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RESUMO

O hormdnio angiotensina I (AIT) exerce efeitos hemodindmicos, controladores da
funcio renal e do equilibrio hidroeletrolitico, e também efeitos remodeladores, mitogénicos
e de crescimento no sistema cardiovascular. Suas agbes sdo exercidas através de uma classe
de receptores acoplados & proteina G heterotrimérica, designados AT1 e AT2, os quais a-
presentam sete segmentos transmembrana. A maioria dos efeitos conhecidos da All sdo
exercidos através do subtipo de receptor AT1. O receptor AT2 apresenta, em geral, efeitos
antagdnicos aos de AT1, promovendo inibigdo do crescimento celular, diferenciacio e a-
poptose, através da ativagdo de proteinas tirosina fosfatases que inibem as vias de sinaliza-
¢do ativadas por AT1.

Além das classicas vias ativadas por hormdnios que sinalizam através de receptores
acoplados a proteina G, a All, através de AT1, € capaz de ativar a via de sinalizacdo intra-
celular JAK/STAT, a qual € também ativada por hormdnios que apresentam receptores com
atividade tirosina quinase intrinseca. Esta via é responsavel pela transmissdo do sinal dire-
tamente da superficie celular para o ndcleo, promovendo assim o controle da transcri¢do
génica e o crescimento celular. Existem na literatura varios relatos a respeito da ativagio da
via JAK/STAT pela All, mas pouco € conhecido sobre os mecanismos de controle da
transmissdo do sinal através desta via.

No presente estudo, examinamos o papel da All sobre os mecanismos de ativagdo e
regulagio da via de sinalizagdio intracelular JAK/STAT em coracdo de ratos adultos. Nos-
sos resultados demonstraram que, apos a ligagdo da All ao receptor AT1, ocorre fosforila-

cio da fosfatase SHP2, a qual se liga a JAK2, translocando-o do citosol em direcio a mem-



brana a fim de formar o complexo AT1-SHP2-JAK2. JAK?2 se autofosforila e promove a
fosforilagdo em tirosina de AT1. AT2 também é ativado, promovendo a ativagio da fosfa-
tase SHP1. Apos AT e JAK?2 atingirem um pico de fosforilacdo, SHP1 liga-se a JAK2 e a
AT1, desfosforilando-os ¢ assim, inibindo a sinalizacdo. Verifica-se que SHP2 ¢ uma fosfa-
tase importante para a ativagiio da via JAK/STAT, enquanto que SHPI constitui-se num
dos mecanismos de controle negativo desta via, ao lado da internalizagio do receptor AT1.
Um outro mecanismo possivelmente envolvido na inibigdo da via JAK/STAT ¢ exercido
com All sofre aumento em seus niveis de expressdo génica e protéica. SOCS3 transloca-se
do nucleo em diregdo ao citosol e a membrana e, num periodo mais tardio, encontra-se al-
tamente expressa e associada a JAK2. Isto possivelmente faz com que JAK?2 seja inibido e,
transitoriamente, deixe de transduzir o sinal proveniente do receptor presente na superficie
celular para o nicleo. Logo, verificamos que a proteina SOCS3 constitui-se num mecanis-
mo mais tardio de controle negativo da via JAK/STAT ativada pela All, enquanto que

SHP1 constitui-se num mecanismo precoce.
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ABSTRACT

A complex interplay of tyrosine phosphorylation/dephosphorylation events accom-
panied by protein-protein association/dissociation participates in the activation and deacti-
vation of the angiotensin II signal. In the present series of experiments, a complete charac-
terization of the molecular dynamics of the angiotensin Il signal in cardiac tissue of living
animals 1s reported. Evaluation of signaling events was performed by immunoprecipitation,
immunoblotting, immunohistochemistry and subcellular fractionation. Most of JAK2 im-
munoreactivity is detected associated with SHP2 in a cytosolic compartment and presenting
a low tyrosine phosphorylation status. AT1, mostly located in a membrane compartment,
presents low tyrosine phosphorylation and is associated with SHP1 while AT2 is associated
with a restricted pool of JAK2, SHP1 and SHP2. Following angiotensin II stimulus, SHP1
dissociates from ATI and AT2, which is followed by a rapid tyrosine phosphorylation of
SHPZ that migrates together with JAKZ from the cytosolic compartment to a membrane ~
AT1 associated fraction. After 15-30 min of the angiotensin I pulse SHP1 becomes tyro-
sine phosphorylated and binds to JAK2, participating on its tyrosine dephosphorylation
inducing its dissociation from AT1 and return to the cytosolic and the AT2-bond fraction.
In parallel, SOCS-3 is induced by angiotensin II and after 20 minutes a rise on its protein

levels is detected in a membrane fraction in association with JAK2.

Key words. Angiotensin I1 /AT1 / AT2 / JAK2 / Signal transduction / SOCS3.
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I - INTRODUCAQ

O hormodnio angiotensina II (AIl) é um peptideo biclogicamente ativo, que apresenta
efeitos pleiotropicos sobre os sistemas nervoso, cardiovascular e endécrino, os quais so inici-
ados pela ativagdo de receptores especificos ligados a proteina G, localizados na membrana
plasmatica (BAKER and ACETO, 1990; LINDPAINTNER and GANTEN, 1991; WEBER
and BRILLA, 1991).

As propriedades de fator de crescimento da AIl tém sido demonstradas em uma varie-
dade de tipos celulares. Em cultura de células musculares lisas vasculares (VSMC), a All in-
duz hipertrofia, aumenta a formacio de matriz extracelular e, sob certas condigBes, causa hi-
perplasia (GIBBONS et al., 1992). Tais efeitos mitogénicos podem participar da fisiopatologia

de condi¢des patolégicas, como hipertensio e aterosclerose (DZAU, 1987).

** Mecanismos moleculares de acio da All

A resposta celular a AIl € direcionada por receptores acoplados a proteina G. Até o
momento, quatro subtipos de receptores para All s3o conhecidos mas, dois deles chamados
AT1 e AT2 sdo os mais bem caracterizados {TIMMERMANS et al., 1991). Embora ATl e
AT2 sejam igualmente distribuidos em cardiomidcitos (MATSUBARA et al., 1994; REGITZ-
ZAGROSEK et al.,, 1995a; SECHI et al., 1992), varios estudos tém revelado que a maior parte
das respostas da All € mediada pelo subtipo AT1 (DOSTAL and BAKER, 1992; HANATANI
et al., 1995; ITO et al., 1995; REGITZ-ZAGROSEK et al, 1994; REGITZ-ZAGROSEK et

al., 1995b; SADOSHIMA and IZUMO, 1996).



Duas isoformas de AT1 sdo descritas em roedores: ATla e AT1b, os quais apresentam
mais de 95% de identidade em sua seqiiéncia de aminoéacidos (TIMMERMANS et al., 1991).
AT1 € uma glicoproteina possuidora de sete segmentos transmembrana composta por 359
aminoacidos (TIMMERMANS et al., 1993). O dominio transmembrana na extensio amino-
terminal e os segmentos no primeiro e terceiro loops extracelulares s3o responsaveis pelas
interagdes do receptor com a proteina G (BHAT et al., 1994). A internalizagio deste receptor
acoplado a proteina G envolve a fosforilagdo do receptor, a qual pode ser mediada, em parte,
por elementos presentes nas cavéolas (IHLE et al, 1994, SCHINDLER and DARNELL,
1995). AT1 pode ser fosforilado em residuos de serina e treonina em resposta a AIl (KAI et
al., 1994) e também em residuos de tirosina através de tirosina quinases, incluindo a familia
Janus kinase (JAK e Tyk), familia Src quinases e a quinase de adesdo focal (FAK) (TOUYZ
and SCHIFFRIN, 2000).

O receptor AT2 ¢ normaimente expresso em altos niveis em tecidos fetais e diminui
rapidamente apds o nascimento (NOVAK et al., 1996b). Em adultos, a expressio de AT2 é
detectavel no pancreas, coragio, rim, adrenais, cérebro e vasculatura (GUPTA et al., 1996;
OPPERMANN et al, 1996). Também € um receptor que atravessa a membrana plasmética 7
vezes, esta acoplado a proteina G, apresenta 363 aminoacidos e possui baixa homologia com
AT1 (aproximadamente 32%) (ZHUANG et al., 1994). Embora as vias de sinalizagio e os
papéis funcionais de AT2 ainda ndo estejam muito claros, esses receptores parecem ser regu-
lados por cations intracelulares, particularmente o Na™ (ALI et al., 1997a) e podem antagoni-
zar, sob condigGes fisioldgicas, os efeitos mediados por AT1 (BHAT et al., 1995; MURPHY
et al., 1991) por mibirem o crescimento celular ¢ por induzirem apoptose e vasodilatacio

(FENG et al,, 1997; THLE, 1996; SAYESKI et al., 1998).



.....

de uma série de fosfatases, incluindo a proteina tirosina fosfatase SHP1 (BEDECS et al.,
1997, LEHTONEN et al., 1999), a fosfatase da proteina MAPK, MKP-1 (HORIUCHI et al.,
1997, YAMADA et al, 1996), e a fosfatase serina-treonina 2A, PP2A (SHENOY et al,
1999), o que resulta na inativagiio do receptor AT1-, e /ou da quinase regulada pelo sinal ex-
tracelular ativada pelo fator de crescimento (ERK). SHP1 (anteriormente chamada PTP1C,
SH-PTPIC, SHP ou HCP) (ADACHI et al., 1996), é uma tirosina fosfatase citosolica que con-
tém dois dominios citoplasmaticos Src homology 2 (SH2) e que esta envolvida na regulacio
negativa de um amplo espectro de receptores tirosina quinases, assim como c-Kit (PAULSON
et al., 1996; YI and IHLE, 1993), receptor de EGF (Tomic et al., 1995), receptores de citoci-
nas, como interleucina-3 (IL-3) (YI and IHLE, 1993) e outros. Dado ao amplo espectro de sua
interacdo com receptores de fatores de crescimento, acredita-se que a fosfatase SHP1 esteja
envolvida na via de sinalizagdo intracelular de AT2 que interage negativamente com a via de
sinalizagdo de AT1 (CUI et al., 2001).

A Al liga-se a ambos os receptores com similar afinidade. Logo, a resposta celular é
dependente do nivel de expressdo e/ou responsividade de ambos os seus receptores indepen-
dentemente. Sabe-se que a expressdio de AT2 ¢ potencializada sob condi¢des de prolongada
estimulagio com All ja que AT2 nfo sofre internalizagio apés ligar-se 4 AIl (HEIN et al,,
1997) como acontece com AT1 (HUNYADY, 1999; ISHIZAKA et al., 1997, SMITH et al.,
1998; THOMAS, 1999). Dados existentes na literatura demonstram que apés a ligacdo da Al
o receptor AT1 sofre rapida taquifilaxia e desensibiliza¢io, uma vez que a administragio repe-
tida de AIl falha em promover uma resposta comparavel a inicial (MOELLENHOFF et al.,

2001).



O bloqueio de AT1 ¢é acompanhado por um aumento nos niveis circulantes de AlIl e
seus metabolitos, possivelmente resultando na estimulagio de AT2, o qual contrabalanceia os
efeitos proliferativos e de crescimento de AT1.

Enquanto a AIl induz vasoconstrigdo, crescimento e migragio celular, producio de
componentes da matriz extracelular, e inflamagdo via receptores AT1, promove apoptose, e
inibe a proliferagio e hipertrofia celular via AT2 (ALLEN et al., 2000; SIRAGY, 2000). Por-
tanto, as respostas vasculares integradas da All so o resultado das a¢des combinadas media-
das por ATl e AT2.

A All diretamente estimula a freqiiéncia ¢ a contratilidade cardiacas, ¢ o crescimento de
fibroblastos cardiacos e cardiomi6citos (SADOSHIMA and 1IZUMO, 1993a; SCHUNKERT et
al., 1995, WONG et al,, 1993). Também ativa a transcri¢do de proto-oncogenes ou early indu-
cible genes, como c-fos, c-jun, c-myb, jun B e Egr-1, que codificam proteinas controladoras da
expressdo de elementos da matriz extracelular (como colageno e fibronectina), e fatores de
crescimento (como o fator de crescimento derivado de plaquetas e o fator de transformac3o de
crescimento-B) (KANG et al,, 1996; KIM et al,, 1995b; SADOSHIMA and IZUMO, 1993b).
A ativagdo dos receptores de citocina e AT1 leva a um répido aumento no RNAm de c-fos. O
bloqueio de AT1 por meios farmacologicos inibe a expressio destes genes (KIM et al.,
1995a). E por isso que o bloqueio deste receptor (Losartan) ou até¢ mesmo de seu ligante (ini-
bidor da enzima conversora de All) tém tido grande utilidade clinica no controle da hiperten-
sdo arterial (MARRERO et al., 1997).

As vias de sinalizagdo levando 4 produgdo de c-fos sdo muito bem definidas. Uma delas é
usada por receptores que apresentam atividade tirosina quinase e que ativam uma cascata in-

tracelular, a qual age ligando proteinas tirosina quinases a quinases serina/treonina (DUFF et



al., 1995). Uma outra, mas direta via de sinalizagdo, € estimulada pelas citocinas, assim como
-os interferons (SCHINDLER and DARNELL, 1995), e ocorre apds a ligagio do ligante ao
receptor, ativando a via JAK/STAT.

A ligagdo da All a seu receptor AT1 inicia varias vias de transdugZo de sinal, as quais le-
vam a efeitos vasculares de curto prazo, como contragio, e de longo prazo, como crescimento
¢ migracdo celular, deposicBo de matriz extracelular e inflamagio. Os processos de sinalizag@o
sdo multifasicos com distintas caracteristicas temporais. Eventos de sinalizagdo imediatos,
iniciais e tardios ocorrem dentro de segundos, minutos e horas, respectivamente. A fosforila-
¢do da fosfolipase C (PLC) e a ativagdo da Src induzida pela All, ocorrem dentro de segundos
e se constituem em eventos imediatos. A ativacio da fosfolipase A2 (PLA;), fosfolipase D
(PLD), tirosinas quinases e MAPKs ocorrem dentro de minutos, sendo considerados processos
iniciais, enquanto que a geragio de stress-oxidativo, expressdo de proto-oncogenes, e sintese
protéica, ocorrem dentro de horas, constituindo-se nos eventos tardios da sinalizacfio da All
(TOUYZ and SCHIFFRIN, 2000).

Recentemente, varios estudos tém demonstrado que, em adigdo as citocinas, hormonios de
crescimento (GOUILLEUX et al., 1995; WOOD et al., 1995), fatores de crescimento PDGF
(NOVAK et al., 1996a) ¢ EGF (LEAMAN et al, 1996), prolactina (GOUILLEUX et al,
1994) e leptina (BAUMANN et al., 1996; GHILARDI et al.,, 1996), também o hormdnio All
atraves de seu receptor AT1 € capaz de promover a ativagdo da via JAK/STAT (BHAT et al.,
1994; MARRERO et al., 1995b; MASCARENO et al., 1998).

A via JAK/STAT ativa genes miciais de resposta ao crescimento e pode se constituir em
um dos mecanismos pelos quais a All influencia o crescimento, ¢ remodelamento e o reparo

cardiaco e vascular (BERK and CORSON, 1997; HEFTI et al., 1997).



Ativacio da via JAK/STAT

A ativagdo da via JAK/STAT pela All foi observada em células musculares lisas vascula-
res (MARRERO et al., 1995b), fibroblastos cardiacos (BHAT et al., 1994), células musculares
cardiacas (MASCARENO et al., 1998) e tecido cardiaco in vivo (VELLOSO et al, 1996). Os
componentes da via JAK/STAT encontram-se em estado latente no citoplasma de células nio
estimuladas. Embora AT1 ndo apresente atividade tirosina quinase intrinseca, ele participa da
indugio da fosforilagio em tirosina de outras proteinas e, através de tal mecanismo, estimula o
crescimento celular (GEISTERFER et al, 1988; NAFTILAN et al,, 1989; TAUBMAN et al,
1989). ATI1 pode se associar com ¢ participar da fosforilagdo e ativagio da tirosina quinase
mtracelular JAK2 (ALI et al, 1997a; MARRERO et al., 1995b; MARRERO et al., 1998).

JAKZ € um dos membros da familia Janus kinase de proteinas tirosina quinases.

~  Familia Janus kinase (JAKSs)

A familia Janus kinase (JAK) é composta por 4 membros, até entio conhecidos:
JAK]I, JAK2, JAK3 e Tyk2 (IHLE, 2001), com pesos moleculares que variam entre 120 a 130
KDa e, com excecdo de JAK3, todas sdo ubiquamente expressas (LEONARD and O'SHEA,
1998). S&o proteinas que apresentam 7 dominios de homologia JAK conservados (JH1-7). A
porgdo carboxi-terminal destas moléculas inchui um dominio catalitico funcional (JH1) imedi-
atamente precedido por um dominio pseudoquinase (JH2). A funcdo do dominio JH2 ainda é
incerta. Enquanto alguns dados sugerem que este dominio iniba a atividade quinase da JAK
(FRANK et al,, 1994), outros sugerem que esta regifio possa funcionar como um sitio potenci-

al para o recrutamento das STATs (FUJITANI et al., 1997). Os dominios JH amino-terminal
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constituem o dominio FERM (four-point-one, ezrin, radixin, moesin) ¢ medeiam a associagdo
com os receptores (KISSELEVA et al, 2002). Nao possuem dominios transmembrana nem
dominios SH2, SH3, PTB ou PH. Por ndo possuirem o dominio SH2, estas proteinas ndo
conseguem ligar-se diretamente ao receptor AT1 da All. As proteinas JAK sdo mediadores
chave da expressdo do RNAm e sfo caracterizados como “genes inicials de resposta ao
crescimento’.

Subsequentemente 3 ativacdo das JAKs, ocorre a fosforilacio de proteinas consideradas

seus substratos, pertencentes 4 familia das STATs (DARNELL et al., 1994).

- Proteinas transdutoras do sinal e ativadoras da transcricio génica — STATs

As proteinas STAT sdo fatores de transcrigio citoplasmaticos originalmente identificados
como parte das vias de transdugdo de sinal das citocinas. Recentemente, verificou-se que uma
grande variedade de ligantes pode também ativar membros da familia STAT. As STATs en-
contram-se em estado latente no citoplasma de células nfo estimuladas (DARNELL, 1997).
Estas proteinas estio envolvidas em varias fungBes biologicas de transformacdo celular, de-
senvolvimento, diferenciagdo, imunidade e apoptose (LEONARD and O'SHEA, 1998). Estru-
turalmente, possuem um sitio de fosforilagdio em tirosina altamente conservado, um dominio
SH2, um dominic de ligagdo ac DNA (DNA-binding) e um dominio de transativagéo.

