitagdo-contracdo, Bers (2002) com a
estimulacgdo da transcricao de genes responsaveis pela hipertrofia, Heineke et al. (2006).
Embora os maiores fluxos de Ca* facilitem uma maior contracdo do miécito durante a
hipertrofia adaptativa, esses fluxos sdo diminuidos durante a insuficiéncia cardiaca e,
assim, contribuindo para diminuicéo do débito cardiaco, Heineke et al. (2006).

Os niveis aumentados de Ca”" intracelular encontrados nos ensaios, em células
que receberam tratamento com o antagonista da aldosterona, somados a outros dados ja
obtidos por nosso laboratério, onde se tem um aumento do segundo mensageiro AMPc
nessas mesmas condigdes, confirmam o que foi descrito por Haseroth et al. (1999), onde
0s niveis destes segundos mensageiros mostraram-se elevados em camundongos
nocautes para o receptor MR, estimulados com aldosterona 10’M e comprovando,
assim, que os efeitos rapidos da aldosterona envolvem um receptor distinto do classico
MR (Fig.12).

Adicionalmente, um estudo realizado em células de rim de macaco (MDCK)

mostrou que o efeito rapido da aldosterona é responsavel por causar uma acidificacdo
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transiente seguida por uma alcalinizagdo significativa nessas células, Gekle et al.
(1996); Markos et al. (2005). Isto nos fornece evidéncias de que a elevacdo do pH é
causada por um rapido aumento nas concentracdes intracelulares de Ca* pela ativacio
do trocador de protons de sodio (NHE), Doolan e Harvey (1996); Oberleithner et al.
(1987); Gekle et al. (2001); Markos et al. (2005). Em células MDCK, o0s pré-requisitos
para este processo sdo dois pontos entrada liquida de Ca?*, a partir do exterior da célula
e uma condutéancia de protons da membrana plasmatica para estimular o NHE, Gekle et
al. (1996).

Levando-se em consideracdo a participacdo desses segundos mensageiros na
via direta da aldosterona, muito se especulou sobre a existéncia de um receptor diverso
para essa Vvia, levantando muitas davidas em relacéo a esse receptor, Grossmann e Gekle
(2009).

Estudos iniciais sugerem que os efeitos ndo gendmicos sdo mediados por um
receptor de membrana distintos do classico MR. Os argumentos a favor deste conceito
incluem o aumento do Ca** e AMPc encontrados em células epiteliais cultivadas a partir
de camundongos nocautes MR, Haseroth et al. (1999). Alguns estudos apontam para
uma proteina Gg mediando a resposta répida da aldosterona, Grossmann e Gekle
(2009).

Nossos resultados favorecem a idéia de que o mecanismo de a¢do ndo genémico
da aldosterona seria mediado por um possivel receptor de membrana, corroborando com
Grossmann e Gekle (2009), apesar de ndo termos encontrado uma resposta direta da
aldosterona com relacdo ao AMPc, que SO aparece na presenca de seu antagonista.
Segundo esses pesquisadores, esse receptor funcional seria de membrana, o que
promoveria uma conversa cruzada entre as vias da proteina G, e as familias de
receptores nucleares de sinalizagéo.

Segundo Le Moellic et al. (2004), a aldosterona, mesmo acoplada a moléculas
grandes como BSA e, portanto, incapaz de atravessar a membrana rapidamente, e com 0
receptor MR bloqueado, suscitou os mesmos efeitos rapidos, favorecendo a hipotese de
que o receptor em questdo seria um receptor de membrana, visto que a aldosterona nédo
conseguiria atravessar a membrana rapidamente ligada ao BSA. Receptores semelhantes
tém sido propostos para outros hormonios esterdides Orshal e Khalil (2004); Zhu et al.

(2003). Além disso, ainda existem varios argumentos contra um receptor MR
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estruturalmente diferente responsavel pelos efeitos ndo genémicos, Michea et al. (2005),
o0 que fortalece ainda mais, a hip6tese de um possivel receptor de membrana.

Entretanto, ainda permanece a divida de como esse receptor atuaria sobre
acoplamentos as proteinas G diferentes, no caso Gs e Gg. Tentando desvendar essa
questdo, partimos para um ensaio na tentativa de mostrar a participagdo ou ndo de uma
adenilil ciclase responsiva a0 Ca®*, uma vez que este segundo mensageiro era
mobilizado na presenca de aldosterona.

