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concentracéo resposta a fenilefrina e modulagédo endotelial utilizando o inibidor
nNOS, sem endotélio (E-) e com endotélio preservado (E+). Os dados séo
expressos em (**p<0,01) Os numeros de anéis de aorta estdo indicados entre

[ F2 L] 0] (ST PSPPSR 67
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Figura 20. Participagcédo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados
de aorta. Curva concentracdo resposta a fenilefrina e modulacdo endotelial
utilizando o inibidor especifico da iINOS, composto 1400 W (I iNOS) na
presenca e auséncia do inibidor da PKD (CID). Os dados sao expressos como
média + SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05 e ** p<0,01,). Os

nameros de anéis de aorta estao indicado entre parénteses............cccccevvvvvnnens 68

Figura 21. Participacdo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis
isolados de aorta com e sem (E-) endotélio vascular. Curva concentracao
resposta a fenilefrina e modulag&o endotelial utilizando o inibidor especifico da
INOS, composto 1400 W (I iINOS) na presenca e auséncia do inibidor da PKD
(CID). Os dados séo expressos como média £+ SEM. ANOVA one way, post
hoc Tukey (*p<0,05 e ** p<0,01,). Os numeros de anéis de aorta estdo
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Figura 22. Participacdo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados
de aorta. Curva concentracdo resposta a Angiotensina Il na presenca e
auséncia do inibidor da PKD (CID). Os dados sdo expressos como média *
SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05). Os numeros de anéis de

aorta estdo indicados entre ParENtESES......cccveeeeeeeiiiiieieeeeer e 70

Figura 23. Participacdo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados
de aorta, na presenca e auséncia do endotélio vascular (E-). Curva
concentracdo resposta a Angiotensina Il na presenca e auséncia do inibidor da
PKD (CID). Os dados sdo expressos como média + SEM. ANOVA one way,
post hoc Tukey (*p<0,05; **p<0.01). Os numeros de anéis de aorta estédo
indicados entre
OE= L] 0] (ST 71

Figura 24. Participagéo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados
de aorta, na presenca e auséncia da inibicdo da sintese de NO, pelo L-NAME
(LN). Curva concentracdo resposta a Angiotensina Il na presenca e auséncia
do inibidor da PKD (CID). Os dados sdo expressos como média + SEM.
ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05; **p<0.01). Os numeros de anéis de
aorta estdo indicados entre Par@NteSES. ........coovviiiiiiiiiiiiiiie e 72
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Figura 25. Participagcédo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados
de aorta, na presenca e auséncia da inibicdo da sintese de NO, pelo inibidor da
NNOS (I nNOS). Curva concentracdo resposta a Angiotensina Il na presenca e
auséncia do inibidor da PKD (CID). Os dados sdo expressos como média *
SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05; **p<0,01). Os numeros de

anéis de aorta estao indicados entre Par€nteses...........ccevvvvvvvvvriiiiieeieeeeeeeeenn, 73

Figura 26. Participacdo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados
de aorta, na presenca e auséncia da inibicdo da sintese de NO, pelo inibidor da
INOS (I INOS). Curva concentragdo resposta a Angiotensina Il na presenca e
auséncia do inibidor da PKD (CID). Os dados sao expressos como média +
SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05; **p<0,01). Os numeros de

anéis de aorta estdo indicados entre parénteses..........cccvvvvvvvvvvvviiiiiiiiieeeeeeeen, 74

Figura 27. Participacdo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados
de aorta, na presenca e auséncia da inibicdo da sintese de NO, pelo inibidor da
INOS (I INOS), na presenca e na auséncia do endotélio vascular (E-). Curva
concentracdo resposta a Angiotensina Il na presenca e auséncia do inibidor da
PKD (CID). Os dados sdo expressos como média + SEM. ANOVA one way,
post hoc Tukey (*p<0,05; **p<0,01). Os numeros de anéis de aorta estdo
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RESUMO

Os hormodnios e neurotransmissores do sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA) e do sistema nervoso autdbnomo (SNA) podem atuar nos vasos e
coragdo, modulando diversas vias de sinalizaco intracelular. Muito embora as vias de
sinalizagéo das enzimas PKA e PKC sejam mais bem estudadas e conhecidas, a via
de sinalizacdo da PKD tem sido pouco estudada até o momento. A PKD é uma enzima
da familia de serina/treonina-quinases compreendendo trés isoformas de PKD
homdlogas (PKD1/PKCu, PKD2 e PKD3/PKCv) e pertence a superfamilia da Ca?'-
calmodulina dependente de proteina cinase (CaMK). A isoforma PKD1 é cada vez
mais reconhecida como um regulador chave de uma série complexa de processos
fisioldégicos fundamentais, incluindo: transducgdo de sinal, proliferagdo e diferenciagéo
celular, transporte através da membrana, secre¢cdo, expressao génica, utilizagdo de
substrato, e regulagéo da contratilidade miocéardica. Entretanto, pouco se sabe sobre a
atuacdo da PKD1 sobre a reatividade vascular e regulagdo de cardiomiocitos. Estudo
dos Cardiomiocitos - Estudo funcional realizado em cardiomidcitos ventriculares
isolados de coelhos brancos da Nova Zelandia foram transfectados por adenovirus
denominados de Reporteres Ativadores de Cinase D (DKARs) que mede a atividade
da PKD em diferentes locais dos cardiomidcitos (citoplasma, nucleo e mitocéndria). Os
DKARs no nuacleo apresentaram valores mais elevados ao tratamento feito pela
aldosterona, ao passo que quando, analisamos o citoplasma e a mitocondria, foi
observada atuacdo da angiotensina Il de forma mais significativa. J& para andlise do
transiente de calcio e contratilidade, foram utilizados cardimidcitos ventriculares de
camundongos de linhagem C56BL6, divididos nos grupos: selvagem WT e PKD1 KO
(knockout) cardiaco-especificos. O principal resultado foi um aumento a resposta a
angiotensina Il nas células dos animais PKD WT quando comparado as células sem
tratamento (p=0,0049) no citosol. O percentual de encurtamento de cardiomiocitos néo
foi diferente entre os grupos, nem na presenca dos farmacos (angiotensina II,
aldosterona e isoproterenol). Estudo da Funcgéo Vascular — Foi utilizado ratos Wistar
(normotensos) e Wistar espontaneamente hipertensos (SHR). Para avaliar se a
diferenca da pressado arterial sistélica (PAS) existia, foi feita afericdo através do
método de pletismografia de cauda (PAS Wistar 125,8 + 1,2 mmHg e SHR=204,8 +
4,0 mmHg, p < 0,01). A reatividade vascular foi estudada usando anéis isolados de
aorta toracica para avaliagdo da contracdo ao estimulo a-adrenérgico (curva
concentracéo resposta a Fenilefrina (1071° a 3,5 x1073M) e da ativacdo de receptores
AT, usando angiotensina Il (107° a 10°M), na presenca e auséncia: endotélio
vascular; CID 3,2 yM — um inibidor seletivo e especifico da PKD1; L-NAME 100 uM,
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um inibidor ndo-seletivo da enzima oOxido nitrico sintase (NOS); o composto 1400W
1 uM, um potente inibidor e altamente seletivo da iINOS; N-w-cloridrato-propil-L-
arginina 0,5 uM, um inibidor potente e seletivo da nNOS. No grupo Wistar, a resposta
contratil as doses crescentes de fenilefrina ndo foram modificadas quando a PKD foi
inibida com o CID. No grupo SHR, podemos identificar uma reducdo da resposta
contratil na presenca de CID (Fenilefrina 103°M; CT = 116,6 + 13,5 vs CID 60 + 14,6
%, p<0,05). Estes dados sugerem a participacéo da via da PKD, na resposta contratil
induzida pela fenilefrina, no grupo SHR. A angiotensina Il induziu resposta contratil, de
maneira concentracdo-dependente, nos anéis isolados de aorta de todos os grupos
estudados. No grupo Wistar, a resposta contratil a angiotensina Il foi menor durante a
incubacdo com CID, enquanto no grupo SHR, a inibicdo da PKD, ndo modificou a
resposta contrétil a angiotensina Il. No grupo Wistar, a inibicdo da iNOS, aumentou a
resposta contratil a angiotensina Il quando a enzima PKD foi inibida, com o CID. No
grupo SHR, podemos verificar que a contratilidade dependente de angiotensina Il foi
maior na presenca do inibidor da iINOS, tanto na presenca quanto na auséncia da
PKD. Estes dados sugerem que, no grupo SHR, a producdo de NO, depende da
enzima iINOS. Nos animais do grupo SHR, a inibigdo da nNOS elevou a resposta
contratil a angiotensina Il. A inibicdo da via da PKD, reduziu o aumento da resposta
contrétil a angiotensina Il, durante a inibicdo da nNOS. Estes dados sugerem que, no
grupo hipertenso, a via de sintese de NO, dependente da enzima nNOS, participa da
resposta contratil induzida pela angiotensina Il.  Em conclusdo, o conjunto dos
resultados obtidos neste estudo confirma nossa hipétese da participacdo da via de
sinalizacdo da PKD sobre a regulacdo aguda das fungBes de cardiomidcitos
ventriculares e sobre a reatividade vascular. Em cardiomiocitos ventriculares, a
aldosterona atuou diretamente na PKD nuclear juntamente com as HDACS,
importantes reguladores no remodelamento cardiaco. Ja no citosol e nas mitocondrias,
a angiotensina Il ativou agudamente a via da PKD1. E em relacdo a reatividade
vascular foi observado que nos animais hipertensos, este papel modulador da
sinalizacdo da via da PKD sobre as respostas vasculares mediadas pela angiotensina
Il e fenilefrina, depende da ativagéo de distintas isoformas da NOS, localizadas no
musculo liso vascular e endotélio. No grupo hipertenso, a modulacgéo, via PKD, parece
depender mais da participacdo da nNOS, enquanto no grupo normotenso, das vias da
eNOS e iNOS.

Palavras-chave: proteina quinase D, cardiomidcitos, transfeccédo, transiente de

célcio, contratilidade, reatividade vascular
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ABSTRACT

The hormones and neurotransmitters of the renin angiotensin aldosterone system
(RAAS) and the autonomic nervous system (ANS) can act on the vessels and heart,
modulating several intracellular signaling pathways. Although the signaling pathways of
the PKA and PKC enzymes are better studied and known, the signaling pathway of
PKD has been little studied so far. PKD is an enzyme of the serine / threonine kinase
family comprising three homologous PKD isoforms (PKD1 / PKCu, PKD2 and PKD3 /
PKCv) and belongs to the Ca?" protein kinase dependent (CaMK) superfamily. The
PKD1 isoform is increasingly recognized as a key regulator of a complex series of
fundamental physiological processes, including: signal transduction, cell proliferation
and differentiation, membrane transport, secretion, gene expression, use of substrate,
and regulation of contractility myocardial. However, little is known about the role of
PKD1 on vascular reactivity and cardiomyocyte regulation. Cardiomyocyte Study -
Functional study performed on ventricular cardiomyocytes isolated from white New
Zealand rabbits were transfected by adenoviruses called Kinase Activating Reporters
(DKARs) that measure PKD activity in different locations of the cardiomyocytes
(cytoplasm, nucleus and mitochondria). The DKARs in the nucleus showed higher
values for the treatment made by aldosterone, whereas when we analyzed the
cytoplasm and mitochondria, the performance of angiotensin Il was observed in a more
significant way. For the analysis of the calcium transient and contractility, ventricular
cardimiocytes of C56BL6 mice were used, divided into groups: wild cardiac-specific WT
and PKD1 KO (knockout). The main result was an increased response to angiotensin Il
in the cells of PKD WT animals when compared to cells without treatment (p = 0.0049)
in the cytosol. The percentage of cardiomyocyte shortening was not different between
groups, nor in the presence of drugs (angiotensin Il, aldosterone and isoproterenol).
Study of Vascular Function - Wistar rats (normotensive) and Wistar spontaneously
hypertensive (SHR) were used. To assess whether the difference in systolic blood
pressure (SBP) existed, measurement was performed using the tail plethysmography
method (PAS Wistar 125.8 + 1.2 mmHg and SHR = 204.8 + 4.0 * mmHg, p < 0.01).
Vascular reactivity was studied using isolated rings of the thoracic aorta to assess the
contraction of the a-adrenergic stimulus (concentration curve response to
Phenylephrine (10™° to 3.5 x'* M) and the activation of AT receptors, using
angiotensin 1l (10 7% to '°5 M), in the presence and absence: vascular endothelium;
ICD 3.2 yM - a selective and specific inhibitor of PKD1; L-NAME 100 uM, a non-
selective inhibitor of the enzyme nitric oxide synthase (NOS); the compound 1400W 1
MM, a potent and highly selective inhibitor of iINOS; N-w-hydrochloride-propyl-L-
arginine 0.5 yM, a potent and selective inhibitor of nNOS. In the Wistar group, the
contractile response to increasing doses of phenylephrine were not modified when
PKD was inhibited with CID In the SHR group, we can identify a reduction in the
contractile response in the presence of CID (Phenylephrine 103% M; CT = 116.6 + 13.5
vs CID 60 + 14.6%, p <0.05) .These data suggest the participation of the PKD pathway,
in the opposite Useful induced by phenylephrine in the SHR group. Angiotensin I
induced a contractile response, in a concentration-dependent manner, in the isolated
aortic rings of all studied groups. In the Wistar group, the contractile response to
angiotensin Il was lower during incubation with DIC, while in the SHR group, PKD
inhibition did not modify the contractile response to angiotensin Il. In the Wistar group,
iINOS inhibition increased the contractile response to angiotensin Il when the PKD
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enzyme was inhibited, with the CID. In the SHR group, we can see that angiotensin Il-
dependent contractility was greater in the presence of the iNOS inhibitor, both in the
presence and in the absence of PKD. These data suggest that, in the SHR group, NO
production depends on the iINOS enzyme. In animals in the SHR group, inhibition of
NNOS increased the contractile response to angiotensin Il. Inhibition of the PKD
pathway reduced the increase in the contractile response to angiotensin Il during the
inhibition of nNOS. These data suggest that, in the hypertensive group, the NO
synthesis pathway, dependent on the nNOS enzyme, patrticipates in the contractile
response induced by angiotensin Il. In conclusion, the set of results obtained in this
study confirms our hypothesis of the participation of the PKD signaling pathway in the
acute regulation of ventricular cardiomyocyte functions and in vascular reactivity. In
ventricular cardiomyocytes, aldosterone acted directly on nuclear PKD together with
HDACSs, important regulators in cardiac remodeling. In the cytosol and mitochondria,
angiotensin Il acutely activated the PKD1 pathway. In relation to vascular reactivity, it
was observed that in hypertensive animals, this role of modulating the signaling of the
PKD pathway on vascular responses mediated by angiotensin Il and phenylephrine,
depends on the activation of different NOS isoforms, located in the vascular smooth
muscle and endothelium. In the hypertensive group, modulation, via PKD, seems to
depend more on the participation of nNOS, while in the normotensive group, on the
pathways of eNOS and iNOS.

Keywords: protein kinase D, cardiomyocytes, transfection, calcium transient,
contractility, vascular reactivity
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1. INTRODUCAO

Apesar dos grandes avancos terapéuticos, a insuficiéncia cardiaca (IC),
disfuncéo sistélica do ventriculo esquerdo e doencas hipertensivas, tem se tornado
cada vez mais preocupantes e desafiadores, sendo associada com duros desfechos
com numero elevados de mortes e internacéo hospitalar:. Medicamentos voltados para
a regulacdo neuro-hormonal sdo os pilares para o tratamento das doencas
cardiovasculares. Antagonistas tradicionais do sistema renina-angiotensina, como a
enzima conversora de angiotensina (ECA), inibidores e bloqueadores dos receptores
da angiotensina diminuiram drasticamente a progressdo da doenca, reduzindo o
numero de hospitalizagfes relacionadas a IC, diminui¢cdo nas taxas de mortalidade e
melhora na qualidade de vida dos pacientes?*. Entretanto, pacientes internados por IC
tém uma elevada taxa de eventos cardiovasculares, superior a 50%, com taxa de
mortalidade entre 10 e 15% e taxa de re-hospitalizacdo em até 6 meses apoés a alta de
30 a 40% o que causa grande gastos e superlotagdes do sistema publico de satde®.

