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Angiotensina II (Angll) desempenha um papel importante na génese da hipertrofia
miocardica. Grande parte do estimulo hipertréfico determinado pela Angll depende da
ativacdo de sinalizacdo intracelular envolvendo membros das familias de transdutores de
sinais mitogen-activated-protein kinase (MAPK) e Janus Kinase (JAK)/ signal transducer
and activator of transcription (STAT). Agentes farmacoldgicos doadores de 6xido nitrico
(NO) estao sendo objeto de intensa pesquisa, atualmente, pelo seu potencial terapéutico em
condigdes clinicas envolvidas na hipertrofia miocardica. No presente trabalho, avaliamos a
propriedade do S-nitroso-acetilcisteina (SNAC) de modular a transdugdo de sinal da Angll
mediada por membros da familia das MAPK e JAK/STAT em coragdo e cardiomidcitos
isolados de ratos. SNAC foi capaz de reverter significativamente a ativagao promovida pela
Angll na via de sinalizacdo JAK2/STATI e 3 em coragdo e cardiomidcitos. Além disso,
SNAC reverteu a ativagdo por Angll em cJun-N-terminal Kinase (JNK)1/2/3.
Entretanto, SNAC acentuou o efeito da Angll em Extracellular Regulated Kinase (ERK) 1
e 2. Finalmente, nem Angll nem SNAC exerceram qualquer efeito sobre p38MAPK.
Como resultado, houve menor expressdo dos immediate early genes c-jun e c-fos, bem
como menor ativacao por fosforilacdo da proteina c-Jun. Em resumo, o pré-tratamento de
ratos e cardiomidcitos isolados com um potente doador de NO afeta a transdugdo do sinal
da Angll resultando na modulacdo via-especifica da expressdo de genes precocemente
induzidos. Tais resultados oferecem evidéncias para o efeito direto de um doador de NO
sobre a transducdo de sinal da Angll e proporcionam bases moleculares para as

propriedades anti-hipertréficas desta classe de drogas.
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Angiotensin II (Angll) plays an important role in the genesis of cardiac hypertrophy.
Much of the growth stimulus delivered by Angll depends on the activation of intracellular
signaling through members of the mitogen-activated-protein kinase (MAPK) and Janus
kinase (JAK)/ signal transducer and activator of transcription (STAT) family of signal
transducers. Pharmacological agents that act as donors of nitric oxide (NO) are currently
under intensive investigation for their beneficial role in clinical conditions that produce
cardiac hypertrophy. Here, we evaluated the property of S-nitroso-N-acetyl cysteine
(SNAC) to modulate AnglI signal transduction through members of the MAPK family and
through JAK2/STAT-1 and 3 in heart and isolated cardiomyocytes of rats.
SNAC significantly reversed Angll activation of the JAK2/STAT-1 and -3 signaling in
heart and cardiomyocytes. In addition SNAC revered Angll activation of JNK1/2/3.
However, SNAC enhanced the effect of Angll on ERK. Finally neither SNAC nor Angll
exerted an effect on p-38. As a consequence, there was an abrogation in the enhanced
expression of the immediately early genes c-jun and c-fos, as well the phosphorilation of
c-Jun. In summary, the treatment of living rats and isolated cardiomyocytes with a potent
NO donor affects AngllI signal transduction on a pathway specific manner resulting on the
modulation of early inducible gene expression. These results provide evidence for a direct
effect of a NO donor upon Angll signal transduction, and grant a molecular basis for the

anti-hypertrophic properties of this class of drugs.

Abstract

Xxxiii



Abstract

XXXIV



INTRODUCAO

35



36



Hipertrofia miocardica ¢ um processo fundamental de ajuste a sobrecargas
hemodinamicas de pressdao ou volume. Embora tal fendmeno seja inicialmente benéfico,
uma vez que aumenta o nimero de unidades contrateis e diminui o estresse da parede
ventricular (de acordo com a lei de Laplace), por diversas razdes o processo patoldgico de
hipertrofia miocardica encontra-se relacionado a ocorréncia de disfungdo diastolica e
aumento expressivo de mortalidade, relacionada a isquemia miocardica e arritmias
(KOREN et al.,1991). Durante o desenvolvimento da hipertofia ventricular, varios eventos
especificos sdo observados nas fibras musculares cardiacas, tais como rapida indugdo de
proto-oncogenes ¢ Hsp genes (“immediate-early” — I.E. genes); alteragdes quantitativas e
qualitativas  na  expressdo  génica e aumento da  sintese  protéica

(RUWHOF e LAARSE, 2000).

A primeira resposta a sobrecarga hemodindmica ¢ a inducdo de genes iniciais
imediatos (Immediate early genes, também referidos como proto-oncogenes), em particular
c-fos, c-jun, e c-myc, bem como Hsp genes, como a Hsp70. Estas alteragdes foram descritas
em tecido cardiaco de ratos (KOMURO et al., 1988; IZUMO et al., 1988). Como evento
mais tardio, a expressdo de diversos genes que codificam as proteinas sarcoméricas sofre
alteragdes para expressar isoformas fetais destas proteinas, como a transi¢do da a-actina
para a oa-actina esquelética e da miosina de cadeia pesada tipo o para a tipo

(PARKER e SCHNEIDER, 1990; NADAL-GINARD e MAHDAVI, 1989).

O estimulo para induzir hipertrofia cardiaca pode se originar diretamente do
estresse mecanico sobre a parede ventricular ou por elevagdo de fatores neurais ou
humorais. Diversos mecanosensores parecem estar implicados como transdutores no
processo de hipertrofia miocardica, tais como as integrinas, o citoesqueleto, fosfolipases e
proteina-quinases de membrana, canais i0nicos ativados por estiramento e proteinas G

(RUWHOF e LAARSE, 2000).

Fatores de crescimento celular e hormonios podem estar envolvidos na
hipertofia ventricular induzida por sobrecarga hemodinamica. A expressdao ou liberacdo
destes fatores tém sido descritas em coracdes hipertrofiados por sobrecarga hemodinamica
e em células cardiacas hipertofiadas por estiramento mecanico. Tais fatores incluem a

endotelina-1, fator transformador de crescimento-f (TGF-B), fator de -crescimento
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semelhante a insulina-1 (IGF-1), miotrofina, fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) e, de particular importancia, angiotensina II (Angll)
(SERNERI et al, 1999; SADOSHIMA. et al., 1993; MIYATA et al., 1996). Assim, fibras
musculares cardiacas e outros tipos celulares, como fibroblastos cardiacos, células
endoteliais e musculares lisas vasculares, podem secretar fatores promotores de
crescimento apds estimulo mecéanico de estiramento, os quais induzem hipertrofia das
células musculares cardiacas em  um  mecanismo autdcrino/paracrino

(RUWHOF e LAARSE, 2000).

Ha dois subtipos principais de receptores de Angll: AT1 e AT2. O uso de
bloqueadores especificos para cada um dos subtipos de receptores de Angll demonstra que
os efeitos hemodindmicos e de crescimento celular da Angll sdo mediados quase

exclusivamente pela sub-populacdo AT1 (TIMMERMANS, 1993).

Recentemente, tem-se descrito um novo mecanismo de atuagdo da Angll na
indugdo de hipertrofia cardiaca, o intracrino, no qual a mesma agiria intracelularmente,
independente de sua ligagdo ao receptor de membrana (RE, 2003). Assim,
BACKER et al.(2004) conseguiram induzir hipertrofia em cultura de cardiomiocitos,
bem como em camundongos adultos, através da inoculacdo de vetores adenoviral e
plasmidico, respectivamente, construidos para expressar Angll intracelularmente. Tal efeito
ndo foi abolido com o pré-tratamento com o bloqueador ATI losartan e ndo foi

acompanhado de aumento do nivel plasmatico de Angll, nem de elevacdo presssorica.

Também recentemente, foi descrito que o proprio receptor AT1 da Angll pode
ser ativado por estiramento, atuando assim como mecanossensor, independente da sua

ativagao extracelular por Angll (ZOU et al., 2004).

A transducdo do estimulo de distensdo deve seguir trés principais vias de
sinalizacdo intracelular envolvidas na resposta hipertrofica induzida pelo estresse
mecanico: 1. a via das mitogen-activated protein kinases (MAPK); 2. a via das
Janus-associated kinases / signal transducers and activators of transcription (JAK/STAT);
3. a via da  calcineurina  fosfatase  Calcio/calmodulina  dependente

(RUWHOF e LAARSE, 2000). Estas trés vias controlam a transcri¢do génica e podem estar
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envolvidas na modulagcdo da expressdo génica induzida pelo estiramento.
Mais recentemente, uma quarta via foi descrita, envolvendo a quinase de adesdo focal (Fak)

(FRANCHINI et al., 2000; TORSONI et al, 2003; NADRUZ et al., 2005).

Ha evidéncias da existéncia de um sistema renina-angiotensina local, gerando
Angll diretamente no tecido cardiaco (DOSTAL et al.,1992; DANSER et al, 1999).
A Angll produzida localmente mostrou-se capaz de induzir hipertrofia em fibras
musculares cardiacas (COOK et al., 1995) e hiperplasia em fibroblastos cardiacos
(SADOSHIMA e IZUMO, 1993 [a]). Estiramento mecanico das fibras musculares
cardiacas induz expressdo local de angiotensinogénio e liberagdo de Angll de granulos
secretorios (SADOSHIMA et al., 1993; MIYATA et al., 1996). Apds o estiramento das
fibras musculares cardiacas, o aumento de c-fos, Egr-1, a-actina esquelética, peptideo atrial
natriurético e na sintese protéica ¢ suprimido com o uso de bloqueadores dos receptores
AT, da Angll (SADOSHIMA et al., 1993; KOJIMA et al., 1994; MIYATA et al., 1996;
van WAMEL et al, 2001). Entretanto, foi possivel induzir hipertrofia miocardica em
cardiomidcitos de camundongos, bem como nos animais adultos, knockouts para o receptor
ATla, por stress mecanico e sobrecarga hemodindmica/ infusdo de Angll
(KUDOH, 1998; HARADA, 1998), demonstrando-se assim que a Angll, embora
desempenhando um papel central na indugdo de hipertrofia miocardica, ndo representa um

mediador exclusivo desta.

Embora a meia-vida de eliminacdo da Angll seja extremamente reduzida,
da ordem de poucos segundos, uma vez ligando-se ao receptor ATI
(ainda que transitoriamente), ela induz a expressao de vdarios fatores de transcrigdo
indutiveis, como aqueles da familia AP-1, em particular o c-fos e c-jun, em varios tecidos.
Desta forma, a ativagdo transitéria do receptor AT-1 pode resultar em alteragdes

prolongadas na expressdo génica. (BLUME et al., 1999).

O estimulo dos receptores AT; da membrana celular das fibras musculares
cardiacas pela Angll induz a ativacdo de diferentes vias de sinalizacdo intracelular. A mais
estudada dentre estas ¢ a das MAPKSs. Extracellular signal-regulated kinase (ERK),
c-Jun NH,-terminal kinase (JNK), e p38 mitogen-activated protein (MAP) kinase sdo

proteinas  serina/treonina  quinases pertencentes a superfamilia das MAPKSs
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(NISHIDA e GOTOH, 1993; DAVIS, 1994; KYRIAKIS e AVRUCH, 1996). Estas trés
MAP quinases tém sido descritas como desempenhando um papel central ndo apenas na
ativacao de varios fatores de transcri¢ao, como os da familia activator protein-1 (AP-1),
na regulacdo da expressdo de varios genes, e ainda na resposta hipertréfica em fibras
musculares in vitro (SADOSHIMA.e IZUMO, 1993(b); FORCE, 1996; GLENNON, 1996;
SUGDEN e CLERK, 1998). A despeito dos estudos sobre a regulagdo e o papel das
MAPKSs em células cardiacas de cultura, o papel exato das vias que envolvem as MAPKs
na hipertrofia ventricular in vivo ainda sdo mal compreendidos (IZUMI, Y. et al., 2000).

Menos estudada ¢ a transmissao intracelular do sinal da Angll pela via JAK/STAT.

Via JAK-STAT na hipertrofia ventricular

As JAKs foram primariamente identificadas como proteinas com atividade
tirosina-quinase associadas com a transducdo do sinal oriundo de receptores de citocinas.
Constituem-se numa familia com quatro membros: JAK1, JAK2, JAK3 e Tyk2, com peso
molecular entre 120 e 130 kDa (IHLE, 1995). STATs sdo fatores de transcricao
citoplasmaticos que se tornam ativados por fosforilagdo em residuos de tirosina. Seu nome
origina-se de sua fun¢do dual na transducdo de sinal citoplasmatico e na ativacdo de
transcrigdo génica. Sete isoformas de STAT ja foram identificadas: STATI, 2, 3,4, 5a, 5Sb e
6 (SCHINDLER e DARNELL, 1995).

Receptores AT1 apresentam caracteristicas estruturais da superfamilia dos
receptores transmembrana de sete alcas acoplados a proteinas G, diferente, portanto,
dos receptores de citocinas ou de fatores de crescimento. Apesar disto, o receptor AT1 pode

ativar a via de sinalizagao JAK-STAT. (ALI et al, 2000).

Em resposta a ligacdo da Angll ao receptor AT1, JAK2 sofre autofosforilagao
em seus residuos de tirosina e estabelece ligagdo de alta afinidade com o receptor ATI,
interagdo dependente da presenca da seqiiéncia consensual YIPP do receptor ATI1
(ALI et al,1997). A JAK2 de ratos possui 49 residuos de tirosina (HARPUR, 1992),
sendo 15 deles autofosforilaveis in vivo (FENG et al., 1997). Além disso, a JAK?2 apresenta
a seqiéncia YDKPH, capaz de se ligar ao dominio SH2 da STATI
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(STAH, 1995; SMIT et al.,1996). ALI et al (2000) demonstraram que a associagdo de
STAT 1 ao receptor AT1 ¢ criticamente dependente da JAK2. Uma vez autofosforilada, a
fosfotirosina da JAK2 liga-se ao dominio SH2 da STAT]I, recrutando assim esta ultima
para o complexo receptor-JAK2. Fosforiladas em seus residuos de tirosina pela JAK2,
as STATS constituem dimeros que sofrem translocacdo para o nucleo, onde se ligam ao

DNA, induzindo transcri¢do génica.

Embora polémica, varias linhas de evidéncia tém relacionado a ativagdo da via
JAK / STAT com a expressao de c-fos. A regido promotora de c-fos, localizada distalmente
ao SRE, denominada SIE (c-sis-inducible element), ¢ uma regido alvo para proteinas STAT
(ZHONG et al., 1994). Em células HepG2, o estimulo com citocinas levou a ligacao das
STATI1 e STATS3 ao sitio de ligagao SIE do DNA (YANG et al., 2003).

Complexos ISGF sao heterodimeros de STAT 1 e STAT 2 que ativam
elementos GAS/ISRE (BLUYSSEN et al, 1996), e complexos SIF sdo homodimeros ou
heterodimeros de STAT1 e STAT 3 que ativam elementos SIE no promotor génico para

induzir expressao (BHAT et al, 1995).

PAN et al.(1997) demonstraram que em coragdo de ratos Wistar a sobrecarga
de pressdo obtida pela constriccdo da aorta abdominal ativava precocemente (5 minutos) as
JAK 1 e 2 e a Tyk2, e que também rapidamente ocorria fosforilagdo das STATS 1 ¢ 2 em
tirosina (pico em 5 a 15 minutos, e a STAT 3 mais tardiamente, em 60 minutos).
Complexos DNA- proteina com GAS/ISRE ocorrem apés 5 minutos da ligagdo aortica,
permanecendo elevados até 60 minutos, diminuindo apenas ap6s duas horas. O curso
temporal de ativacdo do complexo SIF foi claramente alargado, em comparacao com aquele
obtido para o complexo ISGF. Neste estudo, a incubac¢do do complexo DNA-proteina com
anticorpos anti- STATI inibiu a formacdo de complexos SIF e a incubagcdo com
anti-STAT3 também inibiu a ligagdo dos complexos SIF. Tais resultados demonstram que
os complexos SIF ativados por sobrecarga de pressao contém STAT 1 e 3; o curso temporal
de ativacdo de GAS/ISRE e SIE corresponde ao curso temporal de fosforilacdo das STAT
1, 2 e 3. Tanto o inibidor da ECA cilazapril quanto o bloqueador AT1 E4177 suprimem a
fosforilacdo em tirosina da Tyk2, e inibem parcialmente a fosforilagdo em tirosina da
JAK2, mas nao da JAKI1. A coimunoprecipitacdo do receptor AT1 com JAK2 e Tyk2

aumenta de forma marcante 15 minutos ap6s a bandagem aortica.
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Utilizando estimulo com fator de crescimento epidérmico em varias culturas de
células mutantes, defectivas para JAK1, JAK2 e Tyk2, LEAMAN et al (1996) puderam
demonstrar que a fosforilacdo de STAT1 e STAT3 ocorre independente das JAKs, e que a
mesma conduz a aumento da expressao de c-fos. Os mesmos autores, em experimentos de
transfeccdo de céluas Hela utilizando promotores de c-fos defectivos no elemento SIE,
sitio de regulacdo das STATSs, demonstram que o mesmo desempenha um papel minoritario

na ativagao deste gene, no modelo estudado.

Inimeras relagdes do tipo cross-talk tem sido descritas entre os sistemas
JAK/STAT e as MAPKs (BHAT et al, 1995; WINSTON e HUNTER, 1995:
BERNSTEIN e MARRERO, 1996; MARRERO et al., 1997, KODAMA et al., 2000;
YANG et al., 2003). Ja se havia descrito que citocinas relacionadas a interleucina-6, tal
como a LIF (Leukemia Inhibitory Factor) utilizam a proteina gp130 como transdutora de
sinalizacdo, e que a mesma ativa, simultaneamente, as vias JAK/STAT e Ras/ MAPKs em
cardiomiocitos de rato (KUNISADA er al., 1997). Muito recentemente, utilizando
camundongos com restricdo da expressdo do fator nuclear Kappa-b (NF-Kappa-B),
FREUND et al. (2005) demostraram redugdo na hipertrofia miocardica induzida pela
infusdo de AngllI nestes animais, evidenciando assim um papel importante do NF-Kappa-B
na sinalizagdo da Angll em miocardio. Em cultura de cardiomidcitos, demonstraram que a
atividade de ligagdo ao DNA de NF-Kappa-B era ativada tanto por estimulo da Angll como
por citocinas relacionadas a interleucina-6. A ultima, sabidamente ¢ liberada pelos
fibroblastos cardiacos em resposta a Angll, e desta forma podem participar de um efeito
local paracrino na indugdo de hipertrofia ventricular. Por fim, resultados de experimentos in
vitro e in vivo realizados pelos mesmos autores sugerem um papel para NF-Kappa-B na

regulacdo do receptor gp130.

Analisando a sinalizacdo de citocinas pela via JAK/STAT, estudou-se o
mecanismo de desligamento do sinal (switch off). A regulacdo negativa desta via envolve a
transcricdo, induzida pelos dimeros de STAT ativados, de proteinas da classe SOCS. Uma
vez sintetizadas, as SOCS podem ligar-se diretamente a JAK e inibir sua atividade catalitica

(CALEGARI et al., 2003; STARR e HILTON, 1999).
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Vias de ativacao das MAPKSs

As MAPK sdo normalmente ativadas a partir de proteinas Ras, pertencentes a
superfamilia das GTPases monoméricas (também conhecidas por pequenas proteinas de
ligacdo a GTP). Sao proteinas de ligagdo ao nucleotideo guanosina que funcionam de forma
analoga as subunidades a de proteinas G, alternando entre as formas inativa ligada a GDP e
ativa ligada a GTP. As proteinas Ras possuem um grupamento lipidico ligado
covalentemente, que auxilia no ancoramento da proteina a face citoplasmatica da

membrana celular, onde ela atua (LOWY & WILLUMSEN, 1993).