No presente estudo, células de cardiomiécitos submetidas ao tratamento com
BAPTA-AM (éster que sofre esterificacdo dentro da célula tornando-se um quelante de
calcio intracelular) e estimuladas com aldosterona apresentaram baixas concentracdes
de AMPc em relaco ao controle, confirmando nossa hipétese de que o aumento de Ca**
promovido pela hormdnio estimularia uma adenilil ciclase responsiva ao mesmo.

Segundo Wang (2002), ha expressdo diferencial dos subtipos de adenilil ciclase
no sistema cardiovascular humano. Gottle, em 2009, encontrou sete tipos de adenilil
ciclase (AC1, AC3, AC4, AC5, AC6, AC7 e AC9) expressas em cardiomiocitos de
camundongos. Sabendo-se que algumas dessas isoformas de adenilil ciclase (AC1) sédo
moduladas positivamente pelo Ca?*, Gros et al. (2006) e portanto, sujeitas & modulagéo
pela aldosterona, uma possivel explicacdo para os altos niveis de AMPc encontrados
seria de que o Ca** oriundo da via Gq, ativaria diretamente uma adenilil ciclase e esta
estimularia a producdo de AMPc.

Outra justificativa que reforca os niveis maiores de AMPc em células tratadas
com aldosterona, é que também encontramos niveis robustos de fosforilacdo da ERK5
em células tratadas com aldosterona, pois a ERK5 fosforilada é responsével por inibir
fosfodiesterase que, por sua vez, degrada AMPc, Carnegie (2009).

A regulacdo da resposta hipertrofica cardiaca pelo complexo da mAKAP, pode
ocorrer quando a PKA ancorada pela mAKAP fosforila e ativa a PDE4D3, que também
é ancorada pela mMAKAP. A estimulagéo dos receptores promotores gp130/fator inibidor
da leucemia (LIF) ativam a via da MEK5 eERKS5 ancoradas a mAKAP regulando
negativamente a PDE4D3 através de um caminho ainda desconhecido. Na via ndo
gendmica, a ERKS5 fosforilada pode inibir PDE4D3, que é sinergicamente aumentada
pela PKA na presenca de AMPc. Na via gendmica, a ERK5 poderia ativar uma cascata

de transducdo, que induz a transcricdo de genes hipertroficos. Finalmente, as altas
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concentracdes de AMPc irdo estimular Epacl que por sua vez, ativa a GTPase Rapl,
que exercem uma efeito inibitorio sobre a via ERK5/MEKS5, Diviani (2008).

Em 2005, Dodge-Kafka e colaboradores demonstraram que a ativacdo dessa
ERKS5, ancorada no complexo coordenado pela mAKAP, induz hipertrofia promovida
pela aldosterona em cardiomidcitos. A molécula mAKAP possui sitios de ligacdo para
PKA, fosfodiesterase PDE4D3, Ca*" ativado, receptor do canal rianodina de Ca®*
(RyR), fosfatases PP2A e calcineurina (PP2B), MAP quinase de alto peso molecular
ERKS5, ativador de ERK5/ MEKS5, e Epac, um nucleotideo guanidinico trocador de
proteina para Rap ativado por AMPc, Dodge et al. (2001); Dodge-Kafka et al. (2005);
Kapiloff et al. (2001); Marx et al. (2000); Pare et al. (2005); Ruehr et al. (2003);
Carnegie (2009).

De acordo com Kapiloff (2009), proteinas adaptadoras de quinases A (AKAPS)
desempenham um papel importante na compartimentalizagdo da sinalizagcdo e
ancoragem da proteina quinase A (PKA) especificas de organelas celulares e servindo
de estruturas que montam e localizam uma cascata de sinalizacdo. Em midcitos
cardiacos, a proteina quinase A AMPc-dependente, coordena calcio e MAP quinases e é
importante para a hipertrofia celular.

Esses complexos de proteinas adaptadoras sdo mecanismos chave através do
qual uma via de sinalizagdo comum pode servir a muitas funcdes diferentes, como o
sequestro de uma enzima de sinalizac¢do para um ambiente especifico intracelular ndo s
garante que a enzima estara perto de seu respectivo alvo, mas também segrega esta
atividade para evitar a fosforilagdo indiscriminada de outros substratos, Carnegie et al.
(2009), o que reforca a nossa hip6tese desta molécula ser responsavel pela geracdo da
resposta hipertrofica em cardiomidcitos.