Através de seu dominio SH2, as proteinas STAT ligam-se as JAKs fosforiladas. Uma vez
ligadas, as STATs sio fosforiladas pelas JAKs, dissociam-se delas e formam homo ou hetero-
dimeros. Os dimeros das STATSs translocam-se para o ntcleo onde interagem com elementos
especificos do DNA nas regides promotoras de genes alvos regulando portanto, a transcrigdo

génica (DARNELL, 1997). Portanto, a via de sinalizagdo JAK/STAT constitui-se numa via de
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ligacéio direta entre o receptor de membrana e o nucleo a fim de ativar a transcrigio de genes
alvos.

A familia Src de tirosina quinases também esta implicada na fosforilagio e ativagio das
proteinas STAT (FENG et al,, 1997, HARPUR et al., 1992; IHLE, 1996; PAXTON et al,
1994; SAYESKI et al,, 1998). Smit e colaboradores (SMIT et al., 1996) demonstraram que,
em contraste & fosforilagdo de STATI induzida pela ATl (WONG et al., 1993), a fosforilagio
de STAT3 em VSMC nfio requer JAK2 nem a proteina p59 Lyn, mas sim a proteina p60 c-
Src.

As JAKs, em adigdo 4 fosforilagdo das STATs, também podem interagir com varias outras
proteinas. JAKT e JAK2 podem associar-se e sinalizar através de IRS-1 e IRS-2, os quais
promovem a ativagdo da PI 3-K (JOHNSTON et al., 1995; SAAD et al., 1996). JAK2 associa-
se com Grb2, Sos (CHAUHAN et al,, 1995) e Vav (MATSUGUCHI et al., 1995). JAK1I e
JAK2 podem se associar com STAM e induzir sua fosforilagio (TAKESHITA et al., 1997), o
que leva 2 indugdo de c-myc, e também com SHP2, que pode entdo se associar com Grb2
(SENGUPTA et al., 1996; YIN et al., 1997).

Estudos em cultura de células cardiovasculares demonstraram que JAK2 e Tyk2 sio fosfo-
riladas ap6s 5 minutos do estimulo com AIl (DOSTAL et al, 1997, MARRERO et al,
1995a). A fostorilagio de STAT1 e STAT2 em resposta 4 All é méaxima por aproximadamente
15 minutos, enquanto que STATSb ¢ ativada dentro de 30 a 60 minutos. J4 STAT3 tem sua
fosforilagio detectada aproximadamente 60 minutos apds estimulo com AIl (KODAMA et al.,
1998; MARRERO et al., 1995a; McWHINNEY et al., 1998).

Marrero e colaboradores (MARRERO et al, 1995b) e Ali e colaboradores (ALI et al.,
1997a), demonstraram que, em contraste ao paradigma existente para os receptores de citocina

(IHLE et al., 1994, LEONARD and O'SHEA, 1998), a associagdo entre JAK2 e AT1 é depen-
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dente do ligante (MARRERO et al., 1995b; McWHINNEY et al., 1997). A quinase JAK2 pre-
cisa estar catalicamente- ativa (fosforilada) para se associar a AT1, uma vez que a inibigio de
JAK2 por meios farmacoldgicos ou por uma proteina JAK2 dominante-negativa significati-
vamente reduz esta associacdo (ALI et al., 1997a). Estudos de Sayeski e colaboradores
(SAYESKI et al., 2001), demonstraram que para haver co-associagdo entre JAKZ e AT1 €
necessario o dominio “*'YRFRR localizado na porgiio amino-terminal de JAK2.

A ligacio de JAK2 ao receptor AT1 é necessaria para a fosforilagdo de JAK2 (ALI et al,,
1997a). A mibicio da ligacio de JAK2 ao receptor AT1 coincide com a inibi¢io da fosforila-
¢do em tirosina de JAKZ (ALI et al., 1998). Recentemente, demonstrou-se que a associagio
entre JAK2 e AT1, induzida pela All € mediada pelo dominio ¥7PP encontrado dentro da
porgio carboxi-terminal de AT1 (aminoacidos 319-322). Receptores AT1 com delegSes ou
mutagdes na tirosina 319 presente neste dominio, so incapazes de mediar a fosforilagio de
JAK2 dependente do ligante (ALI et al., 1997a). O dominio Y/PP foi originalmente identifi-
cado em receptores do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) como um sitio de
ligagdo fosforilado em tirosina para dominios SH2 da fosfolipase Cyl (PLCy1) (ERIKSSON
et al., 1995; VALIUS et al,, 1993). Este mesmo dominio € também ativado de maneira depen-
dente da All e fosforilado em tirosina. A ligagio € mediada pelos dois dominios SH2 da car-
boxila-terminal de PLCy1 (VENEMA et al., 1998) ao dominio ¥Y/PP. Somente proteinas que
apresentem dominios SH2 podem se ligar ao dominio YIPP.

Recentemente, duas proteinas tirosina-fosfatases (PTPases) contendo dominios citoplas-
maticos Src homology 2 (SH2), chamadas SHP1 e SHP2 (ou anteriormente chamada SH-
PTPID, SHPTP2, SHPTP3, Syp ou PTP2C) (ADACHI et al, 1996) foram identificadas por

interagirem com e regularem a atividade da proteina JAK2 em resposta a ativagio de recepto-
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res de citocinas. SHP1 promove o término da sinalizagdo proliferativa induzida por receptores
de citocinas, como receptores de interleucina-3 (IL-3)} e eritropoietina (KLINGMULLER et
al., 1995; YI et al., 1993} em células hematopoiéticas. A regulacio negativa da via JAK/STAT
induzida pela eritropoietina ocorre através da desfosforilagdo direta da quinase JAKZ por
SHP1 (JAO et al.,, 1996). SHP2, em contraste a SHP1 que age como um efetor negativo da
sinalizagdo mitogénica, freqientemente funciona como um efetor positivo nas vias de sinali-
zagio estimuladoras de crescimento.

A Al é capaz de estimular a fosforilagio em tirosina e, conseqiientemente, a ativagdo das
fosfatases SHP1 e SHP2 em VSMC (ALI et al, 1997b; MARRERO et al., 1998). Tem-se
documentado o importante papel de SHP2 na ativagio de receptores de fatores de crescimento
com atividade tirosina quinase, como os receptores de PDGF, EGF, IGF, insulina ¢ NGF
(HAUSDOREFF et al., 1995; KAZLAUSKAS et al,, 1993; RIVARD et al., 1995; WRIGHT et
al., 1997; XIAO et al., 1994). Nestas vias, SHP2 parece interagir diretamente com 0s recepto-
res mitogénicos via seus dois dominios SH2. Em células hematopoiéticas, SHP2 tem mostrado
formar um complexo com JAKZ em resposta a interleucinas, entropoietina e prolactina (ALI
et al., 1996, FUHRER et al., 1995; TAUCHI et al., 1995). Além disso, SHP2, JAK?2 e o recep-
tor de prolactina formam um complexo trimérico, consistente com a possibilidade de que
SHP?2 possa agir como uma proteina adaptadora neste contexto.

Uma caracteristica compartilhada por varias vias de transducdo de sinal é o acoplamento
da ativagio do receptor a fosforilagdo em tirosina de intermediarios da sinalizago. A fosfori-
lagdo em tirosina € um processo rapido e reversivel e é, portanto, o alvo de moléculas regula-
torias.

Dados na literatura sugerem varios mecanismos que podem atuar como reguladores nega-

tivos da via JAK/STAT, tais como: ativagio de fosfatases, como a fosfatase SHP1 que age

11



desfosforilando a proteina JAK2; internalizaciio do receptor (endocitose do receptor por de-
gradacdo lisossomal); degradagio pelo sistema ubiquitina /proteosoma; ativagdo das proteinas
PIAS e STATs dominante-negativas, além das proteinas CIS/SOCS (YASUKAWA et al,

2000).

- Proteinas supressoras da sinalizacio das citocinas (SOQOCSs)

Recentemente, uma familia de proteinas inibidoras da sinaliza¢do das citocinas induzida
pelas citocinas foi descrita. Esta familia é composta por 8 membros, chamados de proteinas
SH2 induzidas pela citocina (CIS) e proteinas supressoras da sinalizagdo das citocinas (SOCS)
1 a7 (HILTON et al, 1998; MASUHARA et al, 1997, MINAMOTO et al., 1997; YASU-
KAWA et al, 2000). A expressfo das proteinas SOCS ¢ induzida por varias citocinas €, uma
veZ expressas, promovem a regulagdo negativa da via JAK/STAT induzida pelas citocinas,
modulando as respostas biologicas (MADIEHE et al, 2001). As proteinas SOCS apresentam
um papel central na determinacio da intensidade e na dura¢fo das respostas celulares de mui-
tas citocinas e outros hormdnios, como a insulina (SADOWSKI et al, 2001), leptina
(BIJORBAK et al., 2000), entre outros.

Estas proteinas compartilham uma estrutura similar, com um dominio SH2 central, uma
regiio amino-terminal que € variavel tanto no comprimento como na seqiiéncia de aminoaci-
dos, e uma regido de homologia na por¢io carboxi-terminal, chamada de SOCS-box (ENDO
et al,, 1997, NAKA et al,, 1997; STARR et al, 1997, YASUKAWA et al., 1999). Esta regido
compreende uma seqiéncia de 40 aminoacidos que sdo preservados dentro da familia. Sua

func¢do ¢é ainda desconhecida.
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Dados da literatura demonstram que as proteinas SOCS podem ser induzidas através da a-
tivagdo da via JAK/STAT pela leptina (BJIORBAEK et al, 1998, EMILSSON et al., 1999),
insulina (SADOWSKI et al., 2001), hormdnio de crescimento (FAVRE et al., 1999; TOLLET-
EGNELL et al, 1999) e prolactina (HELMAN et al, 1998; PEZET et al., 1999) ¢, quando
expressas, inibem a sinalizac@o e a atividade bioldgica de seus indutores (BIORBAEK et al.,
1998; EMILSSON et al,, 1999; FAVRE et al, 1999, HELMAN et al,, 1998; PEZET et al.,
1999; SADOWSKI et al., 2001; TOLLET-EGNELL et al , 1999).

A transcrigio dos genes socs parece ser mediada, no minimo parcialmente, pelos fatores
de transcrigio STAT (STARR and HILTON, 1999). Esta hipétese € suportada por varias evi-
déncias. Camundongos deficientes em STAT3 tém bloqueada a transcricio de SOCS!1
(AUERNHAMMER et al., 1999). A versdo dominante-negativa de STAT3 inibe a inducdo do
RNAm de SOCS1 em resposta a IL-6 ou LIF em células M1 (NAKA et al., 1997). Percebe-se
entdo, que as STATs podem formar uma ligagio direta entre os receptores de citocinas e a
indugdo de genes socs no nucleo.

Os transcritos que codificam SOCS1, SOCS2, SOCS3 e CIS estdo freqiientemente presen-
tes nas células em baixos niveis, mas podem ser induzidos dentro de 15 a 30 minutos por uma
grande variedade de citocinas, hormdnios ou fatores de crescimento.

As proteinas SOCS inibem a sinalizacdo das citocinas por mecanismos que nfo sdo mutu-
amente exclusivos. As proteinas SOCS1 e SOCS3 sdo capazes de se ligar ao Joop de ativagio
das proteinas JAK e inibir sua atividade catalitica (ENDO et al., 1997, MASUHARA et al,,
1997; NAKA et al,, 1997; PEZET et al, 1999; SUZUKI et al., 1998; YASUKAWA et al.,
1999). Ligando-se a este loop, SOCS1 e SOCS3 agem como pseudo-substratos impedindo a
ligacio de substratos quinases legitimos as JAKs (YASUKAWA et al., 1999). SOCS3, na via

de sinalizagdo das citocinas, liga-se a JAK2 exatamente no mesmo local em que as proteinas
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STATs, bloqueando a sinalizagio (YASUKAWA et al, 1999). Isto faz com que as STATs
nio fosforilem e, portanto, ndo se transloquem para o nucleo para promover a transcrigio gé-
nica. CIS e SOCS2 ndo inibem a atividade quinase de JAK2 (PEZET et al., 1999; YASU-
KAWA et al, 1999). Ao contrario das SOCSs, as proteinas PIAS ligam-se e inibem as
STATs.

Uma outra manetra pela qual as SOCS podem inibir a sinalizacio das citocinas e outros
horm&nios e fatores de crescimento € interaginde diretamente com seus receptores ativados.
SOCS3 associa-se com o receptor de GH (hormdnio de crescimento) fosforilado em tirosina
através de seu dominio amino-terminal, mas n3o impede .a ligacdo de STATS ao receptor
(HANSEN et al., 1999).

As SOCS podem inibir diretamente a atividade de JAK2 ou direcionar o complexo recep-
tor/JAK2 para o proteosoma (STARR et al, 1997). A interacdo fisica entre SOCS e seus al-
vos, em adigdo a promogio da degradacdo, contribuem para a regulagiio da via de sinalizacio

JAK/STAT.

A via JAK/STAT no sistema cardiovascular

A via JAK/STAT ¢ encontrada ativa quando ha sobrecarga aguda de pressio em ratos Wis-
far. Neste modelo, onde a sobrecarga de pressdo € induzida por constricdo adrtica, a All é
capaz de ativar JAK2 e Tyk2 (PAN et al., 1997).

A ativacdo da via JAK/STAT esta associada ao remodelamento cardiaco e vascular indu-
zido pela All na hipertensdo, tdo bem como nos processos inflamatdrios que antecedem a ate-

rosclerose (DOSTAL et al., 1997).
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Diversas altera¢Ses na transducdo do sinal tém sido descritas em células cardiovasculares
durante a hipertensdo (TOUYZ and SCHIFFRIN, 1993; WITTE and LEMMER, 1996). Va-
rios componentes da via JAK/STAT foram encontrados ativados durante a isquemia miocardi-
ca (MASCARENO and SIDDIQUI, 2000).

O aumento na expressio e na ativagio das proteinas STAT na neointima resulta em danos
na artéria carotida, sugerindo que estes fatores de transcrigdo possam também contribuir para
o desenvolvimento de danos vasculares (DOSTAL et al., 1997). A duragdo e o tempo de ati-
vacio das proteinas STAT promovido pelas quinases JAK, dependem do tempo em que estas
quinases permanecerem ativas (fosforiladas).

A super-ativagiio das proteinas JAK e ¢-Src talvez seja o mecanismo mais comum para a
fosforilagdo e ativagdo constitutiva das proteinas STAT. Supde-se que a super-ativagdo destas
proteinas ocorra por algum defeito no mecanismo de internalizaco do receptor ap6s a ligagdo
do ligante, como se observa em células neoplasicas (BROMBERG, 2002). Com isso, as prote-
inas JAK e ¢-Src passam a se acumular em niveis anormais no interior da célula promovendo
a hiper-ativac@o das STATs.

Embora numerosos estudos tenham demonstrado o papel essencial das vias de sinalizagio
intracelular na regulagio da hipertrofia (CHIEN, 1999, McKINSEY and OLSON, 1999; SUG-
DEN, 1999), ha poucos estudos sobre a ativagdo de um feedback negativo dessas vias. Desde
que a ativacdo continua das moléculas de sinalizacdo possa ter efeitos deletérios sobre a
fungio cardiaca, a atividade destas moléculas deve ser rigorosamente controlada.

Portanto, a caracterizagdo dos eventos moleculares que levam ao término ou ao controle
do sinal da AJl no cora¢io podera fornecer novos alvos para medidas farmaco-terapéuticas em

doenca cardiaca isquémica e hipertrofica.
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II - OBJETIVOS

Avaliar a dinimica de associaco e dissociacio entre AT1 e AT2 e proteinas sinaliza-
doras citoplasmaticas como JAK2, SHP1, SHP2 e SOCS3 em coracdio de ratos tratados com

AlL
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IIX - Materiais e Métodos

a) Materiais

1. Anticorpos e Reagentes

Utilizaram-se anticorpos policlonais contra os receptores AT1 e AT2 da All, contra JAK2,
SHP1, SHP2 e SOCS3, e anticorpos monoclonais contra fosfotirosina — pY (4G10) e contra
histona H1. Além disso, utilizaram-se anticorpos biotinilados e conjugados com peroxidase
para imunohistoquimica, e anticorpos conjudados com fluoresceina e rodamina, os quais fo-
ram utilizados para imunofluorescéncia. Uma lista com as caracteristicas de todos estes anti-
copors € apresentada na pagina XV. Todos os anticorpos foram obtidos da empresa Santa
Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). Reagentes para determinac@o das proteinas totais
(Biureto), SDS/PAGE e para immunoblotting foram obtidos da Bio-Rad (Richmond, CA,
USA). Proteina A-Sepharose 6MB foi obtida da Pharmacia (Uppsala, Sweden). "**I-Protein A
foi obtida da Amersham Corp. (Aylesbury, UK) e membranas de nitrocelulose (BASS,
0.2mm) foram obtidas da empresa Schileicher and Schuell. Anestésico tiopental sodico foi
obtido da empresa Cristalia (Itapira, SP, Brasil). Reagente Trizol e outros utilizados em RT-
PCR e PCR e primers para SOCS3 e B-actina (quadro 1) foram obtidos da Life Technology
(Life Technologies, GIBCO BRL, Gaithersburg, MD). PMSF, aprotinina, dithiothreitol
(DTT), Triton X-100, Tween 20, glicerol, angiotensina II, soro de albumina bovino (BSA-
fraction V) e demais reagentes utilizados foram obtidos da empresa Sigma Chemical CO. (St.

Louis, MO, USA).



Quadro 1 — Primers para SOCS3 utilizados em experimentos de PCR semiquantitativo.

Primers Sequéncia Produto (pb)
B-actina s-5"- TTT GGG AGG GTG AGG GAC TTC 3’
as- 5 - TGA GCG CAA GTA CTC TGT GTG G 3° 489

(Life Technologies, GIBCO BRL, Gaithersburg, MD)

SOCS3 s-5°- ACCTCT CTC CTC CAA CG-3°

as- 5°- TGC TGG GCT AACTGG - 3 231

(Life Technologies, GIBCO BRL, Gaithersburg, MD)

§ — iniciador sense

as — iniciador antisense

2. Animuais

Para o presente estudo foram utilizados ratos (Ratfus novergicus) machos da linhagem
Wistar-Hannover provenientes do CEMIB da Universidade Estadual de Campinas (UNI-
CAMP), com 6 a 8 semanas de idade, pesando entre 150 e 200 gramas. Os animais foram a-
comodados em gaiolas coletivas, em mimero méaximo de 6 animais por unidade, mantidas em
ambiente silencioso, com temperatura controlada, em ciclos de 12 horas de periodo diurno

(das 07:00 as 19:00 horas) e 12 horas de periodo noturno (das 19:00 as 07:00 horas) mantidos
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artificialmente. Tiveram agua e ragiio Purina {(contendo 2,3 mg de sédio por grama de ragio)
“ad libitum” .