A disfuncdo cardiaca e a arritmogénese, durante a progressédo da IC, sdo
alimentadas pelo remodelamento cardiaco que ocorre em resposta a alteracdes na
carga hemodinamica, lesdo cardiaca e/ou ativacdo  neuro-hormonal®.
Independentemente da causa, o remodelamento cardiaco estd associado a altera¢des
na expressao génica fetal e celular induzindo modificagdes enérgicas, hipertrofia dos
miocitos, morte celular e fibrose. Em cada um desses cenarios, o processo de
remodelacdo inicialmente compensatério pode passar por um processo mal
adaptativo’. Deste modo, a tentativa de identificar novas estratégias terapéuticas, os
estudos tém se concentrado nas vias de sinalizacdo que regulam oS processos

biolégicos que impulsionam o remodelamento cardiaco e vascular.
1.1 Célula Cardiaca e a funcéo da Proteina Cinase D (PKD)

No coracéo, a PKD parece desempenhar um papel fundamental na expressao
génica e no remodelamento mal adaptativo observado na insuficiéncia cardiaca,
tornando essa enzima um potencial alvo terapéutico para as doencas
cardiovasculares. A proteina quinase D (PKD), emergiu como um ponto chave de
sinalizacdo no processo de acoplamento excitacdo-contracdo, expressdo geénica,
sobrevivéncia celular e metabolismo®¢. Recentemente foi demonstrado que a super
expressao cardiaca especifica, in vivo, da isoforma PKD1 constitutivamente ativa,
promove cardiomiopatia dilatadal’. Assim também, a expresséo e a atividade da PKD
mostraram-se aumentadas em miocardio de camundongos, ratos, coelhos e humanos

com IC17-19,
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1.2 Isoformas da PKD

A PKD é uma enzima da familia das serina/treonina-quinases compreendendo
trés isoformas de PKD homodlogas (PKD1/PKCu, PKD2, e PKD3/PKCv) e pertence a
superfamilia da Ca?*-calmodulina dependente de proteina cinase (CaMK). A isoforma
PKD1 é a isoforma mais estudada e mais abundante no coragdo. Assim como as
outras isoformas da PKD, a abundancia de PKD1 est4 sujeita a regulagéo de inimeros
processos bioldgicos?*?2, Estas enzimas possuem especificidade de substrato,
semelhante a CaMK, com caracteristicas estruturais remanescentes da PKC. A
estrutura molecular da PKD consiste em um dominio catalico C-terminal, uma regido
N-terminal auto-inibitéria, dominios regulatérios, tais como o diacilglicerol (DAG),
dominio de ligacdo e dominio de homologia da Pleckstrin (PH)?324, Varios mecanismos
podem modular a atividade de PKD1, incluindo auto-inibig&o, fosforilagcdo, degradacao
proteolitica, localizagdo subcelular e interagbes de proteinas, resultando em
mecanismos complexos de sinalizacdo de PKD especificos do contexto®. A tipica
cascata de sinalizacdo para ativacdo de PKD envolve ativacdo dependente de GPCR
(receptor acoplado a proteina G), da fosfolipase C (PLC) e da producdo de DAG
(diacilglicerol). Estes ultimos estimulam a PKD direta e indiretamente através da
ativacdo simultanea de PKC e PKD.

Ambas as isoformas PKCaq, 31, 2 e y e PKCD9, ¢, n, e 6 podem fosforilar a PKD
no seu sitio de ativagdo. Em camundongos, a PKD1 pode ser fosforilada por PKCs na
Ser-744 e Ser-748, seguida por auto fosforilagcdo na Ser-916. Na PKD1 humana estes
locais correspondem a Ser-738 e Ser-742 e Ser-910. A PKD ativa é posteriormente

translocada para seus alvos intracelulares? 2628,

Estudos demonstraram um mecanismo de ativagdo ndo-classico para a PKD1
em condicdes de estresse oxidativo®®3!. A cascata de sinalizacdo é iniciada pela
producdo de DAG mitocondrial através da fosfolipase D, e requer fosforilagdo de 2
residuos de tirosina quinase para permitir ativacdo de PKD1 via fosforila¢cdo no loop de
ativagdo por PKC3. A PKD1 ativada, retransmite a informagdo da producdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) mitocondriais ao nucleo, induzindo assim os
genes nucleares que medeiam a desintoxicagdo celular e a sobrevivéncia celular. No
coragdo, a ligacdo entre as EROs mitocondriais e a cardioprotecdo é menos
conhecida. Por outro lado, Ozgen et al.,*? identificaram uma via especifica para PKD1
relacionada a baixos niveis de H.O, a diminuicdo da abundancia de proteina do
elemento de resposta de ligacdo a AMPc (ERK) em midcitos cardiacos neonatais, o

que contribuiria para a patogénese da insuficiéncia cardiaca. Pesquisadores
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identificaram os efeitos protetores da sinalizagdo de PKD em um modelo de leséo de

isguemia/reperfusédo, mas esses efeitos foram mediados via sinalizacdo de RhoA33 34,

Mais recentemente, estudos identificaram proteina semelhante a dinamina
(DLP1), uma proteina de fissdo mitocondrial, como um novo alvo da PKD%. Em seu
estudo, a sinalizacdo prolongada de receptores a-adrenérgicos aumentou a
fragmentagdo e disfuncdo mitocondrial com aumento da sinalizacdo apoptotica,
geracdo de EROs, e aumento da permeabilidade mitocondrial. Erickson et al.%®
mostraram que a modificacdo, dependente de EROs, da metionina 281 e 282, conferiu
atividade autdnoma de Ca?* a CaMKII, em um mecanismo analogo, mas independente
da auto-fosforilacdo. Dada a reconhecida susceptibilidade dos residuos de metionina e
cisteina a oxidacdo, eles também estabeleceram que a oxidacdo dos residuos de
metionina emparelhados, mas néo apenas um residuo de cisteina ou metionina, era
necessaria para a ativacdo de CaMKIl por EROs. Todas as 3 isoformas de PKD
apresentam tal emparelhamento de cisteina/metionina (posicdo C653 / M654 em
PKD1) e a substituicdo de valina destes residuos torna a PKD1 insensivel a estimulos
das EROs.

A PKD1 é cada vez mais reconhecida como regulador chave de uma série
complexa de processos fisiologicos fundamentais, incluindo transducdo de sinal,

proliferacdo e diferenciacdo celular, transporte através da membrana, secrecao,
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expressdo génica, utilizacdo de substrato, remodelamento da actina e contratilidade,

conforme observado na figura 1 abaixo:
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Figura 1. FungBes do microdominio da Proteina Cinase D (PKD) no cardiomiocito. Na figura
acima, podemos observar a atuacdo da PKD em diferentes regies da célula cardiaca
(sarcolema, citosol, nicleo, mitocdndria, complexo de golgié.

Sabe-se que membros da superfamilia da CaMK, que incluem CaMKIl, PKD e
quinase associada a microtubulos (MARK), sdo conhecidos por regularem a expressao
génica cardiaca patoldgica através do seus efeitos sobre as histonas desacetilases
classe lla (HDACs)*. As HDACs funcionam como reguladores importantes no
remodelamento cardiaco através da associacdo com o fator de transcricdo do fator
potenciador do miécito-2 (MEF2) e outros reguladores transcricionais pré-hipertréficos.
As acdes das HDACs de classe 1l sdo controladas pelo seu estado de fosforilacdo que
regula sua distribuicdo nucleo-citoplasmatica. Estimulos extracelulares transmitidos
por GPCR ativam PKD e CaMKs, que fosforilam HDACs classe Il, desencadeando a
exportacdo nuclear, a repressdo ao MEF2 e promovendo remodelacdo cardiaca.® 38

Estudos recentes também destacaram a importancia da regulacdo espaco-
temporal da sinalizacdo do PKD em cardiomidcitos. Por exemplo, os agonistas dos
GPCR, endotelina e fenilefrina, diferem na ativagdo espago-temporal da PKD: com a
fenilefrina provocando sinalizagéo sarcolemal transitoria, seguida de rapida atividade
nuclear, enquanto a exposi¢cdo a endotelina resulta em recrutamento de PKD da
membrana celular. Esses achados explicam como a sinalizagdo via fenilefrina e
endotelina convergem na ativagcdo da ativacdo nuclear de histona desacetilase 5
(HDACS) e da transcricdo génica, que é mais dependente de PKD para fenilefrina,

porém mais dependente de PKD e CaMKII para endotelina®.

Pesquisas usando biossensores fluorescentes para sinalizacdo de PKD,
mostraram que a sinalizagéo B-adrenérgica (B-AR) induz seletivamente a sinalizacdo
PKD nuclear, sem translocacao inicial para o sarcolema. A sinalizacdo via B-AR
também preveniu a ativagdo de PKD mediada por GPCR, impedindo sua translocagéo

intracelular. Este efeito foi mediado pela fosforilagdo dependente de PKA e de PKD.*°

Curiosamente, enquanto o papel da PKD sinalizando a jusante de agonistas do
GPCR, como fenilefrina e endotelina, tem sido bem estabelecido, menos atencéo tem
sido dada ao sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Apesar do fato de que
0 sistema nervoso simpatico e 0 SRA estarem entre as respostas homeostaticas mais
reconhecidas e compensatérias a uma queda no débito cardiaco e mais direcionadas
terapeuticamente na doenca cardiovascular'®, ele atua também na regulacdo do
sistema cardiovascular por meio de mdltiplos tipos de receptores, principalmente via
receptores AT1 e AT2'4 O hormonio angiotensina Il é um mediador crucial na

manutencdo da presséo arterial e homeostase dos fluidos, via mecanismos de acgéo
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gue incluem secrecéo de aldosterona, efeitos vasopressivos, conservagao hidrosalina,

efeitos no sistema nervoso, como regulacdo do fluxo simpético e efeito dipsogénico.

A aldosterona, descoberta hd mais de 70 anos, age através do receptor
mineralocorticoide (MR), para modular a expressao génica em tecidos alvos. No rim, a
principal acdo da aldosterona é promover a reabsorcdo de Na* no néfron distal e,
assim, aumentar indiretamente a conservagdo de agua (regular o volume do liquido

extracelular e a presséo arterial)*2.

Os altos niveis circulantes de aldosterona, estdo diretamente relacionados a
hipertrofia cardiaca, fibrose intersticial e a insuficiéncia cardiaca?>?>%’. Da mesma
forma, a hiperestimulagéo dos receptores AT1 esta ligada a varias doencas humanas,
como hipertenséao e hipertrofia cardiaca.

Recentemente, foi estabelecido um papel para a PKD na regulacdo do SRAA
(Figura 2). A PKD renal modula a secre¢do de renina* e medeia o trafego de
transportadores de sodio no néfron em resposta a aldosterona*. A secrecdo de
aldosterona induzida por angiotensina Il em células adrenocorticais,***° regula assim
0s niveis circulantes de aldosterona; e nas células do musculo liso vascular, a
sinalizacdo de PKD medeia a resposta hipertréfica a angiotensina 116 4, Em um
estudo protedmico, os autores identificaram a PKD como um mediador crucial de
eventos de sinalizagdo de angiotensina Il fosforilacdo dependente “8. Entretanto, néo
se sabe ainda se a sinalizacdo da PKD também desempenha um papel critico na
mediacdo dos efeitos da angiotensina Il e/ou aldosterona em cardiomidcitos e vasos

sanguineos.
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Figura 2. Via de sinalizacao da PKD a jusante pela aldosterona e angiotensina Il na célula
cardiaca (modificada)®4°-

1.3 Musculo Liso Vascular

Alteracdes no diametro dos vasos sanguineos servem como um
importante regulador fisiolégico do fluxo sanguineo. Essas mudancas
relacionadas ao musculo liso e regulacdo do tbnus vascular sdo responsaveis
pelo aumento e diminuicdo da pressdo arterial. Alguns pontos importantes
como: estimulos hormonais, manipulacdo de agentes farmacoldgicos,
inervacao e desenervacdo, quantidades de neurotransmissores e receptores,
fatores derivados do endotélio, possuem um papel importante na resisténcia

vascular que é determinada pelo tdnus do musculo liso vascular.

Para que ocorra contracdo das células musculares lisas vasculares, é
necessario, elevacdo na concentracdo de Ca?* citoplasmatico. Este aumento
se faz devido ao influxo desse mesmo ion através de canais especializados na
membrana citoplasméatica e de estoques intracelulares do reticulo
sarcoplasmatico*®4°. Resumidamente, existem dois principais mecanismos
responsaveis pela contracdo do mduasculo liso vascular: o acoplamento
eletromecanico que permite a contragdo por meio de alteracdes no potencial de
membrana da célula. Uma vez que ocorre a despolarizagcdo da membrana pelo
aumento da concentracdo de K* extracelular, promove influxo de Ca?* através
da abertura de canais para célcio operados por voltagem, causando
contracdo3? %051, E o acoplamento farmacomecéanico que se fundamenta na
contracdo induzida por agonistas contrateis (norepinefrina, endotelina,
angiotensina |l e serotonina). Esses agonistas, ligam-se a receptores
especificos da membrana da célula muscular lisa que sdo acoplados a proteina
G. A interacdo agonista-receptor ativa a subunidade a da proteina G, ativando
a fosfolipase C (PLC) que eleva a sintese de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3 atua interagindo com seus receptores ha membrana
do reticulo sarcoplasmatico estimulando a liberacdo de Ca?*. Dando sequéncia,
o DAG atua ativando a proteina quinase C (PKC), que por sua vez, aumenta o
movimento de Ca?* através de canais da membrana. E também, aumenta a

sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca?* e fosforilacdo da cadeia leve da
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miosina (MLC). Todos esses mecanismos estdo relacionados ao aumento do
Ca*™ para que ocorra a contracdo de maneira efetiva. O Ca?* se liga a
calmodulina, forma o complexo Ca?*-calmodulina ocorrendo ativagdo da
quinase de cadeia leve da miosina (MLCK), o que promove interacdo entre 0s
miofilamentos de actina e miosina, responsaveis pela contracdo muscular que,
em ultima analise, regula a resisténcia vascular, e consequentemente, regula a

pressao arteriall®52:53,
1.4 Receptores a-Adrenérgicos Vasculares

Os receptores a-adrenérgicos pertencem a familia de GPCRs, que
podem ser ativados pelas catecolaminas adrenalina, noradrenalina e por

moléculas sintéticas como a fenilefrina.

Os receptores a-adrenérgicos sdo divididos e subdivididos em a1A,
a1B, a1D, a2A, a2B, a2C. Receptores a1 estao relacionados com respostas no
orgao efetor e os receptores a2 estdo localizados principalmente na membrana
pré-sinaptica e regulam a liberacdo de neurotransmissores. Os receptores a1
estdo acoplados a fosfolipase C, gerando assim IP3 e DAG como segundos
mensageiros, e tém seus efeitos mediados principalmente pela liberacédo de
Ca2+ intracelular. Ja os receptores a2 estdo negativamente acoplados a
adenilato ciclase, promovendo sua inibicdo, reduzindo assim a formacédo de
adenosina monofosfato ciclico (CAMP) e inibindo canais de calcio 4455, Em
consequéncia do aumento na concentracdo de calcio citosélico, ha formacao
de um complexo com a calmodulina, que € capaz de ativar a enzima
responsavel pela fosforilagdo das cadeias leves da miosina (proteinas
regulatérias), a MLCK. A fosforilacdo da cadeia leve da miosina permite que a
miosina se ligue aos filamentos de actina levando a contracdo muscular. Ao
contrario, o relaxamento ocorre quando vasodilatadores como por exemplo, o
NO, ativam uma cinase que inibe a MLCK, ou ativa a miosina fosfatase,

desfosforilando a cadeia leve da miosina®%%.
1.5 Receptores para Angiotensina ll

A angiotensina 1l, além de alterar a reatividade vascular, exerce

importante agéo pro-inflamatéria na parede vascular através da producéao de
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EROs, citocinas inflamatérias e moléculas de adesdo (Savoia & Schiffrin,
2007)%8. A angiotensina Il ativa a NADPH oxidase, levando ao aumento do
anion superoxido, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila, exercendo um
efeito relevante sobre o leito vascular, através da inducdo do estresse
oxidativo®®%°, Assim, alteracdes no SRA frequentemente estdo associadas ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares como aterosclerose,
hipertenséo arterial e insuficiéncia cardiaca®®6.