Segundo Bauman et al. (2007); Timmermans et al. (1991) e Pare (2005), os
niveis elevados de Ca?* sdo responsaveis pela manutencdo dos niveis locais de mMAKAP
e aumento da atividade de fatores de transcricdo promovendo a translocagédo nuclear e a
expressdo de genes de hipertrofia. Pare et al. (2005) e Bauman et al. (2007) sugerem
que essa identificacdo da mAKAP como molécula central na sinalizacdo hipertrofica,
pode ser um alvo atraente para a invencao terapéutica no tratamento de hipertrofia

cardiaca patoldgica.
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Nossos resultados demonstram, pela primeira vez, a participagdo da mAKAP no
processo hipertrofico gerado pela aldosterona(Fig.13 e 14). Essa AKAP é conhecida por
estar localizada no envelope nuclear dos cardiomiécitos, Kapiloff (2009); Bauman et al.
(2007). Sua participacdo ficou comprovada pelo desacoplamento da PKA — mAKAP,
em seu sitio especifico, atraveés do uso de um inibidor desse acoplamento (St-Ht31), o
que levou a uma diminui¢do da resposta hipertrofica gerada pela célula.

Ficou evidenciado, que o tratamento dos cardiomiocitos com aldosterona leva a
fosforilacdo da ERKS5 que passa entdo para a forma ativa (ERKS5 fosforilada). Uma forte
evidéncia de que esta fosforilagdo ocorre de forma direta por uma PKC, Geng et al.
(2009); Zhao et al. (2010); Nigro et al. (2010) encontra-se no fato de que em nosso WB
onde foi utilizado um anticorpo contra substratos fosforilados por PKC encontrou-se
uma banda com o exato peso molecular encontrado no ensaio feito para a Phospho-
ERKS5 (115KDa), (Fig.15). Outro indicio que nos leva a crer que realmente a hipertrofia
causada pela via direta da aldosterona € orquestrada pela mAKAP, e envolve a ERK5
que esta intimamente ligada a este complexo, segundo Dodge-Kafka et al. (2005).

Estudos revelaram que ha pelo menos doze isoformas diferentes de PKC e que
elas produzem uma variedade de respostas celulares dependendo da atividade da
isoforma e do contexto fisioldgico, Zhao (2010). No tecido cardiaco, as isoformas
expressas de PKC variam de acordo com a espécie, tipo celular e estagio de
desenvolvimento, sendo que em miocardio de mamiferos adultos estdo expressas PKCa,
B1, B2, 8, &, e AMC, Bowling (1999); Sabri (2003). A isoforma que ¢ mais bem
caracterizada em hipertrofia cardiaca é a PKCeg, que ¢é ativada em resposta a estimulos
hipertréficos em midcitos e in vivo, Chen et al. (2001), a super expressao e ativacao da
PKCg ¢ resultado da hipertrofia miocardica, Takeishi et al. (2000), o que nos leva a
sugerir que a fosforilacdo da ERKS ocorre mais precisamente pela PKCe.

A familia PKC tem sido classificada, atualmente, em quatro grupos sendo eles:
Classicas — a, 1, B2 e y que sdo ativadas por Ca**, fosfatidilserina (PS), diacilglicerol
(DAG) ou éster de forbol; n&o classicas — 9, €, n, u, ©, as quais sdo ativadas por PS e
DAG ou éster de forbol, mas s&o independentes de Ca?*; atipicas — 1, & e A que sdo Ca®*
independentes e insensiveis a DAG e a estér de forbol, mas séo ativadas por PS; e PRKs
— semelhantes as atipicas, sdo insensiveis a Ca?*, DAG e a éster de forbol, sendo

ativadas pelas proteinas G monoméricas, Rho, Isoldi et al. (2003).
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Considerando-se esses grupos da familia PKC, as PKCg sdo caracterizadas como
sendo ndo classicas, podendo ser ativada por DAG. Mais recentemente, Zhao et al.
(2010), demonstraram que a fosforilagdo da PKCe também € estimulada pela via de
sinalizacdo dependente do receptor AT1 da angiotensina Il levando a ERK5 também a
seu estado fosforilado. Somando isso ao fato de que, segundo Robert et al. (1999), um
efeito conhecido da aldosterona no coragdo, é o aumento do nimero de receptores de
angiotensina 1l (AT1) nas células cardiacas, podemos suportar a evidéncia de que essa
fosforilagdo da ERKS ¢ fornecida de forma direta pela PKCe.