Os anmimais foram mantidos em jejum por 8 horas antes dos experimentos recebendo agua
“ad libitum”. Foram realizados estudos de time-course a fim de se investigar a fosforilago, a
associagdo e a expressdo de proteinas alvo do estudo em experimentos de Western blor. A
localizagio de algumas proteinas alvo foi observada através de experimentos de imunohisto-
quimica (imunoperoxidade e imunofluorescénecia) e fracionamento subcelular. Foi também
realizada a técnica de RT-PCR a fim de se investigar a presenga do RNAm de proteinas em

estudo durante time-course de tratamento com AlL

3. Solucdes utilizadas nos experimentos

->» SolugBes empregadas em experimentos de Western blot:

- Solucdo tampdo de extracdo. Utilizada para homogeneiza¢io do tecido cardiaco e

extragdo de proteinas. Composta de: 100 mM Trisma base, pH 7.5, 10 mM EDTA, 100 mM
pirofosfato de sédio, 100 mM NaF, 10 mM Na;VO,, 2 mM PMSF diluido em alcool etilico,
1% Tnton X-100 e 0,1 mg/ml aprotinina. Esta solugio foi preparada em gelo e nele mantida
durante todo o experimento. Na;VO4 e PMSF foram acrescentados ao tampo somente no

momento de uso.

- Tampdo 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.
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- Solucdo tampdo para lavagem do imunoprecipitado: Utilizada para lavagem das

amostras apos incubagdo com proteina A-sepharose 6 MB. Composta de: 100 mM Trisma
base, 10 mM EDTA, 2 mM NazVO, e 0.5% Triton X-100. Esta solugdo foi preparada em gelo

e nele mantida durante todo o processo de lavagem das amostras.

- Solucdo tampdo para SDS-PAGE. gel da fase de resolfucdio “Resolving”: Utilizada

para confeccdo do gel de resolucio. Composta de: 4 mM EDTA, 2% SDS e 750 mM Trisma

base, pH 8.9 (ajustado com HCI).

- Solucdo tampdo para SDS-PAGE, gel da fase de empilhamento “Stacking”: Utilizada

para confecgdo 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 acido fosforico).

- Solucdo tampdo para eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): Utilizada na

eletroforese em gel de poliacrilammda (SDS-PAGE). Composta de: 200 mM Trisma base, 1.52

M glicina, 7.18 M EDTA e 0.4% SDS. Para uso, a solugio foi diluida 1:4.

- Solucio jampdo 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 mo-

lecular. Mantido a 4°C.

- Solucdo basal: Solugdo utilizada no manuseio da membrana de nitrocelulose apés a

transferéncia. Composta de: 150 mM NaCl, 10 mM Trisma base e 0.02% Tween 20,
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- Solucdo blogueadora: Utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose apos a

transferéncia a fim de diminuir ligagdes inespecificas. Composta de: 5% BSA dissolvido em

solucdo basal.

- Solucdo de anticorpo: Solugdo contendo anticorpos especificos para marcagao de

proteinas transfenidas para a membrana de nitrocelulose. Composta de: 3% BSA dissolvido

em solugio basal mats os anticorpos utilizados nos experimentos na dilui¢io estabelecida.

- Solucdo de Iodo (*°I): Solugdo que permite a visualizacio das bandas em autoradio-

grafia. Composta de: 1% BSA dissolvido em solugfo basal mais 2 uCi de proteina A marcada

com ‘#L.

- Solucdo Tampdo de Stripping: Composta de: 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.1 M B-

mercaptoetanol, uréia, 0.1 mg/mi BSA.

- Solugdo Tampdo STE para fracionamento subcelular: Solugio utilizada em fracio-

namento subcelular a fim de se obter a separagio das fragdes nuclear, de membrana e citosol.
Composta de: 0.32 M sacarose, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 100

mM NaF, 100 mM Pirofosfato de sédio, 100 mM NazVO,, 1 mM PMSF e 0,1 mg/ml aproti-

nina.

- Solucdo Tampdo T para fracionamento subcelular: Solu¢do utilizada em fraciona -
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mento subcelular a fim de se purificar a fragiio nuclear. Composta de: 1% Triton X-100, 150

mM NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 200 mM EDTA, 10 mM Na;V0Q,, 1 mM PMSF, 100

mM NaF, 100 mM pirofosfato de sédio e 0,1 mg/ml aprotinina.

Solugdes empregadas em experimentos de imunohistoquimica:

- Solucdo de paraformaldeido 4 %: Solugio utilizada para a fixagio de fragmentos

cardiacos (atrios e ventriculos). Composta de: 4 % paraformaldeido, tampéo fosfato 0,2 M, pH

7.4, agua desionizada, pH 7.4 (ajustado com NaOH).

- Solugdo tampdo fosfato salina (PBS) 0.1 M. pH 7.4: Solu¢io utilizada em experi -

mentos de imunohistoquimica (rea¢do de imunoperoxidase e imunofluorescéncia). Composta
de: 0,2 M fosfato de sddio dibasico acrescida de 0,2 M fosfato de s6dic monobasico até atingir

pH 7.4. Diluida em 0,3 M NaCl (V-F),

- Solucdo blogueadora da atividade da peroxidase enddgena: Solugio composta de:

1% perdxido de hidrogénio (H,O2) diluido em PBS 0,1M, pH 7 4. Preparada no momento do
p

uso e mantida no escuro.

- Solugdo blogueadora para imunoperoxidase: Solugiio composta de: 3% BSA diluido

em PBS 0,1M, pH 7.4.

- Solucdo blogueadora para imunoffuorescéncia: Solugio composta de: 8% glicina,

2,5 % BSA, 2 % leite em po desnatado, 4 ml PBS 0,1 M, pH 7.4,
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- Solucéio de anticorpo: Solugdo composta de: 1% BSA diluida em PBS 0,1IM, pH

7.4, a qual se adiciona o anticorpo na diluigdo especifica.

- Hematoxilina de Harris: Solugio utilizada para corar cortes utilizados em imunope-

roxidase. Composta de: 2,5 g 6xido de merclrio, 5 g hematoxilina, 100 g alimem de potassio,
30 mi acido acético glacial. Volume completado para 1000 ml dgua destilada e mantido em
frasco ambar, preferencialmente em ambiente escuro.

Solucdes empregadas em experimentos de RT-PCR e PCR:

- Solucdo para Reacdio de transcri¢do reversa (RT-PCR): Solugio utilizada para ob -

tencdo da fita simples do DNA (cDNA). Composta de: 5x tampédo RT (transcriptase reversa),
10 mM dNTP, 50 mM oligo-dT, 40 U/ul inibidor RNAse Qut, 200 U/ul enzima SuperScript

(transcriptase reversa), 7 g RNA total e agua DEPC para um volume final de 30 ul.

- Solugido para Reacdio de amplificacdo: Solugio utilizada em PCR. Composta de:

tampdo 10 x, 1 mM dNTP, 50 mM MgClL, iniciador (primer) sense ¢ antisense para SOCS3,
iniciador (primer) sense e anti-sense para 3-actina (controle interno), taq polimerase, cDNA e

agua DEPC, para um volume final de 25 ul.
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b) Métodos

1. Procedimentos ciritrgicos

Os animais foram anestesiados com tiopental sédico (S mg/100 g de peso, ip.) e usa-
dos apos 10-15 minutos, assim que a anestesia foi confirmada pela perda de reflexos cornea-
nos. Tiveram a cavidade abdominal e tordcica limpas com etanol 70%. A seguir, a cavidade
abdominal foi aberta para exposigdo da veia cava inferior, através da qual receberam 0,02 ml
de salina 0,9% ou AIl 10° M previamente diluida em salina. Apos periodos de tempo pré-
determinados (time-course), a cavidade toracica foi aberta para retirada dos ventriculos, o qual

fot lavado em tampdo de extragdo ou salina 0,9 % a fim de se remover todo o excesso de san-

gue.

2. Homogeneizacdo e Determinacio do conteiido de proteinas totais

O material extraido conforme descrito no item 1 foi submetido a homogeneizacio em
tampédo de extra¢do, a 4 °C, utilizando-se para isso um homogeneizador tipo Polytron PTA
208 (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY) operado em velocidade ma-
xima por 30 segundos. Os fragmentos celulares foram entio centrifugados (15.500 x g, 20
minutos, 4 °C) para remogéo do material insolivel e o sobrenadante foi utilizado para o ensai-
0. Parte deste foi utilizado para determinagiio do conteudo das proteinas totais através do mé-
todo fotocolorimétrico de Biureto (BRADFORD, 1976), enquanto que a outra parte foi sub-

metida a imunoprecipitagio e immunoblotting com anticorpos especificos.



2.1. Imunoprecipitacio

Apos determinagdo do contetdo de proteinas totais, o sobrenadante foi utilizado para i-
munoprecipitagdo overnight, & 4 °C, com anticorpos especificos. O imunoprecipitado foi sepa-
rado ap6s incubagio com proteina A sepharose 6 MB por 2 horas a 4 °C.

Apos isso, as amostras foram centrifugadas (15.500 x g, 20 minutos, 4 °C) e submetidas a
lavagem com tampdo de lavagem por 3 vezes de 5 minutos cada (15.500 x g, 4 °C). Em segui-
da, as proteinas precipitadas foram tratadas com tampdo de Laemmli (LAEMMLI, 1970) con-
tendo 100 mmol/l de DTT e aquecidas em agua fervente por 5-10 minutos. A seguir, quanti-
dades iguais de protefna (5 mg) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida -
SDS-PAGE em aparetho de eletroforese BIO-RAD miniature slab gel apparatus (Mini-
Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). A eletrotransferéncia das proteinas do gel
para a membrana foi realizada em 120 minutos a 120 V em aparelho miniaturizado de transfe-
réncia da BIO-RAD, como descrito (TOWBIN et al,, 1979). A ligaco dos anticorpos & prote-
inas nio-especificas foi reduzida por pré-incubagdo da membrana por 120 minutos com tam-
pio de bloqueio 4 temperatura ambiente (TA). A membrana de nitrocelulose foi incubada o-
vernight com anticorpos especificos diluidos em solugdo para anticorpo, e entdo, lavada por

15 minutos com solu¢do basal. Apds, a membrana foi incubada com 5 uCi de [***I} Proteina A

(30 pCi/ug) em solugdo de iodo por 120 minutos & TA e lavada novamente por 13 minutos,

12311 ligada aos anticorpos especificos foi detecta-

como descrito anteriormente. A proteina A [
da e quantificada por autoradiografia em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester,
NY). Para isso, o cassete contendo a membrana e o filme foram mantidos a temperatura de -

80 °C e, apos 12 - 120 horas, o filme foi revelado de maneira convencional. As bandas identi-
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ficadas na autoradiografia foram quantificadas nas suas areas utilizando-se densitometria opti-
ca. Para tal, foi utilizado um scanner de mesa ColorPage HR6X (Genius) e o programa Scion

Image (Scioncorp).

2.2. Immunoblotting

Apos a determinagio do contetido de proteinas totais, ao sobrenadante foi acrescentado
tampdo de Laemmli (LAEMMLI, 1970) contendo 100 mM de DTT, e entdo aquecido por 5-
10 minutos. Em seguida, quantidades iguais de proteinas (200 ug) foram submetidas a eletro-

forese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE conforme descrito anteriormente (item 2.1).

3. Fracionamento subcelular

O material extraido conforme descrito no item 1, foi submetido a homogeneizacio em
tampéo STE a 4 °C , utilizando-se para isso um homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (mo-
delo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY) operado em velocidade maxima por
30 segundos. A seguir, essas amostras foram submetidas & centrifugaciio (1.000 x g, 25 minu-
tos, 4 °C) a fim de se obter a separagdo das fracdes.

O pellet resultante, correspondente & fragio nuclear foi ressuspendido em tampio T,
mantido em gelo por 30 minutos, centrifugado (15.000 x g, 30 minutos, 4 °C) e o sobrenadan-
te retirado e mantido em gelo. Com isso, obteve-se a fracio nuclear.

O sobrenadante resultante da primeira centrifugacdo foi retirado e ultracentrifugado

(100.000 x g, 60 minutos, 4 °C) a fim de se obter a fracio citosolica, a qual foi retirada e ar-
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mazenada em gelo, enquanto que o peller, foi ressuspendido em tampdo STE mais 1% de No-
nidet P-40, mantido em gelo por 20 minutos e ultracentrifugado (100.000 x g, 10 minutos, 4
°C), obtendo-se assim, a fragio de membrana. Parte do sobrenadante da fraciio nuclear, citoso-
lica e de membrana foi submetido 4 determinagio do contetdo de proteinas totais pelo método
fotocolorimétrico de Biureto (BRADFORD, 1976), enquanto que a outra parte foi submetida a

imunoprecipitagdo e immunoblotting conforme descrito em 2.1 e 2.2, respectivamente.

4. Stripping

Membranas ja utilizadas em experimentos anteriores foram incubadas com solucio de
stripping em recipiente plastico fechado, a 60 °C (banho-maria), por 60 minutos. Esta solucio
foi descartada e adicionou-se as membranas 1 M Tris-HCI, pH 7.5, durante 30 minutos, & TA,
sob agitagdo continua. As membranas foram entdo lavadas com solucfio basal e incubadas
com solugdo bloqueadora, solugdo para anticorpo e para iodo conforme descrito anteriormente

noitem2.1.

5. PCR - semi quantitativo

3.1. Coleta de amostras

Amostras de tecido cardiaco (ventriculos) foram coletadas ap6s o time-course pré-
estabelecido em condigBes livres de RNAses, onde todo o material cirirgico ¢ de armazena-
mento foi cuidadosamente lavado e esterilizado em estufa & 180 °C por 8 horas. Apds a extra-

¢do, as amostras foram lavadas em solugio salina estéril para eliminar todo o excesso de san-

[P
L}



gue e entdo submersas em N, liquido para congelamento. Todo o material foi devidamente

identificado e armazenado em freezer ~ 70 °C para posterior extracio de RNA

3.2. Extracdo de RNA total

Sob condigBes estéreis e livres de RNAses, as amostras foram utilizadas para extragio do
RNA total com reagente Trizol (GIBCO BRL).

Os ventriculos foram macerados em N; liquido e homogeneizados com Trizol (I ml Tri-
z0l/50-100 mg de tecido). Apos atingirem a temperatura ambiente, os homogeneizados foram
transferidos para tubos estéreis onde permaneceram a TA por 5 minutos. Em seguida, o mate-
rial foi centrifugado (12.000 x g, 10 minutos, 4 °C) e o sobrenadante transferido para um novo
tubo, adicionado 0,2 ml de cloroformio/ml de Trizol, homogeneizado vigorosamente por 135
segundos e mantido por 3 minutos & TA, sendo a seguir centrifugado (12.000 x g, 15 minutos,
4 °C). O RNA encontrado na fase aquosa da solug¢o contida no tubo foi transferido para um
novo tubo, ao qual foi adicionado 0,5 ml de alcool isopropil/ml de Trizol, homogeneizado e
mantido a TA por 10 minutos para, em seguida, ser novamente centrifugado (12.000 x g, 10
minutos, 4 °C), a fim de que ocorresse a precipitagdo do RNA. O sobrenadante foi removido e,
ao pellet contendo o RNA, foi adicionado 75 % etanol-DEPC (1 ml/ml de Trizol) e centrifu-
gado (7.500 x g, 5 minutos, 4 °C). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet, apos
seco, fol ressuspenso em agua estéril, livre de RNAse (H,O DEPC), e armazenado em freezer
-70°C.

A quantidade de RNA das amostras foi estimada por espectrofotometria a 260 nm (4260)

e a 280 nm (4280) ¢ a integridade do RNA isolado foi determinada pela razio 4260.4280 e



por eletroforese em gel de agarose com visualizagio em luz ultra violeta, usando brometo de

etideo como corante.

3.3. Obtengio do cDNA e Reacdo de amplificagio

Para sintetizar a fita simples do ¢cDNA a partir do RNA total, realizou-se uma reagio de
transcricio reversa (RT-PCR). As condigdes para transcricdo foram de 50 minutos & 42 °C e
15 minutos & 70 °C utilizando aparelho PTC ~100 (MJ Research, Inc, Watertown, Mass). To-
do o procedimento foi realizado sob condigBes estéreis e livres de RNAses.

Como controle negativo de contaminacio com DNA gendmico, uma reagdo de RT-PCR
foi realizada a semelhanca das condigdes descritas acima, com excegdo da enzima SuperScript

utilizada na solugdo da reagio, que foi substituida por 4gua DEPC.

5.4. PCR semiquantitativo

Para estabelecer o ponto 6timo de amplificagio na fase exponencial da curva de amplifica-
¢lo, amostras de cDNA do mesmo animal foram utilizadas para uma reagio de amplificagdo,
sendo utilizado tubos em duplicata que foram retirados da reacio de amplificacio a cada um
ou dois ciclos, iniciando no ciclo 20 e terminando no ciclo 38.

As condigdes de amplificacdo foram de 94 °C/5 minutos {denaturag¢io inicial), 94 °C/1 mi-
nuto {denaturagdo), 52 °C/50 segundos (anelamento dos primers), 72 °C/1 minuto (extensdo) e

72 °C/7 minutos (extensio final).
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Figura 1 - Esquema das condigdes de amplificacdio para os genes da f-actina e SOCS3

O produto final da reagdo de amplificagdo foi submetido a eletroforese em gel 1,5 % de
agarose, corado posteriormente com brometo de etideo e visualizado em luz ultra-violeta atra-
vés do aparelho TFX 35M UV Transluminator (Life Techonologies, Inc, GIBCO BRL, Gai-
thersburg, MD).

Foram também submetidas a estas condicbes de PCR, amostras controle negativo da rea-
¢80, onde um volume de agua foi adicionado em substituigio ac volume de ¢DNA utilizado
na reagdo de amplificacdo, para se investigar contaminagio dos materiais usados no preparo

da reagdo e amostras controle negativo do RT-PCR.
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Figura 2 - a) Gel de agarose 1,5%. Teste com niimero crescente de ciclos a fim de se estabe-
lecer o ponto inicial de exponenciacdo da curva de amplificagdo dos primers sense e antisen-
se para SOCS3; bj Curva da regresséo linear feita pelo programa INSTAT a fim de se verifi-

car o ponto inicial de exponenciacdo de amplificacdo do primer para SOCS3, considerado

como dtimo para a realizacdo do experimenio.

Apbs analisar-se o grafico, estabeleceu-se o ciclo 30 como 6timo para a amplificacdo do

primer para SOCS3. Para B-actina, o ciclo usado foi 0 23.