Uma caracteristica pouco comum das MAPK ¢ a necessidade de fosforilagao de
uma treonina e de uma tirosina, separadas por um unico aminoacido, para que sua ativacao
seja completa. A proteina que catalisa essas fosforilagdes ¢ denominada
MAP-quinase-quinase, sendo conhecida como MEK. A prépria MAP-quinase-quinase,
por sua vez, ¢ ativada por fosforilagdo catalizada pela primeira quinase do modulo de trés
componentes, MAP-quinase-quinase-quinase, que na via de sinalizagdo envolvendo Ras em
mamiferos ¢ denominada Raf. A Raf quinase ¢ ativada pela Ras ativa
(WIDMANN et al, 1999). Em cultura de cardiomiocitos de ratos neonatos,
SUMIYO et al(1997) demonstraram que a Angll ativa a JNK
(isoformas 46 kDa e 55 kDa) O curso temporal mostrou inicio em 5 minutos, pico entre 20
e 30 minutos, retorno a condi¢do basal em 120 minutos, num padrao dose-dependente, com
méxima ativagio observada a 10°® mol/L de Angll. Tal ativagdo foi completamente inibida
pelo bloqueio dos receptores AT1 e mostrou-se criticamente dependente de célcio e
proteina quinase C (PKC). Os autores demonstraram, ainda, que, ao contrario de muitos
ligantes que estimulam JNK ou ERK, a Angll estimula simultaneamente as vias JNK e
ERK,;, em cardiomiocitos de ratos. YAMAZAKI et al. (1995) observaram que o estresse
mecanico e a Angll ativam cascatas de proteinas quinases, incluindo MEKK em
cardiomidcitos. Foi também demonstrado (SANCHEZ et al., 1994) que a MEKK ativa a
JNK (também conhecida como Stress Activated Protein Kinase — SAPK) via SAPK/ERK
quinase-1. Varias evidéncias sugerem que Ras desempenha um papel critico na proliferagao
e diferenciacdo celular, por ativacdo da cascata Raf-1/ ERK, em vdrias células, inclusive

cardiomiocitos (TAKAYA et al., 1992 ; THORBURN et al., 1993). Duas pequenas
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proteinas de ligacdo a GTP da familia Rho, denominadas Racl e Cdc42, foram descritas
como regulatdrias da atividade da JNK (COSO et al., 1995; MINDEN et al., 1995). Assim,
Angll parece ativar as cascatas Raf-1/ERKs e MEKK/JINKSs através de diferentes pequenas
proteinas de ligacao a GTP. (Fig. 1).

GTPase Ras Rac-1
monomérica Cded2.
A\ 4 ) A
MAPKKK Raf-1 MEKK ASK-1
v / v l
MAPKK MEK 1/2 JNK MKK3/6
(MKK4/7
A\ 4 l
MAPK ERK1/2 JN%I/Z p-38
Figura 1 - ativagdo diferencial de ERK e JNK a partir de Ras

(KARIN, 1995 ; ROBINSON, 1997).

TAKAHAHSI et al.(1997), utilizando cultura de células musculares lisas
vasculares, observaram ativacdo das MAPKs mesmo quando havia bloqueio farmacolégico
da ativagdo da Ras, e mesmo em células mutantes negativas dominantes para Ha-Ras,
evidenciando, desta forma, que a ativacdo das MAPKs por Angll pode ser efetivada por

outras vias, Ras independentes.

As atividades da ERK e JNK cardiacas foram comparadas em ratos SHRSP
(stroke-prone spontaneously hypertensive rats). Da fase pré-hipertensiva até a fase de
hipertrofia miocardica estabelecida houve aumento significativo da atividade da JNK,
comparada com ratos normotensos Wistar-Kyoto (WKY), enquanto a atividade da ERK
apresentou aumento discreto (IZUMI et al., 1998). No mesmo trabalho, a administragdo de

inibidor da ECA levou a diminuicdo da atividade da JNK, mas ndao da ERK.
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Posteriormente, as trés MAPKs foram comparadas em ratos SHRSP, em relagdo a ratos
WKY pareados (IZUMI et al., 2000). Novamente, demonstrou-se ativacdo relevante da
JNK no miocardio destes animais, tanto na fase aguda (6 semanas) como cronica
(20 semanas) de desenvolvimento da hipertrofia miocardica, efeito anulado pela
administracao de losartan (bloqueador AT1), mas ndo por hidralazina. O mesmo nao se
verificou com ERK (apenas discreto aumento de atividade, ndo bloqueado por losartan,
e exacerbado pela hidralazina, por provavel ativacdo adrenérgica reflexa). Com relacdo a
p38, avaliagdes por Northern blot e Western blot ndo evidenciaram alteragdo significativa
em seus niveis de RNAm, forma ativa (fosforilada) ou inativa em ventriculo esquerdo,
quer na fase aguda ou cronica de inducao de hipertrofia. Assim, tomadas em conjunto com
observacdes in vivo de que a transferéncia de um gene mutante inibidor dominante de
SEK-1 (ativador imediato da JNK) inibiu a hipertrofia induzida por sobrecarga de pressdo
em ratos (CHOUKROUN et al., 1999), as evidéncias apontam para um papel proeminente
da JNK no desenvolvimento da hipertrofia miocardica, ao contrario das outras MAPK.
Outro trabalho investigou as diferengas de ativagdo entre JNK e ERK em ratos
Sprague-Dawley submetidos a infusdo aguda e cronica de Angll (YANO et al., 1998).
Nao se observou ativacdo de JNK, nem de ERK com dose subpressora de Angll
(1 ng/Kg/min), ou levemente pressora (10 ng/Kg/min). Ja a dose de 100 ng/Kg/min
(levando a aproximadamente 40 mmHg de aumento pressorico) aumentou a p46JNK e a
pSSINK em 5,2 e 4,5 vezes, respectivamente, no miocardio do ventriculo esquerdo,
enquanto ndo houve aumento na p42ERK ou p44ERK. Ambas, JNK ¢ ERK foram
aumentadas com infusdo de Angll na dose de 1000 ng/Kg/min, efeito completamente
bloqueado pelo pré-tratamento com um bloqueador AT1. Ja na infusdo cronica de Angll, a
hipertrofia miocardica foi precedida por ativagdo significativa da JNK, sem ativacdo da
ERK. Entretanto, apesar de ndo ativada, ou pouco ativada pela Angll, a ERK apresenta
elevada ativacdo basal in vivo. O mesmo estudo evidenciou, ainda, ativacdo da JNK
(mas ndo da ERK), induzida pela Angll em miocardio do ventriculo direito. Assim,
sugere-se que no processo de hipertrofia miocardica, a ativagdo da JNK seja induzida
preferencialmente pela Angll, enquanto a ativagdo da ERK deva depender da sobrecarga

hemodinamica e ativacao adrenérgica.
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Com relagdao a p38 MAPK, esta tem como ativadores imediatos as MKK3 e
MKK6 (ROBINSON, 1997), além da propria JNKK1, mas ndo a INKK2 (WU et al, 1997).
Foi demonstrado que a sua ativagdo em cardiomidcitos de ratos transfectados com MKK6
aumenta o tamanho celular, a produ¢do de a-actina esquelética e do peptideo natriurético
atrial, dando suporte a um papel importante da mesma na hipertrofia celular miocardica
(ZECHNER et al, 1997). Utilizando SB-239063AN, um inibidor da p38MAPK,
foi possivel reduzir a hipertrofia miocardica induzida pela administracdo cronica de

L-NAME em ratos espontaneamente hipertensos (OLZINSKI et al., 2005).

A p38 MAPK parece estar envolvida na hipertrofia ventricular induzida por
stress mecanico (WANG et al., 1998a), sendo sua ativagdo por Angll mais polémica.
Entretanto, recentemente foi  descrita uma nova MAPKKK, a ASKl
(Apoptosis signal-regulating kinase 1), capaz de ativar JNK e p38, levando a hipertrofia
miocardica. A ASK1 foi diretamente ativada por Angll através do receptor ATI,
sinalizacdo esta dependente de radicais superoxido (IZUMIYA et al, 2003).
Também recentemente, TANAKA et al. (2005), utilizando uma molécula denominada
ATRAP (Angll type 1 receptor-associated protein), que leva a diminuicdo dos receptores
AT1 na superficie celular, conseguiram, através do aumento de sua expressdo em
cardiomidcitos, bloquear a fosforilagdo de p-38, bem como a transcri¢do de c-fos induzida

por Angll, evidenciando assim a ativacao de p38 pela Angll, mediada por AT]I.

Utilizando ratos SHHF (Spontaneously hypertensive heart failure), um modelo
animal de hipertensdo que mimetiza as respostas humanas de remodelamento ventricular
frente a hipertensdo arterial (hipertrofia seguida de disfuncdo sistélica), KACIMI e
GERDES (2003) investigaram alteragdes nas cascatas de sinalizacdo envolvendo as
MAPKSs. Neste modelo genético, demonstrou-se aumento da expressao de receptores AT1
na fase de indugdo de hipertrofia ventricular, com retorno a condicdo basal na fase de
dilatagdo ventricular. Em paralelo, houve aumento de atividade em duas pequenas proteinas

de ligacao a GTP, Rac-1 e Rho, bem como das MAPKs: ERK1/2, ERKS5, JNKs e p38.
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Fator de transcricao AP-1

Fatores de transcricdo AP-1 sdo compostos por proteinas da familia Fos
(c-Fos, FosB, Fral e Fra2) e familia Jun (c-Jun, JunD e JunB). Elementos Jun podem
formar homodimeros ou heterodimeros com qualquer membro da familia Fos, bem como
com diferentes membros da familia ATF de fatores de transcricdo, enquanto membros da
familia c-Fos requerem interagdo com elementos da familia Jun para exercer atividade
transcripcional. Os complexos resultantes podem ligar em seqiiéncias de DNA especificas,
conhecidas como tetradecanoyl phorbol acetate (TPA)-responsive elements (TRE) ou sitios
AP-1 (MARINISSEN et al., 1999). AP1 regula a expressdo de varios genes, por intermédio
da ligacdo as seqiiéncias consensuais de APl presentes em suas regides promotoras
(KARIN, 1995). Genes codificantes de proteinas fetais, marcadoras de hipertrofia
miocardica, tais como oa-actina esquelética e peptideo natriurético atrial, possuem uma
seqiiéncia AP1 responsiva em sua regido promotora (YANO et al., 1998), bem como a
B-miosina de cadeia pesada e peptideo natriurético cerebral (PIKKARAINEN et al., 2003).
De particular interesse ¢ a alga de regulagdo positiva representada pela presenca de sitios de
elevada afinidade para AP-1 nas regides promotoras de c-jun (ANGEL et al., 1988) e c-fos
(SHENG et al., 1988). Assim, c-Jun e c-Fos, através de associagdo heterodimérica no
complexo AP-1, reforgam suas proprias transcrigdes, resultando em resposta transcripcional

prolongada.

Ativacao distal (downstream) as MAPKs

As ERKs foram descritas como capazes de fosforilar o fator de transcrigao
Elk-1 (GILLE et al., 1992) que, assim ativado, liga-se ao elemento sérico de resposta (SRE)
em um complexo com o fator sérico de resposta (SRF) dimerizado. O SRE ¢ uma seqiiéncia
regulatdria que controla a expressdo de IE genes, e a ativagdo da mesma pelo complexo
Elk-1/SRF  foi  descrita ~ como  controlando a  expressio de  c-fos
(GILLE et al., 1992; MARAIS et al., 1993; BUCHWALTER et al, 2004). A ativagdo da
ERK conduz a elevada atividade AP-1 via indu¢dao de c-fos. Disto resulta aumento da

sintese de c-Fos, que apds translocagdo para o nucleo dimeriza-se com o c-Jun
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pré-existente, formando complexos AP-1, que sdo mais estaveis que aqueles formados por
homodimeros c-Jun. (KARIN, 1995). Este aumento de estabilidade resulta em maior

ligagdo de AP-1 ao DNA, requerente de dimerizagao estavel.

A JNK regula a ativacdo de AP-1 em dois niveis distintos: aumentando a
expressao de c-jun e c-fos e ativando c-Jun por fosforilagdo de sitios especificos.
Foi descrito que ndo s6 a ERK, mas também as JNK1 e JNK2 sdo capazes de fosforilar e
ativar o fator complexo ternario/Elk-1, sugerindo seu possivel envolvimento na inducao de
c-fos em determinadas circunstancias ( DENG e KARIN, 1994; CAVIGELLI et al, 1995).
Os indutores de c-jun atuam por liga¢do ao sitio c-jun TRE, que difere da seqiiéncia TRE
consensual pela inser¢do de um par de bases, e por esta sutil modificagdo passa a ser mais
eficientemente reconhecido por heterodimeros c-Jun/ATF2 do que por complexos AP-1.
(KARIN, 1995). ATF2 ¢ uma proteina constitutivamente expressa, bem como c-Jun, em
menor propor¢do. Apods ativagdo das JNKs, tanto c-Jun como ATF2 sdo rapidamente

fosforilados, e desta forma ativam a transcrigao de c-jun.(KARIN, 1995).

As atividades de c-Jun, c-Fos e ATF2, tanto pré-existentes como sintetizados
apods indugdo, sofrem controle pds-tradu¢do mediante fosforilacdo. No caso de c-Jun, a
fosforilacdo de um conjunto de sitios localizados proximos a sua regido basica inibe a
ligacgdo ao DNA de homodimeros c-Jun, mas ndo de heterodimeros c-Jun/c-Fos
(BOYLE et al, 1991). Ja& a fosforilagio da c-Jun em Ser-73 e Ser-63, localizadas na
extremidade N-terminal, dominio de transativagdo, potencializa sua atividade
transcripcional tanto na forma homodimérica como heterodimérica com c-Fos, e esses
dominios sdo especificamente fosforilados pelas JNKs. As ERKs 1 e 2, ao contrario,
apenas podem fosforilar o sitio inibitdrio, localizado préximo ao dominio de ligacdo ao
DNA, na extremidade C-terminal (KARIN, 1995). Utilizando o modelo de bandagem
aortica em ratos, NADRUZ et al,( 2004), demonstraram que a mesma era seguida de rapida
e transitoria (pico em 10 minutos) fosforilagdo da JNK1 e JNK2, com simultinea
transloca¢do apenas da JNKI1 fosforilada do citosol para o nlcleo dos cardiomidcitos.
Ocorreu aumento marcante da expressdo de c-Jun no citosol em 10 minutos, € no nucleo
entre 10 e 30 minutos ap6s a constric¢ao aortica. Também em 10 minutos ocorreu aumento

de c-Jun fosforilado em Ser-63 na fracdo nuclear, mas n3ao na fragdo citosodlica.
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Simultaneamente ao aumento de c-Jun fosforilado no nucleo, pode-se verificar aumento da
ligagdo ao sitio de consenso AP1 do DNA, efeito bloqueado com o uso de anticorpo
anti c-Jun em ensaio de supershift, sugerindo que c-Jun ¢ o principal componente dos
complexos AP1. Ainda no mesmo trabalho, o bloqueio farmacolégico da JNK aboliu o

aumento da expressao e fosforilagdo de c-Jun.

Da mesma forma que c-Jun, ATF2 também sofre fosforilagdo em seu dominio
de ativacdo N-terminal pelas JNKs, conduzindo a formagdo de heterodimeros c-Jun/ATF2
(KARIN, 1995). As p38 MAPKs também conduzem a fosforilagio de ATF2
(SUGDEN e CLERK, 1998; RUWHOF e LAARSE, 2000).

A adequada fosforilagao de c-Jun pelas JNKs depende do sitio de ancoragem,
localizado entre os residuos 30 e 60 da c-Jun, e, em humanos, a JNK2 demonstrou maior
afinidade pelo mesmo que a JINK 1 (KALLUNKI ez al, 1994). Apo6s a ligagdao das JNKs ao
sitio de ancoragem da c-Jun, as JNKs se dissociam do mesmo e se ligam ao dominio
catalitico, resultando na fosforilagdo de c-Jun, com posterior dissociagao das JNKs,
que ficam aptas a fosforilar novas moléculas de c-Jun (KARIN, 1995). Um resumo da

regulacdo da transcri¢do de c-jun e c-fos pode ser visualizado nas figuras 2a e 2b.
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Fig 2b c-jun

Figuras 2a e 2b - Regulagdo da transcricdo de c-fos e c-jun em resposta a estimulos

extracelulares. Modificado a partir de KARIN (1995).

Enquanto a ativag@o por fosforilagdo de c-Jun € bastante conhecida, a ativagao
de c-Fos aparenta ser mais complexa e pouco compreendida. A seqiiéncia passivel de
fosforilagao, proxima da extremidade N-terminal da c-Jun, ¢ conservada no dominio de
ativacdo C-terminal da c-Fos, sugerindo que a fosforilagdo em Thr-232, o homologo de
Ser-73 da c-Jun, potencializa a atividade transcripcional de c-Fos (KARIN, 1995).
Entretanto, o sitio Thr-232 da c-Fos nao ¢ fosforilado nem pela JNK1 nem pela JNK2, mas
por outra MAPK pouco estudada, denominada FRK (Fos-regulating kinase)
(DENG e KARIN, 1994). Foi demonstrado, em cultura neuronal de ratos, que a AnglI ativa
a FRK via PKC e, desta forma, ativa c-Fos por fosforilagdo (HUANG et al, 1998).

Em cultura celular de fibroblastos de camundongo estimulados por fator de crescimento
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derivado das plaquetas, foi demonstrado que a ERK?2 ativa a capacidade transcripcional de
c-Fos por fosforilagdo de varios residuos de aminodcidos na extremidade C-terminal
(dominio de transativagdao) (MONIJE et al., 2003). Dentro deste dominio da c-Fos, Thr-232,
-331, e -325 e Ser- 374 sdo alvos provaveis da atividade de ERK. Entretanto, quando cada
um destes sitios foi submetido a mutagao individualmente, ndo se observou alteracdo na
capacidade de ativacdo de c-Fos pela ERK2, porém c-Fos mutante, no qual todos estes
sitios foram trocados por alaninas, ndo se apresentava mais como substrato para a
ERK2 in vitro, e tal mutacao aboliu a resposta do c-Fos ao fator de crescimento derivado
das plaquetas (MONIJE et al., 2003) . Quando a Thr-232 ¢ preservada como Unico sitio
fosforilavel em c-Fos mutante, o mesmo ndo ¢ ativado eficientemente por ERK2,
mas quando Thr-325, Thr-331, e Ser-374 sao reintroduzidos no c-Fos mutante, cada uma
delas torna-se substrato para ERK2. A Thr-232, bem como Thr-325, e -331 e Ser-374,
sdo individualmente suficientes para promover transcricdo génica quando estimuladas por
fator de crescimento derivado das plaquetas ou ERK2, embora em menor intensidade que

c-Fos nativa (MONIJE et al., 2003).

Recentemente, demonstrou-se que também a p38 MAPK, particularmente as
isoformas o e B, pode fosforilar c-Fos, aumentando assim a atividade de AP-I1

(TANOS et al., 2005).

Existem quatro isoformas descritas para a p38: =, F, y, ¢ 5. Em células de cancer
de mama humano foi determinado que a isoforma p383 MAPK ¢ capaz de promover a
atividade transcripcional de AP1 através do aumento tanto da expressdo como da
fosforilagao de c-Jun, enquanto as isoformas p38y e p385 exercem regulagdo negativa sobre
a expressdo de c-Jun (PRAMANIK et al., 2003). A ativacdo da p38 MAPK também leva
a fosforilagdo de seu substrato distal, a Hsp27 (McMULLEN et al., 2005), e o alelo
dominante da Hsp27 de ratos espontaneamente hipertensos foi relacionado a um aumento

de 6% na massa ventricular esquerda, independente da pressdo arterial

(HAMET et al., 1996).

No modelo de remodelagdo ventricular induzida por infarto do miocardio
conduzido em camundongos, foi possivel reduzir a hipertrofia miocardica pela

administracdo de um inibidor da p38 MAPK (SC-409), na mesma propor¢cdo que aquela
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obtida pelo uso do inibidor da ECA enalapril. A co-administracdo dos dois agentes nao se
mostrou mais eficiente do que cada um deles isoladamente, sugerindo a participagdo da
ativacdo da p38, mediada por estimulo da Angll, na hipertrofia miocardica neste modelo

animal (LIU et al., 2005).

