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RESUMO

INTRODUGCAO: No sistema cardiovascular, a migracdo de células musculares lisas
vasculares (CMLVs) € fundamental em processos como, angiogénese,
vasculogénese, e como resposta a injurias participando do processo de
remodelamento vascular. O aumento da concentracdo de sédio (AS) tem sido
associado ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, independente do
aumento da presséo arterial. Entretanto, pouco ainda se sabe sobre os efeitos do AS
sobre a migracdo de CMLVs e os possiveis mecanismos envolvidos. OBJETIVO:
Testar a hipétese de que o aumento da concentracdo de sédio pode induzir
modificagdes no fenodtipo migratdrio de células musculares lisas vasculares e avaliar
0s possiveis mecanismos moleculares que possam estar envolvidos neste processo.
METODOLOGIA: Células musculares lisas vasculares primarias, obtidas pelo método
de explante, foram utilizadas neste estudo. A migracdo celular foi avaliada pelo
método de Wound-Healing nas condigfes: Alto Sodio (AS, NaCl:160mM) e Controle
(CT, NaCl:140mM) e foram utilizados os farmacos: Candesartan, Enalapril, Tiron,
Angiotensina Il, NS398, Apocinina, SQ29548, U46619, CAY10441 e U0126 (N=5 a
7). A viabilidade celular foi avaliada pela marcacdo com Anexina V e PI. A expressao
génica de ciclooxigenase 2 (COX-2) foi analisada pelo RT-PCR. A expressao proteica
de ERK 1/2 fosforilada foi avaliada através da técnica de Western Blot.
RESULTADOS: A pré-exposi¢cdo ao AS reduziu a migracdo de CMLVs (CT: 100 +
14% / AS: 58 + 11%), sem alterar a viabilidade celular. O bloqueio do receptor AT1,
com Candesartan, preveniu a acdao do AS sobre a migracdo celular (*AS +
Candesartan: 101 £ 10%), bem como o bloqueio da ECA pelo Enalapril (*AS +
Enalapril: 97 + 5%). O blogueio de COX-2, com NS398, também preveniu a redugéo
de migracao celular pelo AS (*AS + NS398: 96 + 7%) O bloqueio de ERK1/2, com
U0126 também reverteu a agdo do AS (*AS + U0126: 99 + 5%), bem como o bloqueio
do receptor de tromboxano com SQ29548 (*AS + SQ29548: 94 + 10%). AS aumentou
a expressdo génica da ciclooxigenase 2 (COX-2) e a fosforilacdo de ERK1/2 em
CMLVs, sendo que o bloqueio do receptor AT1 foi capaz de normalizar a expresséo
de COX-2 e prevenir o aumento da fosforilacdo de ERK 1/2. Finalmente, o inibidor da
quinase MEK 1/2 preveniu o aumento da express&o génica de COX-2. CONCLUSAO:

O estudo demonstrou que o AS reduz a migracdo de células musculares lisas



vasculares, através do aumento da expressdo de COX-2 via receptor AT1 através da
fosforilacdo de ERK 1/2. Além disso, o0 aumento de COX-2 pelo AS parece modular a

reducdo de migracdo de CMLVs pelo aumento de tromboxano.

Palavras Chaves: 1. Alto sodio. 2. Migracao celular. 3. Célula Muscular Lisa Vascular.
4. Receptor AT1. 5. Ciclooxigenase-2. 6. Tromboxano.



ABSTRACT

INTRODUCTION: In the cardiovascular system, the migration of vascular smooth
muscle cell migration (VSMC) is fundamental in processes such as angiogenesis,
vasculogenesis, and in response to injuries in the process of vascular remodeling. High
sodium (HS) has been associated with the development of cardiovascular diseases,
regardless the increase in blood pressure. However, little is known about their effects
in migration of VSMCs and the possible mechanisms involved. OBJECTIVE: To test
the hypothesis that high sodium concentration can induce phenotypic changes in
VSMCs and to evaluate the molecular mechanisms that may be involved in this
process. METHODS: Primary vascular smooth muscle cells were obtained by the
explant method. Cellular migration was evaluated by the Wound-Healing method under
the conditions: High Sodium (AS, NaCl: 160 mM) and Control (CT, NaCl: 140 mM) and
the following drugs were used: Candesartan, Enalapril, Tiron, Angiotensin I, NS398,
Apocinin, SQ29548, U46619, CAY10441 and U0126 (N =5 to 7). Cell viability was
assessed by Annexin V and PI labeling. The gene expression of cyclooxygenase-2
(COX-2) was analyzed by RT-PCR. Protein expression of phosphorylated ERK 1/2
was assessed by the Western Blot. RESULTS: Pre-exposure of CMLVs to HS reduced
migration (CT: 100 £ 14% / HS: 58 * 11%), without modifying cellular viability. Blocking
of the AT1 receptor with Candesartan prevented the action of HS in cell migration (*
HS + Candesartan: 101 + 10%), as well as the blockade of ACE by Enalapril (* HS +
Enalapril: 97 £ 5%). Blockade of COX-2 with NS398 also prevented the action of HS
(* HS + NS398: 96 + 7%). Blocking of ERK 1/2 with U0126 also reversed the action of
HS (* HS + U0126: 99 + 5%), as well as the thromboxane receptor blockade with
SQ29548 (* HS + SQ29548: 94 + 10%). HS increased the gene expression of COX-2
and ERK1 / 2 phosphorylation. AT1 receptor blockade normalized COX-2 gene
expression and prevented the increase of ERK 1/2 phosphorylation. Inhibitor of the
MEK 1/2 prevented the increase of COX-2 gene expression. CONCLUSION: The
study demonstrated that HS reduces the migration of vascular smooth muscle cells by
increasing COX-2 expression via the AT1 receptor through ERK 1/2 phosphorylation.
In addition, the increase of COX-2 by HS seems to modulate the reduction of migration

of VSMCs by the increase of thromboxane.



Key words:1. High sodium.2. Cell migration.3. Vascular smooth muscle cell. 4. AT1

receptor. 5. Cyclooxygenase-2. 6. Thromboxane
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1. INTRODUCAO

1.1 O CONSUMO DE CLORETO DE SODIO E A POPULACAO

O saodio € o principal eletrolito do fluido extracelular e tem papel fundamental em
diversas funcfes do organismo, como na manutencdo do volume e da osmolaridade.
Aproximadamente 95% do conteudo total de sddio corporal encontra-se no meio
extracelular. Além disso, ele também contribui em algumas funcdes fisioldgicas, tais
como: manutencdo do equilibrio acido-basico, contracdo muscular e transmissao
nervosa (HOLBROOK et al., 1984).

A principal fonte de obtencdo de sddio para o organismo € a alimentacéao,
encontramos sddio naturalmente nos alimentos que consumimos. O sédio proveniente
da alimentacdo é completamente absorvido pelo trato gastrintestinal e sua excre¢ao
é realizada pelo sistema renal, responsavel pela manutencao do equilibrio de sdédio
no organismo. Em condi¢cfes normais, a concentracédo plasmatica de sodio esta entre
135 e 145mEqg/L (WEBSTER; DUNFORD; NEAL, 2010).

Atualmente a principal fonte de sédio na alimentagéo é o cloreto de sédio, ou sal
de cozinha, no qual o sodio constitui 40%, ou seja, em 5g de cloreto de sédio, temos
2g de sédio. Um determinante que influencia na quantidade de sédio consumida por

uma populacéo é o contexto cultural e seus habitos alimentares (BROWN et al., 2009).

Apesar de ser um nutriente fisiologicamente essencial, o0 consumo de soédio
médio da populacdo, esta acima do recomendado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS). Atualmente, a OMS recomenda uma ingestao de 5 g de sal (NaCl) por
dia, o equivalente a 2 g de sédio / dia (WHO), 2013), porém na maioria das
populacdes, o consumo deste mineral encontra-se acima de 2,3 g/dia (HE;
MACGREGOR, 2009; HOLBROOK et al., 1984).

No Brasil, em 2008 um estudo avaliou a quantidade diaria de sédio disponivel
para consumo nos domicilios brasileiros. Foi demonstrado que o consumo médio de
sodio por pessoa é de 4,5 g, excedendo em mais de duas vezes 0 consumo maximo
recomendado de 2 g/dia (SARNO et al., 2009).
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Em Vitéria/ES, um estudo realizado em 2003 por Molina e colaboradores,
demonstrou que o consumo de sal diario, estimado a partir da excrecao urinaria de 12
horas, entre os participantes do estudo foi elevado, cerca de 12,6 + 5,8 g.
Demonstrando novamente um consumo maior do que o preconizado (BISI MOLINA et
al., 2003)

1.2 SODIO E HIPERTENSAO ARTERIAL

A homeostase de sodio plasmatico influencia o sistema cardiovascular de
individuos normotensos e hipertensos e é um grande fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (BEIL; SCHMIEDER, 1995).

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) € uma condi¢do clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de presséo arterial (PA). Considera-
se HAS, valores de PA = 140 / 90 mmHg (NOBRE et al., 2010) A longo prazo este
aumento de PA, por muitas vezes, esta associado a alteracBes funcionais e/ou
estruturais dos 6rgaos-alvo, como coracado, encéfalo, rins e vasos sanguineos, bem
como alteracdes metabdlicas, e consequentemente, aumento do risco de eventos

cardiovasculares fatais e nao fatais (WHO, 2013).

No Brasil e no mundo, a HAS tornou-se um dos principais problemas de saude
publica, devido a alta taxa de incidéncia da doenca na populagédo. De acordo com a
OMS, as doencas cardiovasculares sdo responsaveis por cerca de 17 milhdes de
mortes no mundo anualmente, sendo que desses 17 milhdes a HAS é responsavel
por 9,4 milhdes de ébitos em todo o mundo (WHO, 2013). No Brasil, a prevaléncia
meédia da HAS na populacéo urbana adulta em 2009 foi de 32,5%, como consequéncia
estes numeros produzem um impacto direto nas taxas de mortalidade, morbidade e
incapacidade (NOBRE et al., 2010)

O consumo excessivo de sédio tem sido associado com varios efeitos
prejudiciais a saude, evidéncias na literatura demonstram uma relacdo entre o alto
consumo de sal e doencas cardiovasculares (STRAZZULLO et al., 2009). Além do
aumento da PA, estudos demonstram que o aumento da concentracdo de sédio no

organismo promove, hipertrofia cardiaca, prejuizo do relaxamento ventricular,
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disfuncéo endotelial e injaria renal, predispondo assim, ao aparecimento das doencas
cardiovasculares (DOS SANTOS et al., 2006; YU et al.,, 1998; ZHU; HUANG;
LOMBARD, 2007).

Estudos epidemiologicos vém demonstrando a relacéo entre a alta ingestéo de
sbédio e 0 aumento da presséao arterial. O INTERSALT, estudo realizado em 1988 em
52 paises, revelou a associacdo entre 0 consumo médio de sodio e a PA média,
através da avaliacdo da excre¢do urinaria de sodio em 24 horas. Além disso, tal
estudo também observou associacdo positiva entre o0 consumo de sodio e o aumento
da pressao com a idade (COOPERATIVE, 1988; MOHAN; CAMPBELL, 2009).

Estudos clinicos demonstram que o diagndstico, o tratamento e o controle da
HAS, sédo fundamentais para a reducdo dos eventos cardiovasculares. Falta de
diagndstico e tratamento da hipertensédo € uma preocupacao particular para os paises
em desenvolvimento. A prevencdo da hipertensdo e o tratamento sédo altamente
atrativos devido a relacao custo beneficio (MOHAN; CAMPBELL, 2009).