6. Imunohistoquimica

6.1. Fixacdo e processamento do material

Apos tratamento dos animais com 0,02 ml de salina 0,9% ou All 10° M nos tempos pré-
estabelecidos, atrios e ventriculos foram extraidos, lavados em salina 0,9 % estérnl, a fim de se

remover todo o excesso de sangue e mergulhados em solug@io de paraformaldeido 4 % por 12

horas, a TA.
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O material foi entdo processado e incluido em parafina, conforme procedimento de rotina.
As laminas, previamente silanizadas, receberam cortes de 3 um e foram armazenadas em estu-
fa 4 60 °C até o momento do uso. Estas laminas foram utilizadas para reagSes de imunopero-

xidase e imunofluorescéncia.

6.2. Reaciio de Imunoperoxidase

Cortes histoldgicos de étrios e ventriculos, obtidos conforme descrito no item 6.1, foram
diafanizados e hidratados e ent3o submetidos a munoperoxidase, com a utiliza¢do de anticor-
po especifico, conforme descrito a seguir.

Inicialmente, foram lavados em tampdo PBS por 3 vezes (5 minutos cada lavagem) e per-
meabilizados com 0,1 % de Triton X-100 dituido em PBS 0,1 M, pH 7.4, durante 10 minutos,
a TA. Apds lavagem em PBS, conforme descrito anteriormente, foram incubados com solugdo
bloqueadora da atividade da peroxidase endégena, permanecendo no escuro por 30 minutos, 4
TA. Novamente foram lavados em PBS por 3 vezes de 5 minutos cada e submetidos a soluciio
bloqueadora para imunoperoxidase por 1 hora, a TA, a fim de se evitar a ligacdo de proteinas
ndo-especificas. Os cortes foram entdio incubados com anticorpo primério (anti-goar SOCS3,
dilui¢do 1:20) em solugdio de anticorpo, em cdmara umidecida e fechada, overnight, 4 4 °C. Os
cortes chamados de controle negativo receberam somente solugio de anticorpo (sem adigio de
anticorpo). Apés lavagem com PBS (3 vezes com intervalos de 5 minutos), os cortes foram
incubados novamente com a soluc¢do de anticorpo contendo o anticorpo secundario especifico
biotinilado (anti-goat biotinilado, dilui¢io 1:150), por 2 horas, a TA. Apés lavagem com PBS,

os cortes foram submetidas a incubagdo por 45 minutos com Estreptoavidina conjugada com



peroxidase {Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA). Foram novamente lavados € submeti-
dos a solugio reveladora (kit Vectashield, Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA) por 8 —
10 minutos, sendo a seguir, lavados com agua destilada por 5 minutos. Realizou-se entdo, a
contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris por aproximadamente 30 segundos. Os cortes
foram lavados com agua destilada por 5 minutos e desidratados. As laminas foram montadas
utilizando-se 0 meio de montagem Entelan. A reacdo de peroxidase nas amostras foi detectada
em microscopio optico (Leica, Wetzlar, Alemanha) e as fotografias foram obtidas utilizando-

se o sistema Focus Imagecorder Plus.

6.3. Reacdo de Imunofluorescéncia

Os cortes histologicos de atrios e ventriculos, obtidos conforme descrito no item 6.1, fo-
ram diafanizados e hidratados e entfo submetidos a imunofluorescéncia, com a utilizagfo de
anticorpo especifico para SOCS3 e JAK2, conforme descrito & seguir.

Os cortes foram lavados em tampdo PBS, por 3 vezes (5 minutos cada lavagem), permea-
bilizados com 0,1 % de Triton X-100 diluido em PBS 0.1 M, pH 7.4, durante 10 minutos, a
TA, e novamente lavados em PBS conforme descrito anteriormente para, em seguida, serem
incubados com solugio bloqueadora para imunofluorescéncia, por 60 minutos, 4 TA, a fim de
se evitar ligacdes inespecificas. Os cortes foram entfio incubados com o primeiro anticorpo
primario (anti-goat SOCS3, diluicio 1:20) em solugdo de anticorpo, em cdmara umida e fe-
chada, overnight, a 4 °C. Os cortes chamados de controle negativo receberam somente solugfo
de anticorpo (sem adi¢io de anticorpo). Apos lavagem com PBS, os cortes foram incubados
em solugfo de anticorpo contendo o segundo anticorpo primario (anti- rabbit JAK2, diluigdo

1:20) por 2 horas, a TA. A seguir, foram lavados e entfio, incubados com o primeiro anticorpo
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secundario conjugado com isotiocianato fluoresceina (donkey anti-goat FITC, diluicio 1:150)
em solugdo de anticorpo, por 2 horas & TA. Os cortes foram bem lavados com PBS, a fim de
se remover todo o excesso deste anticorpo. Em seguida, foram incubados com o segundo anti-
corpo secundario conjugado com rodamina (dorkey anti-rabbit R, diluicio 1:150) em solugio
de anticorpo, por 2 horas & TA e lavados. As laminas foram montadas utilizando-se o meio de
montagem Vectashield. A especificidade dos anticorpos secundarios foi testada através de
cortes controle positivo e negativo. Na auséncia dos anticorpos primérios, a aplicagdo dos an-
ticorpos secundarios (controle negativo) nfo produziu qualquer marcagdo significativa. As
imagens foram obtidas utilizando-se microscopio de fluorescéncia (Leica, Wetzlar, Alemanha)

e as fotos foram obtidas através do sistema Focus Imagecorder Plus.

7. Time-course

Os time-courses a que os animais foram submetidos para cada metodologia estdo descritos

a seguir.

a) Imunoprecipitagio e Immunoblotting

- Amimais Controle (0) = tiveram os ventriculos extraidos 1.5 minutos apos estimulo com
0,02 ml de salina 0,9 % .

- Animais Tratados > tiveram os ventriculos extraidos 0.25, 1.5, 3, 6, 10, 15, 30, 120, 180

ou 360 minutos apds estimulo com 0,02 ml de AIl 10° M.
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b) Fracionamento subcelular

- Animais Controle (0) > tiveram os ventriculos extraidos 6 minutos apds estimulo com
0,02 mi de salina 0,9 % .

- Animais Tratados = tiveram os ventriculos extraidos 6, 12, 20, 30, 60 ou 120 minutos

ap6s estimulo com 0,02 mi de AIl 10° M.

¢) RT-PCR ePCR

- Animais Controle (0) -> tiveram os ventriculos extraidos 1.5 minutos apos estimulo com
0,02 ml de salina 0,9 % .

- Animais Tratados <> tiveram os ventriculos extraidos 1.5, 60, 120, 180 ou 360 minutos

ap6s estimulo com 0,02 ml de AT 10° M.

d) Imunchistoquimica

- Imunoperoxidase

- Animais Controle (0) = tiveram os atrios e ventriculos extraidos 120 minutos apos
estimulo com 0,02 ml de salina 0.9 % .

- Animais Tratados => tiveram os atrios e ventriculos extraidos 120 minutos apés estimulo

com 0,02 ml de ATl 10° M.

- Imunofluorescéncia

- Animais Controle (0) > tiveram os 4trios e ventriculos extraidos 20 minutos apds esti-
muio com 0,02 ml de salina 0,9 % .

- Animais Tratados > tiveram os atrios ¢ ventriculos extraidos 20 minutos apds estimulo

com 0,02 mi de AIT 10 M.
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8. Andlise estatisitca

Ap6s quantificacio das bandas obtidas nas autoradiografias, procedeu-se & analise dos da-
dos, comparando-se o valor da densidade das bandas, nos diferentes tempos de estimulo com
AlI com aquele obtido no grupo Controle (0). Os resultados foram expressos em porcentagem,
tendo recebido o grupo Controle o valor de 100% e os grupos restantes foram normalizados
em relagdo a ele. Os resultados sdio expressos como média + erro padrio da média (média +
SEM) dos valores percentuais e o nivel de significincia adotado foi de p < 0,05. Para isso,
utilizamos o teste ¢ de Student’s ndo pareado. As anilises foram realizadas utilizando-se o
programa /nstat (Instat GraphPad Software, Inc).

As imagens obtidas através de reacZo de imunoperoxidase e de imunofluorescéncia foram

analisadas comparando-se o Grupo Controle (0) com ¢ grupo estimulado com AIL
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IV - RESULTADOS

Visando estudar a seqiiéncia de eventos moleculares decorrentes da ativagio da via de si-
nalizagdo da All em coragio de ratos adultos, mais especificamente com relagdo a participa-
¢do da via JAK/STAT, avaliou-se inicialmente o tempo de fosforilagio de cada proteina en-
volvida nesta via, a saber: AT1, AT2, JAK2, SHP1 e SHP2.

O material, proveniente de animais submetidos a diferentes periodos de estimulo com AII,
conforme descrito em Métodos, foi imunoprecipitado com anticorpos anti-AT1, ou —~AT2, ou -

JAK2, ou -SHP1, ou -SHP2 e submetido & immunoblotting com anticorpo anti-fosfotirosina

®Y).

- Fosforilacdo dos receptores ATI e AT?2 apds estimulo com All

A Figura 3 a, demonstra que AT1 (51 KDa), em tecido cardiaco, encontra-se levemente
fosforilado em condigBes basais. Apés estimulo com All seus niveis de fosforilagio aumen-
tam gradativamente, iniciando-se por volta de 1,5 minutos até atingirem o pico de fosforilagio
por volta de 10 minutos. Apés 30 minutos do estimulo com All, seus niveis de fosforilacdo
aproximam-se dos basais.

Quanto a fosforilagdo de AT2 (51 KDa), a Figura 3 b demonstra que este também apresen-
ta-se levemente fosforilado no estado basal e que, em 6 minutos apds o estimulo com AIl,

atinge um pico de fosforilagfo, o qual decai logo em seguida.
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- Fosforilacdo das fosfatases SHPI e SHP2 apds estimulo com AIl
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Figuras 5 a e 5 b — Fosforilagdo em tirosina das fosfatases SHP1 e SHP2 apés estimulo com AIIL Ratos foram
tratados com 0,02 ml de AII 10 M pelos periodos de tempo indicados e, em seguida, os ventriculos foram ex-
traidos ¢ homogeneizados. Os extratos protéicos foram submetidos 2 imunoprecipitagio com anticorpo anti-
SHPI (a) ou —~SHP2 (b), e & immunoblotting com anticorpo anti-fosfotirosina (anti-pY). O grifico de barras de-
monstra a fosforilagdo relativa de SHP1 e SHP2 como determinado pela quantificagdo das bandas feita no pro-
grama ScionCorp. Os dados sdo apresentados como média + SEM de 3 experimentos separados (n=3, média +

SEM, *p<0.05 quando comparado com controle).

46



- Fosforilacdo da quinase intracelular JAK2 apds estimulo com ALl

10 M ATL - + + + + + + +

IP: o JAK2
IB: apY

% Variag8io do Controle
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Tempo (min)

Figura 4 — Fosforilagdo em tirosina de JAK2 ap6s estimulo com AIl Ratos foram tratados com 0,02 ml de All
10° M pelos periodos de tempo indicados e, em seguida, os ventriculos foram extraidos e homogeneizados. Os
extratos protéicos foram submetidos & imunoprecipitagio com anticorpo anti-JAK2, e & immunoblotting com
anticorpo anti-fosfotirosina (anti-pY). O grafico de barras demonstra a fosforilagdo relativa de JAK2 como de-
terminado pela quantificacdio das bandas feita no programa ScionCorp. Os dados so apresentados como média +

SEM de 3 experimentos separados (»=3, média + SEM, *p<0.05 quando comparado com controle).

Ao analisarmos a Figura 4, notamos que a proteina JAK2 (130 KDa) encontra-se fraca-
mente fosforilada no estado basal. Apos estimulo com All, ocorre rapido e progressivo au-
mento em sua fosforilagfio, iniciando-se precocemente por volta de 3 minutos ¢ prolongando-
se até cerca de 30 minutos, atingindo neste intervalo de tempo, um pico méximo de fosforila-

¢d0 em 10 minutos ap6s estimulo com AIL.
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Figuras 3 a e 3 b — Fosforilagio em tirosina dos receptores AT1 e AT2 apés estimulo com Al Ratos foram tra-
tados com 0,02 ml de AIl 10° M pelos periodos de tempo indicados e, em seguida, os ventriculos foram extrai-
dos e homogeneizados. Os extratos protéicos foram submetidos 4 imunoprecipitagio com anticorpos anti-AT1 (a)
ou —AT2 (b), e & immunoblotting com anticorpo anti-fosfotirosina (anti-pY). O gréfico de barras demonstra a
fosforilagdo relativa de AT1 e AT2 como determinado pela quantificacio das bandas feita no programa Scion-

Corp. Os dados sio apresentados como média = SEM de 3 experimentos separados (n=3, média +SEM, *p<0.05

quando comparado com controle).
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O immunoblotting de proteinas precipitadas com anticorpo anti-SHP1 (75 KDa) nos reve-
lou que, em condi¢bes basais, SHP1 encontra-se levemente fosforilado. Apos estimulo com
All, ocorre um aumento rapido e transitério em sua fosforilagdo, seguido por uma reducio
significativa entre 3 e 10 minutos. Aos 15 minutos, atinge um pico de fosforilagdo, o qual é
rapido e transitorio, e retorna aos niveis basais em 30 minutos apés estimulo com AII (Figura
5 a).

Quanto a fosfatase SHP2 (75 KDa), observamos que esta também se encontra levemente
fosforilada em condigbes basais, mas que, apoOs estimulo com Al seus niveis de fosforilagio
sdo aumentados de forma progressiva, comegando por volta de 1,5 minutos e atingindo um

pico em 3 minutos. Aos 30 minutos, retorna a valores proximos aos basais (Figura 5 b).

A fim de verificarmos se os diferentes niveis de fosforilagio encontrados para todas as
proteinas até o momento investigadas foram devidos a um aumento em sua expressdo protéica
ap6s estimulo com All, as membranas de nitrocelulose utilizadas neste estudo foram submeti-

das a stripping e immunoblotting com o mesmo anticorpo com que foram imunoprecipitadas.

- Expressdo de ATI, AT2, JAK2, SHP1 e SHP2 apos estimulo com AIl

Conforme demonstrado nas Figuras 6 a a 6 e, o aumento na fosforilagdo das proteinas en-

volvidas na via JAK/STAT estimulada pela Al n3o foi devido a aumento em sua expressao.
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b)

d)

Figuras 6 a, b, ¢, d, e e — Avaliagfio da expressdo protéica de AT1, AT2, JAK2, SHP1 e SHP2 apés estimulo com
AlL Ratos foram tratados com 0,02 ml de Al 10° M pelos periodos de tempo indicados e, em seguida, os ven-
triculos foram extraidos e homogeneizados. Os extratos protéicos foram submetidos a imunoprecipitagdo e im-
munoblotting com anticorpos anti-AT1 (a) ou —AT2 (b) ou —-JAK2 (c), ou —SHP1 (d) ou —SHP2 (e). O gréfico de
barras demonstra a expressio relativa de AT1, AT2, JAK2, SHP1 e SHP2 como determinado pela quantificagio

das bandas feita no programa ScionCorp. Os dados sdo apresentados como média + SEM de 3 experimentos
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separados (n=3, média +SEM, *p<0.05 quando comparado com controle).
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Investigamos a seguir, as possiveis associagfes existentes entre as diferentes proteinas

envolvidas na via de sinalizagio JAK/STAT induzida pela AIl.

- Associacdo entre os receptores AT1 ou AT2 e a quinase JAK2 apds estimulo com AIT

Ventriculos cardiacos de animais expostos ou ndo a AIl foram submetidos & imunoprecpi-

tagdo com anticorpo anti-AT1 ou —~AT2 e a immunoblotting com anticorpo anti-JAKZ.

Conforme demonstrado na Figura 7 a, AT1 e JAK2 apresentam baixo nivel de associag@o
no estado basal. Apds estimulo com All, esta associagdo sofre incremento progressivo, inici-
ando-se em 6 minutos e prolongando-se até cerca de 10 minutos. Aos 30 minutos, retorna aos
niveis basais.

Diferentemente da associagdo entre AT1 e JAK2, AT2 e JAK2 encontram-se associados
em moderada quantidade no estado basal. Apos o estimulo com All, sofrem rapida e progres-
siva dissociagdo (cerca de 20%), atingindo aos 15 minutos o menor nivel de associacdo obser-

vado. Aos 120 minutos encontram-se associados em niveis préximos aos basais (Figura 7 b).

- Associaciio entre as fosfatases SHPI ou SHP2 e ATI1 apos estimulo com AIl

Extratos proteicos de ventriculos cardiacos provenientes de animais tratados ou ndo com
AII foram submetidos & imunoprecipitacdo com anticorpo anti-SHP1 ou —SHP2 e a immunob-

lotting com anticorpo anti-AT1.
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Figuras 7 a e 7 b — Associagdo entre os receptores AT1 ou AT2 e JAK2 apés estimulo com AIL Ratos foram
tratados com 0,02 ml de AII 10® M pelos periodos de tempo indicados e, em seguida, os ventriculos foram ex-
traidos e homogeneizados. Os extratos protéicos foram submetidos & imunoprecipitagio com anticorpos anti-AT1
(a) ou —AT?2 (b), e a2 immunoblotting com anticorpo anti-JAK2. O grifico de barras demonstra a associagio rela-
tiva entre AT1 ou AT2 e JAK2 como determinado pela quantificagdo das bandas feita no programa ScionCorp.
Os dados séo apresentados como média = SEM de 3 experimentos separados (n=3, média + SEM, *p<0.05

quando comparado com controle).
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Figuras 8 a e 8 b — Associagdo entre as fosfatases SHP1 ou SHP2 e AT1 apés estimulo com AII Ratos foram
tratados com 0,02 ml de AII 10 M pelos periodos de tempo indicados e, em seguida, os ventriculos foram ex-
traidos e homogeneizados. Os extratos protéicos foram submetidos & imunoprecipitagio com anticorpos anti-
SHP1 (a) ou —SHP2 (b), € & immunoblotting com anticorpo anti-AT1. O grifico de barras demonstra a associagio
relativa entre SHP1 ou SHP2 ¢ AT1 como determinado pela quantificagdo das bandas feita no programa Scion-
Corp. Os dados sdo apresentados como média + SEM de 3 experimentos separados (n=3, média +SEM, *p<0.05
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Como demonstrado na Figura 8 a, SHP1 e AT1 encontram-se fortemente associados em
condicdes basais. Contudo, ap6s 3 minutos do estimulo com AIl, SHP1 e AT1 dissociam-se e
assim permanecem até cerca de 15 minutos. Aos 30 minutos, voltam a se associar.

SHP2 e AT1 encontram-se levemente associados no periodo basal. Ap6s o estimulo com
All, ocorre um aumento gradativo nesta associac@o, iniciando-se por volta de 0,25 minutos.
Aos 6 minutos esta associa¢do atinge um pico, o qual decai em seguida. Aos 30 minutos, ain-

da ha associacdo entre AT1 ¢ SHP2 (Figura 8 b).