GATA4 ¢ um fator de transcricao nuclear do tipo dedo de zinco, da familia
GATA, criticamente envolvido no controle da expressdo génica cardiaca durante o
desenvolvimento embriogénico e também na hipertrofia ventricular
(TENHUNEN et al., 2004). A expressio aumentada de GATA4 em camundongos
transgénicos, isoladamente, foi suficiente para promover hipertrofia miocardica
(LIANG et al., 2001). Em tecido cardiaco de ratos submetidos a estresse mecanico, foi
demonstrado que havia ativacdo de GATA4 via ERK1/2 e p38MAPK, mas nao pela JNK
(TENHUNEN et al, 2004). Independente de seu papel na constituicdo de AP1, c-Fos foi
descrito como co-fator em proteinas GATA, potencializando sua habilidade em transativar

promotores alvo via sitios de ligagdo a GATA (McBRIDE, 2003).

Controle da fosforilacio das MAPKs

A atividade das MAPKs ¢ intensamente regulada. Um dos principais
mecanismos envolvidos em sua regulacdo ¢ a desfosforilagdo das mesmas pelas MAPK
fosfatases (MKPs). As MAPKs podem ser inativadas por sua desfosforilacdo quer na
posi¢do treonina ou na posicao tirosina. Assim, elas podem ser inativadas por proteinas
tirosina-fosfatases ou serina/treonina fosfatases, embora o papel bioldgico destas na
inativacdo das MAPKSs seja desconhecido (PEARSON et al., 2001). Por outro lado,
uma extensa familia de proteinas fosfatases duais tem sido descrita, capaz de desfosforilar
as MAPKs em ambas as posicdes (tirosina e treonina), levando a sua completa inativagao,
e dentre elas destacam-se as denominadas MAPK fosfatases (MKP), de reconhecida
importancia bioldgica ( CAMPS et al., 2000). O estimulo celular a partir de fatores de
crescimento, citocinas ou oncogenes, bem como pelas proprias MAPKs fosforiladas, leva a
expressdo aumentada das MKPs (CAMPS et al., 2000). A ligacdo das mesmas a sitios

especificos das MAPKs fosforiladas, através da por¢do amino-terminal das MKPs,
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determina a ativagdo do dominio catalitico das mesmas, com subseqiiente desfosforilagao
dual das MAPKs. As MAPKs inativadas se dissociam, deixando as MKPs livres para
inativagdo de outras MAPKs (CAMPS et al., 2000). As MKP-1 e MKP-3 s3o expressas em
tecido cardiaco e inativam ERK1/2, JNKs e p38 MAPK (CAMPS et al., 2000).

Utilizando células endoteliais transfectadas para expressdo aumentada de
MEK6, McMULLEN et al. (2005) obtiveram fosforilagio aumentada da p38 MAPK e,
conseqiientemente, da Hsp27. Nesta condi¢do, ocorreu inibigdo da fosforilagdo da ERK
quando estimulada por fator de crescimento endotelial vascular ou integrinas.
A fosforilagdo aumentada da p38 MAPK também resultou em aumento da expressdo da
MAPK fosfatase-1 (MKP-1). Entretanto, por efeito de inibi¢do competitiva por excesso de
substrato (p38 MAPK), a atividade da ERK1/2 permaneceu inalterada. Este estudo
evidencia as complexas relacoes de cross-talk existentes entre as MAPKs.
Utilizando cultura de células mutantes, knockout para JAK2, SANDBERG et al. (2004)
demonstraram que a JAK2, ao contrario do que estudos prévios evidenciavam, ndo s6 nao
participa da fosforilagdo da ERK2, pelo estimulo de Angll, como ativa a expressdo da
MKP-1, que inativa a ERK2 em 30 minutos. Estes resultados exemplificam algumas
interacdes regulatorias do tipo cross-talk existentes entre as MAPKs e a via JAK/STAT,
neste caso através da MKP-1. Estudando a proliferacao de fibroblastos cardiacos induzida
pela Angll, STAWOWY et al. (2003) demonstraram que o pré-tratamento destas células
com lipopolissacarides inativa este efeito. Esta inibi¢do era mediada pela indugdo de
MKP-1, e tal efeito foi abolido pelo bloqueio da proteina quinase C (PKC), mas nao pelo
bloqueio de ERK1/2. Também foi demonstrado que a proteina fosfatase 2B (Calcineurina),
regulada pela concentracdo de célcio intracelular, desfosforila a Elk-1 na fosfoserina 383,
sitio no qual a fosforilagdo pelas MAPKs exerce contribuicdo critica para a atividade

transcripcional de Elk1 (TIAN e KARIN, 1999)

Papel do Oxido Nitrico como modulador da sinalizacio celular

O oxido nitrico ¢ um radical livre gasoso, com meia vida de depuracao bastante
curta (3 a 5 segundos), sofrendo rapida metabolizacao para nitrito e nitrato, em presenca de

oxigénio (FERRARI er al., 1998). NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina por trés
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isoformas da enzima NO sintase (NOS), expressadas como constitutivas (c(NOS) neuronal
(tipol) ou endotelial (tipo III), ou indutivel (iNOS), tipo II. A iNOS ¢ encontrada
principalmente no miocardio, hepatdcitos, neutrofilos e ocasionalmente nas células
endoteliais, e ¢ induzida por citocinas ¢ endotoxinas (NATHAN e XIE, 1994). As NOSs
oxidam o nitrogénio da guanidina terminal da L-arginina para formar NO e L-citrulina

(MICHEL e FERON, 1997).

O NO atravessa rapidamente as membranas celulares e exerce varias acoes
dependentes da dose nas células alvo. A sintese de NO pelas células endoteliais ¢
estimulada pelo shear stress (forgas de cisalhamento, diretamente dependentes do débito
cardiaco e pressao arterial). Embora esteja implicado em agdes pleiotropicas, o NO age,
em parte, por ativacdo da fracdo soluvel da guanilato ciclase, aumentando assim a
conversao intracelular de GTP em GMP ciclico, que seria seu segundo mensageiro.
O aumento de GMP ciclico, por sua vez, diminui a concentracdo citosdlica de calcio,
levando, na musculatura lisa vascular, a vasodilatacdo e, no miocardio, a efeito inotrépico
negativo (FERRARI et al., 1998; OPIE, 2001). Nas células endoteliais, a principal
isoenzima expressa ¢ a cNOS tipo III (ou ecNOS), cuja atividade ¢ regulada pela
concentragdo intracelular de calcio e nucleotideos ciclicos; a ecNOS produz quantidade
relativamente modesta de NO e constitui um sistema altamente auto-regulado, intimamente
ligado ao controle local do tonus vasomotor. Ocasionalmente, o endotélio também pode
expressar a iNOS, que produz NO em larga escala, de maneira nao regulada, ainda que por
tempo limitado (FERRARI et al., 1998). A observaciao de efeitos discrepantes do oxido
nitrico em alguns modelos experimentais tem sugerido que o mesmo possa agir de maneira
bidirecional e dose-dependente em algumas vias intracelulares de sinalizagdo; assim,
pequenas concentracdes de NO tem sido implicadas em efeito inotrépico positivo e em
supressao da apoptose, enquanto doses excessivas apresentam efeito inotrépico negativo e

estimulam a apoptose (OPIE, 2001).

A reatividade do NO para oxigénio, metais de transicdo coordenadores de
proteinas e tidis coloca o NO em posi¢do proeminente em diversos papéis fisioldgicos e
fisiopatologicos. Particularmente o processo de nitrosagdo de grupamentos tiol nos residuos

de cisteina de intimeras proteinas, processo denominado S-nitrosacdo, tem sido
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considerado, dado o numero crescente de evidéncias neste sentido, um mecanismo

pos—traducdo de controle da atividade protéica tdo relevante como a fosforilagdo

(LANE et al., 2001).

Mais de uma centena de proteinas de varias classes sao reconhecidas como
substrato para S-nitrosagdo, e em varios tecidos tém sido identificadas proteinas
S-nitrosadas em condi¢des basais, e aumento da S-nitrosagdo das mesmas acoplado a
ativacao de todas as isoformas de NOSs (estimuladas por calcio, fatores de crescimento,
citocinas, hormonios e multiplos ligantes) tem estabelecido a importancia deste tipo de

reacdo na modulacdo fisiologica de varias vias de sinalizagdo celular

(HARE e STAMLER, 2005).

A sintese de S-nitrosotidis em sistemas biologicos requer a presenga de um

receptador de elétron, geralmente o oxigénio, de acordo com as reagdes a seguir :
a. 2NO + O, =2 NO; ,seguido de
b. NO; +NO —N; O3 =" ON..NO;’
c. "ON..NO, + RSH —=RSNO+ HNO, (onde R ¢ o substrato a ser nitrosado)
(GASTON et al., 2003)

Dada a extrema labilidade e facil inativagdo por ferro heme e ndo heme,
oxigénio, radicais superdxido e outras espécies bioquimicas, ¢ provavel que algumas
espécies moleculares intermedidrias sirvam para estabilizar ou transferir NO do sitio de
produgdo para aquele onde exercerao sua atividade bioldgica
(por exemplo, das células endoteliais vasculares para as musculares lisas vasculares)
(SCHARFSTEIN et al., 1994). A formagdo constitutiva de nitrosotidis in vivo representa
uma maneira de modular a acdo do NO, aumentando sua duragdo, diminuindo sua
reatividade e aumentando sua especificidade. Assim, proteinas tais como albumina,
glutationa e hemoglobina sdao constitutivamente nitrosadas e podem participar de reagdes de
transnitrosagdo, em que o aduto NO ¢ transferido de uma molécula para outra, ou mesmo
servir como doadoras de NO em condicdes especificas em que o grupamento NO pode ser
clivado da molécula na sua forma radical, difundindo-se entdo no sitio de bioatividade

(GASTON et al., 2003).
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SCHARFSTEIN et al. (1994) investigou como os adutos NO do “reservatério
tampao” representado pela albumina plasmética poderiam migrar para o meio intracelular,
onde exerceriam sua a¢do. Administrando SNO-albumina a coelhos, observou-se que o
tempo decorrido para ocorrer o efeito fisiologico mediado pelo NO
(no caso a reducao pressorica) era bastante reduzido quando se procedia previamente a
administracao endovenosa de L-cisteina ou N-acetil-L-cisteina, assim como a duragao deste
efeito. Também foi possivel demonstrar a ocorréncia in vivo de doagdo do aduto NO da
albumina para a L-cisteina (transnitrosacdo), estabelecendo-se, deste modo, o papel dos
tidis de baixo peso molecular (SNO-L-cisteina e SNO-N-acetil-L-cisteina - SNAC)

no transporte dos adutos NO para o ambiente intracelular.

A estabilidade das proteinas SNO pode ser comprometida no citosol pois as
mesmas, em contato com glutationa tendem a ser rapidamente denitrosadas por esta,
em reagdo de transnitrosa¢do, € a S-nitrosoglutationa resultante, por sua vez, pode ser
enzimaticamente denitrosada. Assim, para proteger os SNO de degradagdo redutiva ou
transnitrosativa, eles podem ser estocados em membranas, em dobraduras protéicas
lipofilicas, vesiculas e espacos intersticiais (GASTON et al., 2003). A ativagdo da caspase
durante o processo de apoptose fornece um exemplo de como este tipo de seqiiestro pode
ser utilizado em processos de sinalizacdo celular. Estas enzimas sdo, normalmente,
seqiiestradas no espago intermembrana das mitocondrias em estado S-nitrosado (inativo).
Diante de estimulos apoptoticos, estas enzimas sdo liberadas no citosol, onde sofrem répida

denitrosacdo, tornando-se desta forma ativadas ( MANNICK et al., 1999).

Varias enzimas foram descritas como responsaveis pelo catabolismo dos
nitrosotidis.  Assim, a  D-glutathione-dependent formaldehyde  dehydrogenase
[GDFDH, também referida como dalcool desidrogenase III (ADH III)] ¢ uma enzima
universalmente expressa capaz de denitrosar o GSNO; a Cu/Zn superdxido dismutase pode
catalizar a decomposi¢do de nitrosotidis de baixo peso molecular, bem como a
gama-glutamil transferase, dentre outras. Estas enzimas podem regular as concentragdes de
nitrosotidis em diversos compartimentos bioldgicos, modular as a¢gdes do NO e proteger as

células do estresse nitrosativo (GASTON et al., 2003).
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As vias de sinalizagdo envolvendo Angll e NO sofrem regulagdo mutua por
varios mecanismos. De modo geral, NO pode ser considerado fisiologicamente como um
contra-regulador das acdes da Angll, e desbalancos entre os dois sistemas tém sido
implicados na disfun¢do endotelial envolvida na fisiopatologia de varias doencas, como
insuficiéncia cardiaca, hipertensao arterial, disfuncao endotelial, aterosclerose e hipertrofia

miocardica (YAN et al., 2003).

Através da infusdo por seis dias de Angll em ratos Wistar, pdde-se verificar que
a mesma induzia a expressdo de NOS1 e NOS3 no miocérdio, mesmo em dose subpressora,
sugerindo acdo direta da mesma neste fendmeno, como parte de um mecanismo regulatorio
por retroalimentacdo negativa (TAMBASCIA et al., 2001). GOHLKE ef al (1998)
demonstraram estimula¢do da sintese de NO em aorta de ratos pela Angll, efeito mediado
por receptores AT2 e bradicinina. J4 SAITO et al. (1996) haviam demonstrado em células
endoteliais que a Angll estimula a produgdo de NO via receptores ATI1, por ativagdo da
eNOS, dependente de Ca*'/calmodulina. Entretanto, foi demonstrado em aorta de rato,
in vivo, que a Angll aumenta tanto mRNA como a expressdo protéica da eNOS,
mas diminui a produ¢do de NO (MOLLNAU et al., 2002). Os autores demonstraram que a
Angll desacopla a eNOS, que passa a produzir anions superoxido, mais do que NO.

Como sera discutido mais adiante, anions superdxido inativam o NO.

Por fim, ICHIKI ef al. (1998) demonstraram, em células musculares lisas
vasculares, que o uso de SNAP suprime a expressao de mRNA para receptores AT1 em
90%, e o numero destes receptores em 60%, apos 24 horas. Além deste tipo de interacao,
o oxido nitrico pode modular as vias de sinalizacao celular alterando a fungao e expressao

de proteinas por varios mecanismos distintos, descritos a seguir:

1 - S-nitrosagao:

S- nitrosacao consiste na formagao de adutos de NO nos grupamentos sulfidrila
(SH) livres nos residuos de cisteina das proteinas ou peptideos. As reagdes de S-nitrosagao

determinam modificacdes fisioldgicas ou fisiopatologicas bastante especificas na fungdo de

Introdugdo

57



proteinas, a semelhanca dos processos de fosforilacdo. A atividade da proteina pode ser
aumentada (exemplo da p21Ras) ou diminuida (como citado para as caspases) por
S-nitrosacdo. (GASTON et al., 2003). Tais reagdes podem ocorrer por exposicao de
motivos redox-ativos ao NO oriundo das NOSs locais ou resultar de transnitrosagao a partir
de moléculas SNO de baixo peso molecular, ou doadoras de NO (GASTON et al., 2003).
O processo de S-nitrosacdo costuma ser bastante especifico. Como exemplo, das 50
cisteinas reduzidas presentes em cada subunidade do receptor ryanodine 1 (RyR1) do

3635y ¢ seletivamente S-nitrosada, e tal reagdo

musculo esquelético, apenas uma (Cys
representa uma modulacio NO-mediada e calmodulina-dependente que aumenta a
atividade deste canal i6nico. J4 a nitrosagdo excessiva do RyR1 em outras cisteinas pode

reduzir sua atividade (SUN et al., 2001).

O sitio passivel de S-nitrosagdo nas proteinas ¢ identificado classicamente
como um motivo consensual acido-base revelado na estrutura primaria, consistindo em
XYCZ, onde X pode ser Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn ou Gln; Y pode ser Lys, Arg, His, Asp
ou Glu; e Z pode ser Asp or Glu. Acredita-se que o elemento mais importante da seqiiéncia
sejam os residuos Asp/Glu seguindo a cisteina (BROILLET, 2000). Foi demonstrado,
entretanto, que o motivo acido-base para a S-nitrosag¢ao da cisteina pode advir da estrutura
terciaria, ou de interagdes proteina-proteina (GASTON et al., 2003). Também tem sido
descrito que compartimentos hidrofébicos na proteina ou entre as proteinas podem
constituir um “motivo hidrofoébico” para a S-nitrosacdo, onde NO e O, se encontram de

maneira concentrada (SUN et al., 2001).

A S-nitrosacao tem sido descrita como mecanismo de modulagdo de elementos
participantes das vias de transmissdo do sinal da Angll em alguns estudos.
PARK et al.(2000), estudando cultura de células microgliais de rato, observaram que o
aumento endégeno da producdo de NO (estimulado pela adicdo ao meio de IFN-y) ou pela
adicao de SNAP, suprime a ativacao da JNK-1, efeito revertido pela adigao do agente tiol
redutor DTT. A substitui¢do da Cisteina 116 por serina também reverte o bloqueio da JINK1
in vivo e in vitro. O uso de um bloqueador da guanilato ciclase ndo reverteu o bloqueio da
JNK1 pelo NO. A dosagem de NO por fluorimetria, no lavado de imunoprecipitacdo da

JNK-1, indicador da S-nitrosagao in vivo, evidenciou que o aumento da producao endoégena
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de NO acarretava aumento da S-nitrosacdo da JNK-1, o que possivelmente explica a sua
inibicdo. A atividade fosfotransferase da JNK 2 também mostrou-se inibida por mecanismo

de S-nitrosagao in vitro (SO et al., 1998).

LANDER et al. (1996), utilizando cultura de células T humanas, estudou a
modulagdo da via ras/MAPKSs através do uso de NO gasoso, SNAP e nitroprussiato de
sodio. Demonstrou que tais agentes aumentavam a atividade da ERK1/2, da p38MAPK e
da JNK, e que tal efeito devia-se ao aumento da atividade upstream das proteinas Ras
(p21ras, Racl e Cdc42). Posteriormente, o mesmo autor identificou a S-nitrosa¢do da

cisteina 118 da p21ras como o mecanismo ativador da mesma (LANDER et al., 1997).

Um resumo de algumas a¢des mediadas por S-nitrosagao envolvendo alteracao
de afinidade dos elementos AP-1 com o DNA pode ser vista na tabela 1, retirada de

MARSHAL et al.(2000).

Tabela 1 - Algumas acdes mediadas por S-nitrosagdo envolvendo alteragdo de afinidade
dos elementos APl com o sitio de ligagdo ao DNA

(retirado de MARSHAL et al, 2000).

Célula / tecido Fonte NO concentracio estimulo efeito Mecanismo
proposto
Fibroblastos e céls. SNAP 1-5 mM Nenhum 3 Ligacdo S-nitrosagao
granulares AP-1 em AP-1
cerebelares de
camundongo
Fibroblastos de ratos SNAP/ 0,1 mM Nenhum T Ativacio T Transcricio
GSNO AP-1 jun B e c-fos
Céls.Granulares SNAP 0,05- NMDA lAtivagéo 1 B Transcrigao
cerebelares de ratos 0.2 mM AP-1 de c-fos
Heterodimero c- NO 0,2-0,8 N.E. l Ligagdo S-nitrosagao
Fos/c-Jun in vitro mM 20 DNA c-jun e c-fos
Homodimero c-Jun DEA/NO 0,1-1 Mm N.E. Il Ligagdo S-glutationisacdo
in vitro a0 DNA  De um tiol c-jun
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2 - Modulagao via cGMP/PKG

Ha trés sistemas contra-regulatorios da agdo hipertrofica da Angll que
convergem para a sintese de cGMP: NO, peptideos natriuréticos (atrial e cerebral) e

receptores AT2 da Angll (BOOZ, 2005).