As respostas mediadas pela angiotensina Il aumentam a atividade
simpatica cardiaca e vascular, levando a um efeito vasoconstritor direto, que
aumenta a resisténcia vascular periférica e, consequentemente, a pressao
arterial®?>. Na maioria das vezes, a principal via dessas respostas é mediada
pelo receptor AT1.

Por outro lado, as a¢bes mediadas via receptor AT2 sdo menos
conhecidas, o que pode ser explicado pela menor expressao desses receptores
guando comparado com a do receptor AT1. Além disso, no geral, as acoes da
angiotensina Il, via AT2, sdo antagonicas as acdes mediadas via angiotensina
Il em receptores do tipo AT1%3. A acdo da angiotensina Il sobre os receptores
AT1 pode ser descrita sucintamente por causar vasoconstricdo e aumentar da
proliferacdo e o crescimento celular. As ac¢des da angiotensina II, via
receptores AT2, via de regra, antagonizam os efeitos dos receptores AT1 e
induzindo respostas anti-proliferativa e anti-apoptética. Os receptores AT2 séo
importantes na regulacdo do crescimento, na diferenciacdo e na regeneracao
do tecidual. Ap6s o nascimento ocorre reducdo na expressao dos receptores
AT2, mas que pode vir a ser induzida nas doencgas cardiovasculares, incluindo
a hipertensao arterial e insuficiéncia cardiaca®+°.

Outra diferenca importante entre esses dois tipos de receptores para
angiotensina Il, esta relacionada com a cascata de sinalizacdo intracelular. A
ativacdo de receptores AT2 € capaz de ativar a Protein serine/threonine
Phosphatase 2A (PP2A), que direciona o sinal para o controle da atividade de
canais para K* e Ca?* %, Por esta via, ocorre regulacdo negativa da ativacdo da
cascata Mitogen Activated Protein Kinase (MAP Cinase), a qual pode ser
ativada via receptor AT1 e da fosfolipase citosdlica A2 (cPLA2)%’. Os

receptores AT2 sdo encontrados em maior quantidade na aorta e coronaria.
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Seus efeitos fisioldgicos sdo antagbnicos aos do AT1 e incluem diversas acoes,
como vasodilatacdo através da liberacdo de NO e bradicinina.

A acado da angiotensina Il sobre o receptor AT1 ocorre por vias mediadas
pelo GPCR, o qual por sua vez estimula a fosfolipase C, induzindo a formacao
de IP3 e DAG, liberando Ca2+ citoplasmatico ativando a PKC, a adenil-ciclase
e a PKD. A angiotensina Il também estimula a musculatura lisa vascular,
através de vias de sinalizacdo, como a fosfolipase C, fosfolipase A2 e

fosfolipase D ©2.

1.6 Endotélio vascular

Durante muitos anos o endotélio vascular foi considerado apenas uma
barreira fisica, passiva e inerte, entre o sangue o musculo liso vascular.
Estudos recentes®72 tem demonstrado outras fungdes importantes, sendo
considerado um tecido ativo, dinamico e com importantes propriedades como:
regulacédo do tbnus vascular através da liberacédo de fatores vasodilatadores ou
vasoconstritores, permeabilidade microvascular, agregacdo plaquetéria,
adesdo leucocitaria, sinalizacdo e angiogénese vascular e resposta
inflamatoria, por meio de componentes da circulacdo e controle do estresse

oxidativo.

A regulacéo do tbnus vascular acontece através da liberacdo de varios
fatores vasodilatadores conforme mostrado na figura 3, que em condicGes

fisiol6gicas, permanecem em equilibrio.
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Figura 3. As células endoteliais dependendo do estimulo recebido, liberam fatores que levam a
contragdo ou relaxamento no musculo liso vascular. Fatores vasodilatadores {Oxido nitrico
(NO), fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) prostaciclina (PGI2)} produzidos pelo
endotélio, que ao atuarem no musculo liso vascular (MLV) ocasionam na diminuigdo de Ca?*
intracelular levando a vasodilatacdo. Fatores vasoconstritores {endotelina-1 (ET-1)
Angiotensina Il (Angio Il); prostaglandinas H2 (PGH2); tromboxano A2 (TXAZ2); peroxinitrito
(OONO-); anion superoxido (O2e-); e radical hidroxila (HO.)} também produzidos pelo
endotélio, responsaveis pelo aumento de Ca?* no citoplasma da célula do musculo liso vascular

ocasionando na vasoconstricdo’2.

O desequilibrio na producdo dessas substancias pelo endotélio, tem sido
relacionado a varias doencgas, tais como: isquemia, trombose, aterosclerose,
hipertensdo arterial, inflamagédo e crescimento tumoral. Sendo assim, a disfungéo
endotelial vascular compde um importante fator fisiopatolégico em muitas doencas’.
Vale observar que entre as substancias produzidas pelo endotélio, o NO, um géas de
meia vida curta e altamente difusivel por membranas celulares, sintetizado pelo 6xido
nitrico sintase, é considerado um potente modulador da fungdo cardiovascular e
apresenta importantissima acao fisiolégica. Em condig¢des fisiolégicas sua producao é
estimulada através do estresse de cisalhamento conhecido também como shear
stress’! e da estimulagdo de receptores de membrana por agonistas como acetilcolina,
bradicinina, adenosina difosfato. Além de produzir vasodilatacdo, possui capacidade

de inibir a agregacéo e adeséo leucocitaria e plaquetaria a parede vascular’.

Shear stress ou agonistas

Cé&lula Endotelial

GTP GCs » GMP

Célula Muscular

ﬂ Ca2+

VASODILATACAO

Figura 4. Sintese, liberacdo e acao do NO e o papel da eNOS na sua produgéo. O oxido nitrico
como o produto da reacdo de oxireducdo da L-arginina quando liberado, difunde-se

rapidamente da célula geradora para a as células endoteliais para a musculatura lisa do vaso
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sanguineo. Na célula muscular lisa, o0 NO ativa uma enzima catalitica, a guanilato ciclase
solivel (GCs) que por sua vez ira formar o monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), a partir
da quebra do trifosfato de guanosina (GTP). A formacdo do GMPc promove o0 acionamento da
bomba de célcio dentro da célula muscular lisa, diminuindo as concentracdes de calcio

intracelular levando a diminuicdo do ténus vascular 75 modificada,

Entretanto, produgdes insuficientes de NO, podem estar relacionadas ao
aumento de EROs, como ocorre no envelhecimento e em outras doengas, como na

hipertenséo arterial, afetando adversamente a capacidade fisica e a salde em geral.

Dada a sua importancia clinica, a disfuncdo endotelial é considerada como
preditora de risco cardiovascular’®”®", Conforme citado anteriormente®, as doencas
cardiovasculares se destacam pela sua grande taxa de mortalidade e altos custo com
internagbes. A acdo benéfica do NO na regulagdo da PA, nas doencas

tromboembdlicas e nas dislipidemias esta bem estabelecida™ .

Conforme descrito na literatura, as enzimas responsaveis por catalisar a
producdo de NO a partir da L-arginina sdo as Oxido Nitrico Sintases (NOSs). As trés
isoformas da NOS sédo classificadas em dois grupos: NOS constitutiva (c-NOS) e a
NOS induzivel (INOS). Sendo a isoforma constitutiva carece da interagdo com a
calmodulina, que é dependente do aumento dos niveis de calcio, para sua ativacao.
Ha dois tipos de c-NOS, a NOS endotelial (eNOS) e a NOS neuronal (n-NOS) que sao
ativadas em condicdes fisioldgicas. Em contrapartida, a iINOS é induzida por estimulos

pré-inflamatérios, e sua ativacéo é independente da concentracdo intracelular do Ca?

4 N

e-NQS
Cal-a Eab /
CONSTITUTIVA
i . / ca* CaMK ca*
OXIDO NITRICO
SINTASE (NOS) n-NOS
\NDUZWEL
inflamagédo
= .
ﬁ{\r\ 1 i-NOS

N o




35

Figura 5. Isoformas da Oxido Nitrico Sintase. Pode ser observado que as isoformas
constitutivas sdo dependentes de Ca?' e geradas a partir do processo fisioldgico e que a

isoforma induzivel provocada por um processo patolégico como por exemplo um processo

inflamatério. 7678

As NOSs, sédo enzimas responsaveis pela sintese de NO, molécula de
sinalizacdo biolégica envolvida no controle cardiovascular, imunolégica e do
sistema nervoso’®8. A nNOS ¢é produzida em maior quantidade em estado
fisiologico do que a eNOS e INOS. Isto se da, principalmente a sua extensdo N-
terminal com cerca de 300 aminoacidos contendo um dominio PDZ (dominio
estrutural, com cerca de 80-90 aminoacidos, encontrado em proteinas
sinalizadoras de bactérias, leveduras, plantas e animais.)®82, A associacdo
desta sequéncia N-terminal com outras proteinas neuronais determina o

aumento de nNOS em terminac¢des pos-sinapticas.

A proteina pos-sinaptica PSD-95 se liga ao terminal C do tipo ionotropico
de N-metil-D-aspartato (NMDA) de receptores de glutamato (NMDARS) por
meio de PDZ1 e a nNOS do PDZ2, compondo um complexo ternario em
neurdnios®8. No entanto, a ativacdo da nNOS é aumentada apdés a
estimulacdo fisioldégica ou patolégica de NMDARSs, levando a sintese de NO&*
8, No cérebro, os NMDARs também se associam ao substrato de 220-kDa
{Kidins220/ARMS (encontradas em células do sistema imunologico, o0s

linfécitos B), interagindo com a quinase D?.

Além disso, foi demonstrado que a PKD1 ativa a nNOS fosforilando o
residuo ativador Serl412, levando ao aumento da producdo de NO,
estabelecendo, assim, um novo papel da PKD na regulacdo da sintese do NO,

conforme descrito acima, apresenta um importante papel na regulacédo da PA.
1.7 Modelo Experimental para Estudo da Hipertensao Arterial: SHR

A pesquisa basica, usando modelos experimentais, se aproximou mais
da experimentacéo clinica de hipertenséo arterial, apés o desenvolvimento por
Okamoto & Aoki (1963)%, de uma cepa de ratos wistar espontaneamente
hipertensos (SHR), o qual é um modelo de hipertensédo arterial cronica
amplamente utilizado na avaliagdo da hipertensdo essencial e com grandes

similaridades em humanos. Essa semelhangca se da devido aos roedores
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apresentarem respostas enddcrinas e hemodindmicas similares as dos
humanos no desenvolvimento da hipertensdo essencial. Os animais SHR
apresentam um aumento gradual (tempo dependente) da pressao arterial, 0
que torna sua utilizacdo mais vantajosa em relacdo aos outros modelos
experimentais. O prejuizo da funcdo cardiaca em longo prazo, € o responsavel
pelo aumento cronico da pressao arterial, levando ao surgimento da IC que
pode ser observada nesses animais em idades mais avancadas. A elevacao da
presséao arterial no modelo SHR surge a partir da quinta semana de vida, sendo
considerado hipertenso por volta da sétima semana. 88

1.8 Fisiologia dos vasos sanguineos

A parede arterial é organizada em trés camadas concéntricas
conhecidas como tunicas: adventicia, média e intima. A tunica intima, camada
mais interna de células que envolve o lumen, é formada por camada elastica,
composta por um arranjo linear e longitudinal de células endoteliais e
membrana basal. A tdnica média, tecido envolvido entre a lamina elastica
interna e a externa, combinado por células musculares lisas dispostas em
forma circunferencial junto a matriz extracelular rica em colageno, elastina e
proteoglicanos. A tunica adventicia, localizada externamente a lamina elastica,
€ composta de fibroblastos dispostos longitudinalmente, juntamente a matriz
extracelular composta por colageno, elastina, pequenos vasos e terminacdes
nervosas.

Segundo a Lei de Poiseuille, a resisténcia vascular periférica varia
inversamente ao raio do vaso a quarta poténcia (R = 8nL/tir4, onde n =
viscosidade; L = comprimento; r = raio). Ou seja, pequenas alteracdes do
diametro luminar, podem influenciar grandemente na resisténcia vascular
periférica e, consequentemente, levar a uma modulacdo significativa da
pressdo arterial. Entretanto, alteracdes nos padrdes dos vasos, como no
remodelamento vascular, podem ocorrer devido a alteracbes na funcéo
(reatividade vascular), na distensibilidade (rigidez vascular) ou na estrutura
vascular, o que compromete os parametros hemodinamicos fisiol6gicos®-1.
Entretanto, o remodelamento das artérias, ocorrem como consequéncia do
aumento na pressao sanguinea para normalizar a tensdo da parede na artéria.

Ou seja, 0 aumento da pressao arterial na hipertensao é devido ao aumento na
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razéo diametro e a espessura da parede vascular (razao P/L) arterial. Pode ser
observado também, um aumento na quantidade de substancias neuro-
humorais capazes de elevar a pressao sanguinea, modificando a tensdo da
parede nas artérias. E para normalizar a tensdo de parede em longo prazo, a
pressédo arterial elevada é mantida pelo aumento da razédo P/L dos vasos®?.

O remodelamento arterial € considerado um processo complexo que
pode envolver tanto um aumento (hipertrofia), diminuicdo (hipotrofia) e ou
rearranjo (eutrofia) dos elementos da parede vascular a reducdo
(remodelamento para dentro) ou o aumento (remodelamento para fora) do

diametro do limen vascular 23,
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Figura 6. A figura acima mostra a categorizacdo de artérias em relagdo ao remodelamento
arterial. (A) O remodelamento vascular pode modificar as secc¢fes transversais dos vasos
sanguineos, podendo ser hipertréfico (maior area da camada média; eutréfico (sem mudancas
na area da camada média; ou hipotréfico (menor area da camada média. Essas formas de
remodelamento podem ser interna (redugdo do didmetro interno) ou externa (aumento do

diametro interno). (B) Estrutura das camadas arteriais (adaptado de Carretero et al, 2005). %4

1.9 Justificativa do Estudo

Até o momento, j& se conhece bem o papel regulatério e modulatério do
SRAA e do sistema nervoso autbnomo (SNA), sobre a fungéo cardiovascular, e
gue os hormdnios e neurotransmissores podem atuar nos vasos e coracao,
modulando diversas vias de sinalizacao intracelular. Muito embora as vias de
sinalizagdo das enzimas PKA e PKC sejam mais bem estudadas e conhecidas,
a via de sinalizacdo da PKD tem sido pouco estudada. A grande maioria dos
estudos tem avaliado a funcdo da PKD em cultura de células ou estudos

biogquimicos, mas ndo em estudos funcionais.

A isoforma PKD1 é cada vez mais reconhecida como um regulador
chave de uma série complexa de processos fisioldgicos fundamentais,

incluindo: transducéo de sinal, proliferacéo e diferenciacéo celular, transporte
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através da membrana, secrecdo, expressao génica, utilizacdo de substrato, e
regulacdo da contratilidade miocéardica. Entretanto, pouco se sabe sobre a

atuacado da PKD1 sobre a reatividade vascular e regulacao de cardiomioécitos.

Neste estudo, usaremos um modelo experimental animal, que mimetiza
a hipertensao essencial em humanos, para que possamos averiguar a hipotese
de que, a PKD seja um mediador dos efeitos do SRA e do SNA simpético sobre
a reatividade vascular. Cardiomidcitos de coelhos e camundongos saudaveis,
serdo usados para avaliarmos a participacéo da via da PKD, sobre a regulacéo
funcional cardiaca, mediada pela angiotensina Il, aldosterona e agonista

adrenérgico.

2. OBJETIVOS
Avaliar a sinalizacao intracelular da proteina kinase D (PKD) sobre:

e A funcgédo de cardiomidcitos ventriculares isolados.

e A reatividade vascular em vaso de condutancia, na aorta toracica,
de ratos Wistar e SHR, evidenciando o papel do endotélio

vascular.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Estudo Funcional em Cardiomioécitos Ventriculares Isolados

3.2 — Animais Parte |

Todos o0s procedimentos com animais foram conduzidos em
conformidade com as diretrizes do NIH para pesquisa em animais e aprovadas
pelo Comité Institucional de Cuidados e Uso de Animais da Universidade da
Califérnia, em Davis (projeto de aprovacao#19279). Os procedimentos de risco
biolégico foram realizados de acordo com uma Autorizacdo de Uso Bioldgico
aprovada pela UC Dauvis.