- Associaclo entre as fosfatases SHP1 ou SHP2 e AT2 apos estimulo com AIl

Para esta série de experimentos, extratos protéicos de ventriculos provenientes de animais
tratados ou ndo com AIl foram submetidos & imunoprecipitagdo com anticorpo anti-SHP1 ou

—SHP2 e a immunoblotting com anticorpo anti-AT2.

Ao analisarmos a Figura 9 a, verificamos que SHP1 e AT2 encontram-se fortemente asso-
ciados em condi¢des basais. Logo apds o estimulo com All, dissociam-se de forma rapida e,
aos 3 minutos associam-se novamente, atingindo aos 10 minutos um pico de associagdo. Logo
depois, voltam a se dissociar, assim permanecendo, em niveis bem inferiores aos basais até
cerca de 120 minutos apds estimulo com AllL

SHP2 e AT2 também estdo associados no periodo basal e se dissociam apds estimulo com
AII de maneira semelhante ao que acontece entre SHP1 e AT1. Aos 3 minutos voltam a se
associar, atingindo um pico de associac¢do entre 6 e 10 minutos para, em seguida, se dissocia-

rem (Figura 9 b).
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Figuras 9 a e 9 b — Associagdo entre as fosfatases SHP1 ou SHP2 e AT2 apés estimulo com AllL Ratos foram
tratados com 0,02 ml de AII 10® M pelos periodos de tempo indicados e, em seguida, os ventriculos foram ex-
traidos e homogeneizados. Os extratos protéicos foram submetidos 2 imunoprecipitagio com anticorpos anti-
SHP1 (a) ou —SHP2 (b), e & immunoblotting com anticorpo anti-AT2. O grafico de barras demonstra a associaggo
relativa entre SHP1 e SHP2 com AT2 como determinado pela quantificagiio das bandas feita no programa Sci--
onCorp. Os dados sio apresentados como média + SEM de 3 experimentos separados (n=3, média £ SEM,

*»<0.05 quando comparado com controle).
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- Associacdio entre as fosfatases SHPI ou SHP2 e JAK2 apos estimulo com AIT

Ventriculos cardiacos de animais expostos ou nfio & AIl foram submetidos a imunoprecpi-

tagdo com anticorpo anti-SHP1 ou —~SHP2 e & immunoblotting com anticorpo anti-JAK2.

Na Figura 10 a, SHP1 e JAK2 encontram-se pouco associados no estado basal. Apos 0,25
minutos do estimulo com All, ocorre um rapido e transitério au - ento nesta associacdo. Em
seguida, estas duas proteinas dissociam-se, atingindo aos 6 minutos o menor nivel de associa-
¢do observado. Aos 10 minutos, retornam a niveis de associagdo semelhantes a0s basais.

Como demonstrado na Figura 10 b, o anticorpo anti-SHP2 foi capaz de co-precipitar uma
pequena quantidade de JAK2 no estado basal até cerca de 1,5 minutos ap6s estimulo com AIL
Em seguida, esta associagdio sofreu um aumento progressivo, iniciando-se por volta de 3
minutos e atingindo um pico aos 6 minutos. Logo ap6s, dissociam-se e atingem valores seme-

Ihantes aos basais. Aos 30 minutos, ocorre grande dissociacdo entre estas proteinas.

Em todos os casos em que verificamos a dindmica de associagdo/dissociacdo entre as pro-
teinas, os mesmos resultados foram encontrados quando invertemos a ordem dos anticorpos

no procedimento de imunopreciptagdo e immunoblotting.

A fim de confirmarmos os resultados obtidos sobre a associacdo das proteinas, procede-

mos ao fracionamento subcelular das amostras. Para isso, somente alguns dos periodos de

tempo, 0s quais mostraram mudancas mais significativas, foram testados.
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Figuras 10 a e 10 b — Associagdo entre as fosfatases SHP1 ou SHP2 e JAK2 apés estimulo com Al Ratos foram
tratados com 0,02 ml de AIl 10 M pelos periodos de tempo indicados e, em seguida, os ventriculos foram ex-
traidos e homogeneizados. Os exitratos protéicos foram submetidos & imunoprecipitagio com anticorpos anti-
SHP1 ou —SHP2 (b), ¢ & immunoblotting com anticorpo anti-JAK2. O gréfico de barras demonsira a associagiio
relativa entre SHP1 ou SHP2 com JAK2 como determinado pela quantificagio das bandas feita no programa
ScionCorp. Os dados sdo apresentados como média + SEM de 3 experimentos separados (n=3, média + SEM,

*p<0.05 quando comparado com controle).

57



- Migracdo transcelular de JAK?2 induzida por AIl

Ventriculos cardiacos de animais expostos ou ndo a AIl foram submetidos a técnica de
fracionamento subcelular conforme descrito em Métodos e & immunoblotting com anticorpo
anti-JAK2.

Como controle de contaminagio das fragdes, em paralelo aos experimentos, o material foi
submetido & immunoblotting com anticorpo anti-histona H1. Devido ao fato de ser esta uma

proteina nuclear, sua localiza¢3o se restringiu a este local em todas as amostras.
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Figura 11 - Caracterizacdo da dindmica de translocacgio subcelular de JAK2 apds estimulo com AIl Fragdes
subcelulares foram preparadas de ventriculos apds estimulo com 0,02 ml de ATl 10° M nos tempos indicados e
submetidas 4 SDS-PAGE. As membranas de nitrocelulose foram incubadas com anticorpo anti-JAK2. Fragdes de
Membrana (M); Citosélica (®); e Nuclear (“). Cada ponto representa a média de triplicatas. Os dados sio

representativos de 3 experimentos independentes (n=3).
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Analisando-se a Figura 11, verificamos que, no periodo basal, JAK2 ¢ encontrado em con-
centragdes semelhantes tanto no compartimento citosdlico (44%) quanto no de membrana
(49%). Ap6s 6 minutos do estimulo com All, ocorre uma grande migragio de JAK2 do citosol
(cerca de 40%) para a membrana. Aos 12 minutos, JAK2 atinge seu pico na fragdo de mem-
brana (61%), permanecendo assim até aproximadamente 30 minutos. Apos este tempo, verifi-

ca-se que JAK2 migra novamente para a fragdo citosolica.

A etapa seguinte de nosso estudo foi investigar se a All ¢ capaz de induzir a ativagdo da
proteina SOCS3 em coragdo de ratos Wistar adultos.
Inicialmente, estudamos a distribui¢do celular de SOCS3 em atrios e ventriculos de ani-

mais estimulados ou ndo com AIlL

- Expressdo e localizacdo de SOCS3 em tecido cardiaco apos estimilo com AIl

Cortes histologicos (atrios e ventriculos) provenientes de animais tratados por 2 horas ou
ndo com 0,02 ml de AIl 10°® M, foram submetidos a técnica de imunoperoxidase, conforme

descrito em Métodos.

Conforme podemos observar nas Figuras 12 a a 12 d, embora a proteina SOCS3 seja en-
contrada em atrios e ventriculos de animais nio tratados (Controle), sua expressdo sofre evi-
dente incremento ap6s 120 minutos do estimulo com AIl, como demonstrado nas Figuras 12 e
a 12 h. Verifica-se ainda que esta proteina distribui-se preferencialmente em endocardio e
células endoteliais de vasos sanguineos nos ventriculos e endocérdio e tecido muscular de
atrios.
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CONTROLE

ESTIMULADOS COM All

Figuras 12 a a 12 h — Localizagdo celular de SOCS3 em coracdo de ratos estimulados com All Ratos foram
estimulados ou ndo com AII 10° M por 120 minutos. Apés, o coragio foi extraido, fixado em solugfo de para-
formaldeido 4% e submetido 4 caracterizacio histologica de distribuicfo de proteina pelo método tradicional de
imunoperoxidase utilizando-se anticorpo especifico para SOCS3. a, b) Atrios Animais Controle; e, f) Atrios
Animais estimulados com AIl; ¢, d) Ventriculos Animais Controle; g, h) Ventriculos Animais estimulados com

AIL As imagens sdo representativas de 3 experimentos diferentes (2=3).
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Investigamos entdo, a expressdo génica e protéica de SOCS3 e também sua possivel asso-

ciagdo aos elementos participantes da via de sinalizagdo JAK/STAT.

- Inducdo da expressio do RNAm de SOCS3 apos estimulo com All

Para este estudo, ventriculos de animais tratados ou ndo com 0,02 ml de AIl 10°M por pe-
riodos de tempo pré-estabelecidos, foram submetidos a técnica de RT-PCR, conforme descrito

em Métodos.

A analise da banda correspondente & SOCS3 (251 bp) em diferentes tempos apos estimulo
com AIl demonstrou que, em condigBes basais, niveis discretos de RNAm de SOCS3 sio
encontrados. Entretanto, verificou-se que ocorre um aumento de 1,5 vezes na expressdo deste
RNAm 60 minutos apds estimulo com All, o qual decai para niveis indetectaveis em 360 mi-

nutos (Figura 13).

- Inducdo da expressdo da proteina SOCS3 apos estimulo com ALl

Ventriculos cardiacos provenientes de animais expostos ou ndo a All foram submetidos a
imunoprecpitagdo com anticorpo anti-rabbit SOCS3 e a immunoblotting com anticorpo anti-
goat SOCS3 para uma melhor visualizagdo do sinal desta proteina. Quando o material foi
submetido somente a immunobloting com anticorpo anti-SOCS3, o sinal desta tornou-se pou-
co visivel, atestando a baixa sensibilidade do método para esta andlise. Acredita-se que a por-

¢do de SOCS3 existente no tecido cardiaco, mesmo ap6s estimulo com All, encontra-se pro-
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xima ao limite de detecg¢do do método (Western blor) e que, somente apds uma purificagdo

parcial da proteina por imunoprecipita¢do, sua identificagdo e medida possam ser obtidas.
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Figura 13 — Expressdo génica de SOCS3 induzida por AIl. O RNAm de SOCS3 foi extraido e amplificado usan-
do-se primers especificos para SOCS3. O produto foi fracionado em gel de agarose a 1,5% por 60 minutos. a) gel
de agarose demonstrando a banda de B-actina (489 bp) como controle interno e a banda de SOCS3 (251 bp); b)
histograma demonstrando a quantificagio do RNAm de SOCS3. A mesma concentragio de RNAm foi utilizada

em todos os grupos. Os dados sdo representativos de 3 experimentos diferentes (n=3).
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Como demonstrado na Figura 14, antes do estimulo com AIl, ha discreta expressdo da
proteina SOCS3 (30 KDa). Apds 10 minutos do estimulo com All, ocorre um aumento grada-
tivo nos niveis de expressdo protéica de SOCS3, o qual atinge um pico maximo em 120 mi-

nutos. Apos 360 minutos do estimulo com All, a expressdo de SOCS3 retorna a niveis basais.
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Figura 14 — Expresséo protéica de SOCS3 induzida por AIL Ratos foram estimulados com 0,02 ml de All 10°M
pelos tempos indicados. Os ventriculos foram extraidos e homogenenizados. Os extratos protéicos foram imuno-
precipitados com anticorpo anti-rabbit SOCS3 e analizados por Western blot utilizando-se anticorpo anti-goat
SOCS3. O grafico de barras demonstra a expressdo relativa da proteina SOCS3 como determinado pela quantifi-
cacdo das bandas feita no programa ScionCorp. Os dados sdo apresentados como média = SEM de 3 experimen-

tos separados (n=3, média +SEM, *p<0.05 quando comparado com controle).

Uma vez demonstrada a indugdo de SOCS3 por All, investigamos a dindmica de associa-

¢do de SOCS3 com proteinas da via de sinalizagfo da AIl.




- Associacdo entre SOCS3 e os receptores ATI ou AT2, apos estimulo com ALl

Ventriculos cardiacos de animais expostos ou ndo a AIl por periodos de tempo pré-
estabelecidos, foram submetidos & imunoprecpitagdo com anticorpo anti-AT1 ou —AT2 e a

immunoblotting com anticorpo anti-SOCS3.

Apds 4 experimentos, verificamos que SOCS3 ndo se associa aos receptores AT1 e AT2
no estado basal nem ap6s estimulo com All Tal resultado foi obtido realizando-se imunopre-
cipitagdo com anticorpo anti-AT1 ou —~AT2 e immunoblotting com anticorpo anti-SOCS3, ou
realizando-se o inverso, imunopreciptagdo com anticorpo anti-SOCS3 e immunoblotting com

anticorpo anti-AT1 ou —AT2.

- Associacdo entre SOCS3 e as fosfatases SHPI ou SHP2 apos estimulo com AIl

Ventriculos cardiacos provenientes de animais estimulados ou ndo com All, foram homo-
geneizados e submetidos a imunoprecipitagdo com anticorpo anti-SHP1 ou -SHP2 e a immu-

noblotting com anticorpo anti-SOCS3.

Apés 3 experimentos, verificamos que o padrio de associagdo entre SOCS3 e SHP1 ou
SHP2 parece ndo sofrer variagdes apods estimulo com AIl. Parece haver discreta associagio
antes do estimulo, o qual se mantém constante. O mesmo foi encontrado quando se inverteu a

ordem de adi¢io dos anticorpos (Figuras 15 ae 15 b).
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Figuras 15 a e 15 b — Associagdo entre SOCS3 ¢ as fosfatases SHP1 ou SHP2 ap6s estimulo com AIl em cora-
¢bes de ratos. Ratos foram tratados com 0,02 ml de AII 10 M pelo periodo de tempo indicado e, em seguida, os
ventriculos foram extraidos e homogeneizados. Os extratos protéicos foram submetidos & imunoprecipitagio com
anticorpo anti-SOCS3, e 4 immunoblotting com anticorpos anti-SHP1 (a) ou —SHP2 (b). O gréfico de barras
demonstra a associagdo relativa entre SOCS3 e JAK2 como determinado pela quantificacdo das bandas feita no

programa ScionCorp. Os dados s3o apresentados como média + SEM de 3 experimentos separados (n=3, média

+SEM, *p<0.05 quando comparado com controle).
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- Associacdo entre SOCS3 e JAK2 apds estimulo com AIl

Homogeneizados de ventriculos cardiacos provenientes de animais estimulados ou nfo

com All, foram submetidos & imunoprecipitagdo com anticorpo anti-SOCS3 e a immunoblo-

1ting com anticorpo anti-JAK2.
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Figura 16 — Associacfo entre SOCS3 e JAK2 apos estimulo com All. Os animais foram anestesiados, € a cavida-
de abdominal foi aberta. 0,02 ml de AIl 10°M foi injetada através da veia cava e, apés os tempos indicados, os
ventriculos foram extraidos e homogeneizados. Os extratos protéicos foram imunoprecipitados com anticorpo
anti-SOCS3 e submetidos & immunoblotting com anticopo anti-JAK2. O grafico de barras demonstra a associa-
cdo relativa entre SOCS3 e JAK2 como determinado pela quantificagio das bandas feita no programa ScionCorp.

Os dados sdo apresentados como média + SEM de 3 experimentos separados (n=3, média + SEM, *p<0.05

quando comparado com controle).
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Como demonstrado na Figura 16, SOCS3 foi capaz de co-precipitar uma pequena porco
de JAK2 no tempo zero. Contudo, 10 minutos apés o estimulo com All a porgdo de JAK2 co-
precipitada foi significativamente aumentada, assim permanecendo até cerca de 180 minutos e
diminuindo aos 360 minutos para valores proximos aos basais.

Quando a ordem de adi¢do do anticorpo foi invertida, o mesmo resultado foi encontrado.
Entretanto, a analise densitométrica foi comprometida devido & baixa intensidade do sinal
obtido, sugerindo-se que talvez o anticorpo utilizado para a precipitagio de JAK2 interfira

com a formagdo do complexo SOCS3/JAK2.

Frente aos resultados obtidos, avaliamos o padrio de migracdo transcelular de SOCS3

quando induzido por AIL

- Migracdo transcelular de SOCS3 induzida por AIl

Na presente série de experimentos, os ventriculos, apOs terem sido submetidos a técnica de

fracionamento subcelular, foram submetidos & immunoblotting com anticorpo anti-SOCS3.

No estado basal, 43% de SOCS3 encontra-se na fragdo nuclear sendo o restante igualmen-
te distribuido entre as fragdes de membrana e de citosol. Apds 6 minutos do estimulo, ocorre
um significativo incremento da proteina SOCS3 na fragdo de membrana (45%) a qual diminui
lentamente a seguir, até atingir, aos 20 minutos os valores mais baixos (22%). Na fracdo nu-
clear, onde se observam os mais altos niveis de SOCS3, ocorre uma progressiva reducio da
mesma com nadir aos 20 minutos apos estimulo com AIl. Durante o mesmo intervalo, o con-

tetdo de SOCS3 na fragdo citosélica sofre aumento gradativo até atingir, aos 20 minutos, um

67



pico (62%) e uma subsequente diminuigdo aos 30 minutos (29%), para finalmente atingir, aos

120 minutos, valores proximos aos obtidos em 20 minutos (56%) (Figura 17).
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Figura 17 — Caracterizacdo da dindmica de translocacfio subcelular de SOCS3 apés estimulo com AIL Fracdes
subcelulares foram preparadas de ventriculos apés estimulo com 0,02 ml de AII 10° M nos tempos indicados ¢
submetidas 4 SDS-PAGE. As membranas de nitrocelulose foram incubadas com anticorpo anti-SOCS3. Fracdes
de Membrana (H); Citosdlica (®); and Nuclear (*). Cada ponto representa a média de triplicatas. Os dados

s#o representativos de 3 experimentos independentes (n=3).

- Associacdo entre SOCS3 e JAK2 — estudo da migracdo transcelular de SOCS3 induzida

por AIl

Ventriculos cardiacos, apos terem sido submetidos a técnica de fracionamento subcelular,
foram imunoprecipitados com anticorpo anti-JAK2 e submetidos a immunoblotting com anti-

corpo anti-SOCS3.
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Figura 18 — Localizagfo subcelular da associacdo entre JAK2 e SOCS3 apo6s estimulo com All. Fragdes subcelu-
lares foram preparadas e submetidas 4 imunoprecipitacio com anticorpo anti-JAK?2 e immunoblotting com anti-
corpo anti-SOCS3. Fracdes de Membrana (M); Citosélica (®); e Nuclear (). Cada ponto representa a média

de triplicatas. Os dados sdo representatives de trés experimentos independentes (n=3).

Ao analisarmos este resultado (Figura 18), verificamos que SOCS3 encontra-se levemente
associada a JAK2 no periodo basal tanto no compartimento de membrana como no comparti-
mento citosélico (13%). Apos 6 minutos do estimulo com AIl, ha um sibito aumento nesta
associagdo na fragdo citosdlica (50%). Na membrana, esta associagdo comeca a se elevar gra-
dativamente, iniciando-se por volta de 6 minutos (18%), até 60 minutos apds o estimulo
(33%), atingindo aos 20 minutos um pico (48%). Apos a elevagdo aos 6 minutos, a associagio
na fragdo citosolica diminui e, aos 20 minutos atinge valores mais baixos (21%). Em seguida,
sofre elevacdes progressivas até atingir, aos 120 minutos valores semelhantes aos da fragdo de

membrana (41%).
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Frente aos resultados acima, empreendemos a avaligio da localizagdo histologica de JAK2

e SOCS3 através de microscopia de fluorescéncia de dupla marcagio.