GMP ciclico (cGMP) ¢ gerado por guanilato-ciclase soluveis (sGCs)
citoplasmaticas, que, por sua vez, sdo ativadas por NO, bem como por receptores
guanilato-ciclases  (rGCs), que sdo estimulados por peptideos natriuréticos.
Proteinas efetoras distais ao cGMP incluem as proteinas quinase c-GMP-dependentes
(PKG) I e 1II, canais ionicos regulados por nucleotideos ciclicos e as fosfodiesterases, que
hidrolisam cGMP e cAMP. PKG ¢é o maior alvo intracelular da ¢cGMP, mas elevadas
concentragdes desta podem determinar ativacdo cruzada das proteinas-quinase
cAMP-dependentes (PKA). PKG 1 ¢ altamente expressa em cardiomidcitos
(PILZ e CASTEEL, 2003). Camundongos recombinantes nos quais se deletou o receptor de
ANP (guanilil ciclase A) apenas no miocardio, desenvolveram hipertrofia miocérdica
mesmo em niveis tensionais um pouco inferiores ao normal (HOLTWICK et al., 2003).
O bloqueio da fosfodiesterase 5*, enzima que inativa cGMP, pode ser obtido pela droga
sildenafil, popularizada pelo seu uso no tratamento da disfungdo erétil
(patologia na qual ocorre diminui¢dao da sintese de NO nos corpos cavernosos penianos).
Em dois modelos animais, aquele obtido pela administracdo de isoproterenol a ratos
(HASAN e KETAT, 2005) e o camundongo submetido a bandagem adrtica
(TAKIMOTO et al., 2005), a administracdo de sildenafil mostrou-se capaz de prevenir,
ou prevenir e reverter a hipertrofia miocardica, respectivamente, e tal efeito foi relacionado

ao aumento do nivel de cGMP no miocardio.

2.1 - Regulagao transcripcional pela via cGMP/PKG

Utilizando cultura de células mesangiais, CALLSEN et al. (1998), observaram
que a incubag¢do com uma mistura de citocinas (indutoras de NOS) promovia ativagdo

bifasica da ERK1/2 (rapidamente, em 5 a 15 minutos) e tardiamente (em 15 a 24 h). O uso
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de L-NAME bloqueou a fase de ativagdo tardia. Usando o doador de NO GSNO,
verificou-se que a ativagdo precoce era suprimida pelo uso de um agente bloqueador da
guanilato ciclase solivel, e podia ser mimetizada pelo uso de um andlogo da cGMP.
Ao contrario, a fase de ativagdo tardia mostrou-se independente da ativagdo da cGMP.
Demonstrou-se que a ativacdo tardia era dependente da inibi¢dao, pelo NO, das MAPK
fosfatases. Assim, num mesmo modelo experimental foi possivel demonstrar dois distintos
mecanismos de ativagdo da ERK1/2 pelo NO, através da via cGMP
(em analogia com cAMP, que também ativa ERK1/2 via B-Raf), e por S-nitrosacdo das

MAPK -fosfatases, inibibindo sua ag¢ao.

O aumento de ¢cGMP intracelular pode levar ao incremento ou diminuicdo de
cada uma das 3 MAPKs, dependendo do tipo celular envolvido e das condi¢cdes do meio.

Um resumo destas agdes pode ser observado na figura 3. (PILZ e CASTEEL, 2003).

Ras

Y

Inibicao o
por PKG — Raf MEKK-1 -a Ativacdo
por PKG

Atvacio o vieg 12 MEK-36  JKK-1/2
por PKG

Erk-1/2 p38-wpPly  INK-1/2/3 |— Inativacao

/ * / * /bj por PKG

TCF MSK-1 ATF-2 un

'

CREB

Figura 3 - Algumas modulacdes na via das MAPKs mediadas por PKG
(retirado de PILZ e CASTEEL, 2003).

SILBERBACH et al. (1999) demonstraram que o aumento de cGMP
intracelular mediado por ANP conduz a maior ativagdo de ERK1/2, mas ndo p38 nem JNK,
e que tal elevacdo se deve a ativagdo de MEK1/2 e ndo Raf-1. Também OLIVEIRA et al.

(2003), usando doadores de NO em células endoteliais vasculares de coelho, observaram
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ativacdo da via p21Ras-Raf-1 kinase-MEK-ERK /2, dependente de cGMP. Por outro lado,
em células com estimulo mitogénico, pode ocorrer inibi¢do da ERK1/2 por cGMP/PKG,
mediada pela fosforilacdo de serina 43 de Raf-1 (efeito direto da PKG), impedindo a
interagdo Ras-Raf , ou mesmo pela ativagio direta da MPK-1 pela PKG
(SUHASINI et al, 1998). Em cultura de cardiomiocitos de ratos, a sintese protéica
estimulada por norepinefrina foi acentuada pelo bloqueio da sintese de NO com L-NAME e
inibida pela adi¢do de SNAP ou cGMP. No mesmo experimento, verificou-se que a adi¢ao

de cGMP inibe o aumento de mRNA de c-fos induzido por norepinefrina

(CALDERONE et al., 1998).

2.2 - Regulagdo pos-transcripcional pela via cGMP/PKG

Regulacao da expressao génica em nivel pds-transcripcional inclui regulagdo do
splicing de pré-mRNA, bem como controle sobre estabilidade e tradugdo dos mRNA.
A PKG foi capaz de fosforilar o splicing factor 1 (SF1) in vitro e in vivo, inibindo assim sua
capacidade de cortar adequadamente o pré-mRNA, tornando-o funcionalmente ativo
(WANG et al, 1999). Entretanto, as implicagdes funcionais deste mecanismo sdo ainda

desconhecidas.

Os mRNA codificantes de proteinas regulatorias, tais como os dos fatores de
crescimento, cujas taxas de produ¢do necessitam se alterar rapidamente, costumam ser
instdveis, ou seja, sdo rapidamente degradados. Estes, em geral, carregam em sua
extremidade 3’-UTR (ndo codificante) seqliéncias AU, que aceleram a sua degradagdo.
A estabilidade de alguns mRNA ¢ regulada pela proteina HuR, que se liga a estas
seqiiéncias AU , aumentando sua meia-vida. O aumento de cGMP, em aorta de ratos,
diminui tanto a expressdo de HuR como sua ligacdo ao mRNA, conduzindo assim a um
mecanismo de controle pds-transcripcional de aumento da instabilizagdo de mRNA
(KLOSS et al., 2003). Por outro lado, o cGMP pode aumentar a estabilidade do mRNA.
Em células TPH-1 e monocitos humanos estimulados por lipopolissacarides, o NO causou
estabilizacdo do mRNA da interleucina 8, e este efeito foi dependente da ativagdo da cGMP

e, em parte, da ativagdo de p38 (MA et al., 2004).
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3 - Alteragdes no equilibrio redox

Angll, através dos receptores AT1, ¢ capaz de ativar NAD(P)H oxidases,
que por sua vez produzem espécies reativas de oxigénio no meio intracelular, tais como
perdxido de hidrogénio e anion superoxido. A ativagdo das NAD(P)H oxidases ¢é bifasica:
uma fase répida (30 segundos) ¢ dependente de ativacdo da proteina quinase C, e a fase
posterior (pico em 30 minutos) depende de ativacdo de Rac (SESHIAH et al., 2002).
Hé evidéncias que a produ¢do de anions superoxido participe da cadeia de sinalizacdo da
Angll responsavel pela indu¢do de hipertrofia miocardica (sinalizagdo redox).
Cardiomio6citos de rato estimulados com Angll tiveram sua resposta hipertréfica atenuada
pela adicdo ao meio de varios antioxidantes. Também se obteve tal atenuacdo com
incorporacdo de superoxido dismutase, mas ndo catalase, as células, sugerindo que esta
sinalizacdo seja mediada por superoxido, e ndo peroxido de hidrogénio
(NAKAGAMI et al., 2003). Ratos transgénicos que superexpressam a subunidade
p22(phox) da NAD(P)H oxidase em células musculares lisas vasculares desenvolvem
hipertrofia vascular espontdnea, bem como mostraram resposta hipertrofica vascular
aumentada pela infusdo de Angll, em relacdo a animais controle (WEBER et al., 2005).
Em cultura de fibroblastos cardiacos, o uso do tiol antioxidante N-acetil cisteina, bem como
um inibidor da NAD(P)H oxidase ou mesmo oligonucleotideo antisense para p22(phox)
inibiu significativamente a ativacdo de ERKI1/2, JNK e p38MAPK, mas ndo JAK2,
induzidas por Angll (SANO et al., 2001). A producdo e os efeitos das espécies reativas
de oxigénio e do NO sdo inter-relacionados de diversas maneiras. Em neutrofilos, NO se
mostrou capaz de inibir a produgdo de anions superdxido mediada por NAD(P)H oxidase
(CLANCY et al., 1992). Também a xantina-oxidase miocardica, produtora de espécies
reativas de oxigénio (EROs) mostrou ser modulada por NO (SAAVEDRA et al., 2002).
Tanto NO como EROs competem quimicamente por ligagdes quimicas em grupamentos
sulfidrila das cisteinas, de modo que a ligagdo com um deles pode modular a subseqiiente
reacdo com o outro (HARE e STANLER, 2005). Nos baixos niveis fisioldgicos de
produg¢do de NO e EROs, NO pode agir como antioxidante ou interruptor de reacdes
radicalares em cadeia, bem como os EROs podem aumentar a especificidade do NO por
determinados sitios de S-nitrosa¢do. J4 em niveis mais elevados, como aqueles gerados por

Angll, ocorre reagdo de superdxido com NO, inativando o ultimo, e gerando peroxinitrito,
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agente altamente oxidante e citotoxico (HARE e STANLER, 2005). O proprio peroxinitrito
foi descrito como ativador direto da fosforilacio de Raf-1, MEK-1 ¢ ERKI/2
(ZHANG et al., 2000).

Por um mecanismo diferente, qual seja, oxidagdo direta de substrato, o NO
também mostrou modular a via JAK/STAT. A ativagao das JAKs ¢ crucial para a
propagacao da resposta proliferativa iniciada por varias citocinas. A proliferacdo de varias
linhagens celulares ¢ modulada por mediadores do estresse oxidativo como NO e reagentes
tiol redox. DUHE et al. (1998) demonstraram que o NO e outros tiois oxidantes podem
inibir a atividade autoquinase da JAK?2 do rato, in vitro, presumivelmente pela oxidagdo de
ditiois para dissulfitos na JAK2. A forma reduzida da JAK2 ¢ a mais ativa, sendo a JAK2
oxidada inativa. O pré-tratamento com NO de células quiescentes Ba/F3 também inibiu a
ativagdo in vivo da JAK2 deflagrada pelo estimulo da interleucina-3. Os mesmos autores
observaram, ainda, que a atividade autoquinase da JAK3 ¢ inibida in vivo pelo uso de
doadores de NO, explicando, desta forma, os efeitos imunossupressivos do NO e de outros

ti6is oxidantes.

Papel final do NO como modulador da Angiotensina

Conforme exposto acima, verifica-se que o NO, por diversos mecanismos,
desempenha ag¢des modulatorias em varios niveis da sinalizacdo da Angll, alguns deles
aparentemente contraditdrios e, provavelmente, dose ou tecido dependentes. A a¢do final
do mesmo em processos de hipertrofia e proliferacdo celular, entretanto, tem sido

consistentemente antagonica a da Angll:

HOU et al. (1995) demonstraram que a inibicdo da NO sintase em ratos levou a
uma resposta exagerada frente a pequenas doses de Angll, resultando em rapida e
acentuada fibrose cardiaca. TOSHIKAZU et al.(1997), utilizando um doador de NO
(SNAP) em cultura de fibroblastos cardiacos de rato, demonstraram inibicao da replicagdo
celular (avaliada pela captacdo de timidina) induzida pela Angll, de maneira

dose-dependente. RITCHIE et al. (1998) estudaram o efeito hipertréfico da Angll em
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cultura de cardiomidcitos isolados, ou em co-cultura com células endoteliais. Verificaram
que em co-cultura apenas, a bradicinina inibia a incorporagio de [*H]fenilalanina,
efeito dependente da eNOS. O mesmo foi verificado pela adi¢do, em cultura isolada de
cardiomiocitos, de doadores de NO. No modelo de cultura de cardiomiocitos estimulados
por norepinefrina, CALDERONE et al. (1998) verificaram diminui¢do da incorporagao de
[*H]leucina quando tratadas com peptideo natriurétrico atrial (ANP) ou SNAP, em padrio
dose-dependente, ¢ aumento de sua incorporagdo com o uso de N°-monometil-L-arginina,
um inibidor da NOS. Tanto o ANP como SNAP elevaram os niveis intracelulares de
cGMP, e o efeito supressor de hipertrofia desses agentes foi mimetizado pelo tratamento
das células com o analogo de cGMP 8-bromo-cGMP. Mais ainda, em cardiomidcitos o
8-bromo-cGMP atenuou o aumento de m-RNA de c-fos induzido pelo estimulo
erj-adrenérgico. No modelo de infarto por ligadura da artéria descendente anterior em
camundongos, SCHERRER-CROSBIE et al. (2001) verificaram maior hipertrofia
ventricular no misculo remanescente (remodelamento pds-infarto, que envolve ativacao de
Angll) em animais knockout para a NOS3 em relacdo a controles pareados, apesar dos
primeiros apresentarem pressdo arterial mais elevada que os ultimos. WOLLERT et al.
(2002) investigaram o papel da proteina quinase dependente de c-GMP (PKG) no efeito
anti-hipertrofico do NO. O tratamento de cardiomiocitos de ratos com SNAP
(250 micromol/L) ou um analogo de cGMP seletivo para PKG (8-pCPT-cGMP) ativaram a
PKG endogena tipo I e atenuaram modestamente a resposta hipertrofica a norepinefrina.
A transferéncia por vetor adenoviral do gene da PKG tipo I beta levou a completa
supressao da resposta hipertrofica induzida por norepinefrina, quando tratadas com SNAP
na mesma concentragdo, demonstrando assim que o efeito anti-hipertrofico do NO em
cardiomidcitos (estimulados por norepinefrina) ¢ mediado pela ativagdo da via cGMP/PKG,

bem como da via cGMP/PKG independente.

No modelo de infarto por ligadura da artéria descendente anterior em ratos,
SMITH et al. (2005) investigaram o efeito da transferéncia por vetor viral da eNOS no
remodelamento cardiaco pds infarto. Observaram reducdo em varios parametros de
hipertrofia (peso e diametro do ventriculo esquerdo, comprimento dos cardiomiocitos),
bem como indicadores de funcao sistolica, fibrose e apoptose. Tais efeitos foram

acompanhados ndo s6 do aumento do NO e cGMP citosoélicos, como de expressiva redugao
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da atividade de NAD(P)H oxidase, formacao de anions superoxido, TGF-betal
(transforming growth factor), ativagdo da JNK, translocagdo nuclear de NF-kappa B e

atividade da caspase-3.

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTZHAN e PAN (2000) estudaram
os efeitos do NO na hipertrofia celular em cultura de cardiomiocitos de rato. O contetido
total de proteina
(indice da hipertrofia dos cardiomiocitos) apresentou aumento significante cinco dias apos
o tratamento com Angll, e 0 mesmo era inibido pela adicdo de SNAP ao meio de cultura.
A Angll induziu a expressao de c-fos, enquanto a L-arginina inibiu tal efeito. O efeito da
L-arginina, por sua vez, foi bloqueado pela adi¢cdo de L-NAME (inibidor da NO sintase).
SNAP também inibiu a expressdo de c-fos apos adigdo de Angll. Assim, demonstrou-se
que o NO inibe a resposta hipertrofica e a expressdo do proto-oncogene c-fos em

cardiomidcitos induzidos por Angll.

Assim, a resposta hipertrofica estimulada pela Angll em células musculares
cardiacas ¢ modulada pelo NO. A acdo deste em bloquear a expressdo de genes i.e.
(c-jun e c-fos) pode ocorrer por bloqueio em varios niveis da cadeia de sinaliza¢dao
intracelular da Angll, envolvendo mecanismos distintos. As diversas alteragdes mediadas
pelo NO diante de estimulo da Angll ocorridas nas duas vias principais de ativacao inicial
do processo de hipertrofia miocardica (JAK/STAT e das MAPKs), bem como a resultante
final deste processo na inducdo de i.e. genes ndo ¢ descrita na literatura, sendo assim

objetivo do presente trabalho.
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Avaliar o efeito do pré-tratamento com o doador de 6xido nitrico SNAC no
padrdo de ativacdo de etapas iniciais e intermedidrias envolvendo duas vias de sinalizacdo
intracelular controladas por Angll, JAK/STAT e MAPKs, em coragdo e cardiomidcitos

1solados de ratos.
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1 - Anticorpos e reagentes

Foram utilizados anticorpos da Santa Cruz Biotechnology, Inc.

(Santa Cruz, CA):
SC#7229 coelho, policlonal) contra JAK-2
SC#7988 (ovelha, policlonal) contra p-STAT 1
SC#464 (camundongo, monoclonal) contra STAT 1
SC#7993 (ovelha, policlonal) contra p-STAT 3
SC#483 (coelho, policlonal) contra STAT 3
SC#7383 (camundongo, monoclonal) contra p-ERK1/2
SC#6254 (camundongo, monoclonal) contra p-JNK1/2
SC#7973 (coelho, monoclonal) contra p-p38
SC#253 e 7202 (coelho, policlonal) contra c-Fos
SC#1694 (coelho, policlonal) contra c-Jun
SC#822 (camundongo, monoclonal) contra p-c-Jun
SC#508 (camundongo, monoclonal) contra fosfo-tirosina

Reagentes para determinacdo das proteinas totais (Biureto), SDS/PAGE e
immunoblotting da Bio-Rad (Richmond, CA). PMSF, aprotinina, dithiothreitol (DTT),
Triton X-100, Tween20, glicerol, Angll e BSA (Fraction V) da Sigma Chemical CO
(St. Louis, MO, USA). Proteina A-Sepharose 6MB da Pharmacia (Uppsala, Sweden),
Proteina A/G plus agarose (Santa Cruz, CA; SC#203), 25 _Protein A da Amersham Corp.
(Aylesbury, UK) e membranas de nitrocelulose (BA85; 0,2mm) da empresa Schleicher and
Schuell. Anestésico tipental sédico da Cristdlia. Angiotensina I humana liofilizada da

Calbiochem (Biosciences, Inc, La Jolla, CA)
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Solu¢des empregadas em experimentos de Western blot e cultura de

cardiomidcitos:

e Solucdo tampao de extragdo: Utilizada para homogeneizacdo do tecido
cardiaco e extracdo de proteinas. Composta de: 100 mM Trisma base, pH
7.5, 10 mM EDTA, 100 mM pirofosfato de s6dio, 100 mM NaF, 10 mM
NazVO,, 2 mM PMSF diluido em 4alcool etilico, 1% Triton X-100 e 0,1
mg/ml aprotinina. Esta solugdo foi preparada em gelo e nele mantida durante
todo o experimento. Na;VO4s e PMSF foram acrescentados ao tampao

somente no momento de uso.

e Tampao de Laemmli (5x): Utilizada para armazenar, em freezer, as proteinas
extraidas e sua posterior aplicacdo no gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
para eletroforese. Composta de: 0.1 % Azul de Bromofenol, 1 M fosfato de

sodio, pH 7.0, 50% glicerol e 10% SDS.

e Solucdo tampao para lavagem do imunoprecipitado: Utilizada para lavagem
das amostras apds incubagcdao com proteina A-sepharose 6 MB. Composta
de: 100 mM Trisma base, 10 mM EDTA, 2 mM Na3;VO,; e 0.5% Triton
X-100. Esta solugdo foi preparada em gelo e nele mantida durante todo o

processo de lavagem das amostras.

e Solucdo tampao para SDS-PAGE, gel da fase de resolu¢do “Resolving”:
Utilizada para confec¢do do gel de resolucdo. Composta de: 4 mM EDTA,
2% SDS e 750 mM Trisma base, pH 8.9 (ajustado com HCI).

e Solucdo tampao para SDS-PAGE, gel da fase de empilhamento “Stacking”:
Utilizada para confecc¢do do gel onde ocorre o empilhamento das proteinas.
Composta de: 4 mM EDTA, 2% SDS e 50 mM Trisma base, pH 6.7

(ajustado com 4cido fosférico).

e Solucdo tampao para eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE):
Utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Composta
de: 200 mM Trisma base, 1.52 M glicina, 7.18 M EDTA e 0.4% SDS. Para

uso, a solugdo foi diluida 1:4.
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Solugdo tampdo para transferéncia: Utilizada na transferéncia das proteinas
separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose. Composta de:
25 mM Trisma base, 192 mM glicina, 20% Metanol e 0.02% SDS para

facilitar a eluicdo de proteinas de alto peso molecular. Mantido a 4°C.