1.3 SODIO E DISFUNCAO VASCULAR

A disfuncdo do endotélio vascular pode preceder o aparecimento de sintomas
clinicos das doencas cardiovasculares e levar a danos em 6rgéaos, como lesédo renal,
acidente vascular cerebral e infarto do miocéardio (BONETTI et al., 2003; DICKINSON
et al., 2009; JABLONSKI et al., 2013; SEALS et al., 2011; WIDLANSKY et al., 2003).
Uma dieta rica em sddio, pode levar a disfun¢éo vascular, caracterizada pelo aumento
da resisténcia vascular periférica (NISHIDA et al., 1998; SOFOLA et al., 2002), bem
como aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio (LENDA; BOEGEHOLD,
2002).

No contexto da disfuncdo vascular, a queda na producéo de oxido nitrico (NO)
também tem sido associada ao aumento do consumo de sodio. Um estudo realizado
por Vaziri e colaboradores, avaliou os efeitos da dieta hipersodica sobre a producao
de NO, para tanto, ratos Sprague-Dawley foram submetidos a uma dieta hipersodica
(8% NacCl), em dois tempos diferentes: 2 dias e 3 semanas de exposicao a dieta. O

grupo que consumiu a dieta por 2 dias, apresentou reducéo significativa da expresséo
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de iINOS e eNOS no cortex renal e na aorta. Ja o grupo que consumiu a dieta por 3
semanas, apresentou diminuicdo da iNOS no rim, na aorta, no coracéo e no cérebro.
Além disso, neste grupo, também foi observada a diminuigcdo da eNOS no cortex renal
e na aorta. Sugerindo uma relacao entre o consumo, bem como o tempo de consumo,

de uma dieta hipersddica e a producéo de 6xido nitrico (NI; VAZIRI, 2001).

Outro estudo também demonstrou uma relagcéo entre a exposicao a uma dieta
hipersodica e a reducdo de NO. Leda e colaboradores, demonstraram que 0
tratamento de animais normotensos por 5 semanas com uma dieta hipersodica (7%
NacCl), promoveu aumento do estresse oxidativo através do aumento da atividade da
NADPH oxidase e Xantina oxidase, resultando na diminuicéo do relaxamento mediado
pelo endotélio por diminuir a biodisponibilidade de NO (LENDA; BOEGEHOLD, 2002).

Em humanos, também foram avaliados os efeitos de uma dieta hipersodica sobre
a funcéo vascular independente da PA. Para tanto, 14 individuos saudaveis, com
idade entre 22 e 46 anos foram recrutados e submetidos a um historico médico
completo. Nao foram aceitos participantes com histérico de doencas cardiovasculares
e HAS, diabetes mellitus e insuficiéncia renal. Os participantes obesos (IMC>30 kg /
m?) e tabagistas também foram excluidos. Os participantes tiveram a dieta controlada
durante 7 dias e foram randomizados em dois grupos: Dieta hipossddica (20 mM/
sédio/dia) e hipersédica (300 / 350 mM sddio/dia). Os resultados deste estudo
demonstraram que ndo houve alteracao da PA em ambos os grupos. Porém no grupo
exposto a dieta hipersddica, foi observado prejuizo no relaxamento mediado pelo
endotélio vascular, através da medida da dilatacdo mediada por fluxo da artéria
braquial no dltimo dia de cada dieta (DUPONT et al., 2013).

Ainda no contexto endotelial, a sobrecarga de sodio em cultura de células
endoteliais promoveu o enrijecimento celular (OBERLEITHNER et al., 2011). Nesse
estudo, a exposicdo ao aumento da concentracdo do sédio no meio de cultura (CT:
135 mM; AS: 150mM), em células endoteliais, alterou as propriedades mecanicas do

endotélio vascular, prejudicando seu funcionamento.
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1.4 SODIO E CELULA MUSCULAR LISA

As células musculares lisas vasculares (CMLVs), comp8em estruturalmente a
parede vascular, localizam-se na camada média do vaso, que é composta
basicamente por CMLVs e elastina (Figura 1). Além de serem um componente
estrutural fundamental, as CMLVs sdo responsaveis por realizar a regulacéo do ténus
vascular, manutencéo da presséo intravascular e regulagdo da perfusdo tecidual
(OWENS, 1995). Em relac&o a outros tipos celulares, as CMLVs séo células altamente
especializadas e diferenciadas, podendo desempenhar véarias funcées. CMLVs
podem alternar seu fenétipo em resposta a estimulos extracelulares, normalmente se
encontram em um fendtipo contratil no vaso sanguineo, mas podem passar para o
fendtipo sintético, desempenhando varias fungbes como proliferacdo, migracdo, e

sintese de matriz extracelular (WANG et al., 2015).

Artéria Membrana

Corrente eldstica Comada

sanguinea interna adventicia
Corte transversal
da parede arterial .0

ccido conjuntivo

tecido muscular liso
endotélio

__células cndoteliais

Camada de células Camada de células
endoteliais musculores lisas

Figura 1: Representacdo das camadas que constituem as artérias: tecido conjuntivo, muscular liso e
endotelial. Fonte: Guyton, 2012.

A plasticidade de CMLVs pode ser observada durante o desenvolvimento
vascular quando CMLVs desempenham um papel fundamental na formacao do vaso
sanguineo. Este processo € caracterizado pelos altos indices de proliferacao,



25

migracdo e producdo de componentes da matriz extracelular, tais como colageno,
elastina, e proteoglicanos, que constituem uma grande parte da parede do vaso
sanguineo. Esse processo ocorre ao mesmo tempo em que CMLVs adquirem uma
capacidade contrétil (OWENS; KUMAR; WAMHOFF, 2004)

Processos patologicos, como aterosclerose e hipertensédo arterial, envolvem
alteracdes fenotipicas de CMLVs. Em resposta a lesédo vascular, essas células sao
capazes de modificar, de forma expressiva, a sua taxa de proliferacao celular, bem
como a migracao, desempenhando um papel importante durante a resposta a lesao e
reparo do vaso sanguineo (GOMEZ; OWENS, 2012).

Em resposta ao aumento da concentracdo do sédio no meio de cultura as CMLVs
desenvolveram hipertrofia, bem como um aumento da sintese proteica e diminuicdo
da proliferacéo celular, pela acéo direta do sodio sobre as células, independente da
alteracéo de osmolaridade no meio de cultura celular (GU et al., 1998). Por outro lado,
Wu e colaboradores observaram que o aumento da concentracdo de sédio (180 mM)
levou ao aumentou da proliferacdo de CMLVs, através da ativacdo de proteinas
quinases ativadas por mitégenos (MAPK), através do aumento da fosforilacdo de
ERK1/2 e JNK, culminando no aumento de proliferacdo (WU et al., 2016).

Liu e colaboradores demonstraram que uma pequena alteracdo na concentracao
de sodio (137,5 mM para 140 mM) néo alterou a proliferacdo de CMLVs, porém o
sodio tornou as células mais sensiveis a angiotensina Il (Ang Il), levando a um
aumento de proliferacdo. Um possivel mecanismo molecular discutido seria que a Ang
Il através do receptor AT1, ativaria a via intracelular da ERK1/2 modulando a
expressdo do trocador soédio-hidrogénio e aumentando o pH intracelular, com
consequente aumento da proliferacdo de CMLVs na presenca de sédio e Ang Il (LIU
et al., 2014).

Outros estudos demonstraram que 0 a exposi¢cao a elevada concentracao de
sédio leva ao envelhecimento celular in vitro, em cultura de células HeLa e MEFs. O
mesmo estudo também demonstrou que a exposicdo do C. elegans & uma elevada
concentracdo de sodio também foi capaz de promover o mesmo efeito in vivo
(DMITRIEVA et al.,, 2007). Além disso, cultura de células mIMCD3, expostas a
concentracdes crescentes de sodio (450, 500 e 550 mosmol) apresentaram danos no

DNA com perda da capacidade de reparacéo ao dano (ZHANG et al., 2004).
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Apesar de existirem estudos que tentam esclarecer o mecanismo pelos quais
ocorrem as alteracGes fenotipicas celulares induzidas pelo alto teor de sédio em
cultura celular, os achados encontrados sdo contraditérios. Além disso, até o
momento, nenhum estudo avaliou os efeitos do alto sddio sobre o fendtipo migratério
de CMLVs.

1.5 MIGRACAO CELULAR

Migragéo e proliferagéo celular compde processos importantes envolvidos tanto
em fendmenos fisiolégicos como fisiopatoldgicos. Dentre eles, a angiogénese e
vasculogénese sdo importantes para o desenvolvimento e integridade dos vasos
sanguineos. Embora as células endoteliais sejam conhecidas por iniciar estes
processos, € necessario que haja o recrutamento das CMLVs, sendo elas
responsaveis por revestir a camada endotelial e compor a camada média dos vasos.
Durante o processo de revestimento, as CMLVs apresentam alta taxa de proliferacéo
e migracdo, porém ao finalizar este processo, elas se diferenciam, retomando as

caracteristicas contrateis (CARMELIET, 2000; JAIN, 2003).

In vivo ou in vitro, a migracdo celular comeca através da estimulacdo de
receptores que estao localizados na superficie celular. O sinal recebido, através do
receptor, é traduzido e desencadeara uma série de eventos celulares coordenados,
como remodelamento da estrutura do citoesqueleto celular. A resposta inicial da célula
a um estimulo promotor de migracéo, € a polimerizacdo da actina, provocando a
protrusdo da borda dianteira da célula em direcéo ao estimulo quimiotatico ou ao longo
da matriz extracelular. Posteriormente, ocorre a contracdo da borda posterior da célula
concomitante ao remodelamento do citoesqueleto celular e desprendimento da borda
posterior, ocorrendo entdo a propulséo da célula em direcéo ao estimulo (RIDLEY et
al., 2003).

Algumas substancias sdo conhecidas por promover a migracdo de CMLVs,
como: Ang Il, PDGF, VEGF, TNFaq, IL-6, IL-1[3, prostandides entre outros. Apos a
ativacao do receptor, a transdugéo intracelular do sinal recebido, pode ser realizada
através da ativacdo de MAPK, descrita na literatura por desempenhar um papel

importante na regulacdo da expressao génica e sintese proteicaprotéica. O caminho
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de sinalizacdo se inicia pela fosforilacdo sequencial de proteinas quinases
citoplasmaticas: MAP3K, MAP2K e, finalmente, MAPK (MAP quinase). Trés proteinas
principais compde a familia das MAPK, sao elas: ERK1/2, p38 e INK (GERTHOFFER,
2007).

No sistema cardiovascular, a migracao de CMLVs contribui para a reparacao do
vaso sanguineo ap6s a lesdo vascular, podendo ser provocada por diversos
estimulos, tais como: hipertensao, tabagismo, diabetes ou dislipidemia. Apds a leséo,
0 subendotélio é exposto as plaguetas circulantes que secretam fatores de
crescimento e citocinas, responsaveis por estimular a proliferacdo e a migracédo de
CMLVs, levando a formacdo da neointima (LIBBY; WARNER; FRIEDMAN, 1988;
ROSS etal., 1974). Apesar de existirem varias vias de sinaliza¢cdo que podem modular
a migragdo celular, como por exemplo os fatores de crescimento derivado de
plaguetas (PDGFs), que sdo capazes de ativar a migracdo de forma imediata, a
ativacdo por sinais mecanicos e canais ibnicos também sdo necessarios para a
liberacdo de citocinas e reorganizacao do citoesqueleto (MA et al., 2003; SCHWAB,
2001)

1.6 O SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

Descrito ha mais de 80 anos, o sistema renina angiotensina (SRA) é conhecido
pelo seu papel fundamental na regulacdo da homeostase de sodio extracelular, além
de desenvolver um papel importante na regulacao do ténus vascular e manutencao
da PA (PAGE; HELMER, 1940). Classicamente, 0 SRA circulante é entendido como
um sistema enddécrino cujo o principal componente é um octapeptideo, a Ang Il, sendo
esta responsavel pelos principais efeitos do SRA (NGUYEN DINH CAT; TOUYZ,
2011). Classicamente, 0 SRA se inicia através da clivagem do angiotensinogénio de
origem hepatica, pela enzima renina, dando origem a um peptideo de 10 aminoacidos,
a angiotensina | (Ang 1). Em seguida, a Ang | é clivada em Ang Il, pela enzima
conversora de angiotensina (ECA), presente principalmente no tecido pulmonar
(Figura 2). Fisiologicamente, no SRA circulante, a renina, é quem inicia as reagdes
em cascata, sendo secretada em situacdes de queda da PA ou de diminuicdo da

concentracdo de sodio que sensibilizam as células justa glomerulares a secretarem
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renina. A Ang Il promove a elevacdo da pressdo arterial, através da vasoconstricao
arteriolar e por retencéo de sodio e agua por meio do aumento da reabsorcao tubular.
Esta Ultima, ocorre de forma direta e indiretamente pela indu¢do da secrecao, pelas
glandulas suprarrenais, de aldosterona, que € um horménio retentor de sodio por
exceléncia (WEBER, 2001).