- Adssociacdo entre SOCS3 e JAK?2 induzida por Al — co-localizacdo através de microsco-

pia de fluorescéncia

Para este estudo, cortes histologicos de atrios e ventriculos provenientes de animais trata-
dos por 20 minutos ou ndo com All, foram submetidos a técnica de imunofluorescéncia, con-

forme descrito em Métodos.

A microscopia de fluorescéncia revelou que, antes do estimulo com AIl, JAK2 pode ser
visualizado no citoplasma de cardiomidcitos ventriculares, enquanto que, somente uma baixa
expressdo pode ser detectada em endocardio ventricular (Figuras 19 a e 19 b). O tratamento
com All causou tanto um aumento na marcagio da proteina SOCS3, principalmente no endo-
cardio, como também da co-localizagdo entre SOCS3 e JAK2 em varias areas do endocardio

ventricular (Figuras 19 c e 19 d).
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V - DISCUSSAO

Ao lado da sinalizagio intracelular tradicional que ocorre através da ativag@io da proteina
Gq levando a um aumento na geracio de IP; e de Ca’” citosélico, a ATl pode também ativar
varias das vias tirosina quinases que, em geral, 3o ativadas por receptores com atividade tiro-
sina quinase intrinseca. A via JAK/STAT, que se constituiu no objeto de nosso estudo, é um
exemplo deste tipo de via. Nesta, os sinais extracelulares sio transmitidos da superficie celular
para o nucleo promovendo a ativagdo ou o controle da expressio de varios genes alvos
(HORVATH and DARNELL, 1997),

Muitos dos estudos sobre a caracterizacio da via de sinalizaciio JAK/STAT induzida pela
AlI foram realizados em cultura de células isoladas. Poucos sdo os dados encontrados em a-
nimais adultos.

A Al ativa multiplas vias tirosina quinases em VSMC que, por analogia, também sio ati-
vadas por fatores de crescimento. Isto demonstra que estas vias sdo importantes na mediagio
dos efeitos de crescimento promovidos pela AIL. A resposta final promovida pela All, como
contragdo, crescimento ou proliferagio, além de ser dependente do fenétipo celular, & também
dependente da ativacdo seletiva de multiplas vias.

Assim como os fatores de crescimento, a AII é capaz de estimular a fosforilacio de nume-
rosas proteinas em residuos de tirosina. Tsuda e colaboradores (TSUDA et al., 1991) demons-
traram que, em VSMC, a All induz a fosforilagio de, no minimo, nove proteinas, entre as
quais pode-se citar o seu receptor AT1 (KAI et al., 1996; TSAI et al, 1996), JAK2, STATl ¢

STAT2 (MARRERO et al, 1995b) e IRS-1 (DU et al., 1996),
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Dados na literatura demonstram que, embora muito se conheca sobre os eventos molecula-
res envolvidos na ativagdo da via JAK/STAT, os eventos moleculares que participam de sua
regulagdo negativa ainda ndo sdo totalmente entendidos. Ha vérios estudos indicando que a
via de sinalizagdo JAK/STAT pode ser controlada negativamente em multiplos niveis por um
grande nimero de moléculas ¢ através de diferentes meios. Desta forma, no presente trabalho,
enfatizou-se a avaliagfo da dindmica de associacio e dissociacdo das proteinas participantes
da sinalizagdo da All, particularmente através da via JAK/STAT, com énfase para o estudo
das proteinas envolvidas no controle da resposta a AllL

Iniciamos nosso estudo investigando o time-course de fosforilagio dos receptores da AIL
Pudemos observar que o receptor AT1 encontra-se pouco fosforilado em tirosina no estado
basal e, apds estimulo com All seu estado de fosforilagio sofre aumento gradativo, atingindo
entre 6 e 10 minutos, um pico de fosforilagio (FIGURA 3 a). O receptor AT2 também se en-
contra pouco fosforilade em tirosina no estado basal. Apds estimulo com All atinge rapida-
mente seu pico de fosforilacio, o que ocorre momentos antes de AT1 ser fosforilado (FIGU-
RA 3 b). Supomos que a fosforilaggo basal destes receptores seja devido a AIl endogena cir-
culante. Nossos resultados sobre a fosforilagdo de AT1 no estado basal e em resposta a All
correboram com os encontrados na literatura (KAl et al., 1994; VELLOSO et al., 1996).

O receptor AT € também fosforilado em residuos de serina e treonina em resposta a All,
atingindo um pico de fosforilagio 20 minutos apos estimulo com o agonista (KAI et al.,
1994).

Sabe-se que AT1 sofre internalizacio, mas ha dividas quanto ao momento em que isso
ocorre. Alguns autores demonstram que AT! internaliza rapidamente apds a ligagdo do hor-
monio (GRIENDLING et al., 1987, PEACH, 1981). Outros acreditam que AT1 s06 € internali-

zado, juntamente com o ligante, apos ter sido fosforilado (HUNYADY, 1999; ISHIZAKA et
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al, 1997, SMITH et al.,, 1998; THOMAS, 1999). O processo de internalizagdo de AT1 ¢ pro-
iposto como um mecanismo de desensibilizagio.

Em VSMC, o processo de internalizagio de ATI inicia-se por volta de 1,5 minutos
(GRIENDLING et al., 1987) apds a adigio do ligante. Dados da literatura demonstram que a
sinalizagdo da PLD mediada por AT] nestas células é ativada 1,5 minutos apos a adicdo de
All e continua por mais uma hora (LASSEGUE et al., 1993). Observa-se assim que, mesmo
que ATI tenha sido internalizado, as vias de sinaliza¢fo intracelulares promovidas pela Al
ainda continuam ativas. Alguns autores sugerem que a All promova a translocacgio de AT1
para dentro de um dominio especializado na membrana de onde sinais prolongados sio gera-
dos (ANDERSON et al,, 1993; ZHANG et al., 1996).

Muitos investigadores tém observado uma diminuigdo na responsividade do sinal da All
(também chamado taquifilaxia, desensibilizagdo ou downregulation) apos repetidas aplicagdes
deste horménio (MOELLENHOFF et al,, 2001; PEACH, 1977). Nao ha dividas de que a ex-
posi¢lio prolongada & Al altere as vias de sinalizagfio envolvidas na geragiio do sinal subse-
qitente. Em VSMC, a All além de promover downregulation (desensibilizagio) de seu proprio
receptor AT1 (LASSEGUE et al.,, 1995), diminui a quantidade destes receptores na superficie
celular, diminui o seu acoplamento & proteina G (KAI et al., 1996) e aumenta os niveis de
expressdo de proteinas fosfatases. O efeito final é uma atenuagdio da responsividade & AIL
Logo, ha poucos receptores AT1 na superficie celular para serem estimulados e aqueles que
estdo presentes s3o incapazes de se acoplar 4 proteina G e de promover a ativacio da PLC ou
de tirosinas quinases citosélicas, como JAK2. Por isso ndo fosforilam e tornam-se inativados
pelo aumento da expressdo de fosfatases e proteinas inibitorias. Percebe-se portanto, que a AIl

além de afetar agudamente a geragdo de sinais intracelulares, também regula a expressio e a
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atividade de componentes chaves das vias de sinalizacio que modulam a responsividade a
longo prazo.

AT2 n3o sofre internalizagio apds a ligacGo do ligante. Também ndio se sabe se sua
resposta pode ser atenuada pela desensibilizagdo.

Apos a ligagio da All a seus receptores, varias proteinas tirosina quinases intracelulares
sdo ativadas. Embora AT1 nfo possua atividade tirosina quinase intrinseca, é capaz de induzir
a fosforilagio em tirosina de outras proteinas e de estimular o crescimento celular
(GEISTERFER et al., 1988; NAFTILAN et al., 1989; TAUBMAN et al., 1989). Nio existem
dados na literatura a respeito da atividade quinase de AT2.

Dados existentes na literatura demonstram que a All induz a fosforilago e a ativagio de
JAK? e Tyk2, proteinas tirosina quinases usualmente associadas aos receptores de citocinas
(MARRERO et al.,, 1995b). O presente trabalho visou estudar a ativa¢do da tirosina quinase
citosolica JAK2. Como demonstramos (FIGURA 4), antes do estimulo com AlIl, JAK2 esta
fracamente fosforilado em tirosina (assim como AT1), mas logo apés o estimulo, JAK2 tem
seus niveis de fosforilagdo aumentados gradativamente, alcancando entre 6 ¢ 10 minutos um
pico maximo. Também em cultura de células COS-7 transfectadas, JAK2 ¢ fosforilada apos a
higac@o da Al ao receptor AT1 (ALI et al., 1998).

Curiosamente, 0 mesmo tempo encontrado para a fosforilagdo de AT1 foi também encon-
trado para JAK2. Isso nos leva a supor entdo, que JAK2 pode ser a proteina tirosina quinase
citosolica responséavel pela fosforilagdio de AT1 apos estimulo com All uma vez que AT1 s6 €
fosforilado por intermédio de proteinas tirosina quinases intracelulares (TOUYZ and SCHIF-
FRIN, 2000).

A fim de confirmarmos este resultado, investigamos a associagdo entre AT1 e JAK2. Re-

sultados recentes da literatura demonstram que, em VSMC, a All ligando-se a ATI, induz a
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ativagdio de JAK2 e sua associagio com AT1 (ALI et al,, 1998). Ainda neste contexto, JAKZ
precisa estar cataliticamente ativa para formar um complexo com AT1 e este processo parece
ser regulado por um evento de autofosforilagio mediado pela ATl (ALI et al., 1998).

Em células COS-7 transfectadas (WEBER and BRILLA, 1991) e em cultura de células
musculares lisas da aorta de ratos (MARRERO et al., 1995b), verifica-se um baixo nivel de
associagio entre JAK2 e AT1 em condiges basais. Apos a adigdo de All ao meio de cultura,
esta associacdo soffe um aumento, demonstrando que receptores acoplados 4 proteina G sdo
também capazes de sinalizar através de vias de fosforilacio intracelulares utilizadas por recep-
tores de citocinas (SILVENNOINEN et al, 1993; WATLING et al, 1993). Em coragio de
ratos adultos observamos que, embora em condigdes basais, AT1 e JAK2 encontrem-se leve-
mente associados, apos estimulo com All, esta associagiio aumenta até atingir um pico maxi-
mo (FIGURA 7 a), o qual corresponde exatamente ao periodo de tempo em que as proteinas
AT1 e JAK2 sofrem fosforilaggo (FIGURAS 3 a e 4),

A fim de confirmarmos nossos dados sobre a associacio entre JAK2 e o receptor AT1, in-
vestigamos a migragdo transcelular de JAK2 apos estimulo com AIl. Verificamos que JAK2,
apos estimulo com All, migra do citosol em dire¢io 4 membrana (FIGURA 11). Observa-se
que a sua localizagdo na membrana coincide com o tempo em que se encontra associada a
AT1 (FIGURA 7 a).

A associacdo entre JAK2 e AT1 ocorre através de seus dominios > YRFRR e YIPP, res-
pectivamente. Recentemente demonstrou-se que a associacio entre JAK2 e AT1, induzida
pela All, ¢ dependente do dominio Y7PP presente na regifio carboxi-terminal do receptor AT1,
pois receptores AT1 com deleges ou mutagdes na tirosina 319 presente neste dominio, foram

incapazes de induzir a fosforilagdo de JAK2 (ALI et al., 1997b).
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Como JAK2 ndo apresenta dominios SH2, sugere-se que a fosfatase SHP2, a qual possui 2
- dominios SH2, funcione como uma molécula adaptadora, ou seja, como uma molécula capaz
de mediar a ligagdo de JAK2 a AT1. Dados encontrados na literatura demonstram que quando
SHP2 ¢ depletado em VSMC, JAK? ndo se associa a AT1 (MARRERO et al., 1998). Devido
a 1550, JAK2 ndo se autofosforila nem fosforila AT1. Logo, o sinal nfo € transmitido de AT1
para JAKZ e ndo ha ativagio da via JAK/STAT. Também delegdes na tirosina 319 do dominio
YIPP de AT1, impedem a ligacdo tanto de JAK2 (ALI et al., 1997b) como de SHP2 (ALT et
al., 1998) a AT1, demonstrando que a ligagdo de SHP2 a AT1 ¢€ dependente do mesmo domi-
nio que medeia a ligagio de JAK2.

Além de estimular a atividade de tirosina quinases, a AIl também estimula a atividade de
proteinas tirosina fosfatases (PTPases) (MARRERC et al., 1998). Os estados de fosforilagiio e
de atividade de proteinas que sdo reguladas por fosforilagio em tirosina sfo controladas por
a¢cdes combinadas de proteinas tirosina quinases e tirosina fosfatases (SUN and TONKS,
1994).

Ao investigarmos a fosforilagio em tirosina de SHP1 e SHP2 em coracio de ratos adultos,
encontramos que a All € capaz de induzir a fosforilagdo de ambas as fosfatases, mas em peri-
odos de tempo diferentes (FIGURAS 5 a e 5 b). O mesmo foi encontrado por Marrero e cola-
boradores (MARRERO et al., 1998) em cultura de VSMC.

Observamos que a fosforilagio de SHP2 (FIGURA 5 b) inicia-se anteriormente e estende-
se por todo o periodo de tempo em que ocorre a fosforilagio de JAK2 (FIGURA 4) e AT1
(FIGURA 3 a), a0 passo que, durante este mesmo periodo, SHP1 sofre desfosforilagio (FI-
GURA 5 a). Quando SHP1 comeca a ser fosforilada, SHP2 desfosforila simultaneamente a
JAK2 e AT1. Com estes resultados, podemos supor que a fosfatase SHP1 € a responsavel pela

desfosforilagio de JAK2 e, conseqiientemente, de AT1 em coragiio de ratos adultos. Estes
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resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura para cultura de VSMC
(MARRERO et al., 1998).

Marrero e colaboradores (MARRERO et al., 1998), ao estudarem a atividade catalitica de
SHP1 e SHP2 em VSMC, observaram que a atividade catalitica de SHP1 diminui durante os
primeiros cinco minutos de exposigdo a All, mas € seguido por um aumento que, apos 30 mi-
nutos € significativamente maior que o0 tempo zero (controle). J a atividade de SHP2 sofre
um aumento inicial durante os primeiros 10 minutos, seguido por uma diminuigio proxima
aos niveis basais apés 30 minutos. Os resultados deste grupo de pesquisadores demonstram
que SHP1 ¢ desativada durante a fosforilagdo de JAK2 (0 ~ S minutos) e é subseqiientemente
ativada durante a desfosforilagio desa proteina (10 — 30 minutos), enquanto que SHP2 tem
atividade maxima ao mesmo tempo em que a fosforilagio de JAK2 ¢ também méxima (5 — 10
minutos). Supormos que isso também acontega em coraglio de ratos adultos, embora ndo te-
nhamos estudado a atividade catalitica destas fosfatases.

Examinamos & seguir a associagfo entre a fosfatase SHP2 e o receptor AT1 ou JAK2 in-
duzida pela AII. Verificamos que SHP2 é capaz de se associar a AT1 (FIGURA 8 b) e tam-
bém a JAKZ (FIGURA 10 b) em tecido cardiaco de ratos adultos, corroborando com os dados
obtidos em cultura de VSMC (MARRERO et al., 1998). Também observamos que as associa-
¢Oes entre SHP2 e AT1 e entre SHP2 e JAK2 ocorrem ao mesmo tempo em que estas protei-
nas encontram-se fosforiladas em tirosina (FIGURAS 3 a, 4 e 5 b). Sugere-se que SHP2 tenha
papel fundamental na fosforilagio de AT1 e JAK2, contribuindo para a ativacio da via de
sinalizagio JAK/STAT induzida pela AIL

SHP2, em coragdo de ratos adultos e em cultura de VSMC (MARRERO et al., 1998), for-
ma muito rapidamente um complexo com JAK2, e também se associa a AT1 de maneira mui-

to rapida em resposta a Al o qual perdura por todo o tempo em que JAK2 e AT1 estio sendo
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fosforilados. Isto € consistente com a possibilidade de que a associagio entre JAK2 e AT1
ocorra de forma indireta, sendo mediada por SHP2. Acredita-se que, assim como acontece em
células hematopoiéticas em resposta a interleucinas, eritropoietina e prolactina (ALI et al.,
1996; WELHAM et al., 1994), em coragdo de ratos adultos, a All é capaz de induzir a forma-
¢3o de um complexo trimérico entre o receptor AT1, JAK2 e a fosfatase mediadora da associ-
acéo entre eles, SHP2.

Ao contrério de SHP2, SHP1 parece estar associada a AT1 no momento em que esta
proteina esta sofrendo desfosforilagiio. Apds SHP2 dissociar-se de AT1, SHPI associa-se a
este receptor promovendo sua desfosforilagio (FIGURA 8 a). O mesmo foi encontrado para
JAK2 (FIGURA 10 a). Portanto, a formagdo do complexo JAK2/SHP1 esta temporariamente
relacionada com a desfosforilagio de JAK2, consistente com a possiblidade de que SHP1 seja
a fosfatase que o desfosforila. Nossos resultados sobre o papel das fosfatases na fosforilagio e
regulac@o da atividade da proteina JAKZ2 estfio consistentes com os encontrados na literatura
para VSMC estimuladas com A1l (MARRERO et al., 1998).

Ao analisarmos o grafico correspondente a associagdo entre AT2 e JAKZ, notamos que es-
tas proteinas, embora associados em condigdes basais, dissociam-se apds estimulo com All
(FIGURA 7 b). SHP1 e AT2, encontram-se associados antes do estimulo e assim permanecem
até cerca de 10 minutos apds o estimulo com All, dissociando-se em seguida (FIGURA 9 a).
Observa-se entdio, um aumento na associacio entre SHP1 e AT1 (FIGURA 8 a) ¢ entre SHP1
e JAK2 (FIGURA 10 a). SHP2 e AT2 associam-se durante o periodo em que AT2 € fosforila-
do (FIGURA 9 b). Durante o periodo restante, AT2 permanece associado a SHP1 (FIGURA 9
a). A andlise dos dados relativos as associacbes AT2/SHP1 e AT2/JAK2 sugerem que AT2
funcione como uma proteina ancoradoura para a fosfatase SHP1 que, ao ser liberada, desem-

penha importante papel na interrupgéo do sinal ativador gerado por All e dependente de AT1.
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A AII estimula a atividade de proteinas tirosina fosfatases atraves de receptores AT2 via
mecanismos independentes da proteina G (BRECHLER et al., 1994). AT2 promove a ativagdo
da fosfatase SHP1, a qual interage negativamente com a via de sinalizagio de AT1, inibindo-a
(CUIT et al, 2001). Acredita-se que a maioria das agles de AT2 sejam exercidas atraves de
SHP1 j& que esta € sua molécula efetora mais proxima, e é através dela que AT2 € capaz de
plas familias de receptores (fatores de crescimento, citocinas e receptores de 7 segmentos
transmebrana) (HORIUCHI et al., 1999). Embora AT2 promova a desfosforilagdo das STATs
ndo permitindo que elas se transloquem para o nucleo, este receptor ndo interfere com a ativi-
dade e com a fosforilagdo de JAK2 (HORIUCHI et al., 1999). SHP1 também promove regula-
¢do negativa nos sinais de proliferagio induzidos pela eritropoietina ligando-se a tirosina fos-
forilada do receptor e desfosforilando JAK2 (TSUI et al., 1993).