Solugdo basal: Solucao utilizada no manuseio da membrana de nitrocelulose
apos a transferéncia. Composta de: 150 mM NaCl, 10 mM Trisma base e

0.02% Tween 20.

Solucdo bloqueadora: Utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose
apos a transferéncia a fim de diminuir ligacdes inespecificas. Composta de:

5% BSA dissolvido em solugdo basal.

Solu¢do de anticorpo: Solucdo contendo anticorpos especificos para
marcacdo de proteinas transferidas para a membrana de nitrocelulose.
Composta de: 3% BSA dissolvido em solugdo basal mais os anticorpos

utilizados nos experimentos na dilui¢do estabelecida.

Solugio de Todo (*’I): Solugdo que permite a visualizacdo das bandas em

autoradio-grafia. Composta de: 1% BSA dissolvido em solucdo basal mais 2

nCi de proteina A marcada com 1237,

Solu¢do Tampao de Stripping: Composta de: 10 mM Tris-HCI (pH 7.5),
0.1 M B-mercaptoetanol, uréia, 0.1 mg/ml BSA.

Tampao ADS estéril: 4,36 g N-2 hydroxyethylpiperazine-N’-2-
ethanesulfonic acid (HEPES, pH 7,35), 6,80 g NaCl, 1 g /D-glucose, 0,40 g
NaH2PO4, 0,10 g MgS04, 0,02 g vermelho de fenol.

Tampdo de digestdao para extracdo de cardiomidcitos ventriculares de ratos
neonatos: Tampao ADS 100mL, 15000 U.I. de colagenase tipo II, 12,5 mg

de pancreatina.
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e Solucdo de Lowry para quantificacio de proteinas:
-solugdo A: 2% Na,COs; NaOH 0,1N

-solu¢do By: CuSOy4 1%

-solucdo B,: NaK tartarato 2%

-solu¢do C: para cada 1 mL de solu¢dao A, adicionar 100uL de solugdo B; e
100uL de solugao B.

2 - Animais

Foram utilizados ratos machos (Rattus novergicus, variedade albina) da cepa
Wistar-Hannover, provenientes do biotério central da UNICAMP, com 6 a 8 semanas de
idade. Permaneceram acomodados em gaiolas coletivas, em nimero maximo de 6 animais
por unidade, mantidos em ambiente silencioso com ciclo luminoso de 12 horas mantido
artificialmente, alimentados com racdo comercial para roedores (Nuvilab CR-1) da Nuvital,
oferecida ad libitum, assim como dgua. Os animais foram mantidos em jejum por 12 horas

antes dos experimentos, recebendo apenas dgua.

Para o preparo da cultura de cardiomidcitos, foram utilizados ratos Wistar com

um dia de vida.

3 - Metodologia
3.1 - Procedimento cirtrgico e extragdo dos coracdes

Os animais foram anestesiados com Tiopental sédico (5mg/100g de peso),
via intraperitoneal, e utilizados apds 10-15 minutos, assim que constatada a perda do
reflexo corneano. A cavidade abdominal foi aberta para a exposicao da veia cava inferior,
através da qual receberam soro fisioldgico 0,9% ou Angll 10°M (20 uL) e/ou SNAC 0,8
umol/ Kg. Apos os tempos determinados, a cavidade tordcica foi aberta para retirada da

por¢do apical do coragdo, que foi lavado em soro fisiolégico (S.F.) e homogeneizado.
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Os animais foram submetidos a 3 condi¢des de tratamento:
e Controle: Receberam apenas inje¢des de soro fisioldgico;
e Angll: receberam apenas injecao de Angll e S.F;

e SNAC/Angll: receberam 1 dose de SNAC (SNAC 0,8 umol/ Kg), seguida,

ap6s 10 minutos, da inje¢do de Angll;
Em cada um dos grupos, foram sacrificados animais nos seguintes tempos:
10 minutos para determinagdo da fosforilacdo de JAK2;
10 minutos para determinacdo da fosforilagdo de JNK, ERK e p38
20 minutos para determinac¢do da fosforilagdo de c-Jun
30 minutos para determinacao de c-Fos e fosforilacdo da STAT-1

120 minutos para determinacao de c-Jun e fosforilagdo da STAT 3;

3.2 - Homogeneizag¢do e determinacdo do conteuddo total de proteinas

O material extraido conforme descricdio do item 1 foi submetido a
homogeneiza¢do em tampao de extracdo a 4°C, utilizando um homogeneizador Politron
PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY), operado em
velocidade maxima por 30 segundos. No final da extracao, foi adicionado Triton X-100 1%
em todas as amostras e mantidas em gelo. Apds 40 minutos, os materiais extraidos e
homogeneizados foram submetidos a centrifugacao. Utilizou-se a velocidade de 11.000 rpm
por 20 minutos a 4°C para remover o material insolivel, e o sobrenadante foi utilizado para
o ensaio. Parte deste foi utilizada para dosagem do conteudo protéico total pelo método
colorimétrico de Biureto (BRADFORD, 1976), enquanto a outra parte foi submetida a

imunoprecipitagdo e imunoblotting com anticorpos especificos.

3.3 - Imunoprecipitagdo e Western Blot
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Ap6s determinacdo da concentragdo protéica total, o sobrenadante, contendo 5
mg de proteina total, foi imunoprecipitado com os anticorpos especificos overnight a 4°C.
O imunoprecipitado foi separado apds incubacao com proteina A sepharose 6MB por duas

horas a 4°C.

Ap6s isso, as amostras foram centrifugadas a 11000 rpm, a 4°C por 2 horas e
submetidas a lavagem com tampao de lavagem por 3 vezes, centrifugando a 11000 rpm por
5 minutos cada, a 4°C. A seguir, as proteinas precipitadas foram tratadas com tampao de
Laemmli contendo 100 mmol/L de ditiotreitol (DTT) e aquecidas em &dgua fervente por
5-10 minutos e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS-PAGE em
aparelhos de eletroforese Bio-Rad miniatureslab gel apparatus
(Mini-protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ca). O SDS-PAGE foi submetido
inicialmente a diferenca de potencial de 30 volts até a passagem da linha demarcada pela
fase de empilhamento (stacking) e 90 volts até o final do gel de resolucdo (resolving).
A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana foi realizada em 120 minutos a
120 V em aparelho miniaturizado de transferéncia da Bio-Rad, como descrito por
TOWBIN et al.(1979). A ligacdo dos anticorpos a proteinas ndo especificas foi reduzida
por pré-incubacdo da membrana por 120 minutos com tampao de bloqueio a temperatura
ambiente. A membrana de nitrocelulose foi incubada overnight com anticorpos especificos
diluidos em solugdo para anticorpo e entdo lavada por 5 minutos, por 3 vezes, com solugdo
basal. Apés, a membrana foi incubada com 5uCi de ['*’I] Proteina A ( 30 pCi/ug) em
solucdo de Iodo por duas horas a temperatura ambiente e lavada novamente por 5 minutos,
3 vezes, como descrito. A ['*’I] Proteina A ligada aos anticorpos especificos foi detectada e
quantificada por auto-radiografia em filmes KodaK XAR (Eastman Kodak, Rochester,
NY). Para isto, o cassete contendo a membrana, o filme e o intensificador
(Cronex Lightning Plus - DuPont, Wilmington, DE) foram mantidos em freezer a
temperatura de -80°C e apds 12-120 horas o filme foi revelado de modo convencional.
As bandas identificadas na auto-radiografia foram quantificadas por densitometria Optica.
Para tal, foi utilizado um scaner de mesa ColorPage HR6X (Genius) e o programa Scion
Image (Scioncorp). Para o immunobloting simples, ndo precedido de imunoprecipitacio,
quantidades iguais de proteinas (200 ug) foram submetidas a eletroforese em gel de

poliacrilamida SDS-PAGE conforme descrito anteriormente.
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3.4 - Isolamento e cultivo de cardiomidcitos de ratos neonatos

Os midcitos ventriculares de ratos Wistar neonatos foram extraidos de acordo
com o protocolo modificado de KIM et al. (1995). Foram utilizados ratos com 1 a 2 dias de
vida, sacrificados por decapitagdo. Os coragdes foram retirados rapidamente da cavidade
tordcica e lavados em tampdao ADS, onde os ventriculos foram separados das valvas e
atrios. Apos nova lavagem em tampao ADS para remog¢do do sangue, os ventriculos foram
cortados em fragmentos pequenos, imersos em tampao de digestdo e incubados a 37° C,
em agitador orbital a 200 rpm por 20 minutos. Apds este periodo, o sobrenadante foi
colocado em tubo Falcon estéril, ao qual foi adicionado 1 mL de soro fetal bovino
(SFB-Gibco) para interromper a reagdo de digestdo. Apds centrifugacdo de 5 minutos a
3000 rpm, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido em 2 mL de
SFB e pré-plaqueado em placa de Petri de vidro estéril. A mesma foi mantida a 37°C em
estufa contendo atmosfera controlada com 5% de CO, . O pré-plaqueamento visa diminuir a
contamina¢do com fibroblastos, ja que estes, em relacdo aos cardiomidcitos, aderem mais
rapidamente a placa de Petri. Assim, € possivel obter uma suspensdo mais enriquecida de
cardiomidcitos. A reagdo de digestdo, centrifugacdo e pré-plaqueamento foram repetidas de
5 a 6 vezes. Ao final da dltima digestao, todo o sobrenadante da placa de pré-plaqueamento
foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
de células foi ressuspendido em tampao ADS e submetido entdo a separacdo de fases em
um gradiente de Percoll descontinuo (densidades: 1,060 / 1,086 g/mL) e centrifugado a
3000 rpm, 30 minutos a 37°C, utilizando centrifuga com aceleracdo e desaceleracio
minimas. A banda contendo os cardiomidcitos foi recuperada e as células lavadas com
tampao ADS. O precipitado foi ressuspendido em 3-5 ml de meio de plaqueamento
(meio DMEM, 10% de soro de cavalo, 5% SFB, 0,5% de penicilina e estreptomicina,
100uM BrdU [5-Bromodeoxiuridina] , pH 7,2+0,2). O acréscimo de soro fetal bovino e
BrdU inibem a proliferacdo de fibroblastos. A viabilidade dos cardiomidcitos foi
determinada pelo teste de exclusdao do azul de Tripan (PHILLIPS, 1973), e as células
vidveis foram contadas em camara de Newbauer. A concentragdo de células foi

determinada pela férmula:
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Numero de células/ml = n° de células contadas x fator de diluicao x 10000

n° de campos contados

Somente as células ndo coradas pelo azul de Tripan foram contadas. O fator de
diluicao foi calculado de acordo com o volume da solu¢do de azul de Tripan adicionado ao
meio DMEN com as células para contagem. O ultimo fator da férmula é o fator de correcao
da camara. As células foram plaqueadas em placas de cultura de 35 mm, recobertas com
gelatina 0,1% em densidade final de 75 — 80 x 10* células/placa, em 2mL. As células foram
mantidas por 48 horas em condi¢des padrao (37°C, 5% CO,) e, apds este periodo, 0 meio
de plaqueamento foi substituido pelo meio de manutencdao (DMEN com 0,5% de penicilina
e estreptomicina) pelo menos 24 horas antes do experimento. Nestas condi¢des de cultura, a

maioria das células mantinha batimentos espontaneos a microscopia optica.

As placas designadas para tratamento com Angll receberam a mesma em
concentracio final de 10° Mol/L, e aquelas designadas para tratamento com SNAC
receberam o mesmo, 10 minutos antes da adicio de Angll, na concentracdo final de 10”
Mol/L. Os tempos de extragdo para cada amostra foram os mesmos descritos para extracao

em animais.

Para preparacdo de extratos totais e imunoprecipitagdo, as células foram lavadas
com tampao PBS pH 7,4 e removidas das placas de cultivo em tampao de extracdo e lisadas
pela passagem em agulha ultrafina. Apdés 30 minutos de incubagdo em gelo,
os homogenatos foram centrifugados a 4°C, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o
material insoldvel, e o sobrenadante foi utilizado para os ensaios. A determinacdo do

contetdo protéico total do sobrenadante foi feita pelo método de Lowry modificado.

3.5 - Quantificacdo de proteinas pelo método de Lowry
O método de Lowry (LOWRY et al., 1951) modificado foi escolhido por ser
mais sensivel e preciso em amostras com baixa concentragdo protéica, e cada amostra foi

analisada em triplicata. Neste método, a cada 1 mL de solu¢do C foram adicionados 10uL
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de amostra, e os tubos de ensaio foram incubados por 10 minutos a temperatura ambiente,
protegidos da luz. Apds este periodo, adicionou-se 50 ul. de Folin Cicauteau, e as amostras
foram incubadas por mais 30 minutos, protegidas da luz. Procedeu-se, entdo, a leitura em
espectofotdmetro a 660 nm. Para o cédlculo de concentracdo protéica, foi feita uma curva
padrdo de albumina bovina (Sigma), variando concentracdes de 0,5 pg/uL a 5,5 pg/uL, e os
valores de absorbancia das amostras foram comparados para se obter a concentracdo de

proteinas correspondente.

3.6 - Preparo da solucdo de SNAC

A solucdo de SNAC foi preparada imediatamente antes de cada experimento,
conservada sob refrigeracdo e protegida da luz, para evitar sua decomposi¢ao. Foi obtida
pela reacdo equimolar de NaNO, com N-acetil-L-cisteina, ocorrida no escuro, durante 15
minutos, a temperatura ambiente. Preparou-se uma solucio a 2,4 x107 mol/L, diluida em
seguida em tampao PBS pH7.4 na propor¢do 1:10, resultando, portanto, em concentracdo
de 2,4 x 107, Desta solucdo, adicionou-se 200uL em cada placa de cultura contendo 1,8 mL
de meio DMEM, resultando assim em concentracio final na placa de 2,4 x 10™* mol/L.
Para os animais, administrou-se a solucdo 2,4 x 10"3, diluida em tampao PBS pH 7.4, na

dose de 1uL para cada 3 g de animal, resultando em dose de 0,8uM/kg de animal.

3.7 - Analise estatistica

Os resultados submetidos a andlise estatistica estdo representados como média
+ erro padrdo dos valores. As diferencas entre as médias dos valores foram avaliadas pela
andlise de varidncia de uma via (one way ANOVA) para varidveis nao-paramétricas,
utilizando o programa Instat. Foram considerados estatisticamente significantes valores de

p< 0,05.
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Modulacao da via Jak/STAT pelo SNAC

Em amostras de tecido cardiaco de rato, bem como em cultura de
cardiomiocitos, submetidos & imunoprecipitagdo com anticorpo anti-Jak-2 no tempo de 10
minutos apds a administracdo de Angll, e submetidas a immunoblotting com anticorpo
anti-fosfotirosina, observamos que houve aumento significativo da fosforilagdo em tirosina
de Jak-2 pelo estimulo da Angll (149% e 173%, respectivamente, em animais € em cultura
de cardiomidcitos). O pré-tratamento com SNAC determinou atenuacgdo significativa desta
resposta a Angll nos animais (fosforilagdo de 101,5% em relagdo ao grupo controle),
bem como em cultura de cardiomiocitos (fosforilagdo de 110% em relagdo ao grupo
controle). (Figura 4). Conforme esperado a partir deste resultado, observamos aumento da
fosforilagdo das STATs 1 e 3 nos tempos de 30 e 120 minutos, respectivamente, a partir do
estimulo com Angll (aumento de fosforilacdo da STAT 1 de 213% e 172%,
respectivamente em animal e cardiomiodcitos, e aumento de fosforilagdo da STAT 3
de164% e 142,5%, respectivamente em animal e cardiomidcitos), e atenuagdo significativa
deste efeito pelo pré-tratamento com SNAC (fosforilagdo da STAT 1 de 154% e 110%,
respectivamente em animal e cardiomiocitos (figura 5), e da STAT 3 de 113% e 105%,
respectivamente em animais e cardiomiocitos (figura 6). Assim, a via Jak/STAT, ativada

pela Angll, mostrou ser modulada negativamente pelo doador de NO SNAC.

Modulacao das MAPKSs pelo SNAC

Houve aumento da fosforilagao tanto da ERK42 (176% e 162,5% em relagdo ao
controle, respectivamente em animais e cardiomidcitos), como da ERK 44
(158% e 183%, respectivamente em animal e cardiomidcitos) apds 10 minutos do estimulo
da Angll, como determinado pelo immunoblotting com articorpos contra ERK 1/2
fosforilada. O pré-tratamento com SNAC determinou aumento adicional da fosforilagdo da
ERK 42 (226% e 186% em relagdo ao controle, respectivamente em animais e
cardiomidcitos), bem como da ERK 44 (181% e 236%, respectivamente em animal e
cardiomidcitos). Quanto ao aumento adicional da fosforilagdo de ERK 1 e 2 observado com
o pré-tratamento com SNAC, s6 houve significancia estatistica nos experimentos em
animais, havendo apenas tendéncia idéntica nos estudos conduzidos em culturas de

cardiomidcitos.(figura 7).
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O anticorpo por nés utilizado para immunoblotting da JNK identifica a fracao
JNK1 em 46 kDa e as fracdes JNK 2 ¢ 3 em 54 kDa, e as duas bandas foram avaliadas
independentemente. Observamos aumento estatisticamente significativo da fosforilacdo da
JNK 1 (fosforilagdo de 166% e 173,3 %, respectivamente em animais ¢ cardiomiocitos,
em relacdo ao grupo controle) e INK 2/3 (fosforilagao de 205% e 191,3 %, respectivamente
em animais e cardiomidcitos, em relacdo ao grupo controle) apos 10 minutos do estimulo
com Angll. Tal efeito foi significativamente reduzido pelo pré-tratamento com SNAC,
tanto na JNKI1 (fosforilacio de 117% e 125,5%, respectivamente em animais e
cardiomiocitos, em  relagdo ao  grupo controle)) como nas JNK2/3
(fosforilagdo de 125,5% e 123%, respectivamente em animais e cardiomiocitos, em relagdao
ao grupo controle). Com excec¢do da JNK 2/3 em cultura de cardiomiocitos, em todas as
demais situagdes o grupo tratado com SNAC / Angll apresentou fosforilagao das JNKs sem

diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (figura 8).

No caso da p38, ao contrario das demais MAPKs, nem o grupo tratado com
Angll (fosforilagcao de 110,3% e 95,2%, respectivamente em animais e cardiomiocitos, em
relacdo ao grupo controle), nem aquele que recebeu SNAC seguido de Angll
(fosforilagdo de 124,6% e 90,4%, respectivamente em animais e cardiomidcitos, em relacao
ao grupo controle) apresentou mudanga significativa da fosforilagdo, conforme determinado

pelo immunoblotting com anticorpo anti-p-38 MAPK (Figura 9).

Assim, das trés MAPKs envolvidas na sinalizagdo da Angll em vias de
hipertrofia miocéardica, apenas a JNK 1/2/3 mostrou ser negativamente modulada pelo
SNAC; As ERKI1/2 apresentaram aumento da fosforilagdo induzida pela Angll com o
pré-tratamento por SNAC, e a p-38 sequer apresentou aumento significativo de fosforilagao

apos estimulo com Angll nas condi¢des experimentais descritas.