Figura 2. Visao classica do Sistema Renina Angiotensina Aldoresterona e seus componentes. Fonte:
WEBER, 2001.

Para desenvolver seus efeitos em 6rgaos alvos, Ang Il se liga em seus
receptores alvos, dos quais dois tipos principais sao bem descritos: AT1 e AT2. Ambos
sdo receptores transmembranicos acoplados a proteina G. Localizam-se
predominantemente nos rins, coragcdo, CMLVs, adrenais, Gtero, ovarios e cérebro
(CAREY; SIRAGY, 2003). Ang Il ao se ligar ao receptor AT1, promove seus efeitos
mais conhecidos: vasoconstricdo, aumento de proliferacdo e migracdo celular.



29

Entretanto, os receptores AT2 quando estimulados, promovem efeitos antagdnicos
(UNGER, 2002).

Além do SRA circulante, atualmente, j& esta descrito a existéncia de um SRA
tecidual ou local. A existéncia de um SRA local se d& pelo reconhecimento de tecidos
com capacidade local de formacdo e atuacdo de Ang Il (CAREY; SIRAGY, 2003).
Acredita-se que podemos encontrar, até 0 momento, todos os componentes de SRA,
em alguns 6rgdos como: coracdo (DANSER et al., 1999), cérebro (MORIMOTO;
SIGMUND, 2002), vasos sanguineos (BADER et al., 2001), tecido adiposo (ENGELI,
NEGREL; SHARMA, 2000), pancreas (SERNIA, 2001), placenta (NIELSEN;
SCHAUSER; POULSEN, 2000), rins (BADER et al., 2001) e, recentemente, foi
demonstrado que todos os componentes do SRA também estéo presentes em CMLVs
(DE MELLO, 2017).

Apesar dos efeitos conhecidos de Ang Il nos tecidos alvos, o conceito de um
SRA local ou tecidual trouxe novos conceitos acerca das acdes deste sistema, uma
vez que, o SRA tecidual desempenha fun¢des independentes as dos SRA circulante
(PAUL; POYAN MEHR; KREUTZ, 2006). Além disso, tem sido observado que a
contribuicdo mais significativa do SRA tecidual tem sido a nivel celular,
desempenhando efeitos autdcrinos, paracrinos e intracrinos (DE MELLO, 2017;
KUMAR et al., 2012).

Em CMLVs, a Ang Il, através do receptor AT1, é capaz de promover:
proliferacdo, migracao, hipertrofia, inflamacéo, reorganizacdo de citoesqueleto e
aumento do estresse oxidativo através da ativacdo de NADPH oxidase levando ao
aumento do anion superoxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila. Além disso,
Ang Il pode regular a producéo de prostandides e a expressdo da COX-2 em CMLVs.
Os prostandides além de controlarem o tdnus vascular, desempenham funcdes
importantes em nivel celular, atuando na agregacdo plaquetaria, proliferacao,
migracao e hipertrofia celular, todos relacionados a processos como angiogénese,
aterogénese e remodelamento vascular (GRIENDLING et al., 1994b; HU et al., 2002;
HUGHES, 2000; MEHTA; GRIENDLING, 2007a; Xl et al., 1999).

Imediatamente apds Ang Il se ligar ao seu receptor, cascatas de eventos
intracelulares acontecem, como a ativacdo de MAPK. Essas proteinas sao
responsaveis por converter estimulos extracelulares em respostas celulares. Uma das

proteinas que constitui a familia das MAPKs é a ERK1/2, que quando ativada,
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encontra-se fosforilada e atua como segundo mensageiro regulando varias funcdes
celulares (CHANG; KARIN, 2001; RAMAN; CHEN; COBB, 2007).

1.7 CICLOOXIGENASE 2 E PROSTANOIDES

Os prostandides sédo derivados do acido araquidbnico (AA) e atuam no leito
vascular promovendo tanto vasodilatagdo como vasoconstricdo. A producdo destes
prostandides depende da disponibilidade de AA e da atividade das ciclooxigenases e
sintases das prostaglandinas (ALVAREZ et al., 2007a).

A sintese dos prostandides se inicia quando o AA, um fosfolipidio constituinte de
membrana celular, sofre a acdo da fosfolipase A2 (PLA2) e é liberado. Apos sua
liberacdo, o AA disponivel sera oxidado pela acao das ciclooxigenase (COX). Apos a
oxidacdo, o AA é convertido em prostaglandina Hz2 (PGH:), precursor imediato de
muitos prostandides (Figura 3). Apés a sua formacgéo, PGHz, ira sofrer acdo de vérias
sintases especificas, que irdo formar prostaglandina E2 (PGE2), prostaciclina (PGlz),
prostaglandina Fz« (PGF2q), prostaglandina D2 (PGD2) ou Tromboxano Az (TXAz)
(BOS et al., 2004). Os prostanoides formados, irdo se ligar aos seus receptores
especificos acoplados a proteina G. Existem oito tipos de receptores, IP, EP2/EP4 e
DP, respectivamente, que quando ativados promovem vasodilatacdo. Ja o0s
receptores, EP1, EP3, FP e TP, promovem vasoconstricdo quando ativados pelos

respectivos agonistas.
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Figura 3: Sintese de prostandides. PLA2: fosfolipase A2; COX-1: ciclooxigenase 1; COX-2:
ciclooxigenase 2; PGH:: Prostaglandina Hz; PGDz: prostaglandina D2; PGF2: prostaglandina Fz; PGE::
prostaglandina Ez; PGlz: prostaciclina; TXAz: Tromboxano Az. Fonte: Elaborada pela autora.

H& duas isoformas principais da COX, denominadas ciclooxigenase-1 (COX-1)
e 2 (COX-2) que realizam a sintese das prostaglandinas (PG) e do TXA2. A COX-1,
considerada a isoforma constitutiva, é expressa em muitos tecidos e sintetiza
pequenas quantidades de PGs tendo como principal funcdo a manutencdo das
funcdes fisiolégicas (SMITH; GARAVITO; DEWITT, 1996). A COX-2 é a isoforma
induzida, sua expressdo é estimulada por citocinas, fatores mitogénicos e
endotoxinas, e sua expressao relaciona-se principalmente com processos
inflamatérios (ANTMAN; DEMETS; LOSCALZO, 2005).

O aumento da expressédo de COX-2 tem sido relacionado a hipertensdo. Alvarez
e colaboradores demonstraram que ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
apresentam maior expressdo de COX-2 (ALVAREZ et al., 2005). Além disso, o
aumento da expressdo de COX-2 tem sido associado ao aumento da rigidez dos
vasos, aumento da deposicao de matriz extracelular, aumento da reatividade vascular,
disfuncéo endotelial e inflamac&o vascular (ALVAREZ et al., 2005, 2007; AVENDANO
et al., 2016; MARTINEZ-REVELLES et al., 2013).

Um estudo recente evidenciou, em modelo animal de HAS pela infuséo de Ang
[I, um aumento da expressdo de COX-2 associado a producéo de prostanodides (TXA:z
e PGE2), com disfuncdo vascular caracterizado pelo aumento da resposta

vasoconstritora, diminuicdo do relaxamento em artérias isoladas e estresse oxidativo.
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Curiosamente, o tratamento prévio destes animais com inibidor especifico da COX-2
(NS398) preveniu estes efeitos (MARTINEZ-REVELLES et al., 2013).

TXA2 e PGIl2 sdo PGs descritas por exercerem efeitos importantes no sistema
cardiovascular. O tromboxano, conhecido pelo seu efeito vasoconstritor mais potente
que o da Ang Il, desempenha um papel critico sobre a agregacdo plaquetaria e
hemostasia, sendo contrabalancado pela prostaciclina, que € um vasodilatador e

inibidor da agregacao plaquetéaria igualmente poderoso (MILLER, 2006).

No nivel celular, a PGl através do seu receptor (IP), mantém a integridade da
barreira endotelial, inibe a apoptose e diminui a expressdo de moléculas de adeséo,
culminando na diminuicdo da infiltracdo plaquetaria (MAZZONE et al., 2002). Além
disso, em CMLVs, a prostaciclina através do seu receptor (IP) desempenha um efeito
vasoprotetor e inibe a proliferacdo, migragcédo, hipertrofia, a deposicdo de matriz
extracelular, impedindo consequentemente a formacdo de neointima (MAJED,;
KHALIL, 2012).

O TXA:2 tem sido relacionado a patogénese de uma variedade de doencas
cardiovasculares, incluindo doencga cardiaca isquémica (NERI SERNERI et al., 1981),
aterosclerose (MEHTA et al., 1988), hipertensdo (FRANCOIS et al., 2004) e acidente
vascular cerebral (AVC) (CHAMORRO, 2009).

Os receptores de tromboxano (TP) sdo expressos em varios tipos de células e
tecidos, como o coragdo, macrofagos, endotélio e CMLVs (SPARKS et al., 2013).
Estudos tem sugerido a participacdo dos receptores TP na patogénese da
hipertenséo, especialmente naquela associada a ativacdo do SRA (FRANCOIS et al.,
2004). Estudos demonstraram que antagonistas de TP foram capazes de atenuar o
desenvolvimento de hipertensdo associada a infusdo cronica de Ang Il e
camundongos deficientes de TP s&o resistentes ao desenvolvimento de hipertenséo
provocada por Ang Il (FRANCOIS et al., 2004)

Acerca das modulacdes celulares, TXA: através dos seus receptores (TP),
promove alteracdes celulares opostas aos efeitos observados através da acédo de
PGl2. Em CMLVs, é capaz de alterar seu fenétipo de contratil para secretorio (GLEIM
et al., 2009). Além disso, estudos demonstram que o uso de analogos do receptor de
TXA2 promovem aumento de proliferagdo e migracdo de CMLVs. O TXA:2 foi descrito

por induzir a angiogénese em ceélulas endoteliais (DANIEL et al., 1999), porém de
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forma contraditoria outros estudos ja observaram que o TXA2 em cultura de células
endoteliais € capaz de promover efeitos antiangiogénicos (SMYTH, 2010). Diante
disso, os efeitos celulares acerca da producgéo de prostandides e da ativagdo de seus
receptores ainda ndo esta completamente elucidado.