3.3 —Isolamento de midécitos ventriculares de coelho

Os midcitos ventriculares de coelho foram isolados conforme Bossuyt et
al.,, 2011. Resumidamente, os midcitos foram isolados de coelhos brancos da
Nova Zelandia machos adultos com 3-4 meses de idade, provenientes do
laboratorio internacional Charles River (Inc., MA, EUA). Aproximadamente 5-30
minutos apos a injecdo de heparina, os coelhos foram submetidos a anestesia
geral induzida por injecdo intravenosa de Propofol 2mg/kg seguida de
anestesia gasosa com 2-5% de isoflurano em oxigénio a 100% administrado
via dispositivo supraglotico (V-gel®, Jorgensen Labs, CO, EUA). Apés
toracotomia, o coracao foi exposto e rapidamente extirpado e lavado em meio
essencial gelado minimo isento de Ca?* (contendo 135 mM de NaCl, 0,33 mM
de NaH2POs4 « H20, 5,31 mM de KCI, 1 mM de MgCl, 2 mM de C3H3Os * Na, 10
mM de HEPES , Na-HEPES 10 mM, glucose 5,5 mM, 0,04% de insulina, 0,5%
de penicilina/ estreptomicina, pH 7,4). A aorta foi canulada e pendurada em um
sistema de perfusdo conhecido como Langendorff. Uma solucdo de lavagem
(MEM com 4 U/mL de heparina) foi perfundida a uma taxa de 25-65 mL/min até
que todo o sangue fosse removido do coragdo. Durante o processo de

isolamento dos cardiomiécitos, o coracdo foi perfundido por uma solugéo
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enzimatica por um periodo aproximado de 20-26 minutos. A solugcédo enzimatica
consiste em colagenase B (Roche Diagnostics Corporation, Indiana, EUA) e
protease (Sigma). Os ventriculos foram removidos, cortados em pequenos
pedacos e colocados em solugao contendo 2% de BSA e 25 uM de CaCl2 em
MEM. Os pedacos de ventriculo foram colocados em tubos e invertidos varias
vezes até que o tecido do ventriculo fosse totalmente dissociado. Logo apés, a

mistura celular foi filtrada com malha de nylon de 240 micron.

Os midcitos isolados foram plaqueados e inseridos em meio de cultura
revestidos com laminina em meio suplementado com 0,1% de BSA,
suplemento de meio liquido (ITS - Sigma), concentrado lipidico quimicamente
definido (Thermo Fisher Scientific) e 1% penicilina-estreptomicina3®4°. Midcitos
nao aderentes foram lavados apdés 1 hora e os midcitos foram expostos a
adenovirus recombinante deficiente para replicacdo expressando PKD1-GFP
(WT ou variante resistente a oxidagcdo CM653/4VV) ou variantes DKAR, a uma
multiplicidade de infec¢cdo 10-50 com cultura subsequente durante 15-28 horas.
As variantes de DKAR utilizadas foram DKAR-nlcleo, DKAR-citoplasma e
DKAR-mitocbndria para atingirem o0 nucleo, citosol e mitocéndria,
respectivamente®®. A fluorescéncia da GFP (CFP/YFP para DKARS) indicou
infecgcao e localizagéo dos vetores.

3.4 - Medidas de transferéncia de energia através da ressonancia de

fluorescéncia confocal e de fluorescéncia da sinalizagéo de PKD - FRET

A Transferéncia de Energia por Ressonancia de Fluorescéncia (FRET) ocorre
quando a energia do estado excitado de um doador (Proteina Ciano
Fluorescente - CFP) é transferida a um fluoréforo aceptor (Proteina
Fluorescente Amarela - YFP) resultando em sobreposicdo espectral entre a
emissdo do doador e a absorcdo do aceptor®®. O experimento era realizado
apos um periodo superior de 15 horas para permitir a expressédo do biosensor,
0s miocitos dos coelhoseram removidos da incubadora e o meio acrescido de
solucéo de NT contendo 1,8 mM de CaClz. As células eram tratadas com 100

nM de angiotensina Il ou aldosterona e as respostas celulares registradas.
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3.5 — Medidas confocais de espac¢o-tempo da translocagdo PKD

A translocacéo intracelular do tipo selvagem de PKD1 marcado com GFP (WT)
ou do mutante resistente a oxidacdo CMVV (653/654) foi mensurada por microscopia
confocal usando excitacdo de laser de argonio a 488 nm e fluorescéncia emitida (F)
coletada > 505 nm. O software Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/) foi utilizado para
andlise com a intensidade das regifes de interesse normalizadas para area (Fnuc e
Fcito) 39,

3.6 — Medida indireta da atividade da PKD por meio da técnica: FRET DKAR

Foram utilizados Reporteres Ativadores de Cinase D (DKARSs) para medir a
atividade da PKD em diferentes locais dos cardiomiécitos. Utilizou-se uma abordagem
ratiométrica ndo destrutiva para medir as mudangas de transferéncia de energia por
fluorescéncia dependente do tempo (FRET). Uma transferéncia de energia por
ressonancia de fluorescéncia, um fenbmeno espectroscopico sensivel a alteragbes na

conformacéo, orientacéo e/ ou distancia entre dois fluor6foros3®-.

As emissdes de CFP e YFP foram medidas apds a excitacdo do CFP). Para
este estudo, as medidas FRET ratiométricas foram realizadas usando a funcdo MATL
do FV1000 Olympus confocal com excitagcdo CFP usando a linha de laser de 440 nm e
fluorescéncia emitida para CFP coletado em 460-500nm (FCFP) e para YFP em 520-
600nm (FYFP). As intensidades de fluorescéncias foram corrigidas para o background
e as alteracbes de DKAR FRET em locais celulares especificos foram relatadas como

FCFP / FYFP normalizadas para a razao inicial*®4°,

3.7 — Cardiomidcitos ventriculares de camundongos

Os cardiomiécitos ventriculares foram isolados conforme descrito
anteriormente®! a partir de coracGes de camundongos de linhagem C56BL6 e
divididos em dois grupos, sendo eles: do tipo selvagem WT e PKD1l KO
(knockout) cardiaco-especificos. Esses camundongos PKD1 foram adquiridos
no biotério da UC DAVIS e criados de acordo com o procedimento descrito em
Fielitz et al.'® Os camundongos receberam intraperitonealmente (ip) heparina

(8000 unidades/kg de peso corporal) e logo apoés, foram colocados em camaras
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de isoflurano (3-5%) para induzir a anestesia, conforme procedimento aprovado

pelo comité de ética local (UCDavis).

Os camundongos foram subsequentemente colocados em decubito
dorsal num campo cirdrgico preparado enquanto a anestesia era mantida com
isoflurano (1-3%). Apos toracotomia, os coragdes foram extirpados, a aorta foi
canulada para perfuséo retrograda através do Langendorff. Os corac¢des foram
perfundidos com solugdo de Tyrode isenta de Ca?* gaseificada com 100% de
oxigénio (4 min, 37 C), antes de mudar para uma solucdo enzimatica contendo
0,075 mg/ml de Liberase TM (Roche) e tripsina (0,0138%, Gibco). Uma vez que
o coracao ficou flacido, os ventriculos foram cortados e colocados em solugéo
normal de Tyrode (NT) suplementada com soro bovino fetal. O tecido foi
cortado em pedacos menores e logo apds os midcitos foram filtrados através
de uma malha de nylon. Midécitos isolados foram assentados por gravidade por
5-10 min. Durante este processo os miécitos foram transferidos para trés tubos
falcons de 10 ml contendo solucdo de NT e com concentracdes gradativas de

cloreto de calcio (CaClz) 0,125 a 0,25 a 0,5 mM respectivamente.

3.8 —Imagem confocal do transiente de célcio e da contratilidade em midcitos de

camundongos ventriculares intactos

Os cardiomiécitos isolados foram deixados em repouso em solucao
normal de Tyrode (NT) contendo em mM: NaCl 140, KCI 4, MgCl 2 1, CacCl 2
1,8, glucose 10, HEPES 5, pH 7,4; Os midcitos foram subsequentemente
carregados com 5 pM Fluo-4 AM (Molecular Probes, Eugene, OR) em NT
durante 10-20 min. Os midcitos foram colocados em placas de vidro (25x40-1)
revestido com laminina (Life Technologies, diluida 1:1 com solu¢cdo tampéao
contendo 10 mM de Tris, 1 mM de EGTA, pH 7,4). O indicador Fluo-4 foi
excitado a 488 nm com fluorescéncia medida a > 500 nm usando um
microscopio confocal BioRad (Bio-Rad Microradiance 2000)*. Para medir os
niveis de Ca*? no citosol e nucleo®!, o plano confocal foi ajustado para o meio
(eixo-z) dos nucleos, garantindo que apenas a fluorescéncia proveniente do
nucleoplasma fosse coletada. Uma linha de varredura de 512 pixels foi

posicionada para incluir o nucleo e digitalizada a cada 2 ms. As linhas de
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varredura consecutivas foram empilhadas ao longo do tempo e visualizadas
como uma imagem 2D. Os midcitos foram estimulados eletricamente a 0,5 Hz,
30 volts, duracédo de pulso de 2 ms usando um par de eletrodos de platina.
Depois, as células foram incubadas a 100 nM de angiotensina (5 minutos), 100
nM aldosterona (5 minutos) ou 100 nM de isoproterenol (1 minuto) de acordo
com 0s grupos para aquisicdo dos dados. Logo apds a incubacédo, foi
selecionado uma linha, que passava medialmente pelo nucleo e citoplasma da
célula de forma simultdnea para registro dos dados. Os parédmetros de
transientes de Ca?* foram relatados como razdo de intensidade de
fluorescéncia (F/Fo), onde Fo é a fluorescéncia em repouso da célula e F
quando excitada pelo lazer. Amplitude, Tempo de Pico (TTP), tempo de
decaimento de 50% (TD50) de transientes de Ca?* foram obtidos a partir dos
tracados registrados. A contratilidade foi mensurada pelo mesmo confocal
através do sistema de deteccdo de bordas analisados pelo software de
processamento de imagem disponivel gratuitamente, o Image J. A analise inclui

parametros gerais de imagem e parametros individuais®-8.

3.9 Estudo da Funcéo Vascular

3.9.1 Animais Experimentais

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizados no total 40 animais
machos, sendo 20 ratos wistar (Rattus novergicus albinus) e 20 wistar
espontaneamente hipertensos (SHR), com trés meses de idade, provenientes
do Biotério do Programa de Pd&s-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCS — UFES). Os ratos SHR sédo
caracterizados como modelo de hipertensdo arterial cronica determinada
geneticamente (OKAMOTO; AOKI, 1963)%. Sendo amplamente utilizados para
investigagbes sobre os efeitos da hipertensdo devido as semelhancas da
hipertenséo arterial humana essencial primaria. Os animais foram mantidos no
biotério de origem sob as seguintes condi¢des: gaiolas de polipropileno com
tampas de arame cromado forradas com maravalha de Pinus esterilizada,
temperatura ambiente (24 + 2°C), umidade controlada (55 * 5%), ciclos de
iluminacédo de 12 horas e livre acesso a agua e a racado e mantidos em gaiolas

coletivas. O uso e cuidado dos animais experimentais, estdo de acordo com 0s
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principios éticos da pesquisa com animais. Todos o0s experimentos foram
conduzidos em concordancia com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (CONCEA-MCT, 2013).
Todos os protocolos experimentais foram encaminhados para avaliacdo do
Comité de Etica em Experimentacdo e Uso de Animais da Universidade
Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES).

3.9.2 Pletismografia de Cauda

A Presséao Arterial Sistolica (PAS) foi aferida indiretamente pelo método
de pletismografia de cauda (IITC Life Science— 23924 Victory Blvd, Woodland
Hills, CA). Os animais foram submetidos a um periodo de aclimatacdo de 3
dias, com intuito de diminuir 0 estresse e consequentemente amenizar as
possiveis interferéncias ambientais durante o momento de obtencdo dos
registros pressoricos. No dia do registro os animais foram colocados em um
contentor cilindrico de acrilico onde permaneceram por 5 a 15 min. A cauda
dos animais era conectada ao manguito inflavel dotado de sensor de fluxo que
por sua vez estava conectado ao amplificador e este ao computador, para
obtencéo dos dados pressoéricos. Os cilindros com os ratos eram colocados no
interior de um aparato que promovia um ambiente escuro e aquecido a 33 °C, a
fim de promover dilatacdo da artéria caudal permitindo a afericdo da PAS. A
média aritmética de trés ou mais medidas foi utilizada. As pulsacfes arteriais
foram registradas em um sistema de aquisicdo de dados computadorizados
(AcgKnowledge® MP100, Biopac Systems, Inc. Santa Barbara, CA, USA).

3.9.3 Reatividade vascular em anéis de aorta toracica

Os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip;
Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Séo
Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo IndUstria
e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil). Apds os
animais serem devidamente anestesiados e eutanasiados, eles foram

submetidos a toracotomia mediana, onde as artérias toracica descendente
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forma rapidamente e cuidadosamente removidas e imersas em uma placa de
Petri, contendo solucdo de Krebs-modificado, composta por (em mM): NaCl
127; KCI 4,7; CaCl2.2H20 2,5; MgS04.7H20 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCOs 24;
Glicose 11; EDTA 0,01. Apés a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta
torécica foi dividida em seguimentos cilindricos de aproximadamente 4 mm de
comprimento. Cada anel foi colocado em cubas contendo aproximadamente 5
ml de solucdo de Krebs-Henseleit previamente aquecida a 36 = 0,5 °C, e
gaseificada com mistura carbogénica, mantendo o pH estavel em 7,4. Por esse
anel, dois fios de aco inoxidavel, em forma de triangulos eram passados
através do limen dos segmentos, ficando paralelos na luz do vaso. Um fio foi
fixado a parede do banho e o outro conectado verticalmente a um transdutor de
tensdo isométrica. Assim, qualquer alteracdo na tensdo do vaso era mensurada
por meio de um transdutor de forca, conectado a um sistema de aquisicdo de
dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; CA) e este a um computador. Apés a
montagem, os anéis adrticos foram submetidos a uma tensdo de repouso de 1
+ 0,19, reajustada, quando necessario, durante 40 minutos de estabilizagdo.
Apés o periodo de estabilizacdo, era adicionado ao banho um volume de 125 pl
de KCI 75 mM, para avaliar a atividade contratil do musculo liso vascular.
Quando os anéis atingiam o dobro da forca basal (2 g), lavava-se por trés
vezes com solucdo de Krebs-Henseleit até retornar a tensédo basal (1 g). Apos
30 minutos de estabilizac&o, era adicionado novamente ao banho 125 ul de KCI
75 mM, para avaliar a contracdo maxima do mauasculo liso vascular,
aguardando-se 30 minutos para estabilizacdo. Em seguida, os segmentos eram
novamente lavados por trés vezes para atingir a tensao basal, e com mais 30
minutos de estabilizacdo, submetidos a avaliacdo da integridade funcional do
endotélio. Para comprovar a integridade endotelial, as artérias eram pré-
contraidas com uma concentracdo de fenilefrina (FE) 107 M, ou, quando
necessario, adicionado solu¢gdes mais concentradas até atingir de 60 a 70% da
contracdo do KCI produzida pela solugéo de Krebs-Henseleit com KCI| 75 mM,
posteriormente, o relaxamento vascular era obtido por exposicdo a 10° M de
acetilcolina (ACh). Foram utilizadas nesse estudo as artérias com relaxamento
superior a 80 % da contracdo induzida pela FE quando os anéis tinham
endotélio preservado e de somente 20% de relaxamento, quando os endotélios

foram removidos.