Fosforilacao da proteina c-Jun

A fosforilagdo de c-Jun na serina 63 foi avaliada por immunobotting com
anticorpo especifico contra c-Jun fosforilado nesta posi¢ao. No tempo de 20 minutos apos o

estimulo com Angll, determinamos a fosforilagdo de c-Jun constitutivo, pois a sintese de
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novo c-Jun sé sera relevante apds duas horas. Observamos, em miocardio ventricular de
ratos, aumento significativo da fosforilagdo de c-Jun em 20 minutos apos o estimulo com
Angll (160,7% em relagdo ao grupo controle), e aboli¢do deste efeito pelo pré-tratamento
com SNAC (112% em relagdao ao grupo controle), consistente com os efeitos observados

nas JNKs (Figura 10)

Expressao génica de c-fos e c-jun

A transcri¢do de c-fos foi avaliada pelo immunobotting de tecido cardiaco e
cardiomidcitos com anticorpo anti- c-Fos. Observamos aumento expressivo da proteina
c-Fos em 30 minutos apds o estimulo com Angll (fosforilagdo de 165,6% e 184,5%,
respectivamente em animais e cardiomidcitos, em relagdo ao grupo controle), efeito abolido
pelo pré-tratamento com SNAC (fosforilagao de 92,8% e 96%, respectivamente em animais

e cardiomiocitos, em relagdo ao grupo controle). (Figura 11).

Da mesma forma, a transcricdo de c-jun, avaliada em 120 minutos apds o
estimulo com Angll, foi determinada em animal e cultura celular, através do
immunoblotting com anticorpo anti c-Jun. Observamos aumento significativo de sua
expressao apos o estimulo com Angll (fosforilagdo de 168,3% e 168,8%, respectivamente
em animais e cardiomiocitos, em relacdo ao grupo controle), e reducao deste efeito pelo
pré-tratamento com SNAC (fosforilagcdo de 127,3% e 116,3%, respectivamente em animais
e cardiomidcitos, em relagdo ao grupo controle). (Figura 12). Desta forma determinamos as
modulagdes negativas do SNAC ndo sé pods-traducionais em c-Jun, mas também

transcripcionais, nos constituintes do fator de transcricao AP-1.
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FIGURA 4
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Figura 4 - Amostras de tecido ventricular de ratos (a) e cardiomidcitos de ratos neonatos
em cultura de células (b) foram submetidas a imunoprecipitagdo com anticorpo
anti- JAK2 e immunoblotting com anticorpo anti-fosfo-tirosina. Os valores
obtidos a partir de densitometria Optica das bandas referem-se a porcentagem
em relagdo ao grupo controle, expressos como média de 4 experimentos * erro.
Angll refere-se ao grupo estimulado com Angll; SNAC/Angll refere-se ao
grupo pré-tratado com SNAC e estimulado com Angll. Foi considerado

significativo valor de p<0,05.(ANOVA).
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FIGURA 5
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Figura 5 - Amostras de tecido ventricular de ratos (a) e cardiomidcitos de ratos neonatos
em cultura de células (b) foram submetidas a imunoprecipitagdo com anticorpo
anti- STATI1 e immunoblotting com anticorpo anti-fosfo-STATI1. Os valores
obtidos a partir de densitometria Optica das bandas referem-se a porcentagem
em relagdo ao grupo controle, expressos como média de 4 experimentos * erro.
Angll refere-se ao grupo estimulado com Angll; SNAC/Angll refere-se ao
grupo pré-tratado com SNAC e estimulado com Angll. Foi considerado

significativo valor de p<0,05.(ANOVA).
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FIGURA 6
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Figura 6 - Amostras de tecido ventricular de ratos (a) e cardiomidcitos de ratos neonatos
em cultura de células (b) foram submetidas a imunoprecipitacdo com anticorpo
anti- STAT3 e immunoblotting com anticorpo anti-fosfo-STAT3. Os valores
obtidos a partir de densitometria Optica das bandas referem-se a porcentagem
em relagdo ao grupo controle, expressos como média de 4 experimentos + erro.
Angll refere-se ao grupo estimulado com Angll; SNAC/Angll refere-se ao
grupo pré-tratado com SNAC e estimulado com Angll. Foi considerado

significativo valor de p<0,05.(ANOVA).
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FIGURA 7
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Figura 7 - Amostras de tecido ventricular de ratos (a) e cardiomidcitos de ratos neonatos
em cultura de células (b) foram submetidas a immunoblotting com anticorpo
anti-fosfo-ERK 42/44. Foram realizadas andlises independentes para a banda
ERK 42 (graficos superiores) e ERK 44 (graficos inferiores) Os valores obtidos
a partir de densitometria Optica das bandas referem-se a porcentagem em
relacdo ao grupo controle, expressos como média de 4 experimentos * erro.
Angll refere-se ao grupo estimulado com Angll; SNAC/Angll refere-se ao
grupo pré-tratado com SNAC e estimulado com Angll. Foi considerado

significativo valor de p<0,05.(ANOVA).
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FIGURA 8
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Figura 8 - Amostras de tecido ventricular de ratos (a) e cardiomidcitos de ratos neonatos
em cultura de células (b) foram submetidas a immunoblotting com anticorpo
anti-fosfo-JNK 1/2/3. Foram realizadas analises independentes para a banda
JNK 2/3 (graficos superiores) e JNK 1 (graficos inferiores) Os valores obtidos a
partir de densitometria Optica das bandas referem-se a porcentagem em relacao
ao grupo controle, expressos como média de 4 experimentos + erro. Angll
refere-se ao grupo estimulado com Angll; SNAC/Angll refere-se ao grupo
pré-tratado com SNAC e estimulado com Angll. Foi considerado significativo

valor de p<0,05.(ANOVA).
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FIGURA 9
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Figura 9 - Amostras de tecido ventricular de ratos (a) e cardiomidcitos de ratos neonatos
em cultura de células (b) foram submetidas a immunoblotting com anticorpo
anti-fosfo-p38 MAPK. Os valores obtidos a partir de densitometria optica das
bandas referem-se a porcentagem em relacdo ao grupo controle, expressos
como média de 6 experimentos + erro. Angll refere-se ao grupo estimulado
com Angll; SNAC/Angll refere-se ao grupo pré-tratado com SNAC e
estimulado com Angll. Foi considerado significativo valor de

p<0,05.(ANOVA).
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FIGURA 10
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Figura 10 - Amostras de tecido ventricular de ratos foram submetidas a immunoblotting
com anticorpo anti-fosfo-c-Jun. Os valores obtidos a partir de densitometria
optica das bandas referem-se a porcentagem em relagdo ao grupo controle,
expressos como média de 4 experimentos + erro. Angll refere-se ao grupo
estimulado com Angll; SNAC/Angll refere-se ao grupo pré-tratado com

SNAC e estimulado com Angll. Foi considerado significativo valor de

p<0,05.(ANOVA).
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FIGURA 11
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Figura 11 - Amostras de tecido ventricular de ratos (a) e cardiomiocitos de ratos neonatos
em cultura de células (b) foram submetidas a immunoblotting com anticorpo
anti-c-Fos. Os valores obtidos a partir de densitometria optica das bandas
referem-se a porcentagem em relacdo ao grupo controle, expressos como
média de 4 experimentos (cardiomidcitos) e 7 experimentos (animais) + erro.
Angll refere-se ao grupo estimulado com Angll; SNAC/Angll refere-se ao
grupo pré-tratado com SNAC e estimulado com Angll. Foi considerado

significativo valor de p<0,05.(ANOVA).
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FIGURA 12
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Figura 12 - Amostras de tecido ventricular de ratos (a) e cardiomidcitos de ratos neonatos
em cultura de células (b) foram submetidas a immunoblotting com anticorpo
anti-c-Jun. Os valores obtidos a partir de densitometria Optica das bandas
referem-se a porcentagem em relagdo ao grupo controle, expressos como
média de 4 experimentos * erro. Angll refere-se ao grupo estimulado com
Angll; SNAC/Angll refere-se ao grupo pré-tratado com SNAC e estimulado
com Angll. Foi considerado significativo valor de p<0,05.(ANOVA).
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Evidéncias acumuladas durante os tltimos anos tém creditado aos S-nitrosotiois
(SNOs) o papel de intermedidrios fisioldgicos do gds radicalar NO. Conforme discutido
previamente, as agdes fisioldgicas do NO devem ser mediadas predominantemente pelos
SNOs, devido a maior estabilidade e especificidade destes
(STAMLER et al, 1992a; SCHARFSTEIN et al., 1994; MANNICK et al., 1999;
GASTON et al., 2003; MULLER et al, 2002; RICARDO et al, 2002). Utilizando células
RAW 264.7 tratadas com lipopolissacdrides para ativacdo da NOS indutivel, detectou-se a
formacdo de 17.4 +/- 1.0 pmol/mg de proteina de SNOs no meio intracelular, com lento
decaimento, ao longo de horas. Sabe-se que a formacdo de SNOs endégenos € dependente
da formacdo de NO e nao de nitrito (ZHANG e HOGG, 2004 a). Também utilizando
cultura de células RAW 264.7, acrescentou-se GSNO/L-cistina ao meio
(com conseqiiente formacdo de S-nitroso-L-cisteina), o que levou a formagcdao de SNOs
intracelulares em niveis muito mais elevados do que os observados pela indu¢do da iNOS
(na faixa de nmol/mg de proteina). Quando se procedeu ao mesmo experimento na presenca
do scavenger de NO oxyMb (100 uM) ndo se verificou reducdo da produgdo de
S-nitrosotiois intracelulares, sugerindo, desta forma, que o uso de S-nitrosotiois leva a
formacdo de S-nitrosotiois intracelulares sem a liberacdo de NO, apenas por reacdes de
transnitrosacdo, diferindo, neste aspecto, da sintese de NO pelas NOSs
(ZHANG e HOGG, 2004 b). S-nitroso albumina é descrita como a forma mais abundante
na qual o NO existe em circulagdo, bem como o maior reservatério plasmdtico de NO
(STAMLER et al, 1992b). J4 a glutationa € o tiol ndo protéico mais abundante encontrado
endogenamente, e provavelmente o maior reservatério de SNOs (na forma GSNO) de baixo
peso molecular (ASKEW et al, 1995, RICARDO et al, 2002). L-cisteina € a precursora da
glutationa, e tem sido descrita como intermedidria (na forma S-nitroso-L-cisteina) em
varias reagdes de transnitrosacdo com  outros transportadores de NO
(RICARDO et al, 2005). N-acetil-L-cisteina (NAC), um produto endégeno da L-cisteina, é
também um efetivo precursor e estimulador da sintese de glutationa, e pode ser rapidamente
nitrosado, resultando em SNAC (ARUOMA et al, 1989). A reacdo de S-nitrosacao de tidis
endégenos € considerada necessdria ndo sé para a acdo do NO gerado pelas NOSs
(IGNARRO et al, 1981), como essencial para a acdo vasodilatadora de drogas como os

nitratos organicos (nitroglicerina, mono e dinitrato de isossorbida, entre outros), levando a
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formacdo de nitrosotidis intermedidrios, o que justifica, ao menos parcialmente,
o conhecido fendmeno de tolerancia aos nitratos. O uso continuo de nitratos organicos
conduz rapidamente a tolerancia farmacoldgica, reversivel apds um periodo livre da
administracdo da droga ou por suplementacdo de compostos sulfidrilicos, particularmente
NAC (MEHRA et al, 1994). Entende-se que os grupamentos sulfidrila dos tiéis endégenos,
ao sofrer S-nitrosacdo pelos nitratos organicos, com posterior liberacio do NO para outros
sitios (como a sGC), resultam oxidados e dimerizados, indisponiveis, portanto, para novas
reacoes (STAMLER e LOSCALZO, 1991; ABRAMS, 1991; IGNARRO, 2002). De fato,
o fendmeno cldssico de tolerancia efetivamente nao ocorre quando se faz uso prolongado
de nitrosotidis em ratos (MILLER et al, 2000). HENRY et al (1989) investigaram a agao
aguda e prolongada do NO, de SNAC e SNAP em anéis isolados de artérias corondrias
bovinas. Embora os trés compostos tenham levado a resposta de vasodilatagcdo, a duracdo
da mesma com o uso de SNAC foi de duas a trés vezes mais prolongada em relacdo aos
outros agentes. Quando se administrou concomitantemente NAC e NO, ou NAC e SNAP,
ocorreu redugdo do pico de efeito e prolongamento da acdo, e a anédlise por cromatografia
liquida de alta resolugdo evidenciou formagdao de SNAC in vivo. Ainda no mesmo estudo,
verificou-se que a inducdo de tolerancia a nitroglicerina ndo impedia a acdo do SNAC ou
do NO, embora a superperfusdo com SNAC tenha levado a um outro tipo de tolerancia,
de menor relevancia, determinada, provavelmente, por atenuagdo da resposta da guanilato
ciclase. Alguns doadores de 6xido nitrico, como nitroprussiato de sédio e SNOs de baixo
peso molecular, em particular o SNAC, causam vasodilatacio prolongada in vitro
(apds remocao da droga por lavagem extensiva) e in vivo (apés eliminacdo da droga)
(ALENCAR et al, 2003a). E improvéavel que tais efeitos prolongados sejam atribuiveis
primariamente a ativagdo da sGC pelo NO radical, que possui meia-vida biolégica muito
curta e cuja ligacdo ao grupamento heme da guanilato ciclase se faz de maneira reversivel
(BUTLER et al, 1995). De fato, tais efeitos prolongados s6 ocorrem com agentes capazes
de promover S-nitrosacdo de residuos de cisteina, como é o caso do SNAC e SNAP
(confirmado por imunoquimica com anticorpo anti s-nitroso-cisteina), mas inexiste com
agentes que apenas liberam NO radical, como o 6xido de 2-(N,N-dietilamino)-diazenolato
(DEA-NO), confirmado por spin trapping (ALENCAR et al, 2003a ; ALENCAR et al,

2003b ). Em outro trabalho, a perfusdo de ratos com solu¢do de GSNO levou a detec¢do de
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espécies nitrosadas em tecidos (inclusive corag@o), com apenas moderada elevacdo dos
niveis teciduais de nitrito/nitrato, sugerindo transferéncia direta de NO* sem o
envolvimento de NO livre (S-N transnitrosa¢cdo), ao contrdrio do observado para o
DEA-NO (BRYAN et al, 2004). O mecanismo pelo qual os doadores de NO atravessavam
a membrana celular era desconhecido. S-nitrosotiois sdo drogas que espontaneamente
liberam NO" e podem ganhar acesso ao compartimento intracelular pela agio catalitica da
enzima dissulfito isomerase (csPDI) ligada a membrana celular (Figura 13) e reacdes de

transnitrosacao associadas (RAMACHANDRAN et al., 2001).

Membrana
2N,0;
Citosol
RoH RSNO
Figura 13 - Transporte trans-membrana celular de SNOs mediado pela csPDI

(retirado de RAMACHANDRAN et al., 2001)

Mais recentemente, tem sido descrita a participagdo do sistema de transporte de
L-aminoécidos como importantes mediadores da incorporagdo de SNOs pelas células.
Nessa hipétese, a L-cisteina recebe o aduto NO de um doador de NO (como o GSNO) em
uma reagcdo de transnitrosacdo, e na forma de S-nitroso-L-cisteina é captada do meio
extracelular pelos transportadores de L-aminodcidos (particularmente LAT1 e LAT2) e
liberada no meio intracelular, onde pode transferir o aduto NO para outras espécies
(LT e WHORTON, 2005). O uso deste sistema depende do nitrosotiol utilizado. O efeito do

GSNO j4é ¢é bastante conhecido, bem como a nitrosocisteina. No caso do SNAP, entretanto,
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o acréscimo de cistina ao meio celular ndo aumentou significantemente sua captagao,
sugerindo que ele ndo utilize este sistema para liberar adutos NO no interior da célula,
talvez por inibir diretamente o sistema de transporte de aminoacidos, como é o caso do
glutamato (ZHANG e HOGG, 2004b). Nao hd dados sobre o SNAC quanto a sua
incorporagdo por este sistema, mas sabe-se que L-cisteina € modificada por varios adutos,
como metilmercurio-cisteina e a propria s-nitroso-L-cisteina, de forma que € bastante
provavel que o SNAC se utilize deste sistema. O uso do sistema LAT esta representado na

figura 14.

Figura 14 - Modelo de captagao de SNO mediado por L-cistina, com utiliza¢do do sistema

LAT (retirado de ZHANG e HOGG, 2004 b).

Do exposto conclui-se que os agentes S-nitrosantes (termo mais apropriado que
doadores de Oxido nitrico), representados pelos nitrosotidis de baixo peso molecular,

constituem os principais mediadores bioldgicos das acdes do NO.

No presente trabalho, escolhemos usar o SNAC devido a sua solubilidade em
dgua, bem como por ser um nitrosotiol de baixo peso molecular de ocorréncia endégena,

além de ser o agente de duracdo mais prolongada. J4 o SNAP, principal agente usado em
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pesquisas, ndo € solivel em meio aquoso e ndo ocorre naturalmente, além de ter duracao de
acdo mais curta. Embora ndo possamos excluir totalmente a possibilidade de os efeitos do
SNAC por nés observados serem atribuiveis a caracteristicas proprias deste composto, ou
de seus metabdlitos (NAC ou NAC dimerizado), a literatura tem evidenciado
sistematicamente que os variados efeitos fisioldgicos obtidos com SNAC, SNAP ou GSNO,
cGMP dependentes ou independentes, sdo superponiveis e representativos da acao do NO.
Conforme discutido por ZHANG e HOGG (2004 b), as mudangas bioquimicas que ocorrem
ap6s exposicao das células aos S-nitrosotiois sdo distintas daquelas observadas com NO
gerado endogenamente, e ndo dependem da liberacdo de NO pelos nitrosotiois. Claramente,
os eventos deflagrados ou modulados pelos SNOs nao podem ser automaticamente
atribuidos a formacao de NO. Porém, concluem os autores, SNOs mimetizam varios dos
efeitos de sinalizagcdo distal mediada pelo NO. Finalizando, entendemos que os resultados
por nds observados com o uso do SNAC sdo representativos da acdo intracelular de SNOs,
e, portanto, da ativacdo distal pelo NO. Outro motivo para melhor entender os efeitos
celulares dos SNOs € o seu potencial para uso terapéutico em vdrias situacoes
(IGNARRO et al, 2002). Como exemplo podemos citar o estudo que avaliou o efeito
hipotensor do SNAC em ratos conscientes (RICARDO et al, 2002) que evidenciou,
em ratos normotensos e hipertensos por bloqueio da NOS com L-NAME, que o efeito
hipotensor do SNAC foi mais potente e prolongado que o do nitroprussiato de sédio, sem o
inconveniente deste tltimo, que consiste na geracdo do metabdlito téxico tiocianato, o que
limita seu uso clinico. Evidenciaram, ainda, que o pré-tratamento com azul de metileno
(bloqueador da via cGMP dependente), levou a uma pequena atenuacdo do seu efeito,

sugerindo assim, que o SNAC tenha acdes cGMP dependentes e independentes.

No presente estudo, evidenciamos alteracdes evidentes na sinalizacio celular da
Angll em miocardio de ratos, nas vias JAK/STAT e naquelas envolvendo MAPKs,
bem como atenuacdo da expressao dos LE. genes c-fos e c-jun e da ativagdo
pOs-transcripcional de c-Jun por fosforilagdo, através do pré-tratamento com o SNO SNAC.
Os experimentos conduzidos em ratos necessitaram confirmac¢ido em cultura de células a
fim de evitar interferéncia de fatores hemodindmicos, tais como hipotensdo, bem como
regulacdo pardcrina mediada por fibroblastos ou ativagdo paralela por catecolaminas

liberadas em situacao de estresse do animal.
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A modulacido observada na via JAK/STAT coincide com a expectativa tedrica
que se depreende da literatura. Conforme discutido previamente, tanto NO como SNOs
podem levar a oxidacgdo dos ditidis das JAKSs, tornando-as, desta forma, incapazes de sofrer
autofosforilacdo, e, portanto, inativas. Sem a intermediacdo da JAK2, ndo é possivel a
fosforilagdo das STATS por estimulo da Angll. Assim, os resultados por nés obtidos estao
de acordo com a literatura e sdo coerentes nesta via. A inibi¢do da fosforilagdo das STAT 1
e 3, por nos observada, ndo havia sido previamente descrita, bem como a inativacdo da
JAK?2 nas condi¢des do nosso experimento (em tecido cardiaco, com estimulo da Angll e

pré-tratamento com SNAC).