Diversos estudos clinicos e experimentais evidenciam que 0 excessivo consumo
de sbdio promove danos cardiovasculares que vao além da elevacdo da PA
(TUOMILEHTO et al., 2001). Estudos demonstraram que os danos promovidos pelo
alto consumo de sodio podem estar associados ao SRA, principalmente pela ativagdo
do receptor AT1 (VARAGIC et al.,, 2008). Além disso, outros estudos também
demonstraram uma relacdo entre o alto consumo de sodio e a ativacao de processos
inflamatorios, como o0 aumento da expressdo de COX-2 e producao de prostanoides
(HE et al., 2014). Apesar dos efeitos sistémicos conhecidos acerca do alto consumo
de sdbdio, pouco ainda se sabe sobre seus efeitos celulares, principalmente na
migracdo celular. Portanto, o presente estudo buscou investigar se 0 aumento da
concentracdo de sodio € capaz de promover alteracdes no fendtipo migratério de
CMLVs e elucidar os possiveis mecanismos envolvidos. Para tanto, investigamos a

participacdo do SRA, da COX-2 e dos receptores de prostanoides.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Testar a hipétese de que o aumento da concentracdo de sodio pode induzir
modificagdes no fenotipo migratério de CMLVs e avaliar os possiveis mecanismos

moleculares que possam estar envolvidos neste processo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a mortalidade das CMLVs ap0s exposi¢cao ao alto sodio;

- Avaliar a apoptose e necrose das CMLVs ap0s exposi¢cao ao alto sodio;

- Avaliar o fenotipo migratério de CMLVs expostas ao alto sodio;

- Avaliar a participacdo do receptor AT1 e da ECA na migragdo de CMLVs
expostas ao alto sédio;

- Avaliar as vias moduladas através do receptor AT1: Ativacdo da NAPH oxidase
e COX-2;

- Avaliar a participagdo da COX-2 na migragdo de CMLVs expostas ao alto sodio;

- Avaliar alteracdes na fosforilacdo de ERK1/2, e se esta alteracdo esta
relacionada ao receptor AT1 em CMLVs expostas ao alto sédio;

- Avaliar a participacdo do receptor AT1 e da ERK1/2 na modulacdo da
expressao génica de COX-2 em CMLVs;

- Avaliar a participagéo dos receptores de PGl2 e TXA2 na migragado de CMLVs

expostas ao alto sodio.
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3. JUSTIFICATIVA

O consumo abusivo de sadio, tem sido associado ndo somente ao aumento da
pressdo arterial, mas também ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(STRAZZULLO et al., 2009). Dentre os efeitos acerca do aumento da concentracao
de sédio, estdo a hipertrofia cardiaca, prejuizo do relaxamento ventricular, disfuncéo
endotelial e injaria renal (DOS SANTOS et al., 2006; LI et al., 2012; YU et al., 1998) .
Apesar das evidéncias acerca dos efeitos do alto s6dio no organismo, pouco ainda se
sabe sobre os seus efeitos no nivel celular. Sendo assim, estudos utilizando células
isoladas, sdo importantes para que se entenda os efeitos do sédio no nivel celular e
para elucidar possiveis mecanismos moleculares envolvidos. Apesar de alguns
estudos ja terem avaliado os efeitos do alto sédio em cultura celular, até 0 momento,

nenhum estudo avaliou os efeitos do alto sédio sobre a migracéo de CMLVs.
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4. METODOLOGIA

Para realizacdo deste estudo, foram utilizados ratos Wistar, machos, com 12
semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do
Espirito Santo. Todos os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 h, com
livre acesso a agua e racdo em gaiolas apropriadas, com no maximo 4 animais por
gaiola. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com os principios éticos
do Colegiado Brasileiro de Experimentacdo Animal e previamente aprovado pelo
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espirito
Santo sob 0 numero 049/2014.

4.1 CULTURA PRIMARIA DE CELULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES

As células foram obtidas através da técnica de explante da aorta toracica
(CAMPOS et al., 2009). Ap6s o animal ser anestesiado com Uretana (1,5 g/kg) por via
intraperitoneal, a aorta foi retirada do animal e colocada em placa de Petri contendo
solucdo tampdo fosfato-salino e antibiéticos (PBS + Penicilina 100U/ml e
estreptomicina 100 U/ml), onde foi realizada a retirada do tecido conjuntivo e a artéria

foi levada para o fluxo laminar em tubo falcon com a mesma soluc¢éo.

A partir desse momento, todos os procedimentos foram realizados
cuidadosamente dentro de uma capela de fluxo laminar. A aorta foi aberta
longitudinalmente com o auxilio de uma tesoura cirurgica. Através de forca mecanica
realizada no limen do vaso com uma pinga cirargica, foi feita a retirada da camada de
células endoteliais do vaso. Em seguida a artéria foi cortada em fragmentos de
aproximadamente 2 mm x 2 mm e estes foram entdo colocados em uma placa de
cultura de 6 pocos, pré-tratadas com gelatina (3%), com a camada muscular em

contato com a placa.

Os fragmentos foram mantidos em meio de cultura DMEM high glucose
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB), Penicilina 100U/ml e
estreptomicina 100 U/ml, em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO2. O meio de

cultura foi trocado a cada 72 horas.



40

Passados cerca de sete a dez dias, foi comprovada a aparicdo de CMLVs
procedentes dos explantes teciduais, através da visualizacdo direta em microscopio
de células que se aderiram ao fundo da placa (Figura 4). Quando as células atingiram
confluéncia aproximada de 80 %, cerca de 15 dias ap0s a extracdo, as CMLVs foram
tripsinizadas. Para isso, as células foram lavadas 2x com PBS sem célcio (Ca?*) e
sem magnésio (Mg?*), apds a lavagem, foi adicionado tripsina-EDTA a 0,05 % durante
3 min. na incubadora a 37°C, com o objetivo de facilitar a suspenséo das células do
fundo das placas. Em seguida, a tripsina foi neutralizada com meio de cultura DMEM
high, 10 % SFB, Penicilina 100U/ml e estreptomicina 100 U/ml, as células foram
semeadas em garrafas de 75 cm? e mantidas em estufa umidificada a 37°C e 5% de
CO2. Para manter o crescimento exponencial, apds atingirem 100% de confluéncia,
as células eram tripsinizadas e 30% das células eram devolvidas para a garrafa. Cada

tripsinizacao / repique, foi realizada com uma frequéncia média entre 4 e 7 dias.
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Figura 4: Aparecimento de CMLVs a partir de fragmento de aorta. Cerca de 7 dias apds a extragao.

Para realizacdo dos protocolos experimentais, foram utilizadas células sempre
entre a terceira e sexta passagem. Com o objetivo de equalizar as células na mesma
fase do ciclo celular, antes de realizarmos os estimulos, as células foram submetidas
ao starving (jejum), processo pelo qual é realizada a reducéo para 0,5% de SFB do
meio de cultura. Para realizacdo dos experimentos, foram utilizados concentracoes

moleculares de sédio de 140 mM (Controle) e 160 mM (alto sodio). A condigcéo de alto
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sodio, foi conseguida através da adicdo de Cloreto de Sédio (NaCl) ao meio de cultura
o suficiente para que a concentracdo atingisse 160 mM. Como o aumento da
concentracdo do sodio foi realizado através da adicdo de NaCl (1M), porém, ao
realizarmos essa alteragdo, sabemos que alteramos a pressdo osmaotica bem como a
concentracdo de cloreto no meio, utilizamos Mannitol (1M) como controle osmotico e
cloreto de colina (1M) para avaliar a participacado do ClI. Todos os reagentes foram

comprados da Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA).

4.2 IMUNOFLUORESCENCIA

Para confirmar a eficiéncia da realizacdo do nosso método de extracdo de
CMLVs, realizamos a marcacao por imunofluorescéncia da proteina de citoesqueleto
a- actina de musculo liso. Para tanto, as células foram plagueadas em placa de 24
pocos (4x10* célula por poco) e apds atingir confluéncia de 60% o meio de cultura foi
removido e as células foram lavadas 3x com PBS. As células foram fixadas com
solucéo de paraformaldeido 4% em temperatura ambiente por 30 minutos. Apés a
fixacdo as células foram lavadas novamente por 3x com PBS. As células entdo foram
permeabilizadas com solugdo de Triton T-X100 0,15% por 15 minutos e novamente
foram lavadas 3x com PBS. Para que nao houvesse ligacBes inespecificas foi
realizado o bloqueio com solucdo de BSA 4% em PBS por uma hora, seguido da
incubacdo com anticorpo primario alfa actina de musculo liso (Anti-actin, a-smooth
muscle antibody, mouse monoclonal (A5228), Sigma Aldrich, propor¢céao de 1:10000)
por 12 horas em geladeira. ApOs a incubacao, foi realizada a lavagem novamente em
PBS por 3x e incubado com anticorpo secundario Alexa flor (Invitrogen, Carlsbad,
California, EUA), (propor¢ao de 1:500) durante 45 minutos em temperatura ambiente
e protegido da luz. Novamente as células foram lavadas 3x com PBS e apos,
incubadas com o marcador nuclear intercalante de DNA (DAPI 20ug/mL, Invitrogen,
Carlsbad, California, EUA). Finalmente, foram lavadas por 3x com solucao de PBS. A
leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia e foram utilizados os seguintes

comprimentos de onda: Alexa fluor: 488 nm e DAPI: 345nm (Figura 5).
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Figura 5: Imunofluorescéncia para confirmagé@o de CMLVs. A) DAPI e B) a- actina.

4.3 FARMACOS E REAGENTES

Candersartan (10-°M), antagonista do receptor AT1; Enalapril (5 x 10-°M) inibidor
da ECA; Angiotensina Il (10-"M) agonista do receptor AT1; Tiron (100x10°M) varredor
de espécies reativas de oxigénio e Apocinina (30x10-°M) inibidor da NADPH oxidase
foram adquiridos através da Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). NS398 (10-°M)
inibidor especifico da COX-2; SQ29548 (10°°M) antagonista do receptor de
tromboxano; U46619 (2 x 10-'M) agonista do receptor de tromboxano e CAY10441
(10-°M) antagonista do receptor de prostaciclina foram adquiridos através da Cayman
Chemicals (Ann Arbor, Michigan, EUA). U0126 (10-°M) inibidor de quinase extracelular
induzida por mitogeno (MEK), foi adquirido através da empresa Cell Signaling
Technology (Danvers, Massachusetts, EUA). Todos os inibidores, antagonistas e
agonistas foram adicionados ao meio de cultura 60 minutos antes do estimulo com o

sadio.

4.4 MORTALIDADE CELULAR

Foi utilizado a coloracdo com Azul de Tripan (Trypan Blue, Sigma) para

determinar o niumero de células em necrose vs. células viaveis. O método baseia-se
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no principio de que as células vivas possuem membranas celulares intactas, que nao
sdo permeaveis ao Azul de Tripan, enquanto que as ceélulas mortas perdem a
integridade de membrana e desta forma se tornam permeéveis e marcam em azul

pelo corante.

Células na terceira passagem foram plaqueadas em placa de 24 pocos, 5 x 104
células por poco, cerca de 60% de confluéncia. Apos atingirem 100% de confluéncia
as ceélulas foram expostas ao alto sodio por 24, 48 e 72 horas.
Ao final de cada tempo de incubacéo, as células foram tripsinizadas e misturadas com
0 corante, em proporcdo de 1 para 1 e quantificadas em camara de Neubauer. As

células que apresentaram coloracao azul foram consideradas como néo viaveis.

4.5 APOPTOSE E NECROSE CELULAR

A deteccédo de apoptose e necrose foi realizada por marcacao celular com
Anexina VFITC/lodeto de Propidio e analisada por citometria de fluxo. A anexina V-
FITC se liga a fosfatidilserina, uma proteina que é externalizada na membrana das
células que estéo iniciando o processo apoptético, e o iodeto de propideo se liga ao
DNA das células em necrose, uma vez que o lodeto s6 é capaz de penetrar em células
gue ndo possuem a membrana celular integra. Para tanto, foi utilizado o kit BD
Annexin V: FITC Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences, San Diego, CA). Células
em quarta passagem foram plaqueadas em placas de 6 pocos, 50x104 células por
poco. Ao atingirem 100% confluéncia, as células foram submetidas ao starving em
meio de cultura contendo 0.5% de SFB por 24 horas. Apés o starving, as células foram
expostas ao sédio durante 24 horas. ApGs a exposicao, as células foram tripsinizadas,
centrifugadas a 153g por 5 minutos e lavadas 2x com PBS. Em seguida, as células
foram ressuspendidas em tampé&o de ensaio (Binding Buffer 1x) na concentracao de
1x10°© células/mL. Foi realizada uma etapa adicional de centrifugacdo a 153 g durante
10 minutos. Por fim, o pellet de células foi ressuspendido em 500uL de tampéo de
ensaio. Imediatamente apos, as células foram marcadas com 2uL de Anexina V-FITC
e Pl durante 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Foram
adquiridos10.000 eventos em citbmetro de fluxo FACS Canto (BD Biosciences, San

Jose, CA). Os dados foram analisados no software Cell Quest.
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4.6 MIGRACAO CELULAR

Células em quarta passagem foram utilizadas para o protocolo de migracao
celular, realizado pelo método de Wound-Healing. O método consiste em realizar uma
ferida/risco na camada celular. As células tendem a migrar para o espaco aberto
artificialmente, o indice de migracdo é a diferenca entre a area inicial e a &rea final
(DU NOUY, 1916; LIANG; PARK; GUAN, 2007).