47

Figura 7. (A) Aorta toracica imersa em uma placa de Petri contendo solugéo de Krebs e tecido
conectivo e adiposo; (B) Apés a retirado dos tecidos e sendo dividida em segmentos cilindricos

de aproximadamente 4 mm (Angeli, 2009).
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Figura 8. Esquema ilustrativo da preparacdo dos anéis de aorta para a avalicdo da
reatividade vascular (in vitro). Em A temos o amplificador utilizado para aumentar um sinal
elétrico recebido; B - sistema Biopac para andlise de dados flexivel e eficiente na area da
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pesquisa; C — computador, aonde sdo armazenado os dados; D - anel de aorta limpo de tecido
conectivo e adiposo com aproximadamente 4mm; E - cuba contendo mistura carbogénica (5%
de CO2 e 95% 0O3), solucéo de Krebs modificada conforme descrito acima, haste metdlica para
tencionar a artéria e na letra F, transdutor de forga utilizado para medir a tensdo exercida no
tecido (Modificado de Nunes, 2014)100,

+*
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+ 100001
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Figura 9. Esquema com registro de curvas, representando o teste da viabilidade do
musculo liso vascular com KCI e avaliagdo da integridade funcional do endotélio. Avaliacdo da
viabilidade do mdusculo liso vascular com KCI: A) Periodo de estabilizacdo inicial (45 min
permanecendo na tensdo de 1 + 0,1 gramas); B) Adicdo de 125 pl de KCl a uma concentragédo
de 75 mM no banho; C) Lavagem dos anéis por 3 vezes com solucado Krebs-Henseleit; D)
Periodo de estabilizagédo (30 min); E) Adicao de 125 ul de KCl a uma concentracao de 75 mM
no banho; F) Platd da contracdo induzida pelo KCI (75 mM); G) Lavagem dos anéis com
solugdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de estabilizagdo (30 min). Avaliacdo da integridade
funcional do endotélio: 1) Pré-contragdo com fenilefrina (Fe) 107 M; J) Platd da contracédo
induzida pela Fe; L) Adicdo de acetilcolina (ACh) 105 M. O tempo foi registrado em minutos,

eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a forca em gramas (g), eixo vertical. (Dias, 2007)1°%,

Ja para avaliar a resposta independente do endotélio vascular, os anéis
eram submetidos & remocdo mecanica desta camada com o auxilio de uma
haste de aco inoxidavel, que cuidadosamente inserida na luz do vaso e

friccionada a sua intima em uma unica direcado por dez vezes com uma forca
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pequena aplicada sobre a falange distal por uma distancia de

aproximadamente 2 cm.

3.9.4 Protocolos experimentais

3.9.5 Resposta vasodilatadora dependente e independente do endotélio

Para analise da funcdo vasodilatadora dependente do endotélio foi
avaliado o relaxamento induzido pela acetilcolina (10 M). Os anéis de aorta
com endotélio foram previamente contraidos com fenilefrina 107 M até atingir
de 60 a 80% da contracdo do KCI. J& para andlise independente do

endotélio, foi permitida uma contragdo maxima de 20% da contracéo do KCI.

3.9.6 Resposta vasoconstritora a fenilefrina

Ap6s a avaliacdo da integridade funcional do endotélio, a solugéo
nutridora do banho foi trocada trés vezes para que a tensdo basal fosse
normalizada. Apos 30 minutos de estabilizacdo foi realizada a curva
concentracao-resposta a fenilefrina (107° a 3x10™ M) de maneira cumulativa -
com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta
constritora a fenilefrina, um agonista seletivo do receptor adrenérgico alfa 1.
Foram utilizados nos protocolos experimentais anéis de aorta com endotélio
integro e sem endotélio (E-).

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento,
foram realizados da seguinte forma: apds o teste de viabilidade da aorta e dos
30 minutos de estabilizacdo, foram feitas curvas com doses cumulativas de
fenilefrina.

Com a finalidade de estudar a participacdo da PKD1 sobre a reatividade

vascular, os anéis de aorta foram incubados previamente com CID - Inibidor
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seletivo e especifico da PKD1,; utilizando a concentragéo de 3,2 uM (IC50) para
inibicdo da PKD1, e em associacdo com diferentes compostos de acordo com a
via a ser estudada. Entre eles, o L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil éster 0665;
100mg; C7H1sNs04-HCI) na concentragcdo de 100 uyM - um inibidor n&o-seletivo
da enzima o6xido nitrico sintase (NOS), o composto 1400W - um potente inibidor
e altamente seletivo da iINOS na concentracédo de 1 uM e N ¥ cloridrato-propil-
L-arginina, a uma concentracdo de 0,5 pM (10 vezes o IC50), (N5-
[Imino(propylamino)methyl]-L-ornithine  hydrochloride, Inibidor altamente
seletivo e potente da nNOS (Ki = 57 nM) apresentando seletividade 3158 vezes
e 149 vezes maior que sobre a INOS and eNOS respectivamente, Kakok et al
2001; Zhang et al 1997). Todos esses farmacos foram adquiridos do laboratoério
TOCRIS a biotechne brand ®.

3.9.7 Modulacédo da reatividade vascular induzida pela angiotensina Il

Ap6s a avaliacdo da integridade funcional do endotélio, a solugéo
nutridora do banho foi trocada trés vezes para que a tensdo basal fosse
normalizada. Apos 30 minutos de estabilizacdo foi realizada a curva
concentracdo-resposta a angiotensina Il (1158; 5 mg; CsoH71N13012; TOCRIS a
biotechne brand ®) a uma concentracédo de 10° a 10° M. Sendo utilizado os

mesmos farmacos descritos anteriormente na curva de fenilefrina.

4. Andlise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). As respostas contrateis a fenilefrina e ao KCI foram expressas em
gramas de contracdo (g). As andlises estatisticas desses dados foram
realizadas por teste t, pareado e/ou ndo pareado, com analise de variancia
(ANOVA), uma via, para medidas repetidas ou completamente randomizada,
seguida pelo teste post-hoc de Tukey. Valores de p<0,05 serdo considerados
estatisticamente  significativos. Foi utiizado o software Image J
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) para andlises com a intensidade das regifes de

interesse normalizadas para area.
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5. Resultados

5.1Sinalizacdo da via PKD1 no nucleo, citoplasma, mitocéndria em
cardiomidécitos ventriculares de coelhos.

Na figura 10, podemos observar os resultados da avaliacdo radiométrica,
em tempo real, da atividade da PKD1 no nucleo, citoplasma e mitocondria dos
cardiomidcitos apos utilizacdo da angiotensina Il, aldosterona e salina para o
grupo controle. Pode-se perceber que os repodrteres ativadores de quinase D
(DKARS) no nucleo, apresentaram valores mais elevados ao tratamento feito

pela aldosterona, ao passo que quando, analisamos o citoplasma e a

mitocondria, foi observada atuacdo da angiotensina Il de forma mais
significativa.
DKAR-ntcleo 12 DKAR-citoplasma '3 DKAR-mitocondria
o ng II* 012
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Figura 10. Medida, em tempo real, da atividade da PKD1 no nucleo, citoplasma e mitocondria
dos cardiomidcitos. Foi utilizado como forma de tratamento agudo: angiotensina Il, aldosterona e
salina, *p <0,05 versus controle.

5.2 Avaliacdo do transiente de célcio em midcitos ventriculares de
camundongos de linhagem C56BL6 em condicao basal, em células PKD
WT vs PKD KO.

Os resultados apresentados na figura 11, demonstram a andlise de
quantificacdo do célcio nuclear (linha vermelha) e citosolico (linha preta) dos
miodcitos. Essas mensuracdes (registro original em verde, painel superior) onde
temos a célula do animal controle PKD WT e do animal PKD KO. Pode ser
visto, o local de passagem do laser (citosol e nucleo) marcadas em branco,
onde sdo feitas devidas mensuracdes. As células se encontram em situacao

basal, sendo estimuladas eletricamente a uma frequéncia de 0,5 Hz, 30 volts,
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duracéo de pulso de 2 ms usando um par de eletrodos de platina. Durante as
analises, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos PKD
WT vs PKD KO, em relacao ao calcio total e nem em relagdo aos grupos com e
sem tratamento. Os parametros avaliados foram: amplitude da célcio, TTP
(tempo para o pico, ms) e CaTD50 (tempo de decaimento em 50 % do pico,

ms).

Tracados representativos da avaliacdo do transiente de calcio nos

cardiomidcitos isolados

Citoplasma

PKD KO

Citoplasma

1Segundo
A
B
0.87 m PKDCTL 5 00008
~ 2 mm PKDCTL
£y PKD KO =
% 0.6 T 3 0.00061 T PKD KO
i T s L
204 2 0.0004-
3 g
H 2
202 g 0.0002
L]
£
0.0 - T i
. . 0.0000- T T
Citosol Niicleo Citosol Niicleo
C o4
= PKDWT
L0 . T PKD KO
2
202
(=]
-
b
0.1
0.0 v -
Citosol Nicleo

Figura 11. Mensuracgédo simultanea do calcio no cardiomiocito entre o nucleo (linha vermelha) e o
citosol (linha preta) em situacdo basal e avaliagdo do transiente de calcio nos parametros:
Amplitude do transiente de calcio, TTP (tempo para o pico, ms) e CaTD50 (tempo de decaimento

em 50 % do pico, ms) para os camundongos PKD WT (wildtype) e PKD KO (knockout para PKD1).
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5.3Avaliacdo do transiente de calcio em midcitos ventriculares de
camundongos de linhagem C56BL6 com e sem a utilizacdo da
angiotensina Il em células PKD WT vs PKD KO.

Na figura 12, podemos observar a mensuracdo do calcio nuclear e
citosolico dos cardiomidcitos, com e sem adicdo da angiotensina Il. Em relacdo
a amplitude do transiente de calcio, podemos notar que existe aumento do
calcio citosoélico total em comparacdo ao calcio nuclear total (p<0,0001).
Entretanto, quando comparamos 0s grupos com e sem tratamento, verificamos
que os dados ndo apresentam diferenca. Isso pode ser visto também, quando
comparamos os animais PKD WT Vs PKD KO.

Em relacdo a TTP, podemos observar, um aumento do célcio citosélico
total em comparacdo ao calcio nuclear total (p=0,0288). Foi observado
também, um aumento a resposta a angiotensina Il nas células dos animais
PKD WT quando comparado as células sem tratamento (p=0,0049) no citosol.
Ao passo que quando comparado as células do animal PKD KO com e sem
tratamento a angiotensina Il ndo foram observadas alteracdes no citosol. Ja
guando comparados os grupos PKD WT vs PKD KO com e sem o tratamento
da angiotensina Il, foi observado um aumento significativo nas células do grupo
PKD KO (p=0,0034) no citosol. Em relacdo ao nucleo, esses parametros ndo

apresentaram diferencas estatisticas conforme pode ser visto na figura citada.

No CaTD50, foi observado aumento no calcio nuclear total (p=0,0007)
quando comparado ao calcio citosélico total. Sendo as outras comparacdes
PKD WT vs PKD KO, com e sem o tratamento a angiotensina Il nao

apresentaram relevancias significativas.
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Figura 12. Avaliacdo do transiente de calcio antes (Controle) e apds incubagcdo com
Angiotensina Il registrados no nucleo e citosol dos cardiomidcitos isolados, com a membrana
celular intacta e estimulados com eletrodos de platina a uma frequéncia de 0,5 Hz. Avaliagcéo
da amplitude do transiente de calcio, TTP e CaTD50, nos grupos WT (Wistar), KO (Knockout
para PKD1). Comparacdo entre o citosol e o nlcleo dos cardiomiécitos ventriculares de
camundongos. ns (diferenca nao significante), teste t de Student, As andlises estatisticas
estdo indicadas nas figuras.
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5.4 Avaliacdo do Transiente de Calcio em miocitos ventriculares de
camundongos de linhagem C56BL6 com e sem a utilizacdo da
aldosterona em células PKD WT vs PKD KO.

A figura 13, representa a mensuracao do calcio nuclear com o citosdlico
dos cardiomiocitos com e sem adicdo da aldosterona comparando-os aos
animais PKD WT vs PKD KO. Em relacdo a Amplitude, foi observado um
aumento do calcio citosolico total em comparacdo ao calcio nuclear total
(p<0,0157). Nao foram observadas alteracdes entre os grupos PKD WT vs PKD
KO em relacdo ao nucleo e citoplasma e ao tratamento nas células com vs sem
a adicdo de aldosterona. Em relagéo a TTP, pode ser observado, um aumento
do calcio citosolico em comparacao ao calcio nuclear (p=0,0021) total. Ja em
relacdo as alteracdes entre os grupos PKD WT vs PKD KO e a relacdo ao
ndcleo e citoplasma em respostas ao tratamento das células com vs sem a

adicdo de aldosterona néo foi observado diferengas estatisticas.

No CaTD50, pode ser observado aumento no calcio nuclear total
(p=0,0037) quando comparado ao calcio citosdlico total. Quando comparado a
atuacdo do farmaco nas células de mesmo grupo, tanto WT quanto KO, os
resultados ndo foram significantes. Ja quando comparados os grupos PKD WT
vs PKD KO no citosol, podemos identificar uma diminuicdo do efeito da
aldosterona nas células dos animais PKD KO e uma significancia de p=0,0025.
Sendo observado esse mesmo efeito quando comparado esses grupos no
nucleo (p=0,0025). Entretanto quando feita as analises entre 0s mesmos

grupos no nucleo, ndo foram observadas diferencas.
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Figura 13. Avaliacdo do transiente de calcio antes (Controle) e apos incubacdo com
Aldosterona registrados no nucleo e citosol dos cardiomidcitos isolados, com a membrana
celular intacta e estimulados com eletrodos de platina a uma frequéncia de 0,5 Hz. Avaliagcéo
da amplitude do transiente de calcio, TTP e CaTD50, nos grupos WT (Wistar), KO (Knockout
para PKD1). Comparagdo entre o citosol e o nucleo dos cardiomiécitos ventriculares de
camundongos. ns (diferenca ndo significante), teste t de Student, As analises estatisticas
estdo indicadas nas figuras.
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5.5 Avaliacdo do Percentual de encurtamento em cardiomiécitos PKD WT

vs PKD KO e do reticulo através do uso de cafeina.

Na figura 14 abaixo, podemos avaliar o percentual de encurtamento dos

midcitos ventriculares de camundongos de linhagem C56BL6, com e sem a
adicdo de agentes farmacolégicos como: angiotensina Il, aldosterona,
isoprotrenol e cafeina.
Foram analisadas 25 células de animais PKD WT vs 15 células de animais PKD
KO. Podemos verificar que ndo houve diferengas entre os grupos. Ja em B, foi
feita a adicdo da aldosterona para avaliagao do percentual de encurtamento dos
midcitos. Foram utilizadas 7 células de animais PKD WT vs 7 células de animais
PKD KO, nédo apresentando diferengas entre os grupos. Na letra C, foi
adicionado as células cardiacas angiotensina Il. A avaliagdo do percentual de
encurtamento dos miécitos nao apresentou diferencas estatisticas. Foram
utilizadas 8 células de animais PKD WT vs 8 células de animais PKD KO. Na
letra D foi adicionado o isoproterenol, farmaco utilizado como estimulador do
sistema beta adrenérgico. Foi utilizado 8 células de animais PKD WT vs 7
células de animais PKD KO.

Nao foram identificadas diferengas entre os grupos. Ja na letra E, com
intuito de avaliar a atuacao do reticulo sarcoplasmatico, foi utilizado a cafeina,
gue tem como funcdo, fazer a abertura do reticulo para que o calcio saia de
forma integral. Foram utilizadas 12 células de animais PKD WT vs 22 células de

animais PKD KO. Nao foram encontradas diferengas entre os grupos.
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Figura 14. Percentual de encurtamento PKD WT vs PKD KO total.
A) Sem tratamento; B) Aldosterona; C) Angiotensina Il; D)
Estimulo Beta-adrenérgico com isoproterenol e E) Cafeina para
avaliacdo da extrusdo do calcio do reticulo sarcoplasmatico (RS)
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5.6 Dados gerais dos animais Wistar vs SHR

Na Tabela 1 estdo demonstrados os valores de pressao arterial sistélica
(PAS), frequéncia cardiaca (FC) e peso corporal (PC) dos animais Wistar e
SHR. O peso corporal foi menor no grupo SHR. A presséo arterial sistolica,
medida usando o pletismégrafo de cauda, foi maior no grupo SHR. A
frequéncia cardiaca ndo apresentou diferenca estatisticamente significante

entre 0s grupos.

Tabela 1. Caracteristicas gerais.