Em resumo, a via de sinalizacdo ndo genomica da aldosterona consiste em uma
intrinseca rede de cascatas de sinalizacdo que, geralmente, envolvem componentes
semelhantes aos componentes da cascata da via gendmica, Grossmann e Gekle (2009).
Em d&rgdos-alvos classicos, como rim e colon, efeitos rapidos da aldosterona tem
demonstrado ter influéncia sobre homeostase de eletrélitos, pH e volume da célula.
Além disso, efeitos fisiopatoldgicos, incluindo a inflamacdo, o processo de
remodelamento e a disfuncdo endotelial tém sido descritos e bem documentados em
células do sistema renocardiovascular, Blasi et al. (2003); Brilla e Weber (1992); Rocha
et al. (2002); Young e Funder, (2003). Acgdes da via ndo gendmica da aldosterona
apoiam estes efeitos através da modulacdo do ténus vascular, a producdo de ROS, o
processo de remodelamento e proliferacdo das células, tornando os tecidos mais
vulneraveis ao estresse adicional.

Como mecanismos de agdo, uma combinacdo de efeitos ndo gendmicos e
moleculares que interagem uns com os outros foram identificados. No entanto, a
aldosterona ndo sO possui uma comunicacdo entre 0s seus préprios caminhos de
sinalizacdo, mas também modula as vias de sinalizacdo de outras moléculas,
fisiopatologicamente relevantes, como a angiotensina Il, Zhao et at. (2010) e o receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGFR). Grossmann e Gekle (2009).

Assim, podemos sugerir que a resposta a via ndo gendmica da aldosterona
envolve um receptor diverso do classico MR e que, possivelmente, esse receptor se
encontra na membrana plasmatica dos cardiomidcitos. Porém, mais estudos sdo
necessarios para o isolamento desse receptor. Além disso, esse receptor estaria ligado a
uma proteina Gq, que ativaria PLC e promoveria quebra de fosfolipideos de membrana

liberando DAG e IP;. O Ca* gerado pela acdo do IP; nos canais de rianodina
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demonstrou ativar diretamente uma adenilil ciclase. O DAG, porém, demonstrou ativar
uma PKCe que fosforila ERK5 acoplada em uma mAKAP que, por sua vez, também
esta ligada a PKA, gerando uma resposta hipertréfica.

O bloqueio desse receptor, no entanto, demonstrou elevar os niveis de Ca®* e
AMPc, protegendo a célula da hipertrofia. Contrastando com a situac&o onde o receptor
classico se encontra desimpedido e por isso, ndo se verifica aumento de AMPc. Em
células tratadas com aldosterona essa condi¢cdo € considerada como fundamental para
levar a célula a hipertrofia Dodge-Kafka (2005).

Considerando todas essas situacfes, podemos fornecer duas possibilidades para
a ocorréncia da hipertrofia. Na primeira, ha a fosforilacdo de PDE4D3 ligada 8 mAKAP
que seria responsavel por degradar AMPc. Na segunda, haveria nova sintese de PDEs
pela aldosterona em sua via gendmica. Esse quadro demonstra um cross talking entre os
dois diferentes receptores da aldosterona, abrindo, assim, muitas possibilidades para
estudos futuros.
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6. CONCLUSAO

Em sintese, os resultados do presente estudo mostraram:

e Nossos dados demonstram, pela primeira vez, que a reposta hipertrofica em

cardiomiacitos é controlada pela mMAKAP.

e Podemos sugerir que a via direta da aldosterona envolve uma adenilil ciclase
tipo um, estimulada pelo Ca?*, liberado pela via do receptor ligado a proteina

Gq, 0 que, consequentemente, aumenta os niveis de AMPc na célula.

e O tratamento dos cardiomidcitos com aldosterona leva a fosforilacdo da ERK5

que passa, entdo, para a forma ativa (ERKS5 fosforilada).

e Sugerimos que a ERKS5 esta sendo fosforilada diretamente por uma PKC, e que

essa PKC seria, possivelmente do tipo ¢.

e [Esses elementos descritos combinados (ERKS5 ativada e modulagdo na
concentracdo do segundo mensageiro AMPc, principalmente) levariam ou ndo a
célula a hipertrofia 0 que caracteriza uma resposta cruzada (cross talking) entre
as possiveis vias orquestradas pela aldosterona (receptor MR e de membrana
ainda desconhecido).
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Esquema ilustrando a suposta via dependente de proteina Gq acoplada ao receptor de
membrana ainda desconhecido para a via direta da aldosterona.
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