Para tanto, foram plaqueadas 50 x 10* células/pogco em placa de 6 pogos. Apos
atingir 100% de confluéncia, as células foram submetidas ao starving. Com o objetivo
de observar em qual tempo de exposi¢do ao sédio as alteragdes no padrdo migratorio
seriam mais evidentes, CMLVs foram expostas sédio de duas formas: 1- Aguda, onde
0 sodio era adicionado ap0s o starving exatamente no momento que se iniciava o
protocolo de migracao, logo apos realizar o risco na placa e mantido durante todo o
experimento de migracao, totalizando 10 horas de exposi¢ao; 2- Pré-exposi¢ao: onde
a concentracdo de sadio foi alterada junto a adi¢cdo na placa do meio de starving e
também foi mantido durante todo o experimento de migracao, totalizando 34 horas de
exposicao (24 horas de starving + 10 horas relacionada ao tempo inteiro do protocolo
de migragao). A avaliacdo da migragéo foi realizada a cada duas horas, em ambas as
condicdes, pois, queriamos observar as possiveis alteracdes precocemente. Para
avaliar as possiveis vias moleculares envolvidas, utilizamos os farmacos acima

citados.

No inicio do protocolo o meio de cultura foi aspirado e entdo foi realizado um
risco com uma ponteira de 10 ul na placa (Figura 6), retirando as células de uma
extremidade a outra. Foi realizado lavagem de cada poco 3x com PBS, para retirada
das células em suspensdo que poderiam interferir na analise. Em seguida foi
adicionado meio de cultura celular, de acordo com o protocolo (controle, alto sédio,
bloqueadores/inibidores + sodio). Foi realizado o registro de 3 imagens por poc¢o a
cada duas horas sempre do mesmo ponto, durante um periodo de 10 horas apés o
inicio do protocolo, para que fosse possivel visualizar a partir de qual horario houve
alteracdo do padrao migratério de CMLVs. A captura das imagens foi realizada através
de uma camera (BEL Eurekam) acoplada ao microscopio com o auxilio da objetiva de

10 x. A area de migracdo celular foi analisada através do programa Imagem J
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(dominio publico) através da demarcacéo da area inicial e das demais areas de acordo
com o tempo de estimulo. Para avaliar a area migrada, utilizamos a diferenca entre a

area inicial e a area referente ao tempo de estimulo.

A B Cc

Fenda feta com ponta de Desenhodas 3Fotosa cada
pipeta P10 lnhas duas horas
perpendiculares

Figura 6: Esquema do Protocolo de Migracao celular — Wound-Healing.

4.7 WESTERN BLOT

A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a expressao
proteicaprotéica de ERK1/2 fosforilada. Para tanto, as células foram lisadas com Ripa
Buffer (Sigma) acrescidos de inibidores de proteases e fosfatases (Sigma) na
proporcao de 1% e 10% respectivamente, conforme orientacdo do fabricante. As
amostras foram centrifugadas a 10.000 g, a 4°C por 10 minutos. A quantificacdo das
proteinas totais do sobrenadante foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976).

O extrato de proteina foi separado em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato
de sodio (SDS-PAGE), que permite a separacao de proteinas de acordo com o peso
molecular. As amostras foram previamente diluidas em tampéo Laemmli e aquecidas
em banho maria 95 °C para desnaturacdo proteica até sua estrutura primaria. Em
seguida, foram carregadas em gel de entrada com concentragdo de 5% (1 M Tris
pH:6,8, acrilamida 30%, SDS 10%, APS 10% e Temed). Apds o carregamento, 0
sistema montado (PowerPacTM HC, BioRad CA, EUA) foi submetido a uma corrente
elétrica constante de 100V por 2 horas, onde correram o0 gel de separacao

eletroforética com concentracdo de 12% (1,5 M Tris pH: 8.8, acrilamida 30%, SDS
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10%, APS 10% e Temed) previamente imersos em tampéao de corrida eletroforética
(25mM de Tris HCI, 190mM de glicina e 0.1% de SDS).

Apés a corrida eletroforética, as proteinas foram transferidas do gel para uma
membrana de PVDF através do sistema "sanduiche" contendo o gel, a membrana e o
papel Whatman embebido com solucédo de transferéncia (Tris-25 mM, Glicina-190
mM, Metanol-20%). O sistema (Trans-Blot SD Cell BioRad, EUA) foi submetido a uma
corrente constante de 100 V por 1 hora a uma temperatura de aproximadamente 4°C.
A transferéncia foi confirmada pela presenca da coloragcédo das bandas do marcador
de peso molecular na membrana (Kaleidoscope Prestained Standards, Bio-rad

Laboratories).

Para evitar ligacOes inespecificas, foi realizado o bloqueio da membrana com 5%
BSA (Sigma) em TBS-T (Tris HCI 10 mM, NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,6)
apos a transferéncia por um periodo de 1 hora sob agitacdo constante. Em seguida,
a membrana foi lavada com TBS-T e a incubacdo das membranas com 0s anticorpos
primérios de interesse foi realizada overnight, a 4 °C com os anticorpos primarios de
interesse: pPERK1/2 (proporgéo del:1000; Cell Signaling) e alfa actina (proporcéo de
1:10.000; Sigma). Passado o periodo de incubacédo, as membranas foram lavadas
com TBS-T e posteriormente foram incubadas durante 1 hora sob agitacdo, a
temperatura ambiente, com anticorpo secundario conjugado a peroxidase. Foi
realizado a incubacdo com reagente para imuno-deteccao por meio de luminescéncia,
ECL (GE Healthcare, Little Chalfont, RU). A visualizagdo das bandas foi realizada em
fotodocumentador ChemiDoc XRS+ (Biorad, Hercules, California, EUA) e a captura
das imagens por software Bio-rad Image Lab 5.2.1(Biorad, Hercules, California, EUA).

A analise foi realizada através do programa Imagem J (dominio publico).

4.8 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-PCR)

A técnica de reacdo de cadeia da polimerase em tempo real, foi utilizada para
avaliar a expressdo génica do RNA mensageiro da COX-2. Apés atingirem 100% de
confluéncia as células foram submetidas ao starving por 24 horas. Apos o starving, as
células foram expostas ao sédio por 4, 6 e 24 horas em meio de cultura com 0,5%

SFB. A extracdo de RNA total das amostras, foi realizada utilizando Trizol (Invitrogen,
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Carlsbad, California, EUA), seguindo as orientac¢des do fabricante. Utilizamos o primer
(5’- GATGACGAGCGACTGTTCCA-3' e 5- TGGTAACCGCTCAGGTGTTG-3") para
identificagcéo de COX-2. A expressao de ciclofiina A (5-
TGGCAAGCATGTTGGGTCTTTGGGAG-3’ e 5-
GGTGATCTTCTTGCTGGTCTGCCATTC-3’) foi utilizado como normalizador.

A concentracdo de RNA total foi quantificada usando o NanoDrop (NanoDrop
Technologies, EUA). Além disso, verificamos a pureza e a integridade do RNA em gel
de agarose 1%, marcado com Nacy-520 (Sigma-Aldrich, EUA). O gel foi imerso em
tampdo TAE 1X e a eletroforese realizada a 100 Volts por aproximadamente 20
minutos. As bandas foram observadas em um transluminador UV. A sintese de cDNA
foi realizada utilizando 2 ug de RNA total. Para obtencao da primeira fita de cDNA, as
amostras foram incubadas com 0,5 pg/mL de oligo dT12-18 a 65°C por 5 min. A
transcricdo reversa das amostras foi realizada em volume total de 20 pL contendo 3U
de RNAsin (Promega, Madison, USA), 10 mM de dNTPs, 0.1 M de DTT, 1X tampé&o
de enzima, e 2.5U de SuperScript Reverse Transcriptase Il (Invitrogen, Carlsbad,
California, EUA). Apoés incubacéo por 1 hora a 42 °C, a temperatura foi elevada a 95
°C por 5 minutos e as amostras foram rapidamente colocadas em gelo para

desnaturacao de hibridos RNA-cDNA formados.

A gquantificacdo da expressdo génica de COX-2 foi realizada pelo sistema de
deteccdo do produto especifico amplificado no equipamento 7500 Real Time PCR
System (Biosystem, CA, EUA) realizada com o kit SYBRgreen PCR Master Mix
(Biosystem, CA, EUA). Inicialmente, foi realizada a curva de concentracdo para o
primer da COX-2. Para o calculo da expressao génica, o método de ciclo “comparative
threshold” (Ct) foi usado para analise dos dados, Ct indica o numero de ciclo fracional
que a quantidade do alvo amplificado atinge um limiar fixo, e o ACt é a diferenga no
ciclo limite para o alvo (COX-2) referéncia ciclofilina). Os niveis de expresséo génica
de COX-2 foram obtidos pelo 2"22CT (AACt é o valor ACt subtraido do ACt da amostra).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados por média + erro padrdao da média (e.p.m.). O

nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05. A comparacao entre 0os grupos foi
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feita através do teste T de Student ou por andlise de variancia (ANOVA) uma e duas
vias com medidas repetidas ou completamente randomizada, dependendo da ocasiéo
e do numero de situacdes ou grupos e vias a comparar. Quando identificadas
diferencas significantes, foi aplicado o teste post-hoc de Bonferroni para localizar as
diferencas. Toda a andlise e construcao grafica foi realizada por meio do software
GraphPad Prism 6.0



Resultados
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5. RESULTADOS

5.1 ALTO SODIO NAO ALTERA A VIABILIDADE DE CELULAS MUSCULARES
LISAS VASCULARES

Realizamos a coloracdo das células com azul de Tripan (Trypan Blue), para
avaliar se a concentracdo de sbédio de 160mM causaria morte celular. Como
demonstrado na Figura 7, ndo houve mortalidade celular quando as células
musculares lisas foram expostas ao alto sédio (AS), por 24, 48 e 72 horas (CT,
10040,4%; AS, 100+0,6%).
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Figura 7: Mortalidade Celular. Contagem de células marcadas com azul de Tripan em
hemocitdbmetro.Nao houve mortalidade celular no grupo exposto ao alto sédio. ANOVA 2 vias, n=4.

Apesar de ndo observarmos mortalidade celular em células expostas ao AS,
decidimos realizar uma avaliacdo mais especifica acerca da viabilidade dessas
células. Para tanto, realizamos a marcacao das células com Anexina V e lodeto de
propidio, uma técnica muito utilizada para deteccdo de apoptose e necrose celular.
Células em apoptose, externalizam a proteina de membrana fosfatidilserina,
possibilitando a ligacdo de Anexina V a fosfatidilserina. Ja as células em necrose, por
nao terem a membrana celular integra, sdo permeaveis ao iodeto de propideo, que se
ligar ao DNA celular. A exposi¢do ao alto sédio por 24 horas néo alterou a viabilidade
celular (Figura 8A, CT, 88.9£0.7; AS, 88.8+£0.5), ndo desencadeou apoptose precoce
(Figura 8B, CT, 4.38+0.3; AS, 4.23%0.3), apoptose tardia (Figura 8C, CT, 4.73%0.5;
AS, 5.15+0.3) e ndo promoveu necrose nas CMLVs (Figura 8D, CT, 1.90+0.2; AS,
1.77+0.2).
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Figura 8: Viabilidade Celular: apoptose e necrose. A) Células Viaveis; B) Células em apoptose
precoce; C) Células em apoptose Tardia; D) Células em necrose. N&o foi observado apoptose ou
necrose em CMLVs incubadas com alto sédio por 24 horas. Teste T,n=5.