Com base em nossos achados, verificamos que, apés estimulo com AlIl, SHP2 se liga a
JAK?2, sendo a seguir, fosforilado em tirosina. Entfo, o complexo SHP2/JAK2 transloca-se em
diregdo a membrana, onde se localiza AT1. Ao ligar-se a AT! por intermédio de SHP2, JAK2
se autofosforila e fosforila AT1. Desse modo, o sinal da AIl € passado de ATI para JAK2
havendo a ativagdo da via JAK/STAT. Seguinte a isso, a fosfatase SHP1 associa-se a JAK2.
Ocorre entio sua ativaciio e, conseqilentemente, a desfosforilagdo de JAKZ e AT1. Verifica-
mos entdo, que SHP1 e SHP2 apresentam papéis essenciais, mas opostos na regulagdo da fos-
forilagio de JAK2 e AT1 e, desse modo, na ativagdo ou desativacio da via JAK/STAT. Po-
demos entdo observar, através dos resultados obtidos até o momento, que a All é capaz de
induzir rapidamente a ativagio (através de SHP2) e a desativagdo (através de SHP1) da via

JAK/STAT.
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Como em varios sistemas de sinalizagdo mediados por fatores de crescimento, horménios
e citocinas, a regulagio negativa ou desensibilizacdo das vias de sinalizagdo pode servir como
um mecanismo de protecdo contra possiveis efeitos deletérios impostos pela super estimula-
¢8o. Assim como € observado em células neoplésicas (BROMBERG, 2002), também em célu-
las cardiovasculares durante o desenvolvimento de hipertensio, ocorre uma superativagio da
via JAK/STAT (DOSTAL et al., 1997). Portanto, a ativagdo da via JAK/STAT pela Al é tdo
importante quanto sua regulagio por mecanismos de feedback negativo.

Por ser a ativagio da via JAK/STAT pela Al um processo rapido e transitorio, com molé-
culas sendo ativadas dentro de minutos ap6s estimulo e que desaparecem dentro de horas, vé-
constitui-se num dos alvos destas proteinas. Estas, ao agirem sobre JAK2, impedem a transdu-
¢do do sinal proveniente da superficie celular para o nicleo, impedindo a transcrigio de genes
e a proliferacdo celular.

Além das fosfatases, o controle negativo da sinalizagio da AIl pode ocorrer através de
mecanismos de internalizagio/desensibilizagio do receptor AT1 (CONCHON et al, 1998),
ativagio da PKC (IGLESIAS et al, 2001), fosforilagio em serina/treonina de ATI
(BALMFORTH et al., 1997), degradacdo do receptor AT1 e proteinas ativadas, como JAK2,
pelo sistema ubiquitina/proteosoma, ativagdo das proteinas PIAS, STATs dominantes negati-
vas, e proteinas da familia CIS/SOCS (YASUKAWA et al., 2000).

Varios sistemas de sinalizacdo que utilizam a via JAK/STAT para transduzir seu sinal, tém
sua atividade controlada por membros da familia de proteinas inibitorias SOCS (HILTON et
al., 1998; YASUKAWA et al,, 2000). Desde que JAK2 e varias proteinas STAT sdo ativadas
e participam da transdugdo do sinal da AIl, decidiu-se investigar a hipotese de que as protei-

nas SOCS possam ser induzidas pela Al em masculo cardiaco e possam participar do contro-
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le da transdugfio do sinal da AIl. A escolha de SOCS3 foi baseada no fato de que outros hor-
mdnios, assim como leptina (BJORBAEK et al., 1998), insulina (SADOWSKI et al,, 2001) e
hormdnio de crescimento (TOLLET-EGNELL et al., 1999) induzem sua expressdo. N&o exis-
tem dados na literatura sobre uma possivel relag@o entre All e SOCS3.

A fungio fisiologica de SOCS3 foi recentemente investigada. Marine e colaboradores
(MARINE et al., 1999), ao examinarem ¢ modelo de expressio do gene socs3 in vivo, encon-
traram que, embora este gene seja expresso em baixos niveis em tecidos adultos, ele ¢ alta-
mente expresso em figados fetais, tendo um importante papel na eritropoiese. SOCS3 regula a
eritropoiese por modular a atividade de JAK2 (NEUBAUER et al,, 1998; PARGANAS et al.,
1998).

As proteinas SOCS estdo sob o controle transcripcional das STATs (AUERNHAMMER et
al., 1999, KREBS and HILTON, 2001). Recentes estudos tém revelado que o promotor de
SOCS3 contém um elemento de ligagdo para as STATs funcionalmente ativas
(AUERNHAMMER et al., 1999).

A expressdo de cada um dos genes socs ¢ induzida in vivo e in vitro em resposta as citoci-
nas. Em figado de roedores, a transcrigio dos genes socs/ € socs3 € rapida e transitoria em
resposta 4 IL-6, iniciando-se dentro de 20 minutos de exposigio a IL-6 e declinando dentro de
2 a 4 horas (NAKA et al., 1997).

Através das diversas técnicas utilizadas para o estudo da proteina SOCS3, observamos que
SOCS3 esta presente em baixissimos niveis no coragdo antes do tratamento com All. Apos a
injecdio in vivo de AIL, ocorre um rapido aumento no nivel protéico de SOCS3, imciando-se
por volta de 10 minutos ¢ atingindo um aumento significativo aos 120 minutos (FIGURA 14).
Ao estudarmos a expressdo de SOCS3 dentro dos trés compartimentos intracelulares, verifi-

camos que SOCS3 localiza-se inicialmente no nicleo. Apds 20 minutos do estimulo com Al
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sua expressdo no citosol € significativamente aumentada, indicando entdo, que esta proteina
estd migrando- do nucleo em diregio ao citosol. Em seguida, verificamos a migragio de
SOCS3 em diregdio a membrana, conforme observado pelo aumento de sua expressio neste
compartimento {FIGURA 17). Também os niveis de RNAm de SOCS3 sio elevados apods
estimulo com All, apresentando um aumento significativo aos 60 minutos apés o estimulo
com AIl (FIGURA 13), ao contraric do encontrado por Yasukawa e colaboradores
(YASUKAWA et al,, 2001) em cultura de cardiomidcitos, onde a All nio foi capaz de induzir
aumento na expressdo do RNAm de SOCS3 apds 60 minutos de estimulo.

Pouco € conhecido sobre a meia-vida das proteinas SOCS. Na via de sinalizacdo da IL-6
verifica-se que SOCS3 apresenta uma meia-vida curta, sugerindo que sua atividade seja regu-
lada a nivel transcripcional e que estas proteinas interrompam o sinal transduzido por JAK2
apenas transitoriamente. Com o tempo, a expressdo dos genes socs pode, através de mecanis-
mos intrinsecos, regular negativamente sua expressdo, permitindo as células responderem a
uma futura estimulagdo pela citocina (SIEWERT et al., 1999).

Na sinalizagio da IL-6, os transcritos de SOCS3 sdo detectados aproximadamente 30 mi-
nutos apos o tratamento das células em cultura com IL-6 (SCHMITZ et al., 2000). Entdo,
SOCS3 migra e interage com a Ty7 759 localizada na subunidade gp130 do receptor de IL-6
mibindo, portanto, uma nova ativagio da via de sinalizagio TL-6/JAK2/STAT (SCHMITZ et
al., 2000).

A avaliagdo histologica de atrios e ventriculos estimulados com AIl demonstrou que a
maior parte de SOCS3 esta presente no endocardio e em células endoteliais de artérias corona-
rias, enquanto que uma pequena quantidade é encontrada em muisculo cardiaco (FIGURAS 12
aa 12 h). O tratamento com All leva a um aumento na expressao da proteina SOCS3, o qual ¢

evidenciado pela marcagio mais intensa desta proteina em atrios e ventriculos estimulados
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- com AIl E importante ressaltar que todas as imagens demonstradas na FIGURA 12 foram
. obtidas usando-se 0 mesmo protocolo € que os experimentos foram feitos em paralelo. E inte-
ressante notar que a localizagdo do receptor AT1 no coragdo, conforme encontrado na literatu-
ra (TAMBASCIA et al., 2001), coincide com a localizagio de SOCS3.

As proteinas SOCS sdo capazes de se ligar a membros da familia Janus kinase e/ou recep-
tores e bloquear a sinalizacdo intracelular (YASUKAWA et al., 1999). Estas proteinas ligam-
se através de seu dominio catalitico SH2 e parte de sua regido amino-terminal ao dominio ca-
talitico de JAK2. Embora a regido SOCS-box ndo seja necessaria para a interagio entre
SOCS3 e JAKZ, ela parece modular a estabilidade da proteina SOCS3 (NICHOLSON et al,,
1999; SUZUKI et al, 1998). As proteinas SOCS1 e SOCS3 possuem dentro de sua regido
amino-terminal uma seqiéncia de 12 residuos de aminoacidos que se assemelham ao Joop de
ativagdo de JAK. Achados na literatura supSem que esta regifo iniba a atividade de JAK por
agir como um pseudo-substrato que evita o acesso de substratos quinases legitimos a JAK
(STARR and HILTON, 1999, YASUKAWA et al., 1999). A interac3o entre as SOCSs e os
residuos fosforilados em tirosina das JAKs parece ser suficiente para interferir com a fun¢do
do dominio catalitico de JAK2. Uma vez associadas as proteinas fosforiladas em tirosina, as
SOCS provavelmente recrutem ubiquitinas ligases, causando a ubiquitinagdo destas proteinas
fosforiladas e sua destruicio pelo proteosoma (ZHANG et al,, 1999).

Uma vez induzida pela AIl, SOCS3 associa-se a JAK2 de maneira muito lenta. Esta asso-
ciagdo inicia-se aproximadamente 10 minutos apds o estimulo com All e estende-se até 180
minutos (FIGURA 16). Esta associagdo ocorre a0 mesmo tempo em que hd aumento na ex-
pressdo de SOCS3. Ao estudarmos a associagdo entre SOCS3 e JAK2 pelo método de fracio-
namento subcelular, pudemos observar que SOCS3 liga-se a JAK2 inicialmente em um com-

partimento de membrana. Em periodos mais tardios do estimulo com AIl, SOCS3 encontra-
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se ligada a JAKZ em um compartimento citosélico (FIGURA 18). A fim de confirmarmos
nossos resultados quanto a associagdo entre SOCS3 e JAK2, procedemos & avaliagio histold-
gica dos coragbes de animais estimulados ou nfo com AIL. Pudemos entfio observar que
SOCS3 e JAK2 co-localizam-se em varias areas dos ventriculos, demonstrando que a All
¢ capaz de induzir a associagdo entre estas proteinas (FIGURAS 19 a a 19 d). Acredita-se que
a interag#o fisica entre a proteina SOCS3 e a quinase JAK2 contribua para a regulagio negati-
va da sinalizagdo da AIL

Embora SOCS3 tenha a mesma distribui¢fio em tecido cardiaco que o receptor AT1, ndo
se observou qualquer associa¢do entre SOCS3 e AT1 ou ATZ, o que demonstra que, diferen-
temente das citocinas (NICHOLSON et al., 2000; SASAKI et al., 2000), SOCS3 liga-se so-
mente a JAKZ ap6s estimulo com AIl em misculo cardiaco de ratos adultos.

Na sinalizag@o da leptina, a associag@o entre SOCS3 e JAK2 s6 pode ser observada quan-
do a expressdo de SOCS3 encontra-se em altos niveis. Além disso, a super-expressio de
SOCS3 pode induzir resisténcia a leptina (BJORBAEK et al., 1999), j4 que promove a desfos-
forilagdo de JAK2 e do receptor de leptina. No hipotidlamo de camundongos Agouti, 0s quais
exibem resisténcia & leptina e obesidade, 0 RNAm de SOCS3 ¢é encontrado em altos niveis
(BJORBAEK et al., 1998).

Schmitz e colaboradores (SCHMITZ et al., 2000} demonstraram que a fosfatase SHP2 po-
de recrutar SOCS3 ao complexo ativado do receptor, passando a exercer uma funcdo regulato-
ria negativa sobre a via JAK/STAT. Durante a transducdo do sinal da IL-6, SHP2 e SOCS3
ndo agem independentemente, mas estdo funcionalmente acopladas. A reducdo na ativagio de
SHP2 pode ser compensada por um aumento na expressio do RNAm de SOCS3. Quando o-
corre aumento na expressio de SOCS3 ha uma reducdo nos niveis de fosforilagdo de SHP2.

Isto ocorre em virtude da inibigdo das JAKs pela SOCS3. Em tecido cardiaco de ratos adultos,
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‘0 padrio de associagio entre SOCS3 e as fosfatases SHP1 ¢ SHP2 permanece inalterado apos
-0 estimulo com Al (FIGURAS 15a¢e 15 D).

Com base nos resultados do presente estudo, podemos supor que a expressdo de SOCS3
induzida pela AIl seja um fendmeno fisiologico e que SOCS3 possa participar no controle da
funcio da AIIl, promovendo a regulagio negativa da via JAK/STAT através de sua ligagio a
JAK2. Possivelmente, tal mecanismo exerce importante controle na via de sinalizagdo da All
e pode participar de ajustes fisiologicos que promovem controle da pressdo arterial e cresci-
mento cardiaco e vascular (DOSTAL et al,, 1997).

Em vista dos presentes resultados, verificamos que a sinalizagio da All pode ser limitada
quanto ao tempo de ativagdo das proteinas participantes da via JAK/STAT. Verificamos que
enquanto a fosfatase SHP2 permanecer ativa, JAK2 continuara transduzindo o sinal da All
através do receptor AT1. Entretanto, quando houver a ativagio de SHP1, o sinal serd inibido,
uma vez que SHP1 desfosforila JAK2. Podemos afirmar que a fosfatase SHP1 ¢ a proteina
responsavel pela desfosforilagio de JAK2 subsequentemente a sua fosforilagio induzida por
All Logo, esta fosfatase constitui-se numa das proteinas responséveis por inibir a via de sina-
lizagio JAK/STAT induzida pela AIl, atuando como um regulador negativo. Por outro lado,
SHP?2 tem papel fundamental na transmissdo do sinal induzido por AlL

Uma vez que a proteina SHP1 encontra-se constitutivamente presente nas células e ¢
rapidamente ativada apos estimulo com All, em contraste as proteinas SOCS, sugerimos que a
proteina SHP1 possa funcionar como um regulador negativo da sinalizagdo da All de uma
maneira mais aguda, e que a proteina SOCS3 funcione como um regulador negativo a medio e
longo prazo da sinalizag@o da AIL

Através deste estudo, pudemos apresentar uma completa caracterizagdo dos eventos mole-

culares induzidos pela AIl que levam a ativagio e desativagdo da via JAK/STAT em coragdo
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de ratos adultos. Além da inibigiio do sinal da AII pela fosfatase SHP1, uma proteina contro-
ladora da sinaliza¢do celular, tradicionalmente envolvida na intbicdo do sinal das citocinas,
chamada SOCS3, também foi encontrada formando um complexo com JAKZ, o que nos faz
sugerir que ela possa ter um papel importante na regulagio negativa do sinal da AIT através da

via JAK/STAT em coracdo de ratos Wistar adultos.
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VI -CONCLUSAO

O presente estudo demonstra, pela primeira vez, toda a seqiiéncia de eventos de associagio
e dissociac@o de proteinas sinalizadoras participantes da via JAK/STAT apés tratamento agu-
do de ratos com AIl Através deste estudo, identificamos um novo participante da via
JAK/STAT, a proteina SOCS3, a qual deve colaborar no processo de desligamento do sinal
gerado por AlL Esta € a primeira evidéncia da participagiio de um membro da familia de pro-
teinas SOCS nos eventos de sinalizagdo celular que ocorrem através de um receptor perten-

cente a familia dos receptores acoplados a proteina G.
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Summary

A complex interplay of tyrosine phosphorylation/dephosphorylation events accompanied by pro-
tein-protein association/dissociation participates in the activation and deactivation of the angio-
tensin II signal. In the present series of experiments, a complete characterization of the molecular
dynamics of the angiotensin II signal in cardiac tissue of living animals is reported. Evaluation of
signaling events was performed by immunoprecipitation, immunoblotting, immunohistochemis-
try and subcellular fractionation. Most of JAK2 immunoreactivity is detected associated with
SHP2 in a cytosolic compartment and presenting a low tyrosine phosphorylation status. ATI,
mostly located in a membrane compartment, presents low tyrosine phosphorylation and is associ-
ated with SHP1 while AT2 is associated with a restricted pool of JAK2, SHP1 and SHP2. Fol-
lowing angiotensin II stimulus, SHP1 dissociates from AT1 and AT2, which is followed by a
rapid tyrosine phosphorylation of SHP2 that migrates together with JAK2 from the cytosolic
compartment to a membrane — AT1 associated fraction. After 15-30 min of the angiotensin I
- pulse SHP1 becomes tyrosine phosphorylated and binds to JAK2, participating on its tyrosine
dephosphorylation inducing its dissociation from AT1 and return to the cytosolic and the AT2-
bond fraction. In parallel, SOCS-3 1s induced by angiotensin II and after 20 minutes a rise on its

protein levels 1s detected in a membrane fraction in association with JAK2.

Key words. Angiotensin II /AT1/ AT2 / JAK2 / Signal transduction / SOCS3.
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Introduction

The octapeptide hormone angiotensin II (All) is the active component of the renin-angiotensin
system, resulting from the cleavage of angiotensin I by angiotensin-converting-enzyme (ACE) in
the Jungs (10, 32, 39). It acts through two members of the G-protein coupled receptor super-
family, the angiotensin receptor 1 (AT1) and the angiotensin receptor 2 (AT2), which are seven-
spanning-transmembrane proteins of approximately 51 kDa (3, 22), equally distributed on car-
diomyocytes (27, 38). All activates transcription of proto-oncogenes (such as c-fos, c-jun, c-myc
and Egr-1), genes encoding extracellular matrix proteins (such as collagen and fibronectin) and
growth factors (such as platelet-derived growth factor and transforming growth factor-B) (34, 19).
The binding of AIl to AT1 promotes the activation of several different intracellular signal trans-
duction pathways that use the well-known signal transducers protein kinase A, protein kinase C,
MAP kinase, and src (34, 11, 6). In addition to the signal transduction pathways above, All also
activates the JAK/STAT pathway.