Quanto aos resultados obtidos na via das MAPKSs, faz-se necessaria analise
individual. A literatura descreve inibi¢do da fosforilacdo da JINK1 (PARK ef al.2000) e da
INK2 (SO et al., 1998) por mecanismo de S-nitrosacdo, o que é concordante com nossos
resultados. Independente de consideracdes mecanisticas, SMITH et al. (2005)
demonstraram menor ativacdo das JNKs em miocardio de ratos, durante o remodelamento
pOs infarto (sabidamente mediado pela Angll) pela transferéncia, por vetor viral, do gene
da eNOS. Além disso, o resultado por nés obtido € coerente com a observagdo, em nosso
trabalho, da menor ativacdo por fosforilagdo da proteina c-Jun. Este efeito, também inédito
na literatura, deve ser decorrente da menor ativacdo das JNKs, embora ndo possamos
descartar também a participagdo de modulacdo direta pelo SNAC em c-Jun, interferindo
com sua fosforilagdo. Com respeito as ERKs 1 e 2, os experimentos conduzidos em animal
evidenciaram um aparente paradoxo, ja que o pré-tratamento com SNAC levou a
exacerbacdo da fosforilagdo das mesmas induzida pela Angll. O mesmo resultado foi
verificado em cultura de cardiomidcitos, embora sem alcancar significancia estatistica para
o ndmero de experimentos realizados (n=4). Diante da expectativa tedrica de inibi¢do da
sinalizacdo da Angll pelo NO, e considerando o papel da ERK1 e 2 nesta sinalizacdo,
poderiamos esperar que o SNAC inibisse a fosforilacdo de ERK1 e 2. Entretanto, como
citado anteriormente, LANDER et al. (1996), demonstraram que tanto SNAP como NO ou
nitroprussiato de sédio aumentam a atividade da ERK1/2, da p38MAPK e da JNK, e que tal
efeito se deve ao aumento da atividade upstream das proteinas Ras (p21ras, Racl e Cdc42).
Posteriormente, o mesmo autor identificou a S-nitrosacao da cisteina 118 da p21ras como o

mecanismo ativador da mesma (LANDER er al., 1997). CALLSEN er al. (1998),
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observaram que a inducdo de NOS promove ativagdo bifasica da ERKI1/2
(rapidamente, em 5 a 15 minutos) e tardiamente (em 15 a 24 h). No mesmo trabalho
pode-se demonstrar que a ativagdo precoce depende da via cGMP, e a tardia decorre de
inativagdo, por S-nitrosacdo, de MAPK-fosfatases. Também OLIVEIRA er al. (2003),
usando doadores de NO em células endoteliais vasculares de coelho, observaram ativagao
da via p21Ras-Raf-1 kinase-MEK-ERK1/2, dependente de cGMP. Por fim, um mecanismo
que pode participar do efeito observado deriva de relacdes de cross-talk com a via
JAK/STAT, ja que SANDBERG et al. (2004) demonstraram que a JAK2, ativada pelo
estimulo de Angll, ativa a expressio da MKP-1, que inativa a ERK2 em 30 minutos.
Como o uso do SNAC inibiu a ativacdo da JAK2, disso pode ter resultado uma menor
atividade da MKP-1, embora seja discutivel se tal efeito ja seria perceptivel no tempo de 10
minutos. Com relagdo a ativagado distal a ERK, sabe-se que a fosforilacdo de ERK1 e 2 leva
a fosforilacdo do fator de transcricao Elk-1 (GILLE et al., 1992) que, assim ativado, liga-se
ao elemento sérico de resposta (SRE) em um complexo com o fator sérico de resposta
(SRF), e o SRE ¢é uma seqiiéncia regulatéria que controla a expressdo de c-fos
(GILLE et al., 1992; MARALIS et al., 1993; BUCHWALTER et al, 2004). H4 uma aparente
contradi¢cdo entre este conceito e a constatacdo, no presente trabalho, de menor expressao
de c-fos obtida pelo pré-tratamento com SNAC. Ocorre que a regidao promotora de c-fos
também compreende uma seqii€éncia SIE, ativada por STATs, e a ativacao das mesmas foi
inibida pelo uso de SNAC. Podemos especular que a maior ligagdo ao sitio SRE,
isoladamente, ndo seja capaz de aumentar a expressao de c-fos. Mais importante, conforme
citado na introdugdo, também as JNK1 e JNK2 sao capazes de fosforilar e ativar o fator
complexo ternario/Elk-1, sugerindo seu possivel envolvimento na inducdo de c-fos em

determinadas circunstancias ( DENG e KARIN, 1994; CAVIGELLI et al, 1995).

A via Raf-1/MEK/ERK pode ser ativada por vdrios estimulos hipertréficos,
porém ha evidéncias conflitantes na literatura quanto ao papel deste médulo de sinalizagao.
A construcdo de células transfectadas para expressao ativa de Ras, Raf-1, ou MEK pode
induzir atividade transcripcional na regido promotora de ANP, 3-miosina de cadeia pesada,
a-actina esquelética (THORBURN et al., 1993; THORBURN et al, 1994a; THUERAUF e
GLEMBOTSKI, 1997). Em contraste, THORBURN ef al (1994 b) relataram que o

aumento da expressdo de Raf-1 ou ERK ndo € capaz de conduzir a organizacao sarcomérica
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tipica da hipertrofia, bem como POST et al (1996) verificaram que a inibicdo
farmacoldgica de MEK nao suprimiu a alteracdo sarcomérica induzida por fenilefrina,
nem a expressao de ANP. Tais achados sugerem que a ativagdo de ERK isoladamente ndo é
suficiente para a inducao de hipertrofia miocardica e que o papel desta via deve ser distinto
para cada tipo de estimulo (KODAMA et al, 2000). Finalmente, SILBERBACH et al
(1999), estudando a acdo anti-hipertréfica do ANP em cardiomidcitos, encontraram
ativacdo da ERK mediada pela ativagdo de cGMP como mecanismo anti-hipertréfico do
ANP. A hipertrofia induzida por fenilefrina sofreu atenuagdo pelo ANP. A ERK
(mas ndo a JNK ou p38) foi ativada pela fenilefrina, bem como pelo ANP, e a
administracdo de ambos ao meio de cultura levou a um efeito aditivo, de forma similar ao
encontrado no presente trabalho em relagdo ao efeito aditivo da Angll e SNAC na ativagdo
de ERK. O uso de andlogos da cGMP mimetizou a a¢do do ANP. Depreendemos, assim,
que os dados por nds obtidos neste trabalho encontram ressondncia na literatura.
Com relacdo a p38, sua ativagao pela Angll é dependente de sinalizag¢do redox, via geragao
de superoxido pela NAD(P)H oxidase (WENZEL et al, 2001). Como discutido
previamente, embora desempenhe um papel no processo de hipertrofia miocdrdica, ha
davidas sobre sua relevancia neste processo quando por estimulo da Angll.. [ZUMI et al
(2000), estudando as fases aguda e cronica de desenvolvimento de hipertrofia miocardica
em ratos SHRSP (stroke-prone spontaneously hypertensive rats), comparados a ratos
normotensos Wistar-Kyoto (WKY), encontrou ativacdo apenas da JNK, e ndo da ERK ou
p38. Sabe-se que neste modelo animal existe participacdo fisiopatoldgica da Angll, visto
que a hipertrofia (e ativagdo da JNK) sdo prevenidas pelo bloqueio dos receptores ATI.
Embora o resultado do presente trabalho, qual seja, a ndo ativacdo de p38 pela Angll
(sem modulacdo pelo uso de SNAC) ndo encontre respaldo na literatura, tampouco se
encontram na literatura evidéncias inequivocas da ativagdo da p38 pela Angll em
cardiomiocitos. PALM-LEIS et al (2004) demonstraram acentuada fosforilacdo de p-38
estimulada pela Angll, com pico em 2 minutos e duracdo de até 24 horas,
em cardiomidcitos de ratos Sprague-Dawley. Também AOKI et al (2000), estimulando
cardiomidcitos de ratos Wistar com Angll ou fenilefrina, evidenciaram aumento da
fosforilagdo de p38 pela Angll com inicio em 2 minutos, pico de acdo em 5 minutos e

manutenc¢do da ativacdo por mais de 1 hora, porém a magnitude deste efeito foi muito mais
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evidente com estimulo pela fenilefrina, que é o principal ativador da p38. Outros trabalhos
foram desenvolvidos com diferentes tecidos ou células, e seus resultados ndo podem ser
generalizados para as condi¢des do presente estudo. Uma possivel falha em nosso trabalho
poderia ser representada por ativagdo basal inesperada no grupo controle, por exemplo,
por estresse dos animais durante o inicio do procedimento, antes da anestesia, com ativagao
adrenérgica. Tal hipdtese, entretanto, ndo explica os resultados obtidos em cultura de
cardiomidcitos. Ainda com relagdo ao papel desempenhado pela ativacdo de p38 em
cardiomidcitos, € interessante citar o trabalho de WANG et al(1998b), no qual a ativagdo
simultanea de JNKs pela MKK7 e da p38 pela MKK6 induziu uma resposta citopatica com
supressao da inducgdo de hipertrofia obtida pela ativacao isolada da MKK7/JNK.

Por fim, o resultado por nds encontrado na atividade transcripcional dos L.E.
genes c-jun e c-fos sdo coerentes com os demais resultados, acima discutidos. ZHAN e
PAN (2000) ja haviam descrito inibicdo da expressdo de c-fos pela Angll através do
pré-tratamento de cardiomiécitos com SNAP. Quanto aos dados por nds obtidos em relagao

a expressao de c-jun, sdo inéditos na literatura.

O objetivo do presente trabalho foi investigar a modulacdo do SNAC em etapas
iniciais e intermedidrias da sinalizacdo da Angll em vias envolvidas no processo de
hipertrofia ventricular. Nao avaliamos etapas mais tardias, como expressao de proteinas
sarcoméricas de padrdo fetal ou ANP, nem parametros morfol6gicos ou incorporacdo de
[*H]fenilalanina ou de [3H]leucina. Entretanto, até o nivel onde nos propusemos a
investigar, os achados sdo coerentes com uma provavel acdo anti-hipertréfica mediada pelo
SNAC, no modelo estudado. A menor expressao de c-fos e c-jun, bem como menor

ativacdo do ultimo, sugerem menor atividade transcripcional nos sitios de consenso AP1.
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Nas condi¢des experimentais descritas, tanto em miocardio ventricular como

em cardiomidcitos de ratos, podemos concluir:

A Angll leva ao aumento de fosforilacio da JAK2, STATI1 e STAT3,

JNKs, ERK1 e 2 e c-Jun, além de aumentar a transcri¢do de c-jun e c-fos.

O pré-tratamento com o doador de 6xido nitrico SNAC inibe a fosforilagdao
de JAK2, STATI1 e STAT3, JNKI1 e 2/3 e de c-Jun, mas promove aumento
adicional da fosforilacio de ERKI e 2 promovido pela Angll. O
pré-tratamento com SNAC também determina menor transcricio dos LE.
genes c-jun e c-fos. Nao houve alteracdo na fosforilacdo de p38 com Angll

nem com pré-tratamento com SNAC.
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* Manuscript
Abstract

Angiotensin II (Ang II) plays an important role in the genesis of cardiac hypertrophy. Much
of the growth stimulus delivered by Ang II depends on the activation of intracellular
signaling through members of the mitogen-activated-protein kinase (MAPK) and Janus
kinase (JAK) family of signal transducers. Pharmacological agents that act as nitric oxide
(NO) donors are currently under intense investigation for their beneficial roles in clinical
conditions that produce cardiac hypertrophy. Here, we evaluated the ability of S-nitroso
Nacetylcysteine (SNAC) in modulating Ang II signal transduction through members of the
MAPK family and through JAK2/STAT-1 and STAT-3 in heart and isolated
cardiomyocytes of rats. SNAC significantly reversed Ang II activation of the
JAK2/STAT- 1 and -3 signaling in heart and cardiomyocytes. In summary, the treatment of
living rats and isolated cardiomyocytes with a potent NO donor affects Ang II signal
transduction on a pathway specific manner resulting in the modulation of early inducible
gene expression. These results provide evidence for a direct effect of SNAC upon Ang II
signal transduction. The anti-hypertrophic property of this class of drugs is discussed on a

molecular basis.
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Introduction

Myocardial hypertrophy is a response to hemodynamic overload and is an outcome of
several clinical conditions. More than an adaptation that precedes cardiac failure, it
represents an independent risk factor for cardiac morbidity and mortality [1]. Angiotensin II
(Ang II) is known to play an important role in this pathophysiological process [2, 3].
By signaling mostly through the ATI receptor, Ang II can activate distinct signaling
pathways that modulate cell growth. Two important pathways that connect Ang II signaling
to growth are the mitogen-activated protein kinase (MAPK) and the Janus associated
kinase/signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT) pathways. The early
genetic response to Ang II in cardiac myocytes includes the transcription of a number of
immediate early (IE) genes, such as c-fos, c-myc, c-jun, and early growth response gene-1
(Egr-1) [4]. C-jun N-terminal kinase (JNK), extracellular signal-regulated kinase (ERK),
and p38 are subfamilies of the MAPK family of serine/threonine kinases that participate on
Ang II induced gene expression [5]. In parallel, activation of STAT1 and STAT3 by Ang II

is also capable of inducing early gene expression [6,7].

Nitric oxide (NO), generated by cell type-specific NO synthases (NOSs), has
classically been characterized as a freely diffusible intercellular messenger that functions in
target cells to subserve NOS-dependent signaling [8]. There is a large body of evidence
regarding the functional interaction between Ang II and NO, determined by the mutual
regulation of Ang II and NO signaling pathways at different levels [9]. Indeed, NO may act
as an important counter-regulatory agent of the Ang II actions. NO-based modification of
proteins is associated to the S-nitrosation of cysteine residues as well as to the coordination
of NO to heme groups (nitrosilation) [10]. More than a hundred proteins of all classes are
substrates for S-nitrosation and the ubiquitous effects exerted by NO in cells are conveyed
in large part by this mechanism of protein regulation [11]. The thiol groups of cysteine
residues of proteins can be S-nitrosated by NO in the presence of dioxygen (O2). However,
in vivo, the most probable mechanism involved is transnitrosation, where NO can be
transferred from the SNO moiety of a low molecular mass peptide (or of a protein) to the
thiol moiety of the target protein. S-nitrosothiols (RSNOs) have already been identified as

endogenous NO carriers and donors in mammals and may be involved in NO signal
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transduction pathways [12, 13]. Among then, S-nitroso-N-acetylcysteine (SNAC) is a
spontaneous NO donor with confirmed vasodilator activity [14-16]. In this work, we
demonstrate that SNAC modulates Ang II signal transduction through the JAK/STAT and
MAPK signaling pathways in the heart and isolated cardiomyocytes of rats.

Materials and Methods

Animals. Male Wistar rats, 1-2 days old for cardiomyocyte preparation or 6-8 weeks old
(150-200 g) for the remaining experiments, from the State University of Campinas Animal
Breeding Center were used in the experiments. The adult rats were allowed access to
standard rodent chow and water ad [libitum. Food was withdrawn 12 h before the
experiments. Rats were anesthetized by i.p. injection of sodium amobarbital
(15 mg/kg body weight), and the experiments were initiated after the loss of corneal and
pedal reflexes. All experiments were conducted according to the principles and procedures
described by NIH Guidelines for the Care and Use of Experimental Animals and were

approved by the State University of Campinas Ethical Committee.

Antibodies and chemicals. Mouse monoclonal anti-phospho-JNK (Thr-183; Tyr- 185)
(sc  6254)1, anti-JNKI  (sc-1648), anti-phospho-c-jun  (Ser-63)  (sc-822),
anti-phospho- ERK1/2  (Tyr-204)(sc-7383), anti-phospho-tyrosine (sc-508), and
anti-STAT1 (sc-464); rabbit polyclonal anti-JAK2 (cs-7229), anti-c-jun (sc-1694),
anti-c-fos (sc-253 and sc- 7202), anti-ERK 2 (sc-153), anti-phospho-p38 (Tyr-182)
(sc-7973), anti-p38 (sc-7149) and anti STAT3 (sc-483); and goat polyclonal
anti-phospho-STAT1 (Tyr-701)(sc-7988), and anti-phospho STAT3 (Tyr-705)(sc-7993)
antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).
Anti-mouse and anti-goat IgG antibodies were from Sigma Aldrich Corp.
(St. Louis, MO, USA). Reagents for SDS-PAGE and immunoblotting were obtained from
Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA). HEPES, phenylmethylsulfonylfluoride, aprotinin,
dithiothreitol, Triton X-100, Tween 20, glycerol, pancreatin, Ang II, and BSA (fraction V)
were obtained from Sigma-Aldrich Corp. Neomycin was purchased from Life

Technologies, Inc. (Geneticin G418, Grand Island, NY, USA). Protein A-Sepharose 6MB
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and Percoll (density, 1.131 g/ml) were obtained from Amersham Pharmacia Biotech
125

(Uppsala, Sweden). [ “I] protein A, and nitrocellulose membranes were obtained from
Amersham Pharmacia Biotech (Little Chalfont, UK). Chemicals, culture media, and sera
used in myocyte preparation and culture were purchased from Life Technologies,
Inc. Sodium amobarbital was obtained from Eli Lilly & Co. (Indianapolis, IN, USA).
Aqueous SNAC stock solution was prepared by reacting equimolar (1.0 x 10-2 mol L-1)
N-acetyl-L-cysteine (NAC) (Sigma) and sodium nitrite solutions. The final solution was
stirred at room temperature for 15 min protected from light with aluminium foil. SNAC
solutions were diluted in phosphate buffer saline solution, pH 7.4 and used immediately
after synthesis. Reaction yield was measured spectrophotometrically based on the molar

absorption coefficient of SNAC at 550 nm and was grater than 98%. All the solutions were

prepared using analytical grade water from a Millipore Milli-Q Gradient filtration system.

Cell Cultures. Ventricular cardiac myocytes were prepared by enzymatic disaggregation as
described previously [17]. Hearts from neonatal (1-3 d old) Wistar rats were excised, and
the  ventricles were minced and suspended in  sterile ADS  buffer
[4.36 g HEPES, free acid (pH 7.35), 6.8 g NaCl, 1.0 g D-glucose, 0.4 g KCI, 0.14 g
NaH2PO4-H20, 0.1 g MgSO4- anhydrous, and 0.02 g phenol red]. Tissue was then
subjected to multiple enzymatic digestions at 37 °C using a mixture of collagenase and
pancreatin. Four or five successive digestions were performed, each lasting 20 min.
The solution obtained during each digestion was transferred to a sterile tube containing 1.0
mL newborn calf serum and centrifuged. The pellets obtained were re-suspended in
newborn calf serum. To separate myocytes from other cells, the suspension was layered
onto a discontinuous Percoll density gradient consisting of two phases
(densities: 1.060 / 1.086 g/mL). After washing to remove traces of Percoll, the myocytes
were cultured in DMEM containing 5% fetal calf serum, 10% horse serum, and 100 UI
penicillin-streptomycin/ml. The cells were plated at the concentration of 8.0 x 10* on plates
previously coated with 0.1% gelatin. Cardiomyocytes viability was determined by the dye

exclusion of trypan blue.

SNAC/Ang Il treatment and tissue extraction. The abdominal cavity was opened, the vena
cava was exposed, and 0.02 ml saline (0.9% NaCl), with or without 10° mol L™ Ang II was

injected. Some rats received SNAC ( 0.8 umol/kg iv) 10 min before the Ang II. At various
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time intervals (10 minutes for determination of JAK2, JNK, ERK and p38 phosphorylation;
20 minutes for determination of c-Jun phosphorylation; 30 minutes for determination of
c- Fos expression and STAT-1 phosphorylation; 120 minutes for determination of c-Jun
expression and STAT3 phosphorylation), the tips of the ventricles were excised, washed in
extraction buffer and immediately homogenized in approximately 5 volumes solubilization
buffer at 4[]C [1% Triton X-100, 100 mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 mM sodium
pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium vanadate, 2.0
mM phenylmethylsulfonylfluoride, and 0.1 mg aprotinin/ml] with a Polytron PTA 20S
generator (model PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY) operated at maximum
speed for 30 sec. For cell studies the cardiomyocytes were plated at a density of 8.0 x
10%/plate and were exposed to Ang II at final concentration 10 > M (time as stated above)
and SNAC (10™* M, loaded 10 min before the Ang II). After stimulation, the cells were
washed twice in ice cold PBS and scraped into ice-cold solubilization buffer
(as for heart extraction). The various time intervals used were chosen to achieve maximum
activation or expression of the target proteins evaluated, and were based on time courses

referred in the literature.