5.2 ALTO SODIO REDUZ A MIGRACAO DE CELULAS MUSCULARES LISAS
VASCULARES

Nosso préoximo passo, foi realizar a avaliacdo da migracdo celular, uma
caracteristica fenotipica da célula muscular lisa. Para tanto, utilizamos o método de
Would-Healing, no qual avaliamos a migracdo com incubac¢do aguda ao alto sédio e
também com pré-incubacdo por 24 horas ao alto s6dio. Com o objetivo de visualizar
de forma precoce alteragbes na migragao, inicialmente, a migracao celular foi
analisada a cada duas horas, durante 10 horas. Na figura 9A, que mostra a migracao
de CMLVs apo0s a incubacdo aguda, ou seja, quando a concentracdo de soédio foi
alterada no inicio do protocolo experimental, observamos que nos tempos de 8 e 10
horas apoés o inicio do experimento houve uma reducdo de migragéo celular de 30%

(CT, 100£32%; AS, 70+19%). Entretanto, a pré-incubacdo ao alto sodio, ou seja,
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guando a concentracao de sédio foi alterada junto ao starving, foi capaz de promover
uma reducao maior, em torno de 40%, podendo ser observada ja no tempo de 6 horas
apos o inicio do experimento, se mantendo nos tempos de 8 e 10 horas (CT, 100+14%;
AS, 58+£11%) (Figura 9B).
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Figura 9: Migracéao Celular. A) Exposicdo Aguda ao Alto sédio. A exposicao aguda ao alto sédio foi
capaz de reduzir de forma significativa a migracdo de CMLVs em relag&o ao Controle a partir de 8 horas
do inicio da exposi¢do. B) Migracéo Celular com pré-incubacédo de 24 horas. O alto sddio foi capaz
de reduzir de forma significativa a migracdo de CMLVs em relacdo ao Controle a partir de 6 horas do
inicio do experimento. ANOVA 2 vias medidas repetidas, *p<0,05, n=5.

Nés observamos que a alta concentracdo de sodio no meio de cultura foi capaz

de reduzir a migragdo de células musculares lisas em ambos as formas de incubacéao,
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sendo mais evidente quando realizada a pré-incubacdo ao sodio. Desta forma,
optamos por esta condi¢cdo para prosseguir 0 projeto e estudar as possiveis vias que
poderiam estar envolvidas nesta reducéo da migracdo em células na condic¢éo de preé-
incubacéo ao alto sodio.

5.3 0 AUMENTO DA OSMOLARIDADE E O DO ION CLORETO (CL-) NAO
ALTERAM A MIGRACAO DE CELULAS MUSCULARES LISAS
VASCULARES

O aumento da concentracdo do sodio no meio de cultura celular, é realizado
através da adicao de NaCl (1M) até a concentracdo desejada. Porém, ao realizarmos
essa alteracdo, aumentamos a pressao osmotica bem como a concentracdo de cloreto
do meio. Para excluir a participacdo do aumento da pressao osmotica, utilizamos
Mannitol (1M) como controle osmoético, um composto quimicamente inerte e néo
toxico. A quantidade de manitol adicionada ao meio de cultura foi igual a quantidade
de NaCl adicionada ao meio. A osmolaridade do meio ndo foi medida. Para avaliar a
participacdo do cloreto, utilizamos o cloreto de colina (1M) na concentracdo para
atingir a quantidade de Cl- equivalente ao do NaCl a 160 mM. Neste experimento foi
avaliado o efeito do aumento da osmolaridade per se na migracdo de CMLVs. Como
observado na figura 10, o aumento da osmolaridade ou do ion cloreto isoladamente
nao alteraram a migracdo de CMLVs. Este resultado demonstra que a alteracao
fenotipica observada na migracao foi promovida pelo sédio.
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Figura 10: Avaliacdo da Participacdo do aumento da osmolaridade e do ion Cloreto (Cl") na
migracéao celular. A) Cloreto de Colina. O uso de cloreto de colina ndo alterou a migracéo de CMLVs.
B) Manitol. O aumento da osmolaridade por Manitol, ndo alterou a migragéo de CMLVs. ANOVA 2 vias
medidas repetidas, n= 5.

5.4 0 BLOQUEIO DO RECEPTOR AT1 E DA ENZIMA CONVERSORA DE
ANGIOTENSINA RESTAURAM A REDUCAO DE MIGRACAO EM CMLVs
EXPOSTAS AO ALTO SODIO

Apbs comprovarmos a participagdo do sodio na redugdo de migragdo, nos
avaliamos as possiveis vias que poderiam estar envolvidas. NOs avaliamos a
participacdo do receptor AT1, através do uso de seu blogueador, Candesartan (10
5M). Como podemos observar na Figura 11, o uso do Candesartan preveniu a reducdo
da migracdo em células expostas ao alto sodio (CT, 100£6%; AS, 70+11%; AS +
Candesartan, 101+10%). Este resultado sugere que existe a participacdo do sistema

renina angiotensina, no processo de reducao da migracao causada pelo alto sodio.
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Figura 11: Bloqueio do receptor AT1 com Candesartan (10°M) na migrag&o.O bloqueio do receptor
AT1 foi eficaz em recuperar a diminuigcdo de migracao induzida pelo alto sédio em relagédo ao controle.
ANOVA 2 vias medidas repetidas. **p<0,05, * comparado com o Controle; # Comparado com a condicao
—AS. n=5.

Sabemos que 0 agonista do receptor AT1 é a Angiotensina Il, sendo assim,
realizamos a avaliacdo do efeito direto de Ang Il sobre a migracdo de CMLVs.
Observamos que a incubacdo com Ang Il também foi capaz de reduzir a migracéao,
tendo um efeito semelhante ao provocado pelo AS (CT, 100+5%; AS, 78+6%; Ang
[1,72+6%) (Figura 12-A). Estes dados corroboram para a hipotese de ocorre a ativagédo
do receptor AT1 pela condicdo de alto sédio para que o ocorra a reducédo de migracao

celular.

Para que Ang Il seja formada, é necessario que a Ang | seja clivada em Ang Il
pela acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA). Desta forma, utilizamos
Enalapril para avaliar a participacdo da ECA. Enalapril foi eficaz em prevenir a reducéo
de migracdo de CMLVs expostas ao alto sédio (CT, 100+5%; AS, 78+6%; AS +
Enalapril,97+5%) (Figura 12-B).

Estes resultados demonstram a reducédo da migracdo de CMLVs pelo AS é
mediada pelo receptor AT1 e que o bloqueio da ECA também foi capaz de normalizar
a migracao. Além disso, a incubacao das células com Ang Il, igualmente foi capaz de
reduzir a migracado de CMLVs, corroborando ao efeito provocado pela exposi¢ao das
células ao AS.
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Figura 12: Migracéo celular: Avaliacdo da participacdo de Ang Il e ECA. A) Angiotensina Il (10”7
M): a incubacgdo com Ang Il, reduziu a migracdo de CMLVs. B) Enalapril (5 x 10°M): o inibidor da ECA
normalizou a migracdo de CMLVs expostas ao AS. ANOVA 2 vias medidas repetidas. *p<0,05, *
comparado com o Controle; # Comparado com a condi¢gdo — AS. n=5.

5.5 O ESTRESSE OXIDATIVO NAO PARTICIPA DA REDUCAO DE MIGRACAO
PROVOCADA PELO ALTO SODIO EM CMLVs

Apbs comprovarmos que a ativacao do receptor AT1 esta envolvida na reducéo
de migracao, decidimos avaliar as possiveis vias que podem estar sendo moduladas

através deste receptor. Sabemos que a ativacdo do receptor AT1 é capaz de ativar
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diretamente a NADPH oxidase, aumentando a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). Um desbalanco das EROs, pode modular as fungdes celulares de
CMLVs (BROWN; GRIENDLING, 2015).

NOs avaliamos a participagcdo das EROs de duas formas, através da pré-
incubagdo com Tiron (100 x 10-°M), antioxidante tipo varredor de EROs e através da
pré-incubacdo com Apocinina, inibidor da NADPH oxidase. Porém, como
demonstrado na Figura 13, o uso de Tiron (CT, 100£23%; AS, 74+20%; AS + Tiron,
72+18%) bem como o de Apocinina (CT, 100£28%; AS, 71+ 25%; AS + Apocinina,
60+£19%) néao foi capaz de reverter a reducédo de migracao das células expostas ao
alto sodio. Estes resultados demonstram que a reducdo de migracdo das células
expostas ao AS, ndo ocorre pelo aumento de producdo de espécies reativas de

oxigénio.
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Figura 13: Migracéo celular: efeito das espécies reativas de oxigénio. A) Migragdo com varredor
de EROS Tiron (100 x 10°°M). Tiron, antioxidante tipo varredor, ndo foi eficaz em reverter a redugdo
de migracéo induzida pelo alto sédio. B) Migracdo com inibidor da NADPH Oxidase Apocinina (30
x 10®M).Apocinina, inibidor da NADPH oxidase, ndo foi eficaz em reverter a reducdo de migracao.
ANOVA 2 vias medidas repetidas. p<0,05, * comparado com o Controle, n= 6.

5.6 O BLOQUEIO DE COX-2 NORMALIZA A MIGRACAO DE CMLVs EXPOSTAS
AO ALTO SODIO

Além de modular o estresse oxidativo e a atividade da NADPH oxidase, o
receptor AT1 pode modular outras vias, como a via inflamatéria, através da

estimulacdo da expressdo de COX-2. Uma enzima fundamental na sintese de
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prostandides (HU et al., 2002). Para tal, nds avaliamos a participacdo da COX-2
através do uso do seu inibidor especifico, NS398. Podemos observar na Figura 14,
que o uso deste inibidor preveniu a reducdo de migragéo induzida pelo alto sodio (CT,
100+6%; AS, 70+11%; AS + NS398, 96+7%).
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Figura 14: Migracdo com Inibidor especifico da COX-2 NS398 (10x10°M). O bloqueio de
Ciclooxigenase-2 foi eficaz em recuperar a diminuigdo de migragéo induzido pelo alto sédio em relacéo
ao controle. ANOVA 2 vias medidas repetidas. *# p<0,05, *comparado com o Controle. # comparado
com a condi¢do — AS. n=5.

5.7 ALTO SODIO AUMENTA A EXPRESSAO GENICA DE CICLOOXIGENASE 2

Apos observarmos a participacdo do receptor AT1 e da COX-2 na reducédo de
migracdo de CMLVs expostas ao alto sodio, decidimos avaliar a expressao génica de
COX-2 em células expostas ao AS. Foi realizada a exposi¢cdo ao alto sédio por 4, 6 e
24 horas, com ou sem incubacao do bloqueador do receptor AT1, Candesartan. Como
demonstrado na Figura 15, o alto sédio é capaz de aumentar de forma significativa a
expressao génica de COX-2, de modo tempo-dependente, a partir de 6 horas de
exposicao ao AS. O bloqueio do receptor AT1 normalizou a expressdo de COX-2.
Nossos resultados demonstram que ha uma modulacéo do receptor AT1 na expressao
génica de COX-2.
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Figura 15: Expressao génica de Ciclooxigenase 2 apds incubacdo com alto sodio e apés
bloqueio do receptor AT1. O alto sédio aumentou a expressao génica de COX-2 e o bloqueio do
receptor AT1 com Candesartan normalizou este aumento. ANOVA 1 via. *p<0,05 comparado com o
Controle. n=5.