Grupos
Variaveis Wistar (WT) SHR
PCg 309,3+4,9 256,8 + 4,5*
PAS mmHg 1258+ 1,2 204,8 + 4,0*
FC (bpm) 327,8+6,4 356,7 + 17,1

Dados expressos como média + desvio-padrdo. PC: peso corporal; PAS: pressado arterial
sistolica; FC: frequéncia cardiaca: grupo Wistar (WT) e grupo Hipertenso (SHR); Teste “t” de
Student para amostras independentes. * p<0,05 WT vs SHR.

5.7 Reatividade a fenilefrina em anéis isolados de aorta em animais
normotensos versus SHR na presenca e auséncia do blogueador da PKD
(CID).

Durante os experimentos realizados podemos observar que a fenilefrina
aumentou a resposta contratil, de maneira concentracao-dependente, nos
anéis isolados de aorta de todos os grupos estudados. Na figura 15, foi
observado que a resposta contrati em doses crescentes de fenilefrina nao
foram modificadas quando a PKD foi inibida com o CID. No grupo SHR,
podemos identificar uma reducgao significativa da resposta contratil no grupo
incubado com CID quando comparado ao grupo CT (Fenilefrina 10-3° M; CT =
116,6 £ 13,5 vs CID 60 + 14,6 %, p<0,01). Estes dados sugerem a participagao
da via da PKD, na resposta contratil induzida pela fenilefrina, no grupo SHR.
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Figura 15. Atuacdo da PKD sobre a reatividade vascular em aortas. Curva concentracdo
resposta a fenilefrina nos grupos Wistar e SHR. Os dados séo expressos como média + SEM.
ANOVA one way, post hoc Tukey (**p<0,01). Os numeros de anéis de aorta estéo indicados
entre parénteses.

Na figura de numero 16, podemos observar que a remogao mecanica do
endotélio vascular, proporcionou um aumento da responsividade a fenilefrina
em relagdo aos anéis com endotélio nos grupos Wistar (Fenilefrina 104°>M; CT
= 78,8 + 11,9 vs CID 60 * 14,6 %, p<0,01) e SHR (Fenilefrina 103% M; CT =
116,5 + 13,5 % vs E- CT 212,0 + 34,2 % p<0,01). No entanto, a inibicdo da
PKD, com CID, ndo modificou esta resposta no grupo Wistar. J& nos animais
SHR, podemos observar que a inibicao da via da PKD foi capaz de reduzir o
aumento da contragao induzida pela fenilefrina, tanto na presenga quanto na
auséncia do endotélio vascular (Fenilefrina 1035 M; CID = 60,0 + 14,5 % vs E-
CID 144,6,0 £ 9,5 %, p<0,01). Estes dados demonstram que, no grupo SHR, a
via da PKD, modula a resposta a fenilefrina, na presenca e na auséncia do
endotélio vascular. Diferente do que ocorreu com o grupo Wistar, onde a
inibicdo da via da PKD, nao modificou a resposta a fenilefrina, mesmo apés a

retirada do endotélio vascular.
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Figura 16. Atuacdo da PKD sobre a reatividade vascular em aortas. Curva concentracao
resposta a fenilefrina e modulagdo endotelial. Auséncia do endotélio (E-). Os dados sédo
expressos como média £+ SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05 e ** p<0,01). Os
numeros de anéis de aorta estéo indicados entre parénteses.

Para avaliar a participagdao do NO na modulagao da resposta contratil a
fenilefrina, incubamos os anéis de aorta com L-NAME (100 yuM), um inibidor
nao seletivo da NOS, por 30 minutos, conforme mostrado na figura 17. A
incubacao com L-NAME aumentou a resposta contratil a fenilefrina em apenas
no grupo Wistar. A inibigdo da PKD reduziu o aumento na resposta contratil a
fenilefrina na presenca e de L-NAME sugerindo que na auséncia de NO, a via

da PKD participa do aumento da contracao a fenilefrina.

No grupo SHR, podemos verificar que a incubacdo L-NAME + CID,
quando comparada com a incubacdo CID, promoveu aumento da resposta
constritora (Fenilefrina 10-3% M; L-NAME + CID= 116,3 + 13,9 % vs CID 60,0
14,5 %, p<0,01). No entanto, quando comparado os grupos CT Vs LN, essa
resposta nao apresentou diferenca. Estes resultados sugerem que, no grupo

SHR, a menor contragdo a fenilefrina induzida pela inibicdo da PKD, é

dependente da via da NOS.
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Figura 17. Efeitos da inibicdo da PKD e da via do NO sobre a reatividade vascular na curva de
contragdo de fenilefrina em anéis de aortas utilizando CID e L-NAME. Os dados sdo expressos
como média + SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05 e ** p<0,01). Os nimeros de
anéis de aorta estdo indicados entre parénteses.

Na figura 18, utilizamos um inibidor seletivo da nNOS (N cloridrato-
propil-L-arginina 1200) para avaliarmos a modulagado da resposta contratil a
fenilefrina nos anéis isolados de aorta. Com o intuito de identificar qual a via da
NOS que influencia a resposta da PKD, foi feita a incubacdo no banho com
100uM de inibidor da nNOS, na presenca e na auséncia de CID. No grupo
Wistar, a inibicdo da nNOS foi capaz de aumentar a resposta contratil a
fenilefrina quando comparada ao grupo CT. A inibicdo da PKD, usando CID,
nao modificou essa resposta. No grupo SHR, a inibigio da nNOS néo
modificou a resposta contratil a fenilefrina. Entretanto, quando a via da PKD foi
inibida, com CID, a resposta contratil a fenilefrina foi amplificada, tornando-se
semelhante a resposta observada no grupo controle. Estes resultados sugerem
que, no grupo SHR, a queda da contragédo a fenilefrina induzida pela inibigéo
da PKD, depende da via da nNOS.
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Figura 18. Atuacdo da PKD sobre a reatividade vascular em aortas. Curva
concentracdo resposta a fenilefrina e modulag&o endotelial utilizando o inibidor nNOS.
Os dados sao expressos em (*p<0,05 e *p<0,01) Os numeros de anéis de aorta estdo
indicados entre parénteses.

A figura 19, demonstra os resultados das curvas de contragcdo a
fenilefrina antes e apds a remocado do endotélio vascular. A remogao do
endotélio vascular, proporcionou um aumento da responsividade a fenilefrina
quando comparada ao grupo com endotélio em ambos os grupos (Wistar -
Fenilefrina 10-3° M; | nNOS + CID = 118,6 + 17,4 vs E- | nNOS + CID 146,3 +
7,1 %, p<0,01) (SHR - Fenilefrina 103°> M; | nNOS = 140,5 + 15,47 vs E- |
nNOS 203,2 + 10,3 %, p<0,01); (SHR - Fenilefrina 103°M; | nNOS + CID =
135,0 £ 12,9 vs E- I nNOS + CID 240,1 + 24,1 %, p<0,05).

No grupo SHR, a inibicdo da nNOS n&o modificou a resposta contratil a
fenilefrina, na presenga do endotélio. Entretanto, a retirado do endotélio
vascular, elevou a resposta contratil a fenilefrina, tanto na presenca quanto a
auséncia da inibicdo da PKD. Estes dados sugerem que a resposta contratil a
fenilefrina, via PKD, nao parece ser modificada pela via da nNOS.
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Figura 19. Atuacdo da PKD sobre a reatividade vascular em aortas. Curva concentra¢do
resposta a fenilefrina e modulagdo endotelial utilizando o inibidor nNOS, sem endotélio (E-) e
com endotélio preservado (E+). Os dados sdo expressos em (**p<0,01) Os nimeros de anéis
de aorta estéo indicados entre parénteses.

Na figura 20, foi utilizado um inibidor seletivo da iINOS, composto 1400W,
para avaliarmos sua participagcéo na via da PKD sobre a resposta contratil a
fenilefrina nos anéis de aorta toracica. No grupo Wistar, a inibicdo da iNOS,
aumentou a vasoconstriccdo apenas nas doses mais altas de fenilefrina
(Fenilefrina 1035 M; CT = 74,2 + 30,6 vs | iNOS 100,0 + 6,2 %, p<0,05). Nos
anéis de aorta dos animais SHR, a inibicdo da iINOS, modificou a contracéo a
fenilefrina nos grupos controle e CID. Estes resultados sugerem que a via de
producdo de NO, ativada pela enzima iINOS, nao parece influenciar a

modulagao contratil, via PKD, durante a contracao induzida pela fenilefrina.
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Figura 20. Participacédo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta. Curva
concentracdo resposta a fenilefrina e modula¢éo endotelial utilizando o inibidor especifico da
iINOS, composto 1400 W (I INOS) na presenca e auséncia do inibidor da PKD (CID). Os dados
sdo expressos como média + SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05 e ** p<0,01,).
Os numeros de anéis de aorta estdo indicado entre parénteses.

Na figura 21, estdo apresentados os resultados da avaliagdo da
participacdo do endotélio vascular sobre a inibicao seletiva da iINOS, usando o
composto 1400W. Estes experimentos visaram entender o papel do endotélio
sobre a participacao na via da PKD na resposta contratil a fenilefrina nos anéis
de aorta toracica. No grupo Wistar, como esperado, a retirado do endotélio
vascular, aumentou a contracdo a fenilefrina. Entretanto, na auséncia do
endotélio vascular, ndo houve diferenga na contracéo induzida pela fenilefrina,
quando a PKD foi inibida. Estes dados sugerem que a modulagao da PKD, via
enzima iNOS, sobre a resposta contratil a fenilefrina, depende da presencga do
endotélio. Este fato é diferente do que ocorreu com o grupo SHR. A remogéo
do endotélio vascular no grupo SHR, aumentou a resposta contratil a
fenilefrina, na presenga e auséncia de CID, inibidor da PKD (Fenilefrina 10-3°
M; 1 INOS =120,6 + 7,9 vs E- | INOS 254,6 = 15,9 %, p<0,01; Fenilefrina 10-3°
M; I iINOS + CID = 77,0 £ 7,4 vs E- | INOS + CID 205,0 £ 4,9 %, p<0,01 ). Do
mesmo modo, a inibicdo da PKD, foi capaz de diminuir a resposta maxima de
contragao a fenilefrina. Estes dados sugerem que participagdo modulatéria da
PKD, sobre a contragéo a fenilefrina, ocorre mesmo na auséncia do endotélio

vascular e da inibicao da enzima iNOS.
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Figura 21. Participacao da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta com
e sem (E-) endotélio vascular. Curva concentracdo resposta a fenilefrina e modulacdo
endotelial utilizando o inibidor especifico da iINOS, composto 1400 W (I iNOS) na presenca e
auséncia do inibidor da PKD (CID). Os dados sao expressos como média £ SEM. ANOVA one
way, post hoc Tukey (*p<0,05 e ** p<0,01,). Os numeros de anéis de aorta estdo indicados
entre parénteses.

5.8 Reatividade vascular em anéis isolados de aorta em animais
normotensos e SHR, com e sem a atuagao do bloqueador da PKD (CID):

Curva concentracao resposta a angiotensina ll.

Estes experimentos foram realizados com o intuito de investigar se a
enzima PKD modula a regulagdo vascular pela angiotensina Il, em ratos
normotensos e hipertensos. A resposta contratil frente a concentracfes
crescentes de angiotensina I, foi representada como % da contracdo ao KCI 75
mM. Podemos observar que a angiotensina Il induziu resposta contratil, de
maneira concentracdo-dependente, nos anéis isolados de aorta de todos os
grupos estudados.

Conforme demonstrado na Figura 22, no grupo Wistar, a resposta
contrétil a angiotensina Il foi menor durante a incubagéo com CID (angiotensina
[ 10> M; CT = 43,1 + 4,9 vs CID 29,6 + 4,7%, p<0,05), enquanto no grupo

SHR, ainibicdo da PKD, ndo modificou a resposta contratil a angiotensina |l.
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Figura 22. Participacédo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta. Curva
concentracao resposta a Angiotensina Il na presenca e auséncia do inibidor da PKD (CID). Os
dados sdo expressos como média £ SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05). Os
nameros de anéis de aorta estéo indicados entre parénteses

Na figura 23, estdo representados os resultados da avaliacdo da
participagdo do endotélio vascular, sobre a curva de contragdo a angiotensina |l
e a via da PKD, nos anéis isolados de aorta. No grupo Wistar, a retirada do
endotélio vascular, ndo modificou a contragdo a angiotensina Il. Entretanto,
quando a via da PKD foi inibida, a retirada do endotélio vascular, induziu um
aumento na resposta contratil a angiotensina Il (angiotensina Il 105 M; CID =
29,6 +4,7 vs E- CID 84,4 + 14,4%, p<0,01). Esses dados sugerem que a via da
PKD, parece modular, a contragao induzida pela angiotensina Il, por uma via
dependente da integridade do endotélio vascular, em animais normotensos. No
grupo SHR, a retirada do endotélio vascular, aumentou a contracédo a
angiotensina Il, tanto na presenga quanto na auséncia da inibicdo da via da
PKD (angiotensina Il 10> M; E- CT = 137,0 + 13,0 vs E- CID 89,9 + 3,3%,
p<0,01; (angiotensina Il 10°° M; CT = 23,1 + 3,5 vs E- CT 137,0 £ 13,0%,
p<0,01); (angiotensina Il 10°%° M; CID = 18,6 + 5,6 vs E- CID 89,9 + 3,3%,

p<0,01). Esses dados sugerem um papel modulatério da via da PKD,

dependente do endotélio, sobre a contragdo induzida pela angiotensina Il no
grupo hipertenso.
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Figura 23. Participacdo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta, na
presenca e auséncia do endotélio vascular (E-). Curva concentracéo resposta a Angiotensina Il
na presenca e auséncia do inibidor da PKD (CID). Os dados sé@o expressos como média +
SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05; **p<0.01). Os nimeros de anéis de aorta
estdo indicados entre parénteses.

A participacdo do NO na modulagdo da resposta contratil a angiotensina
I, foi realizada com incubacédo do L-NAME, um inibidor ndo seletivo da NOS,
durante 30 minutos, conforme mostrado na figura 24. A incubagdo com L-
NAME aumentou a resposta contratil a angiotensina Il em todos os grupos
incubados conforme esperado. Podemos observar que tanto no grupo Wistar
(angiotensina Il 10°° M; CT = 43,3 + 50 vs LN 96,7 + 9,6%, p<0,01;
angiotensina Il 10°° M; CID = 30,8 + 5,4 vs LN+CID 93,5 + 8,8%, p<0,01)
quanto no grupo SHR (angiotensina Il 10°°M; CT = 23,5 + 3,8 vs LN 67,6 +
6,2%, p<0,01; CID = 20,1 £ 6,2 vs LN+CID 72,2 + 8,6%, p<0,01), a incubagao
com L-NAME aumentou as respostas contrateis induzida pela angiotensina Il

na presencga de CID.

*%
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Figura 24. Participacéo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta, na
presenca e auséncia da inibicdo da sintese de NO, pelo L-NAME (LN). Curva concentragdo
resposta & Angiotensina Il na presencga e auséncia do inibidor da PKD (CID). Os dados séo
expressos como média + SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05; **p<0.01). Os
nameros de anéis de aorta estdo indicados entre parénteses.

Na figura 25, utilizamos um inibidor seletivo da nNOS para avaliarmos
esta via sobre a modulagdo da resposta contratil a angiotensina Il em anéis
condutancia. Foi realizada incubacdo no banho com 100 yM nNOS (grupo |
NNOS), associado ou ndo ao CID. Esses grupos foram comparados entre eles
e também com o grupo sem tratamento aqui chamado de CT. No grupo Wistar
podemos verificar que a inibicdo da nNOS, ndo modificou a resposta contratil
da angiotensina Il, na presencga e na auséncia de CID, no entanto, houve uma
diminuigdo pontual na concentragdo mais elevada 10°°M (CT = 43,1 £ 4,9 vs
INNOS 28,0 + 3,3%, p<0,01), quando comparamos comparado ao grupo
controle. Nos animais do grupo SHR, a inibicdo da nNOS elevou a resposta
contratil a angiotensina Il (angiotensina Il 10°°M; CT = 23,1 + 3,5 vs | nNOS
68,0 £ 9,9%, p<0,05; CID = 18,6 £ 5,6 vs | NNOS + CID 42,1 £ 8,8%, p<0,05). A
inibicdo da via da PKD, reduziu o aumento da resposta contratil a angiotensina
II, durante a inibicdo da nNOS (I nNOS = 68,0 + 9,9 vs | nNOS + CID 42,1 +
8,8%, p<0,01). Estes dados sugerem que, no grupo hipertenso, a via de
sintese de NO, dependente da enzima nNOS, participa da resposta contratil

induzida pela angiotensina Il.
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Figura 25. Participacdo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta, na
presenca e auséncia da inibicdo da sintese de NO, pelo inibidor da nNOS (I nNOS). Curva
concentracao resposta a Angiotensina Il na presenca e auséncia do inibidor da PKD (CID). Os
dados sdo expressos como média + SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05;
**p<0,01). Os numeros de anéis de aorta estdo indicados entre parénteses.