Protein analyses by immunoblotting. Insoluble material was removed by centrifugation for
25 min at 11,000 rpm in a 70.Ti rotor (Beckman, Fullerton, CA) at 4° C. The protein
concentration of the supernatants was measured by the Bradford dye-binding method [18]
for samples obtained from rats and by the Lowry method [19] for those obtained from cell
culture. Both measurements were performed in triplicate. Aliquots of the resulting
supernatants containing 5.0 mg total protein were used for immunoprecipitation with anti
cfos, anti-JAK2 (10 pL, anti-STATI1 (15 pL) or anti-STAT3 (15 pL), antibodies at 4 °C
overnight, followed by the addition of protein A-Sepharose 6MB for 2 h. The pellets were
washed three times in ice-cold buffer [0.5% Triton X-100, 100 mM Tris (pH 7.4), 10 mM
EDTA, and 2.0 mM sodium vanadate]. After washing, the pellets were re-suspended in
Laemmli’s sample buffer containing 100 mM dithiothreitol and heated in a boiling water
bath for 5 min. The  samples  were subjected  to SDS-PAGE
(8%, 10% or 12% bisacrylamide) in a Bio-Rad miniature lab gel apparatus
(Bio-Rad Laboratories). Electrotransfer of proteins from the gel to the nitrocellulose

membrane was performed for 90 min at constant voltage (120 V) in a Bio-Rad miniature
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transfer apparatus (Mini- Protean) as described by Towbin et al [20]. The nitrocellulose
membranes were preincubated in blocking buffer (5% nonfat dry milk, 10 mM Tris, 150
mM NacCl, and 0.02% Tween 20) for 2 h. The nitrocellulose blots were then incubated with
the appropriate antibody diluted in blocking buffer (3% BSA instead of nonfat dry milk)
overnight at 4° C and washed for 15 min with the blocking buffer without nonfat dry milk.

The blots were subsequently incubated with 2.0 mCi ['*

I] protein A in 10 ml blocking
buffer for 2 h at room temperature and washed again as described above for 15 min. ['*I]
Protein A bound to the antibodies was detected by autoradiography using pre-flashed
Kodak XAR  film with Cronex Lightning Plus intensifying screens
(Eastman Kodak, Rochester, NY) at -70 °C for 24—72 h. Band intensities were quantified
by digital densitometry (Scion Image software, Scion Corp., Frederick, MD) of the
developed autoradiographies. For simple immunobloting experiments
(not preceded by immunoprecipitation), 0.25 mg total protein from heart or cardiomyocyte
extracts was separated by SDS-PAGE (8%, 10% or 12% bisacrylamide), transferred to
nitrocellulose =~ membranes, and blotted with the appropriate antibodies
(anti-c-Fos, anti-c-Jun, anti-phospho-c-Jun, anti-ERK and phospho-ERK, anti- JNK and
phospho JNK or anti-p38 and phospho-p38)[21].

Data presentation and statistical analysis. The results are expressed as the mean £ SEM of
the indicated number of experiments, as appropriate. The blots are presented as percentage
comparisons of bands in autoradiographies and were quantified by densitometry using
Scion Image software. The ANOVA test for non-parametric samples was used for

statistical analysis. The level of significance was set at P < 0.05.

Results

SNAC prevents Ang Il — induced activation of signal transduction through JAK2/STATI
and -3 in heart and cardiomyocytes. A single dose of Ang Il promotes a 1.5 fold increase
of JAK2 tyrosine phosphorylation in the heart of living rats (Fig. 1A), this is followed by
the tyrosine phosphorylation STAT1 (2.1 fold) (Fig. 1C) and STAT3 (1.5 fold) (Fig. 1E).

Similar results are observed when isolated cardiomyocytes are acutely exposed to Ang II,
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which promoted increases of 1.7-, and 1.4-fold increase of tyrosine phosphorylation of
JAK2 (Fig. 1B), STATI1 (Fig. 1D) and STAT3 (Fig. 1F), respectively. The pre-treatment of
rats or isolated cardiomyocytes with SNAC was sufficient to completely prevent the effects
Ang II upon this signaling pathway. The levels of non-phosphorilated proteins
(JAK 2, STATI1 and STAT3) showed no significant changes.

SNAC modulates Ang Il signal transduction through members of the MAPK family. A
single dose of Ang II promotes the tyrosine phosphorylation of ERK1 and ERK2
(1.7-fold and 1.3-fold, respectively) (Fig. 2A and 2B) and the threoninel83/tyrosine 185
phosphorylation of JNK-1 and -2/3 in heart (Fig 2C) and in isolated cardiomyocytes
(Fig. 2D) (1.7-fold and 1.9-fold, respectively). The pre-treatment with SNAC significantly
prevented the effect of Ang II upon JNKI1 and 2/3 in heart (Fig. 2C) and in isolated
cardiomyocytes (Fig. 2D). Conversely, the effect of SNAC on Ang II-induced tyrosine
phosphorylation of ERK1 and ERK2 was the opposite. Thus, the pre-treatment of SNAC
produced a tendency of increase of Ang Il-induced ERK1/2 tyrosine phosphorylation in
cardiomyocytes, which was confirmed by a significant enhancement of this effect in the
heart (Fig. 2A and 2B). Surprisingly, no significant modulation of p-38 molecular
activation status was obtained by either Ang II or SNAC-Ang II treatment in heart and
cardiomyocytes (Fig 2E and 2F). The level of non-phosphorilated protein
(JNK, ERK and p38) showed no changes.

SNAC prevents the stimulatory effect of Ang Il on early inducible gene expression and
activation. The activation of signal transduction through members of the MAPK signaling
pathway can lead to the phosphorylation and activation of c-Jun and c-Fos. Here we
observed that Ang II was capable of inducing the serine phosphorylation of c-Jun (1.6-fold)
(Fig. 3) in heart. The pre-treatment of rats with SNAC reversed the effect of Ang II upon
c- Jun phosphorylation (Fig. 3). In addition, a single dose of Ang II induced the expression
of c-Fos (1.6-fold and 1.8-fold) and c-Jun (1.6-fold and 1.7-fold) in heart (Fig. 4A and 5A)
and cardiomyocytes (Fig. 4 B and 5B), respectively. The pre-treatment with SNAC
prevented the stimulatory effect of Ang II on c-Fos and c-Jun, both in heart and isolated

cardiomyocytes (Fig. 4 and 5).
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Discussion

In addition to its well known roles in the control of vascular tonus, and in the immune and
nervous systems, there are substantial evidences that NO inhibits the growth promoting
effects of Ang II [9, 22-24]. However, little is know about the participation of NO in the
regulation of initial and intermediary steps of Ang II signaling pathways.
Cumulative evidences have credited to endogenous, low molecular weight, RSNOs the
mediation of many physiological actions of NO. These may proceed by cyclic guanosine
3,5- monophosphate (cGMP)-dependent and cGMP-independent mechanisms. The former
involves coordination of NO to the heme group of guanylate cyclase, which activates the
conversion of GTP into cGMP. The later, involves the direct activation or inactivation of
proteins through S-nitrosative modifications via transnitrosation reactions and is emerging
as post-translational signaling mechanism head-to-head with O-phosphorilation [25 — 27]
It is known that the use of exogenous SNOs, such as SNAC, leads to an intracellular
formation of other SNOs [28]. This is dependent on transnitrosation reactions and does not

lead to the formation of NO [29].

The two cGMP-independent nitrosative modifications of proteins by RSNOs
can be summarized as: the primary nitrosation of cysteine residues of proteins
(PCys-SH, were P is the protein), generating an S-nitrosated protein (PCysSNO) (Eq. 1.)
and the subsequent decomposition of the S-nitrosated proteins, yielding their corresponding

dimmers (PCysSSCysP)(Eq. 2.)
PCysSH + RSNO —-PCysSNO + RSH (1)
2 PCysSNO — PCysS-SCysP + 2 NO (2)

In addition to these processes, NO, RSNOs and other reactive nitrogen species(RNS) can
signal through redox events and coordinative interactions with metals. Currently, a number
of synthetic NO-donors are under evaluation for their possible beneficial effects for the
treatment of cardiovascular diseases [12, 14]. The results obtained with the i.v.
administration of SNAC in the present work can be analyzed on the basis of two distinct

intracellular growth-related signaling pathways activated by Ang II: The JAK/STAT and
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MAPK pathways. Of particular interest, JINK1 and JNK2 activities have been reported to be
negatively modulated by a mechanism of S-nitrosation [30,31]. The effects of cGMP are
mainly  mediated  through  c¢GMP-dependent protein  kinase (PKG) [9].
Increased intracellular cGMP can lead to increased or decreased activity of all three MAP
kinase pathways, depending on cell type and growth conditions, and the changes in MAP
kinase activity may explain the effects of ¢cGMP on many genes involved in cell
proliferation, differentiation, or apoptosis [32]. Finally, NO can oxidize vicinal dithiols
(a pair of spatially proximal thiols), within proteins to the disulfide state, producing redox
regulation of these proteins. Eq. 2 represents one of the possible mechanisms of
inactivation of JAK2 kinase activity, once studies in vitro point to the oxidation of vicinal
thiols with formation of a sulthur bridge as the cause of its inactivation [33].The reduced
form of JAK2 is the most active form, and the oxidized JAK2 form is inactive [33]. In this
study we have observed that in heart of living rats and in isolated cardiomyocytes SNAC
consistently reverses the effects of Ang II in activating the signal transduction through the
JAK2/STATI1-STAT3 signaling pathway. SNAC exerted similar effect on the Ang II
induced activation of JNK. Conversely, acting on ERK signaling pathway SNAC
potentiated the effects of Ang II. The effects of SNAC upon these early and intermediate
steps of signal transduction were accompanied by an inhibition of Ang II induced
phosphorylation of c-Jun and upon the expression of c-Jun and c-Fos. Surprisingly, neither
Ang II nor SNAC produced any significant effect on p38, which is known to be activated
by Ang II trough superoxide production. Activation of p38 in myocardium and its role in
the hypertrophic process remain controversial. Palm-Leis et al [34] demonstrated
phosphorylation in Sprague-Dawley rats by Ang II stimulation. A similar result was
obtained by Aoki et al [35], using Wistar cardiomyocytes. [zumi et al [36] examined the in
vivo role of the angiotensin II type 1 (AT1) receptor in cardiac MAP kinase activities
during both the onset and development of cardiac hypertrophy in stroke-prone
spontaneously hypertensive rats (SHRSP). In both the acute and chronic phases of cardiac
hypertrophy in SHRSP, cardiac JNK activities were significantly increased compared with
those observed in normotensive rats. Conversely, there was no prominent increase in
cardiac ERK or p38 activities in SHRSP. Losartan, an AT1 receptor antagonist, prevented
the onset of cardiac hypertrophy and retarded the progression of cardiac hypertrophy in
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SHRSP, being accompanied by the reduction of JNK activity and activator protein-1
(AP-1) activity in SHRSP. Wang et al [37] documented that p38 MAP kinase activities are
induced during the onset of in vivo hypertrophy in an experimental pressure overload
model. In cultured cardiomyocytes, activation of the p38 pathway induces several
independent characteristic features of myocyte hypertrophy, including an increase in cell
surface area, enhanced sarcomeric organization, and expression of an embryonic marker
gene, atrial natriuretic factor (ANF). These authors concluded that activation of p38 MAPK
activities during hypertrophy, and the opposing effects of hypertrophy and cell death
mediated by the two members of p38 MAPK family suggest a potential role of the p38
pathway in the onset of hypertrophy and heart failure. It has also being demonstrated that
specific activation of the JNK pathway in cardiac myocytes induces characteristic features
of hypertrophy, including an increase in cell size, elevated expression of ANF, and
induction of sarcomere organization. In contrast, co-activation of both JNK, by MAP
Kinase Kinase 7 (MKK-7) and p38 (by MKK3 or MKK®6) in cardiomyocytes led to an

induction of cytopathic responses and suppression of hypertrophic responses [38].

Other works have shown that in rat cardiomyocytes, Ang II induces a rapid
phosphorylation of JAK2 and Tyk2, but not of JAK1, and to induce the phosphorylation of
STATI1, STAT2 and STATS3 [6]. The time course for STAT1 and STAT3 phosphorylation
in rat cardiomyocytes stimulated by Angll, described by Kodama et al. [6],
showed maximum activation at 30 and 120 min., respectively. These times were used as a
basis to establish the time intervals, after which STAT1 and STAT3 were analyzed, while
JAK?2 was analyzed after 10 min, based on a previous work [21]. Interestingly, activated
STAT3 accumulates at the c-fos promoter and the activation of STAT3 alone induces c-fos
mRNA production [39]. Thus, we believe these phenomena may contribute for part of the

effects of Ang Il upon c-Fos herein described.

JNK1/2 phosphorylates c-Jun at putative regulatory amino-terminal serine
residues and increases its transcriptional activity [4]. c-Jun is one of the major components
of the transcription factor AP-1, which consists of homodymers c-Jun/c-Jun or
heterodymers c- Jun/c-Fos. AP-1 regulates the expression of many genes that possesses a
tetradecanoylphorbol acetate responsive element (TRE) in their promoter regions,

which include c-Fos, c-Jun, ANP, skeletal [I-actin and heavy chain B-miosin [4]. In this

Anexo

150



respect, the fact that SNAC is capable of abrogating Ang II-induced c-Jun phosphorylation
is in accordance with the effect of SNAC on JNKs phosphorylation. ERKI1/2
phosphorylates c- Fos and Elk-1 transcription factors. The late, once activated, binds to
serum response element (SRE) in a complex with the serum response factor (SRF). SRE is
a regulatory sequence, which controls the expression of ILE. genes, including c-Fos [4].
In face of the contra-regulatory action of NO on Ang II signaling, and considering the role
of ERK 1/2 in that signaling pathway, the theoretical expectation was that SNAC would
inhibit the effect of Ang II on ERK phosphorylation. Surprisingly, we found the effect of
SNAC to be the opposite of that. It has been previously shown that the S-nitrosation of the
cysteine 118 of p2lras leads to an increased phosphorylation of downstream proteins,
including ERK 2 [40]. ERK activation by NO was described also to occur by
c-GMP-dependent mechanisms, and by S-nitrosation of MAPK-phosphatases (MKP) [41].
Finally, ERK % activation may result from a cross-talk mechanism with the JAK/STAT
pathway [42]. There are many controversies about the role of ERK 1/2 on hypertrophic
pathways. Despite the fact that several hypertrophic stimulus are know to activate the
Raf-1/MEK/ERK pathway, with ERK activation leading to c-Fos activation, Silberbach
et al [43] demonstrated that ANF, which has recognized anti-hypertrophic action, induces
the activation of ERK, and is mimicked by cGMP analogs, suggesting that ANF-induced
ERK activation involves the guanylyl cyclase activity of the ANF receptor. These data
suggest that there is an important linkage between cGMP signaling and the
mitogen-activated protein kinase cascade, and that selective ANF activation of ERK is
required for the antihypertrophic action of ANF. ANF induces a rapid increase of ERK
phosphorylation and in vitro kinase activity. Phenylephrine (PE) also increases ERK
activity, and the combined effect of ANF and PE appears to be additive, which provides,
by analogy, a basis for our findings on the potentiation effect of SNAC on Ang II. We
suspect that it may be due to the activation of cGMP, and thus, leading to an additive
activation on ERK. In this case, ANG II expression mighty be increased via cGMP signal

transduction pathway.

It is important to state that we cannot exclude that the effects herein observed
are representative of the pharmacological characteristics of this compound or its

metabolites. However, the current literature has systematically evidenced that the
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physiological effects observed with the treatment with SNAC and other RSNOs are
overlapping with, and representative of the actions of NO [13, 44-47]. In addition,
and despite the fact the biochemical changes observed in cells exposed to RSNOs may be,
in some instances, distinct from those observed by NO generated endogenously, RSNOs

can mimic the downstream signaling initiated by NO [24].

In conclusion, the present study reveals that the treatment of living animals and
isolated cardiomyocytes with SNAC promotes a pathway specific regulation of the Ang II
signal transduction. These results provide a molecular basis for the effects of this class of

drugs upon Ang II signal transduction on cardiac tissues.
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Figure legends

Figure 1. Effect of SNAC on Ang II signal transduction through JAK/STAT. Living rats or
cardiomyocytes in culture were treated with saline, angiotensin II (Ang II) or SNAC plus
Ang II (SNAC/Ang II) according to the methods described in the text. Total protein
extracts were prepared from heart (A, C and E) or cardiomyocytes (B, D and F).
Immunoprecipitation (IP) assays were performed using anti-JAK2 (A and B), -STAT1
(C and D) or —STAT3 (E and F) antibodies and the immunoprecipitates were separated by
SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes and blotted (IB) with
antiphosphotyrosine (PY) and JAK2(A and B), -phospho-STAT1 (p-STAT1) and STATI1
(C and D) or —phospho-STAT3 (p-STAT3) and STAT3 (E and F) antibodies. Specific

bands were analyzed by densitometry. In all experiments n = 4-6 determinations.

Figure 2. Effect of SNAC on Ang II signal transduction through MAPK. Living rats or
cardiomyocytes in culture were treated with saline, angiotensin II (Ang II) or SNAC plus
Ang II (SNAC/Ang II) according to the methods described in the text. Total protein
extracts were prepared from heart (A, C and E) or cardiomyocytes (B, D and F) and 0.25
mg protein were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes and
blotted (IB) with anti-phospho-ERK (p-ERK) and ERK (A and B), -phospho-JNK (P-JNK)
and JNK (C and D) or —phospho-p38 (P-p38) and p38 (E and F) antibodies. Specific bands
were analyzed by densitometry. In A and B the upper graphs present the densitometric
analysis of the band corresponding to ERK 44 and the lower graphs present the
densitometric analysis of the band corresponding to ERK 42. In C and D the upper graphs
present the densitometric analysis of the band corresponding to JNK 2/3 and the lower
graphs present the densitometric analysis of the band corresponding to JNK 1. In all

experiments n = 4 determinations.

Figure 3. Effect of SNAC on Ang Il-induced c-Jun phosphorylation in heart. Living rats
were treated with saline, angiotensin II (Ang II) or SNAC plus Ang II (SNAC/Ang II)
according to the methods described in the text. Total protein extracts were prepared and
0.25 mg protein were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes
and blotted (IB) with anti-phospho-c-Jun (p-c-Jun) antibody. Specific bands were analyzed

by densitometry. N = 4 determinations.
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Figure 4. Effect of SNAC on Ang Il — induced c-Fos expression. Living rats or
cardiomyocytes in culture were treated with saline, angiotensin II (Ang II) or SNAC plus
Ang II (SNAC/Ang II) according to the methods described in the text. Total protein
extracts were prepared from heart (A) or cardiomyocytes (B) and 0.25 mg protein were
separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes and blotted (IB) with
anti-c-Fos antibody. Specific bands were analyzed by densitometry. In all experiments

n = 4 determinations.

Figure 5. Effect of SNAC on Ang Il — induced c-Jun expression. Living rats or
cardiomyocytes in culture were treated with saline, angiotensin II (Ang II) or SNAC plus
Ang II (SNAC/Ang II) according to the methods described in the text. Total protein
extracts were prepared from heart (A) or cardiomyocytes (B) and 0.25 mg protein were
separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes and blotted (IB) with
anti-c-Jun antibody. Specific bands were analyzed by densitometry. In all experiments

n = 4 determinations.
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