5.7 O BLOQUEIO DA PROTEINA QUINASE ATIVADA POR MITOGENO (MAPK)
ERK 1/2 RESTAURA A REDUCAO DE MIGRACAO EM CMLVs EXPOSTAS AO
ALTO SODIO

Em CMLVs exposta ao AS, o bloqueio do receptor AT1 além de normalizar a
migracdo, também normalizou a expressdo génica de COX-2. Diante disso,
resolvemos analisar uma possivel via de sinalizacao entre o receptor AT1 e a COX-2.
Para tanto, realizamos o bloqueio de ERK1/2, uma importante proteina membro da
familia das MAPK, conhecida por participar de varias respostas celulares, atuando
como segundo mensageiro intracelular. O receptor AT1 quando ativado, pode ativar a
ERK 1/2, além de outras MAPK. Na Figura 16, podemos observar que o bloqueio de
ERKZ1/2, através do seu inibidor U0126, normalizou a reducao de migragdo em CMLVs
expostas ao AS (CT, 100£6%; AS, 78+6%; AS + U0126, 99+5%).
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Figura 16: Migrag&o com inibidor de ERK 1/2 U0126 (10°M). O bloqueio de ERK 1/2 foi eficaz em
normalizar a diminuigdo de migracdo induzida pelo alto s6dio em relag@o ao controle. ANOVA 2 vias
medidas repetidas. **p<0,05, *comparado com o Controle ¥ comparado com a condi¢do — AS. n=5.

5.8 ALTO SODIO AUMENTA A FOSFORILACAO DE ERK 1/2 EM CMLVs

ApGs comprovarmos que ERK 1/2 esta envolvida na redugédo da migracdo, nos
avaliamos através da técnica de Western Blot se a exposicdo das células ao AS foi
capaz de aumentar a fosforilacdo de ERK1/2, sua forma ativa. Na Figura 17, podemos
observar que houve um aumento de ERK1/2 fosforilada em células expostas ao AS a
partir de 10 minutos de exposicdo ao AS. Aos 60 minutos de exposicdo ao AS a

fosforilacdo diminuiu, ndo sendo mais estatisticamente significante.
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Figura 17: Expressédo proteica de ERK 1/2 fosforilada. O alto sédio foi capaz de aumentar a
fosforilacdo de ERK 1/2 no tempo de 10 minutos de exposicdo. ANOVA 1 via. *p<0,05, *comparado

com o Controle. n=5.

Para avaliar se o receptor AT1 modula o aumento da fosforilagdo de ERK 1/2 no
grupo alto sddio, realizamos o bloqueio do receptor com Candesartan. Como

demonstrado na Figura 18, Candesartan normalizou a fosforilacdo de ERK 1/2.
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Figura 18: Expressao proteica de ERK 1/2 fosforilada com o bloqueio de AT1. O alto sodio foi
capaz de aumentar a fosforilagdo de ERK 1/2 no tempo de 10 minutos de exposi¢cdo e o uso de
Candesartan normalizou a fosforilagédo de ERK 1/2. ANOVA 1 via. *p<0,05 comparado com o Controle.
n=5.

5.9 O BLOQUEIO DE ERK 1/2 NORMALIZA A EXPRESSAO GENICA DE COX-2
EM CMLVs EXPOSTAS AO ALTO SODIO

Apds comprovarmos que ERK 1/2 esta mais fosforilada em células expostas ao
AS via receptor AT1, estando envolvida na reducao da migracao, nés avaliamos se 0
bloqueio de ERK1/2, seria capaz de normalizar a expressao génica de COX-2 através
da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. O bloqueio de ERK 1/2
com UQ126 reverteu o aumento da expressao génica promovido pelo AS (Figura 19).
Os dados apresentados até o0 momento demonstram a participacéo do receptor AT1
na reducéo da migracdo bem como aumento da expressao génica de COX-2 através
de fosforilagdo de ERK1/2.
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Figura 19: Expressao génica de COX-2 com o bloqueio de ERK 1/2. O alto sédio aumentou a
express@o génica de COX-2 apds 24 horas de exposicdo. O bloqueio de ERK 1/2 normalizou a
expressdo génica de COX-2. ANOVA 1 via. **p<0,01, *comparado com o Controle. n=5.

5.10 O RECEPTOR TROMBOXANO (TP) PARTICIPA DA REDUCAO DE
MIGRACAO PROMOVIDA PELO ALTO SODIO EM CMLVs

Para avaliar a via downstream da COX-2, realizamos migracdes com 0sS
bloqueadores dos receptores de Prostaciclina (IP) e Tromboxano (TP). O bloqueio do
receptor IP, ndo alterou a reducédo de migracéo observadas em CMLVs expostas ao
AS (CT, 100+6%; AS, 70+11%; AS + CAY10441, 71+5%) (Figura 20-A). Porém o
blogueio do receptor TP reverteu a reducdo da migracdo em células expostas ao AS
(CT, 100+6%; AS, 70+£11%; AS + SQ29548, 94+10%) (Figura 20-B).
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Figura 20: Migracdo com bloqueadores dos receptores de prostandides. A) Migracdo com
bloqueador do receptor de prostaciclina (IP). CAY10441, antagonista do receptor de prostaciclina
(IP) ndo reverteu a reducéo provocada pelo alto sddio. B) Migragdo com bloqueador do receptor de
tromboxano (TP). SQ295489, antagonista do receptor de tromboxano, normalizou a migracédo de
células expostas ao AS. ANOVA 2 vias medidas repetidas. #p<0,05, *comparado com o Controle. #
comparado com a condi¢cdo — AS. n=6.

No6s também avaliamos, de forma indireta, a participacdo do receptor de
Tromboxano, através do uso do seu agonista U46619. Quando adicionamos o
agonista ao meio de cultura, observamos uma reducdo de migracao, sendo este um
resultado semelhante ao observado em células expostas ao alto sédio (CT, 100+6%;
AS, 78+6%; U46619, 80+6%) (Figura 21).
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Figura 21: Migracdo com U46619 (10'M). O uso do agonista do receptor de tromboxano também

reduziu a migracdo de CMLVs, tendo um efeito semelhante ao grupo alto sédio. ANOVA 2 vias medidas
repetidas. *p<0,05 comparado com o Controle. n=5.
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6. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram que, a exposi¢ao ao AS reduziu a migracao
de CMLVs sem alterar a viabilidade celular. Ao estudarmos as vias de sinalizacao
envolvidas observamos que o SRA local participa na reducdo da migracdo celular
através da ativacdo do receptor AT1 e ECA. Além disto, demonstramos que o AS
através do receptor AT1 levou a ativacdo da via inflamatéria, pelo aumento da
expressdo de COX-2, propiciando a reducdo na migracdo celular. Foi observado
também que a ativacao do receptor AT1 desencadeou a fosforilacdo de ERK 1/2 que
consequentemente foi responsavel pelo aumento da expressao génica da COX-2. Ao
avaliarmos a via downstream da COX-2 evidenciamos que o bloqueio do receptor de
tromboxano, e ndo o de prostaciclina, normalizou a migracdo de CMLVs expostas ao
AS.

A migracao celular é um processo fisiolégico fundamental para a formacao dos
vasos sanguineos, estando envolvida em processos como a vasculogénese e
angiogénese, em ambos 0s processos ha a participacdo de CMLVs (DORMANN;
WEIJER, 2003). Além disso, a migracdo de CMLVs também pode estar envolvida em
processos patoldgicos. No sistema cardiovascular, doencas como a HA, diabetes e
dislipidemias podem provocar a leséo vascular. Nestes casos, a migracao de CMLVs
contribuem para o reparo do vaso sanguineo poés injuria (WILLIS et al., 2004).

Apesar da importancia do processo de migracdo celular, até o presente
momento, nenhum estudo havia demonstrado os efeitos do alto sodio sobre a
migracdo de CMLVs. No presente estudo foi observado que o aumento da
concentracdo de sodio reduziu a migracdo de CMLVs. Miiller e colaboradores,
utilizando linhagem de macréfagos, observaram que uma elevada concentracdo de
sédio, cerca de 195 mM, foi capaz de aumentar a migracdo e a quimiotaxia dos
macréfagos (MULLER et al., 2013). Além disso, Amara e colaboradores evidenciaram
um aumento da migracdo de células endoteliais apds 24 horas de exposicdo ao AS
(200 mM) (AMARA; ALOTAIBI; TIRIVEEDHI, 2016).

Alguns estudos, em CMLVs, demonstraram os efeitos do alto so6dio sobre a
proliferacdo destas células, mas ndo sobre a migracdo, porém com resultados
contraditorios. Gu e colaboradores, demonstraram que CMLVs expostas a altas

concentracdes de sbdio, 160 e 180 mM, apresentem reducdo de proliferacdo (GU et
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al., 1998). Entretanto, Wu e colaboradores, demonstraram aumento de proliferacéo
de CMLVs ap0s a adicao de sédio (180 mM) ao meio de cultura (WU et al., 2016).

Ao avaliamos as possiveis vias moleculares que poderiam estar envolvidas na
reducéo de migracdo de CMLVs expostas ao AS observamos de forma intrigante que
o bloqueio do receptor AT1, através do uso de seu antagonista Candesartan,
normalizou a migracdo de CMLVs expostas ao AS. Também observamos que a pré-
incubacdo com Enalapril, bloqueador da ECA, normalizou a migracdo das células
expostas ao AS. Como o produto da acdo da ECA é a Ang Il, sendo a Ang Il 0 agonista
de AT1, avaliamos a participacdo da Ang Il na migracdo sem alterar a concentracéo
do sédio no meio. Observamos entdo que Ang Il (107 M) também diminuiu a migragédo
das CMLVs. A literatura mostra resultados contraditérios em relagéo ao efeito da Ang
Il sobre a migracdo. Alguns estudos demonstraram que a ativagéo do receptor AT1
leva a um aumento de migracdo em CMLVs (BLASCHKE et al., 2002; OHTSU et al.,
2006; Xl et al., 1999). Entretanto, Liu e colaboradores, constataram efeito dose
dependente de Ang Il (102 a 10°) sobre o fendtipo migratério de CMLVs. Foi
demonstrado que nas doses de 101° M, 10° M, 10®M ocorreu um aumento
significante de migragédo, entretanto, a incubacéo com doses maiores de 107" M e 10

5M levou a uma reducéo da migracéo (LIU et al., 1997).

Resultados semelhantes foram observados em células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC), através do ensaio de Boyden Chamber, onde doses
crescentes de Ang Il, 10° M, 10" M e 10° M levaram a reducéo de migracéo de forma
dose dependente, e o bloqueio do receptor AT1 normalizou a migracao dessas
células. Um possivel mecanismo discutido foi 0 aumento de estresse oxidativo e
diminuicdo da producéo de 6xido nitrico (DESIDERI, 2003).