Na figura 26, estdo representados os resultados de reatividade para
avaliar a participacédo da producdo de NO, via enzima iNOS, por meio do uso
do composto 1400W, inibidor seletivo da iINOS. No grupo Wistar, a inibicdo da
iINOS, aumentou a resposta contratil a angiotensina |l quando a enzima PKD foi
inibida, com o CID (angiotensina Il 10> M; CID = 29,6 + 4,7 vs | iNOS+CID
57,4 £ 10,7%, p<0,05). No grupo SHR, podemos verificar que a contratilidade
dependente de angiotensina Il foi maior na presencga do inibidor da iINOS, tanto
na presenca quanto na auséncia da PKD (angiotensina Il 10>°M; CT = 23,1 +
3,5 vs | INOS 49,3 £+ 9,0%, p<0,01; CID = 18,6 + 5,6 vs | iINOS+CID 574 +
10,7%, p<0,01). Estes dados sugerem que, no grupo SHR, a producédo de NO,
depende da enzima iINOS. A inibicdo da enzima PKD, ndo modificou esta

resposta.
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Figura 26. Participacdo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta, na
presenca e auséncia da inibicdo da sintese de NO, pelo inibidor da INOS (I INOS). Curva
concentracdo resposta a Angiotensina Il na presenca e auséncia do inibidor da PKD (CID). Os
dados sdo expressos como média + SEM. ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05;
**p<0,01). Os numeros de anéis de aorta estdo indicados entre parénteses.

No grafico 27, investigamos a participagdo do endotélio vascular sobre a
participacdo da via da PKD e a modulacao da via da iNOS, sobre a resposta
contratil da angiotensina Il. No grupo Wistar, conforme esperado, a remogao do
endotélio vascular, elevou a responsividade a angiotensina Il quando
comparada ao grupo com endotélio (angiotensina Il 10%° M; | iNOS = 49,3 +
9,0 vs E- | INOS 196,9 + 40,5%, p<0,01; I Inos + CID = 57,4 + 10,7 vs E- | Inos
+ CID 242,6 + 44,0%, p<0,01), que nao foi modificada pela inibicdo da PKD. No
grupo SHR, a retirada do endotélio elevou a resposta contratil a Angiontensina
Il (IINOS = 21,3 £ 6,6 vs E- | INOS 87,5 £ 16%, p<0,05; | Inos +CID = 40,4 +
7,7 vs E- | Inos + CID 64,7 + 4,4%, p<0,05), porém esta resposta nao foi
modificada pela PKD.
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Figura 27. Participacdo da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta, na
presenca e auséncia da inibi¢do da sintese de NO, pelo inibidor da INOS (I INOS), na presenca
e na auséncia do endotélio vascular (E-). Curva concentracdo resposta a Angiotensina Il na
presenca e auséncia do inibidor da PKD (CID). Os dados sdo expressos como média + SEM.
ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05; **p<0,01). Os numeros de anéis de aorta estdo
indicados entre parénteses.
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6 DISCUSSAO

6.1 Papel da modulacédo da sinalizacado da PKD sobre a funcéo de

cardiomiécitos ventriculares

Neste estudo avaliamos as respostas da atividade da PKD em diferentes
regibes do cardiomiécito (nucleo, citoplasma e mitocéndria) na tentativa de
esclarecer novas vias e contribuir para futuras descobertas terapéuticas.
Durante os experimentos utilizamos, angiotensina Il (100 nM), aldosterona (100
nM) e isoproterenol (100 nM). Os resultados obtidos da analise do nucleo
celular, demonstram que a mudanga de transferéncia de energia por
fluorescéncia (FRET) em relagdo ao tempo, foi maior com a utilizacdo da
aldosterona, quando comparado ao grupo controle e a angiotensina Il. Estes
resultados nos sugerem que, a aldosterona possui uma relacdo espaco
temporal de ativagcdo da PKD maior no nucleo do que no citosol. Bossuyt et al
(2011), mostraram de maneira clara, que a ativagdo espaco temporal da PKD
através da fenilefrina, apresentou maior e mais rapida FRET no ndcleo, quando
comparado com a endotelina 1, que por sua vez, apresentou maior ativacao no
sarcolema. Esses farmacos, possuem vias distintas que divergem na ativagao
espaco-temporal de PKD e CaMKIl, entretanto, convergem na ativacao da

exportacao nuclear de HDACS e regulacéo da transcricao.

No presente estudo, é possivel sugerir que a aldosterona atua
diretamente na PKD nuclear juntamente com as HDACs. As HDACs funcionam
como importantes reguladores no remodelamento cardiaco através da
associacdo com o fator de transcricdo do fator potenciador do midcito-2
(MEF2)*0. Ja no citosol do cardiomiécito e na mitocéndria, a transferéncia de
energia por fluorescéncia em relacdo ao tempo (FRET), foi maior com a
utilizacdo da angiotensina Il, quando comparado aos grupos tratados com
aldosterona e salina. A angiotensina ll, se liga a proteina G estimulatoria (Gs),
que acarreta ativacdo da adenilato ciclase e, posteriormente estimula a
producdo de DAG e IP3, que se encontram ligados a proteina quinase C (PKC),
e consequentemente, desencadeia alteracdes no ciclo Ca*? intracelular. No

presente estudo demonstramos que essa via depende da ativacao da PKD.
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Entretanto, na mitocondria cardiaca, a participacdo da angiotensina Il,
tem sido mais relacionada com o metabolismo celular. Pesquisadores
identificaram uma via de ativacdo da PKD pelas EROs mitocondrial, que levou
a indugdo de genes antioxidantes através da ativagdo do NFkB'3!. Esses
resultados s&o importantes, pois permitem esclarecer a via de atuacao da
angiotensina Il e da aldosterona sobre a regulacao funcional dos cardiomiocitos
ventriculares, para que futuras terapias atuem de forma precisa e eficiente

nesses locais.

6.2 Reatividade vascular estudada em anéis de aorta toracica de ratos

Wistar e SHR: papel da modulacao da sinalizagcdo da PKD

Até o momento, o papel da via de sinalizagcdo da PKD como reguladora
da reatividade vascular tem sido pouco estudado. Até onde conhecemos, este
€ o0 primeiro estudo funcional que avalia a participacdo da PKD sobre a
reatividade vascular de animais normotensos e também hipertensos. No
entanto, ja foi demonstrado, em células isoladas, que a PKD pode ser ativada
por varios estimulos, incluindo angiotensina |l, agonista a-adrenérgicos,

trombina e fatores de crescimento celularl02-104.19

A hipétese do presente estudo foi que a enzima PKD patrticipa da via de
sinalizacdo intracelular no sistema cardiovascular, modulando a acdo de
mediadores sobre a contracdo nos musculos liso e cardiaco. Para responder a
estas perguntas, estudamos os efeitos da PKD sobre a estimulacéo de vias de
contragdo do musculo cardiaco e sobre a reatividade vascular, em condicdes

fisiologicas e também na hipertenséo arterial.

A reatividade vascular foi estudada em vaso de condutancia, anéis
isolados da aorta toracica, de ratos Wistar e SHR jovens, evidenciando o papel

modular do endotélio vascular sobre as respostas mediadas pela via da PKD.

Os principais achados desse estudo serdo divididos nos resultados da
avaliacao da reatividade vascular sobre a ativacao de receptor a-adrenérgico e

sobre a ativacdo mediada pela angiotensina Il:
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6.3 Reatividade vascular durante ativacao de receptor a-

adrenérgico.

Para mimetizar a ativagcao do receptor a-adrenérgico vascular, os anéis
isolados da aorta foram incubados com concentragcbes crescentes de
fenilefrina. No grupo Wistar, a resposta contratil a fenilefrina n&o foi modificada
quando a PKD foi inibida com o CID tanto na presenca quanto na auséncia do
endotélio vascular. Entretanto, quando a sintese de NO foi bloqueada, usando
L-NAME, a resposta contratil a fenilefrina, foi reduzida na presenca de CID,
sugerindo um possivel papel modulador da PKD sobre a contragdo. Nossa
hipétese, € que a via da PKD poderia estar estimulando uma via
vasoconstrictora, ou mesmo, inibindo uma via de relaxamento, que seria

equilibrada pela producédo de NO endotelial ou muscular.

Nossa interpretacdo desses primeiros resultados para o grupo Wistar &
que, na auséncia do NO (presenga de L-NAME), a inibicdo da PKD teria
deixado de ativar a uma via constrictora, o que explicaria a reducdo ainda
maior da contracao a fenilefrina. Por outro lado, seria possivel também que a
ativagdo de receptores a-adrenérgicos, a via da PKD, inibiria um fator de
relaxamento, que ndo o NO, contribuindo para diminuir a contragcao a
fenilefrina. De fato, ja é comprovado que a ativagédo de receptores a vasculares,
€ capaz de induzir contragao, por uma via dependente de aumento de IP3 e
DAG, o qual é capaz de ativar a PKD. O IP3 atua interagindo com seus
receptores nha membrana do reticulo sarcoplasmatico estimulando a liberacdo
de Ca2+ intracelular. O DAG atua ativando a PKC, que por sua vez, aumenta a
concentracdo de Ca2+, a sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca?* e
fosforilacdo da cadeia leve da miosina (MLC), culminando em contracdo do
musculo liso vascular. Nossos resultados mostram que, essa via de modulacao
da contracdo PKD-dependente, parece ser contrabalanceada pela producéo de
NO, o que mantém o equilibrio no mecanismo de contracdo vascular via
ativagdo de receptores a adrenérgicos. Para verificar se a produgédo de NO
seria decorrente da ativacdo de uma ou mais isoformas da NOS, fizemos o0s
blogueios especificos das enzimas nNOS e iINOS, na presenca e auséncia da
PKD e do endotélio vascular.
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Nossos resultados funcionais mostraram que, muito embora, a inibigao
da nNOS tenha sido capaz de aumentar a resposta contratil a fenilefrina, a
inibicdo da PKD, ndo modificou essa resposta, sugerindo que essa nao seria
uma via importante como fonte de ativacéo para a produg¢ao de NO, modulada
pela PKD. Para confirmar essa hipotese, teremos que medir a expressao
proteica, a atividade dessa enzima e a produ¢ado de NO durante o bloqueio da

PKD, na presenca e auséncia do inibidor da iNOS.

Em seguida, avaliamos a participacdo da iNOS nessa resposta. A
inibicao seletiva e especifica da iINOS, aumentou a vasoconstriccdo apenas
nas doses mais altas de fenilefrina (entre 104 e 1035 M). Entretanto, a inibigéo
da PKD, impediu esse aumento. Estes resultados sugerem que a via de
producdo de NO, ativada pela enzima iINOS, n&o parece influenciar a
modulagao contrati em concentracbes menores de fenilefrina, porém,
concentracbes mais altas parecem sim depender da via da PKD. A proxima
pergunta visou entender o papel da iINOS endotelial sobre a participagado na via
da PKD na resposta contratil a fenilefrina nos anéis de aorta toracica. No grupo
Wistar, como esperado, a retirado do endotélio vascular, aumentou a contracéo
a fenilefrina. Entretanto, na auséncia do endotélio vascular, ndo houve
diferenga na contracdo induzida pela fenilefrina, quando a PKD foi inibida.

Estes dados sugerem uma modulacao da PKD, via enzima iNOS endotelial.

No grupo SHR, a via da PKD, modulou a resposta a fenilefrina, na
presencga e na auséncia do endotélio vascular. Diferente do que ocorreu com o
grupo Wistar, onde a inibigdo da via da PKD, ndo modificou a resposta a
fenilefrina, mesmo apds a retirada do endotélio vascular. A incubagao dos anéis
de aorta com L-NAME + CID, promoveu aumento da resposta constritora,
quando comparada com a incubagao CID. No entanto, quando comparado os
grupos CT Vs LN, essa resposta ndo apresentou diferenga. Estes resultados
sugerem que, no grupo SHR, a redugdo na contragdo a fenilefrina, induzida

pela inibicdo da PKD, é dependente da via da NOS.

No grupo SHR, a contragéo a fenilefrina ndo foi modificada pela inibicao
dupla da nNOS e da via da PKD. Este resultado sugere, a participagao da via
da nNOS, sobre a resposta mediada pela PKD. Ja no grupo SHR, a queda da
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contracdo a fenilefrina induzida pela inibicdo da PKD, depende da via da
NNOS. Considerando que a inibicdo da nNOS promoveu o mesmo resultado
na via da PKD, nos vasos com e sem endotélio, podemos sugerir, que a origem
da nNOS possa ser proveniente tanto do endotélio quanto do musculo liso
vascular. Entretanto, para confirmar essa hipotese, teremos que medir a
expressao proteica, a atividade dessa enzima e a produgao de NO durante o
bloqueio da PKD, na presenga e auséncia do inibidor da nNOS em estudos

futuros.

A inibicdo da iINOS, ndo modificou a contragédo a fenilefrina nos grupos
controle e CID. Estes resultados sugerem que a via de produgdo de NO,
ativada pela enzima iINOS, ndo parece influenciar a modulagao contratil, via

PKD, durante a contragao induzida pela fenilefrina no grupo SHR.

Quando analisamos a participagado da iINOS nesta resposta, vimos que,
a remocao do endotélio vascular no grupo SHR, aumentou a resposta contratil
a fenilefrina, na presenca e auséncia de CID, inibidor da PKD. Do mesmo
modo, a inibigdo da PKD, foi capaz de diminuir a resposta maxima de
contragao a fenilefrina. Estes dados sugerem que participacdo modulatéria da
PKD, sobre a contracao a fenilefrina, ocorre mesmo na auséncia do endotélio

vascular e da inibicdo da enzima iNOS.

Animais SHR podem preservar e até mesmo reduzir a reatividade
vascular, tanto na presenca quanto na auséncia do endotélio vascular©5106,
Entretanto, a disfuncdo endotelial € uma caracteristica importante da
hipertenséo arterial, inclusive no modelo SHR.

Os estudos demonstram que a disfuncédo endotelial em SHR, é causada
pela inativacdo oxidativa do NO*97, Outro fator agravante é a maior producéo
de anions superoxido vascular dos animais do grupo SHR. Zalba e col
(2001)1% demonstraram um aumento na atividade da NADH/NADPH oxidase
na aorta de SHR e reducdo do relaxamento dependente do NO. Entretanto,
Grunfeld e col (1995)1%° demonstraram que em vasos de SHR, a producédo de
NO néo é afetada e pode até mesmo estar aumentada. Neste caso, 0 NO ndo
€ capaz de estimular quantidades suficientes de cGMP e manter uma

vasodilatacdo dependente de NO. Muito embora ja existam muitos estudos
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nesta area, os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da hipertensdo do SHR
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Alguns estudos tém descrito que a
angiotensina Il tem um importante papel na hipertensdo nestes ratos, o que
explica o fato de que, durante o uso de inibidores de ECA, ocorre reducéo da
pressao arterial, o que é traduzida em uma reducdo dos indices de
mortalidade!!0111,

No presente estudo, nds avaliamos a participacdo das diferentes
isoformas da NOS (iINOS, eNOS e nNOS), usando blogueadores dessas
enzimas. Para avaliar a participacdo da iINOS, os anéis de aorta foram pré-
incubados com o inibidor especifico e seletivo, composto 1400W. A inibicdo
seletiva da nNOS foi realizada no nosso estudo, usando o inibidor altamente
especifico e seletivo (N5-[Imino(propylamino)methyl]-L-ornithine hydrochloride,
(Ki = 57 nM). Este inibidor apresenta seletividade 3158 vezes e 149-vezes
maior sobre a nNOS do que sobre a iINOS and eNOS, respectivamente).