Além disso, sabemos que CMLVs podem sintetizar todos os componentes do
SRA. Conhecido como SRA tecidual ou local, este pode agir de forma distinta ao SRA
sistémico e uma vez ativado, o SRA local pode desempenhar um papel autécrino,
paracrino e intracrino (DE MELLO, 2017). Infelizmente, em nosso estudo nao
conseguimos dosar a Ang Il e desta forma ndo podemos afirmar que um aumento de
Ang Il estaria ativando o receptor AT1. Entretanto, nossos resultados demonstram
uma modulacdo do SRA local em CMLVs expostas ao AS via receptor AT1 e da ECA
visto que o bloqueio de ambos foi capaz de normalizar a migracéo de CMLVs expostas
ao AS.
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A ativacdo do receptor AT1 pode estimular uma cascata de sinalizacéo
intracelular sendo que uma das possiveis vias a serem ativadas € a producao de
EROs. Sédo fontes produtoras de EROS: Xantina Oxidase, mitocondria e NADPH
oxidade, podendo esta ser diretamente estimulada pelo receptor AT1. A producgao
excessiva de EROS, pode alterar a migracao, proliferacdo e levar a hipertrofia da
CMLVs (TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000). Diante do exposto, avaliamos a participacao do
estresse oxidativo através do uso de Tiron, um varredor de EROS e também pelo
bloqueio da NADPH oxidase através do uso de Apocinina. Porém o uso destes
farmacos nao reverteu a reducdo na migracdo das CMLVs expostas ao AS. Apesar
da literatura relatar uma relacéo entre o aumento do sédio e o estresse oxidativo, tanto
em humanos (GREANEY et al., 2012), como em modelos animais (ZHU; HUANG,;
LOMBARD, 2007) e da ativacéo do receptor AT1 poder ativar diretamente a NADPH
oxidase e aumentar a producdo de EROS (GRIENDLING et al., 1994), estudos em
cultura de CMLVs, com concentracdes semelhantes aquelas utilizadas no presente
estudo, tampouco demonstraram uma relacdo do alto sédio e estresse oxidativo (GU
et al., 1998; WU et al., 2016)

Além de estimular diretamente a producdo de EROS via NADPH oxidase, a
ativacdo do receptor AT1 pode modular outras vias, como ativacdo de MAPK e
ciclooxigenases. O receptor AT1 pode estimular diretamente a atividade de
fosfolipase A2 (PLA2), sendo esta responsavel pela biodisponibilidade celular de &cido
araquidénico (AA), que uma vez liberado, sera processado pelas ciclooxigenases.
Além disso, estudos demonstram que o receptor AT1 modula diretamente a expressao
de COX-2 (induzivel) e ndo de COX-1 (constitutiva). A COX-2, desempenha um papel
fundamental na producao de prostandides vasodilatadores e vasoconstritores no vaso
sanguineo. Além disso, os prostandides modulam processos celulares como
hipertrofia, hiperplasia, migracao e apoptose (OHNAKA et al., 2000).

NOs avaliamos a participacdo da COX-2 na reducdo de migracéo induzida pelo
AS. O bloqueio da COX-2 através do seu bloqueador especifico, NS398, foi capaz de
normalizar a migracao das células expostas ao AS e por RT-PCR observamos um
aumento da expressao génica de COX-2 em CMLVs a partir de 6 horas até o ponto
avaliado de 24 horas ap0s exposicdo ao AS. Uma vez que observamos a participacao
do receptor AT1, sabendo que o0 mesmo modula a expressdo de COX-2, avaliamos a
expressao génica de COX-2 nesta condigcéo. O bloqueio do receptor AT1 normalizou
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a expressdo de COX-2 a partir de 6 horas, sugerindo assim uma modulacéo direta

deste receptor sobre a COX-2.

Estes achados corroboram com dados da literatura, onde varios autores
demonstram a relacédo direta do receptor AT1 e da expresséo/ participacao da COX-2
(ALVAREZ et al., 2007b). Além disso, estudos in vivo, utilizando modelo animal,
demonstram uma relacdo entre uma dieta de alto s6dio e 0 aumento da expressao de
COX-2 tanto no vaso sanguineo como nos rins (MATROUGUI et al., 2001; YANG et
al., 1998). Até o momento, nenhum estudo foi publicado demonstrando a relacdo entre
0 aumento da concentracdo do sédio no meio de cultura e aumento da expresséo de
COX-2. Porém alguns estudos em cultura de CMLVs, demonstram que o receptor AT1
consegue modular a expressédo de COX-2 (HU et al., 2002; MORINELLI; WALKER,;
ULLIAN, 2008), o que corroboram com 0s nossos achados.

Apesar de nossos resultados terem mostrado uma relacdo entre AT1 e COX2,
sabemos que existem proteinas intracelulares que participam dessa relacdo entre o
receptor e a modulacdo génica de outra proteina, sendo conhecido como segundo
mensageiro. Uma familia de proteinas, as MAPKSs, sdo conhecidas na literatura por
atuar mediando as respostas celulares poés-ativacdo de um receptor, como por
exemplo o receptor AT1. Uma integrante das MAPKs é a ERK1/2, descrita
extensivamente na literatura por mediar efeitos celulares como sintese proteica,
hipertrofia, regulacdo de citoesqueleto e migracdo (KAWAI et al., 2017; MEHTA,
GRIENDLING, 2007). Desta forma, ao avaliarmos uma possivel via de sinalizacao
celular entre o receptor AT1 e COX-2, através do bloqueio de ERK1/2 foi observada a
normalizacdo da migracdo de CMLVs expostas ao AS. Em seguida, constatamos o
aumento significativo da forma ativa fosforilada de ERK 1/2, ja com 10 minutos de
exposicdo ao AS, com uma tendéncia a se manter fosforilada ap6s 60 minutos de
exposicao ao AS. Adicionalmente, o bloqueio do receptor AT1 preveniu a fosforilacéo
de ERK 1/2 em células expostas ao AS. Além disso, seguindo a sequéncia de via de
sinalizacdo, o blogueio da ERK 1/2, ndo s6 normalizou a migragdo como normalizou

a expressao génica de COX-2.

A literatura ja descreveu amplamente o papel fundamental de sinalizagédo
celular desempenhado pela familia das MAPKSs, especialmente por ERK 1/2, bem
como a ativacao dessas proteinas pelo receptor AT1 (HORIUCHI; IWANAMI; MOGI,
2012). Além disto, em CMLVs, a participacdo de ERK 1/2 modulando respostas
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celulares foi relatada em um estudo onde o AS (aproximadamente 190 mM) aumentou
a proliferacdo de CMLVs em cultura através da ativacado das MAPKs, ERK 1/2 e JNK
(WU et al., 2016).

Em conjunto, os resultados obtidos no presente estudo demonstraram, até o
momento que, o AS reduz a migracao de CMLVs via receptor AT1 levando ao aumento
da expressao génica de cicloocigenase 2. A via de sinalizacao intracelular entre o
receptor AT1 e COX-2 se d& pela fosforilacdo de ERK1/2. Desta forma,
sequencialmente foi avaliada a via downstream da COX-2.

Os prostandides, sdo mediadores importantes na regulacdo das funcdes
cardiovasculares. Em vasos sanguineos saudaveis, a maioria dos prostanoides é
formada pela isoforma constitutiva da ciclooxigenase (COX-1). No entanto, esses
mediadores também podem ser sintetizados pela isoforma de ciclooxigenase
induzivel, COX-2, que em condi¢cdes nao patoldégicas normalmente ndo é expressa
em células vasculares, mas pode ser induzida por alguns agentes e condicdes
patologicas. Sendo assim, é descrito que a producao de prostandide via COX-2 esta
envolvida também na modulacdo de respostas vasculares mediante situacdes
patolégicas (ADEAGBO et al., 2005; ALVAREZ et al., 2005a). Além disso, a ativacao
do receptor AT1 pelo seu ligante Ang Il, € capaz de modular a expressdo de COX-2 e
modular a producdo de prostandides em CMLVs (HU et al., 2002; OHNAKA et al.,
2000).

Dentre os produtos da acdo da COX-2, vale destacar no vaso sanguineo,
especificamente em CMLVs, a Prostaciclina (PGl2) e Tromboxano (TXAz). Os efeitos
vasodilatadores da PGI2 sdo opostos aos efeitos vasoconstritores deTXA:z
(WHEELER-JONES, 2008). Além disso, em CMLVs, a ligacao de PGIz ao receptor de
prostaciclina (IP) exerce efeitos protetores, inibindo a hipertrofia, migracao,
proliferacdo e formacdo de neointima (MILLER, 2006). Ja o TXA2 ao se ligar no

receptor de tromboxano (TP), exerce em CMLVs efeitos antagdnicos aos de PGlo2.

Diante do exposto, decidimos avaliar a via downstream da COX-2. Para tanto,
realizamos o bloqueio dos receptores de PGl2 (IP) e TXA2 (TP), através dos seus
antagonistas especificos. Curiosamente, observamos gque somente o bloqueio do
receptor de TXAz normalizou a migracdo de CMLVs expostas ao AS. Com o objetivo
de provar a participacdo do receptor de TXA: de forma indireta, realizamos o
experimento de migracao na presenca de seu agonista, U46619 (200 nM). Novamente
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foi observada a reducdo de migracdo semelhante a provocada pelo AS, sugerindo
assim a participacao deste receptor. Infelizmente, um fator limitante deste trabalho foi
a impossibilidade de dosar os niveis de TXAz no meio de cultura de CMLVs expostas
ao AS.

Os efeitos por nds encontrados sdo opostos a maioria de dados descritos na
literatura com relagdo a agdo do TXA2 sobre a migragédo celular. Como exemplo,
Asthon e colaboradores demonstraram que em cultura primaria de células endoteliais,
0 uso de dois miméticos de TXAz, IBOP (100 nM) e U46619 (200 nM), foram capazes
de reduzir a migracédo de células endoteliais pelo método de Wound- Healing. Além
disso, ao avaliarem a formacéo de tubos, observaram que esta capacidade também
estava reduzida em células endoteliais expostas ao TXAz, por provavel diminuicdo da
comunicacao célula-célula e célula matriz (ASHTON et al., 1999).

Por outro lado, Benndorf e colaboradores, avaliaram a participacdo do receptor
de TXAz em células endoteliais em resposta a um estimulo angiogénico e migratorio,
o fator de crescimento derivado do endotélio, o VEGF. Os autores observaram que 0
mimético de TXA2, U46619 (10> M) desempenhou um papel antagdnico aos efeitos
de VEGF, sendo capaz de inibir a migracdo e formacdo de tubos em células
endoteliais induzidas pelo VEGF, bem como a angiogénese cardiaca induzida por
VEGF in vitro e in vivo (BENNDORF et al., 2008). Além desses trabalhos acima
citados, outros trabalhos demonstram os mesmos efeitos anti-angiogénicos do TXA:2
(ASHTON et al.,, 2004; GAO et al.,, 2000). Esses achados corroboram o0s aqui
apresentados, uma vez que encontramos reducdo de migracdo e essa foi mediada

pelo receptor de TXA:z.

Sumarizando os resultados apresentados demonstram pela primeira vez, que
em cultura primaria de CMLVs expostas ao AS ocorre a redugdo de migracao via
ativacdo do receptor AT1, com consequente aumento da expressao génica de COX-
2 atraves da fosforilacdo de ERK 1/2. Este aumento da expresséo génica de COX-2
parece levar ao aumento de TXAz, visto que o blogueio de seu receptor normalizou a

reducdo de migracao causada pelo AS.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que CMLVs expostas ao AS apresentam reducao
da migracéo, independente do aumento da osmolaridade ou do CI. Esse efeito parece
ser desencadeado pela ativacdo do receptor AT1 com consequente aumento da
expressao génica de COX-2 modulado pelo aumento da fosforilacdo de ERK 1/2.
Devido a comprovacdo da participacdo da ECA sobre a reducdo da migracéo
especulou-se um provavel aumento de Ang Il como responsavel pela ativacao de AT1.
Além disso, o0 aumento de COX-2 pelo AS parece modular a redu¢cédo de migracéo de
CMLVs, através da ativacao do receptor de tromboxano. Assim, os dados do presente
trabalho levam a concluir que o AS afetaria a migracdo de CMLVs através de efeitos
independentes dos fatores hemodinamicos e modulacdo endotelial, podendo estes

efeitos estarem associados a fisiopatologia de doencas cardiovasculares (Figura 22).

l Migracao
S ———

Figura 22: Diagrama esquemético dos mecanismos através dos quais o alto sddio diminui a migracéo
de células musculares lisas vasculares. Na*: sodio; ANG Il: Angiotensina Il; AT1: receptor AT1; pERK:
ERK fosforilada; COX2: Ciclooxigenase 2; TXA2: tromboxano Az; TP: receptor de tromboxano.
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