Os estudos em vasos tém descrito aumento na expressao da eNOS e da
iINOS nos SHR em relagdo aos ratos Wistar'?>114 O que tem sido mostrado é
que, muito embora a eNOS esteja aumentada nos vasos, aparentemente ela
nao estd acoplada e ativa, uma vez que ao tratar SHR com BH4, um co-fator
da NOS, observa-se uma maior resposta mediada pelo NO, com reducéo na
pressao arterial''>. Além do mais, tem sido descrito que a atividade normal da
eNOS na aorta de ratos SHR e seu grupo controle, mesmo que a expressao
proteica dessa enzima esteja aumentada na aorta de animais SHR comparado
ao grupo controle!16.117.113,

Um aspecto importante a se analisar, € que, a hipertenséo arterial tem
sido associada a um niamero menor de cavéolas no endotélio vascular. Potje et
al., (2019)!*® demonstraram que a disfuncdo das cavéolas no endotélio
vascular, promove o0 desacoplamento de eNOS em vasos de ratos
normotensos e hipertensos. As cavéolas sdo invaginacbes da membrana
plasmatica, enriquecidas com colesterol e esfingolipidios, contendo proteinas
caveolina (Cav-1) em sua estrutura, onde ocorre a sintese de NO devido a alta
concentracéo de eNOS.

Sanchez-Ruiloba et al, (2014)!*° demonstraram que a PKD1 interage
com o nNOS e fosforila a Serl412 melhorando desta maneira a atividade
NNOS e a producdo de NO. Este foi um importante indicador do papel crucial
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da PKD1 na regulacdo da ativagdo da nNOS e sintese de NO, um mediador
envolvido na sinalizacao fisiologica.

Assim, os resultados apresentados neste estudo, corroboram o fato de
gue animais SHR apresentem disfuncao endotelial e que a PKD participa deste
processo. Nossos resultados indicam que os animais SHR possuem um efeito
reduzido do fator de relaxamento derivado do endotélio vascular, o que pode
ser devido a uma menor liberacdo de NO ou maior liberacdo de fator de
contracao liberado pelo endotélio.

As PKDs séo expressas em Varias células e tecidos e participam de vias
de sinalizacdo intracelular para regular processos, incluindo a sobrevivéncia
celular, proliferacdo, motilidade celular, transporte através de membranas e
resposta imune?%121.15 As PKDs 1 e 2 séo expressas em células endoteliais e
evidéncias recentes indicam que a ativagcdo da PKD é necesséaria para
respostas biologicas ao fator de crescimento endotelial vascular (VEGF ou
VEGF-A) em células endoteliais importantes para angiogénese!?-15, Pouco se
sabe sobre o papel da PKD3 na sinalizacdo de células endoteliais, mas até o
momento os trabalhos tem sugerido que ela seja expressa em niveis baixos
nessas células e ndo desempenhe nenhum papel significativo na migracéo

endoteliall29,

Aicart-Ramos et al., 201422, demostraram que a PKD fosforila a eNOS,
levando a sua ativacdo e a um aumento concomitante da sintese de NO
endotelial. J& em 1993, Brock e colaboradores relataram que a vasodilatacdo
induzida pelo Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF), nas células
endoteliais, era dependente da atividade eNOS, uma vez que a pré-incubacéo
com inibidores da eNOS, como o L-NMMA, bloqueava o relaxamento das
artérias corondrias induzidas por VEGF. Como o VEGF ativa as isoformas da
PKD nas células endoteliais, n0s realizamos os experimentos para verificar se
a PKD poderia usar a eNOS como substrato direto no endotélio gerando NO. O
NO gerado pela eNOS estimula a sintese de guanosina monofosfato ciclico
(cGMP) pela guanilato ciclase soltvel que, por sua vez, leva ao relaxamento do

musculo liso vascular?3,
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6.4 Reatividade Vascular a Angiotensina Il

Neste estudo, avaliamos a modulagdo vascular da contracdo a
angiotensina Il, via PKD. Ja é bem conhecida a acdo da angiotensina Il sobre a
funcdo vascular como: induzindo a expressédo de COX-2124125 gumentando a
producdo de espécies reativas do oxigénio (Wolf, 2000)*?%, reduzindo a
biodisponibilidade do NO e consequentemente disfuncédo endotelial'?’.

Os resultados deste trabalho demonstraram que a angiotensina |l
induziu uma resposta contratil, de maneira concentracdo-dependente, nos
anéis isolados de aorta nos animais normotensos e hipertensos. No grupo
Wistar, a resposta contratil a angiotensina Il foi menor durante a incubag¢do com
CID, enquanto no grupo SHR, a inibicdo da PKD, ndo modificou a resposta
contrdtil a angiotensina Il. Em seguida, avaliamos a participacdo do endotélio
vascular nesta resposta. No grupo Wistar, a retirada do endotélio vascular, ndo
modificou a contragdo a angiotensina Il. Esta resposta poderia ser explicada
pelas agdes consideradas antagOnicas da angiotensina Il sobre o musculo liso
vascular. A angiotensina Il pode agir se ligando a diferentes receptores de
membrana.

Entre os importantes receptores vasculares, estdo os receptores tipo 1
(AT1) que também sdo amplamente distribuidos por todos os 6rgdos e os
receptores para angiotensina tipo 2 (AT2). A acédo da angiotensina Il sobre os
receptores AT1 pode ser descrita sucintamente por causar vasoconstricdo e
aumentar da proliferacdo e o crescimento celular. Os receptores AT2
antagonizam os efeitos dos receptores AT1, promovendo relaxamento do
musculo liso vascular.

Entretanto, quando a via da PKD foi inibida, a retirada do endotélio
vascular, induziu um aumento na resposta contratil a angiotensina |l. Esses
dados sugerem que a via da PKD, parece modular, a contragao induzida pela
angiotensina Il, por uma via dependente da integridade do endotélio vascular,
em animais normotensos. No entanto, no grupo SHR, a retirada do endotélio
vascular, aumentou a contragao a angiotensina Il, tanto na presenga quanto na

auséncia da inibicdo da via da PKD.
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Nossos resultados sugerem um papel modulatorio da via da PKD,
dependente do endotélio, sobre a contragdo induzida pela angiotensina Il no
grupo hipertenso.

Considerando que a angiotensina |l também pode modular a via da
NOS, tanto endotelial quanto muscular, neste trabalho, nés inibimos a via da
NOS com L-NAME e também com os inibidores seletivos da iNOS e nNOS. A
incubacgao dos anéis de aorta com L-NAME aumentou a resposta contratil a
angiotensina |l em todos os grupos incubados. Podemos observar que tanto no
grupo Wistar quanto no grupo SHR, que a incubagdo com CID ndo modificou a
resposta contratil induzida pela angiotensina Il na presenca de L-NAME.

No grupo Wistar podemos verificar que a inibicdo da nNOS, nao
modificou a resposta contratil da angiotensina Il, na presenca e na auséncia de
CID, no entanto, houve uma diminuicdo pontual na concentracido mais elevada
105 M, quando comparado ao grupo controle. Nos animais do grupo SHR, a
inibicdo da nNOS elevou a resposta contratil a angiotensina Il. A inibicdo da via
da PKD, reduziu o aumento da resposta contratil a angiotensina Il, durante a
inibicdo da nNOS. Estes dados sugerem que, no grupo hipertenso, a via de
sintese de NO, dependente da enzima nNOS, participa da resposta contratil
induzida pela angiotensina Il.

No grupo Wistar, a inibicdo da iNOS, aumentou a resposta contratil a
angiotensina |l quando a enzima PKD foi inibida, com o CID. No grupo SHR,
podemos verificar que a contratilidade dependente de angiotensina Il foi maior
na presenca do inibidor da iNOS, tanto na presenca quanto na auséncia da
PKD. Estes dados sugerem que, no grupo SHR, a produgdo de NO, depende
da enzima iNOS. A inibigdo da enzima PKD, ndo modificou esta resposta.
investigamos a participagcdo do endotélio vascular sobre a participacao da via
da PKD e a modulagdo da via da iNOS, sobre a resposta contratil da
angiotensina Il. No grupo Wistar, conforme esperado, a remog¢ao do endotélio
vascular, elevou a responsividade a angiotensina |l quando comparada ao
grupo com endotélio, que nao foi modificada pela inibicdo da PKD. No grupo
SHR, a retirada do endotélio elevou a resposta contratil a angiontensina II,
porem esta resposta nao foi modificada pela PKD.



84

O mecanismo de acéo da angiotensina Il via AT2, difere no mecanismo
induzido via receptor AT1, onde a cascata de sinalizacdo desencadeada via o
AT2 é capaz de ativar a Protein serine/threonine Phosphatase 2A (PP2A), que
direciona o sinal para o controle da atividade de canais para K* e Ca?* %, Por
esta via, ocorre regulacado negativa da ativagdo da cascata Mitogen Activated
Protein Kinase (MAP Cinase) desencadeada pela ativacdo do AT1% e da
fosfolipase citosoélica A2 (cPLA2)1%8, Os receptores AT2 sdo encontrados em
maior quantidade na aorta e coronaria. Seus efeitos fisiologicos sé&o
antagonicos aos do AT1 e incluem diversas a¢des, como vasodilatacao através
da liberacdo de 6xido nitrico e bradicinina.

A acédo da angiotensina Il sobre o receptor AT1 ocorre por vias mediadas
por proteinas G, a qual por sua vez estimula a fosfolipase C, induzindo a
formacao de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), liberando Ca2+
citoplasmatico ativando proteina quinase-C (PKC), a adenil-ciclase e a PKD. O
mecanismo de acdo da Ang Il via receptor 1 de angiotensina (AT1R), ocorre
através de sua ligacdo com AT1R associado a proteina G, a qual por sua vez
estimula a fosfolipase C beta, induzindo trifosfato de inositol e diacilglicerol
(DAG), liberando Ca2+ citoplasmatico ativando proteina quinase-C (PKC) e
adenil-ciclase. A Ang Il também estimula a musculatura vascular lisa através
vias de sinalizacdo, como a fosfolipase C, fosfolipase A2 e fosfolipase D*°.

Os dados do presente estudo, podem ser corroborados pelos estudos
em cultura de células de musculo liso vascular. Abedi et al.,, (1998)1%,
relataram que Angiotensina Il estimula a ativacdo de PKD em célula muscular
lisa de coelho. Tan et al. (2004)'% mostraram, usando cultura de célula
muscular de aorta de rato, que a Angiotensina Il induz a ativacdo da PKD via
receptor AT1.

No presente estudo, demonstramos que no grupo Wistar, a resposta
contrétil a angiotensina Il foi menor durante a incubag&o com CID, diferente do
que ocorreu no grupo SHR, onde a inibicdo da PKD, ndo modificou a resposta
contratil a angiotensina Il. A retirada do endotélio vascular, aumentou a
contracdo a Angiotensina Il, tanto na presenca quanto na auséncia da inibicao
da via da PKD. Esses dados sugerem um papel modulatério da via da PKD,
dependente do endotélio, sobre a contragédo induzida pela Angiotensina Il no

grupo hipertenso. Tanto no grupo Wistar quanto no grupo SHR, a incubagao
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com CID n&o modificou a resposta contratil induzida pela angiotensina Il na
presenca de L-NAME, sugerindo que a PKD influencia a via endotelial de
producao de NO, via NOS.

Para verificar qual das isoenzimas da NOS estaria envolvida nesta
resposta, os anéis de aorta foram co-encubados com inibidores especificos e
seletivos da iINOS e nNOS. A inibicdo da nNOS elevou a resposta contratil a
angiotensina Il. A inibigdo da via da PKD, reduziu o aumento da resposta
contratil a Angiotensina Il, durante a inibicdo da nNOS. Estes dados sugerem
que, no grupo hipertenso, a via de sintese de NO, dependente da enzima
NNOS, participa da resposta contratil induzida pela angiotensina Il. Por outro
lado, a contragcdo dependente de angiotensina Il foi maior na presenca do
inibidor da iNOS, tanto na presenca quanto na auséncia da PKD. Estes dados
sugerem que, no grupo SHR, a produgédo de NO, depende da enzima iNOS. A
inibicdo da enzima PKD, ndo modificou esta resposta. A retirada do endotélio
elevou a resposta contratil a Angiontensina IlI, porém esta resposta nao foi

modificada pela PKD.

6.5 Resumo dos principais achados do estudo da reatividade vascular

6.5.1 Resposta via Receptor alfa

Grupo Wistar

Analisando os resultados deste trabalho, podemos sugerir que a via de
sinalizagdo da PKD estaria estimulando uma via vasoconstrictora, ou mesmo,
inibindo uma via de relaxamento, que seria equilibrada pela produgdo de NO
endotelial ou muscular. Nossos resultados sugerem que, a via de modulagéao
da contragdo vascular, ativada por receptores a-adrenégicos, € dependente da
via PKD, que parece ser contrabalanceada pela producdo de NO, mantendo
um estado de equilibrio entre os mecanismos de contracdo e relaxamento
vascular. A producao de NO parece ser dependente principalmente da ativacéo
da eNOS e da via da INOS.
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Grupo SHR

Nossa hipotese € que a via da PKD estimula uma via vasoconstrictora,
ou mesmo, inibe uma via de relaxamento, o que explicaria, pelo menos em
parte, 0 aumento da resposta vasoconstrictora a fenilefrina no grupo SHR. A
inibicdo da iINOS, ndo modificou a contragao a fenilefrina nos grupos controle e
CID. Estes resultados sugerem que a via de producdo de NO, ativada pela
enzima iNOS, n&o parece influenciar a modulagéo contratil, via PKD, durante a
contragao induzida pela fenilefrina. Por outro lado, a inibicdo da nNOS néo
modificou a resposta contratil a fenilefrina. Entretanto, quando a via da PKD foi
inibida, com CID, a resposta contratil a fenilefrina foi amplificada, tornando-se
semelhante a resposta observada no grupo controle. Estes resultados sugerem
que, no grupo SHR, a queda da contragao a fenilefrina induzida pela inibicéo

da PKD, depende principalmente da via da nNOS e da eNOS.

Nos dois grupos estudados, Wistar e SHR, a PKD parece ativar
mediadores vasoconstrictores e também vasodilatadores, dependente da via
da NOS, frente a ativacdo de receptor a-adrenérgico. No grupo Wistar as
isoformas mais influenciadas pela PKD parecem ser a eNOS e iNOS e no
grupo SHR a nNOS e eNOS. Entretanto, a confirmagdo dessa hipotese
depende de realizacdo de analise das expressodes proteinas e atividade dessas

enzimas, complementada com analise de producgao “in situ” de NO.

6.5.2 Resposta mediada pela angiotensina IlI:

Os resultados obtidos no presente estudo, sugerem que, no grupo
Wistar, a angiotensina Il ativa a via da PKD endotelial, que por sua vez, inibe a
producdo de NO. Quando a angiotensina Il se liga aos seus receptores no
musculo liso vascular, ela ativa a via da PKD, a qual estimula a liberacdo de
NO, contrabalanceando o efeito vasoconstrictor. No grupo hipertenso, a PKD

parece inibir principalmente a nNOS muscular.
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7.CONCLUSAO

Em conclusdo, o conjunto dos resultados obtidos neste estudo,
confirmam nossa hipotese da participacédo da via de sinalizacdo da PKD sobre
a regulacdo aguda das funcdes de cardiomidcitos ventriculares e sobre a
reatividade vascular. Em cardiomiocitos ventriculares, a aldosterona ativou
diretamente a PKD nuclear juntamente com as HDACs, importantes
reguladores no remodelamento cardiaco. Ja no citosol e nas mitocéndrias, a

angiotensina Il ativou a via da PKD1.

Nos animais hipertensos, este papel modulador da sinalizacdo da via da
PKD sobre as respostas vasculares mediadas pela angiotensina Il e fenilefrina,
depende da ativacdo de distintas isoformas da NOS, localizadas no musculo
liso vascular e endotélio. No grupo hipertenso, a modulagéo, via PKD, parece
depender mais da participacdo da nNOS, enquanto no grupo normotenso, das
vias da eNOS e INOS.
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