Most studies on the characterization of All-induced JAK/STAT signaling were performed
in isolated cultured cells. From those studies we have learned that differently than the paradig-
matic concept of pre-association between the receptor and JAK2, in AT1 transduced signal JAK2
is not previously associated with the receptor (24, 28). Following the binding of AIl to ATI,
JAK2 binds to SHP2, which functions as an adapter protein for JAK2 association with AT1 re-
ceptor, facilitating JAK2 phosphorylation and activation (25). The previous tyrosine phosphory-
lation of JAK2 (2), and the molecular integrity of the sites **¥IPP of AT1 (1) and *'YRFRR of
JAK2 (37) are necessary for the activation of the pathway. Once activated, JAK2 engages at dif-
ferent time points the signal transducers STAT1 and STAT3, which will carry the signal towards

the nucleus and participate in the transcriptional activation or inactivation of several (most of



them unknown) genes. Although the cytoplasmic proteins that transduce the signal are relatively
well-defined and include Janus kinase (JAK) family of tyrosine kinases and signal transducers
and activators of transcription (STAT) factors (9, 18), little is known about the shutting-down of
the AIl signaling through the JAK/STAT pathway. In cultured vascular cells, SHP1 seems to be
the phosphatase that dephosphorylates JAK2 following All-induced JAK2 phosphorylation (25).
Thus, like erythropoietin receptor signaling in hematopoietic cells (27, 38), and in G protein-
coupled AT1 receptor signaling in cultured vascular cells (3), it is believed that the interaction of
JAK2 with the activated tyrosine phosphatase (SHP1) is responsible for turning off the signal in
living hearts. Also, the JAK/STAT pathway can be regulated by several mechanisms, including
receptor internalization and degradation by the proteosome pathway (43). In recent years many
members of the cytokine I and cytokine II receptor families were shown to induce, on a ligand-
receptor activation basis, the expression and functional activation of suppressor-of-cytokine-
signaling (SOCS) proteins. This new class of proteins (already counting on 8 members: CIS and
SOCS1-7) (42, 26) 1s characterized by the possession of a highly conserved C-terminal domain,
the SOCS box, a SH2 domain at its core and a variable N-terminal head (40). SOCS proteins are
induced by the activation of JAK/STAT pathway by leptin (5, 12), insulin (35), growth hormone
(41, 13) and prolactin (15, 31), and when expressed they inhibit signaling and biological activities
of inducers (5, 12, 13, 15, 31, 35, 41). These facts suggest that SOCS proteins can function as
inducible intracellular negative regulators of cytokine, leptin and insulin signal transduction. Re-
cently we were able to demonstrate the induction of SOCS3 in the heart and hypothalamus of
living rats, acutely treated with physiologic doses of All (unpublished data). Thus, it seems that
in addition to SHP1, the JAK/STAT signaling system induced by AIl may be regulated by yet

another mechanism.



In the present series of experiments we characterize the dynamics of tyrosine phosphory-
lation and subcellular migration of members of the AT1/JAK2 and AT2/JAK2 signaling pathway
in the heart of living rats. Moreover, it is demonstrated the time course of expression and the sub-
cellular location of the association between JAK2 and the newly identified candidate for control-

ling the AII signal, SOCS3.

Results

The dynamics of AT1, AT2, JAK2, SHP1 and SHP?2 tyrosine phosphorylation in response to
AIl in heart

Following the intravenous injection of 0.02 ml of 10° M All in anesthetized rats, fragments of
tips of hearts were obtained at different time points and homogenized to prepare protein extracts.
The tyrosine phosphorylation status of proteins participating in the transduction of the All signal
was evaluated using specific target antibodies for immunoprecipitation and anti-phosphotyrosine
antibodies for blotting. Before the AIl pulse, AT1 presents a low-level basal tyrosine phosphory-
lation, which starts to increase after 90 sec of All treatment. It peaks at 10 min, and is back to
pre-busting standards at 30 min (Fig. 1a). AT2 presents a discrete level of tyrosine phosphoryla-
tion in basal state, reaching high phosphorylation level between 3 and 6 min, and is back to basal
status after 10 min (Fig. 1b). Similarly, JAK2 is weakly tyrosine-phosphorylated before the All
pulse, it starts to incorporate phosphorus in tyrosine residues at 3 min following AIl injection,
peaks at 10 min and is back to basal standards at ~30 min (Fig. 1c). The tyrosine phosphatase
SHP1 presents a different pattemn of tyrosine phosphorylation. It is weakly tyrosine-

phosphorylated before AII treatment, then its tyrosine phosphorylation status presents a subtle



and transient rise around 90 sec after stimulation, decreases between 3 and 10 min, becoming
heavily tyrosine-phosphorylated at 15 min and returning to basal levels at 30 min (Fig. 1d). Fi-
nally, SHP2 presents a discrete level of tyrosine phosphorylation before AII pulse. Following
hormone injection it becomes rapidly phosphorylated at 90 sec, presenting a peak at 3 min and
returning to basal levels at 30 min (Fig. le). The AT1, JAK2, SHP1 and SHP2 phosphorylation
levels at 60 and 120 min following All stimulus presents no significant differences to that of con-

trol (not shown, n = 3).

The dynamics of association/dissociation among participants in the ATI/JAK2 and
AT2/JAK?2 signaling systems in response to AIl in the heart of rats

In isolated cell systems the association/dissociation of the participants in the AT1/JAK2 signaling
system seems to play an important role in transmission and control of the signal. Therefore, we
performed a series of time-course immunoassociation experiments to investigate the dynamics of
~ molecular interaction between participants of this signaling system in heart of adult rats. To ex-
amine the role of All upon the association of AT1 and AT2 with JAKZ, rats were treated with 107
® M AIl for the times specified, and the tip of the heart was excised and homogenized as de-
scribed in “Methods”. Proteins were immunoprecipitated with anti-AT1 or anti-AT2 antibodies,
separated by gel electrophoresis, transferred to nitrocellulose, and then immunoblotted with anti-
JAK2 antibody. As shown in Fig. 2a, AIl stimulates the association between AT1 and JAK2 in
heart with a time-course beginning at 6 min which is sustained up to the 10® min and returning to
basal levels at 30 min. Interestingly, the time-course of association AT1/JAK?2 is the same as for
phosphorylation of AT1 (6 - 10 min) and JAK2 (6 - 10 min) after AIl stimuli, as shown in Figs.

la and 1b. Differently than AT1/JAK2 association, AT2 is apparently encountered in association



with JAK?Z before All pulse. Thereafter, the association diminishes by approximately 20%, reach-
-ing a nadir at 15 min and is back to near-basal levels at 120 min.

In the next step the role of AII upon the association of SHP1 and SHP2 with AT1, AT2
and JAK2 was examined. Firstly, to verify whether the All-induced changes in tyrosine phos-
phorylation state of SHP1 and SHP2 are correlated with modulation of SHP1 and SHP2 expres-
sion, 200 ug of total protein extracts obtained from hearts were separated by SDS-PAGE and
immunoblotted with anti-SHP1 or anti-SHP2 antibodies. Equal amounts of SHP1 and SHP2 are
shown to be present at each time point, demonstrating that All exerts no direct modulatory role
upon the expression of either protein (not shown, » = 3). In order to evaluate the association of
SHP1 and SHP2 with participants in the All signaling pathway, immunoprecipitates (anti-SHP1
and anti-SHP2) obtained from heart protein extracts were immunoblotted with anti-AT1, anti-
AT2 or anti-JAK2. As shown in Fig 3a, the anti-SHP1 antibody co-immunoprecipitates a large
amount of AT1 in basal state. However, within 3 min after AIl stimulus, the amount of co-
precipitating AT1 is greatly decreased, remaining for 15 min and returning to basal levels at 30
min. Small amounts of SHPZ2 co-precipitates with AT1 at basal state. However, significant co-
immunoprecipitation is observed after 3 min of AIl stimulus, reaching a maximum peak at 6 min,
remaining as a stable complex for at least 10 min, and then returning to basal levels (Fig. 3¢). As
shown in Fig. 3b, SHP] is associated at high levels with AT2 in basal state. Following AIl stimu-
lus the association rapidly falls between 15 and 90 sec, increasing again at 3 min and reaching a
peak at 10 min. At 120 min the association AT2/SHP1 is low once again. Similarly, AT2 is asso-
ciated with SHP2 at non-stimulated condition, diminishing after AIl stimulus and returning to
associate between 3 min and 10 min; thereafter the association decreases to lower-than basal lev-

els (Fig. 3d). AT2 receptor stimulation inhibits the AT1 receptor-mediated tyrosine phosphoryla-



tion of STATSs, whereas AT2 receptor does not affect the tyrosine phosphorylation of JAK2 (16).
Thus, it is suggested that AT2 receptor-activated PTPases may directly dephosphorylate the tyro-
sine residues of STATs (16). Recently the activation of SHP1 via AT2 receptor was reported (4),
suggesting that SHP1 is one of the phosphatases that mediate dephosphorylation of STATs by
AT2 receptor stimulation. The evaluation of the mechanism of dephosphorylation of JAK may
further reveal the mechanism of the distinct dephosphorylation of STAT and JAK via AT2 recep-
tor. As shown in Fig. 3e, SHP1 co-precipitates a small amount of JAK2 (130 KDa) at basal state.
After Al chase, a very small amount of JAK2 is co-immunoprecipitated with SHP1, reaching a
nadir at 6 min and remaining constant until 10 - 15 min, returning finally to basal levels at 30
min. On the other hand, All-induced complex formation between JAK2 and SHP2, follows a
completely different time-course. When the immunoprecipitates from anti-SHP2 are
immunoblotted with anti-JAK2 antibody, we observe low association level at pre-treatment time,
which increases progressively and reaches a maximum level at 6 min returning to lower-than-
basal levels at 30 min (Fig. 3f). Hence, in heart of rats SHP2 seems to form an early complex
with JAK?2 in response to All, which continues to exist for at least 15 min. It is observed that the
maximal association of JAK2 with SHP2 following AIl stimulus occurs within 3 to 10 min, dur-
ing the same period when JAK2 undergoes tyrosine phosphbrylation. In contrast, the complex
formation of JAK2 with SHP1 is temporally correlated with JAK2 dephosphorylation, consistent
with the possibility that SHP1 is the PTPase that dephosphorylates JAKZ in heart of living rats,
such as in VSMC according to what has been described by Marrero and coworkers (25). The
same results were obtained when the order of the precipitating antibodies was reversed (data not

shown, n = 3.



The dynamics of SOCS3 induction by AIl and its association with JAK2 in the heart of rats
To examine the participation of SOCS3 protein in AT1/JAKZ signaling dynamics, the rats re-
ceived intravenous injection of 0.02 ml 10° M AII for the times specified and the tips of the
hearts were excised and homogenized. Heart extracts were employed in two different experimen-
tal approaches. Initially total protein extracts were resolved by SDS-PAGE, and nitrocellulose
transfers were blotted with polyclonal goat anti-SOCS3 (data not shown, # = 3). Secondly protein
extracts were immunoprecipitated with polyclonal rabbit anti-SOCS3 and immunoblotted with
polyclonal goat anti-SOCS3. Both approaches revealed similar results. As shown in Fig. 4a, the
time-course of SOCS3 expression is dependent on AIl treatment. The figure shows that SOCS3
expression is present at low levels under basal conditions. Its protein level begins to increase after
approximately 10 min, reaching significant expression after 2 h of All stimulus and returning to
basal levels at 6 h. The association between SOCS3 and JAK2 following AIl stimulus was also
studied. The same immunoprecipitation blots used to verify SOCS3 expression were stripped and
re-probed with anti-JAK2 antibody. As shown in Fig. 4b, All-induced JAK2/SOCS3 association
follows a similar time-dependent fashion as observed for SOCS3 protein expression. When the

order of antibody was reversed the same results were obtained (data not shown, n = 3).

Characterization of the subcellular trafficking of elements participating in AIl signaling
through the AT1/JAK2 pathway

To investigate the subcellular localization of JAK2 and SOCS3 after Al treatment, we first per-
formed the fractionation of rat hearts. As previously described, electron microscopic observation
showed that the 1,000 x g pellet (nuclear fraction) contains the nuclei and myofibrils and that the

100,000 x g pellet (membrane fraction) includes membrane vesicles and mitochondria (29). For
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control of fractional contamination, an antibody against histone H1, a nuclear protein, was used
showing its exclusive localization to the nuclear fraction of our samples {not shown, n = 3}. The
fractions were apalyzed by immunoblotting using antibodies against JAKZ or SOCS3. As shown
in Fig. 5a, in non-All-stimulated hearts, JAK2 is found equally distributed between the cytosolic
(44 %) and membrane fraction (49 %). The amount of JAK2 in the cytosolic fraction decreases
after 6 min of AIl chase (40 %), reaching a nadir at 20 min, which is accompanied by its con-
comitant increase in the membrane fraction (49 %). After 12 min, JAK2 level reaches a maxi-
mum in the membrane fraction {61 %) remaining steady until 30 min, thereafier it returns to
lower-than-basal levels, while the cytosolic fraction of JAKZ increases during the same period.
Small amounts of JAK2 were found in nuclear extracts. On the other hand, SOCS3 protein pre-
dominates in the nuclear fraction in untreated hearts (43 %), whereas the membrane and cytosol
fractions contain only 28 % each (Fig. 5b). The amount of SOCS3 in the membrane fraction de-
creases significantly from 12 (40 %) to 20 min, with a concomitant decrease in its nuclear frac-
tion (29 %). At 20 min, the amount of SOCS3 in the membrane fraction suffers subtle decrease
(21 %), increasing again at 30 min (40 %), and returning to basal levels at 120 min. During the
same interval, the cytosolic fraction content of SOCS3 suffers a subtle increase at 20 min (62 %)
and a decrease to 29 % at 30 min, for finally reaching, at 2 hs, the same values as for 20 min.
After 2 h of AIl stimulus, the amount of SOCS3 in the membrane fraction reaches levels compa-
rable to basal while the cytosolic fraction is greatly increased (56 %). When the fractions were
analyzed by immunoprecipitation with JAK2 and immunoblotting with SOCS3, we observed that
JAK?2/SOCS3 association is initially low in cytosolic and membrane fractions. It increases ini-
tially in cytosolic fraction (at 6 min) and afterward in membrane fraction (from 12 to 60 min).

Finally at 120 min there is a similar amount of JAK2/SOCS3 complex in both fractions. Since
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there is an enormous difference in JAK2 and SOCS3 amounts in nucleus fraction, we believe that
the apparent high association of both proteins detected in nuclear extracts at pre-stimulus time
reflects the unequal stoichiometrics and the plotting of results as a fraction of total amounts (Fig.
6). Thus, it is demonstrated that SOCS3 binds to JAK2 after AIl stimulus, initially in 2 membrane
compartment, meanwhile JAK2 is associated with SHP2 and AT1, and at later stages in a cytoso-
lic compartment. The association between AT1 and SOCS3 and AT2 and SOCS3 was not ob-
served (data not shown, # = 3) demonstrating that, differently than cytokines (36, 30), SOCS3

binds only to JAK?2 in this particular signaling system.

Co-location of JAK2 and SOCS3 in heart after AIl stimulus

To confirm the previous results, we examined the location of JAK2 and SOCS3 in ventnicle and
atrium in basal conditions and after AIl treatment. Following AII or saline acute treatment (20
min), hearts were excised, fixed, permeabilized and incubated with specified primary antibodies
followed by fluorescein isothiocyanate-conjugated anti-goat immunoglobulin G antibody and
rhodamine-conjugated anti-rabbit immunoglobulin G antibody. Immunofluorescence microscopy
revealed that prior to All treatment (Fig. 7a) or following saline treatment (data not shown, n =2)
there are high amounts of JAK2 in the cytoplasm of cardiomyocytes present in the ventricle and
atrium, and at lower magnitude in ventricle and atrium endocardium. Under the non-chased situa-
tion only a faint SOCS3 expression is observed mostly in ventricle and atrium endocardium (Fig.
7b). Treatment with AII leads to an increase in SOCS3 immunostaining, mostly in endocardium,
and to an impressive co-localization of JAK2 and SOCS3 in several areas of the ventricular and
atrial endocardium (Figs. 7c and 7d). These observations, taken together with the immunoblotting

and fractionation studies show that AIl treatment induces the expression of SOCS3 in heart mus-
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cle and endocardium. Moreover they provide evidences that following hormone-induced-
expression SOCS3 migrates to the cytoplasm and associates with the kinase JAK?2 initially at a

membrane and later at a cvtosolic fraction site.

Discussion

Several clinical studies have provided evidences that pharmacological blockade of Al action is
protective for the loss of cardiac function in patients at risk for ischemic heart disease (8,21).
Both reduction of peripheral resistance and the control of in siftu growth promoting effects of All
in heart are pointed as candidate targets for the beneficial effects of ACEIs and AT1 blockers (20,
23). Therefore, the characterization of molecular events that lead to termination or control of All
signal in heart may provide new targets for pharmaco-therapeutic approaches in hypertrophic and
ischemic heart disease.

Besides traditional signaling through the activation of Gg-protein which leads to IP3 gen-
eration and rise in cytosolic calcium, AII is known to activate transcription through a series of
intracellular tyrosine kinase reactions. The activation of JAK2/STAT (so far including STATs 1,
2, 3 and 5) rapidly drives the signal towards the nucleus and potentially participates in the activa-
tion or control of expression of several candidate genes (17). In cultured cellular systems employ-
ing a series of mutants, the characterization of sequential events involved in AII signal transduc-
tion through AT1 depicts the following picture; after the binding of All to AT1, SHP2 is tyrosine
phosphorylated and apparently mediates the binding of JAK2 to AT1 through the >/ YIPP site (2,
16). Subsequently JAK2 undergoes autophosphorylation and may mediate the tyrosine phos-

phorylation of AT1. After at least 10 min SHP1 becomes tyrosine phosphorylated, binds to JAK2
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and mediates its dephosphorylation participating thus in signal termination. The blockade of
SHP?2 abrogates JAK2 phosphorylation and continuation of AIl signal transduction through the
STAT pathway (25). On the other hand, hampering of SHP1 activity prolongs JAK2 tyrosine
phosphorylation time (25).

In the present series of experiments the dynamics of molecular events involved in
ATI/JAK2 signaling pathway was characterized in heart of living rats. Most of the outcomes
occurring in isolated cell systems are reproduced in living undisrupted tissue but some differ-
ences in timing of tyrosine phosphorylation and association events seem to occur. Moreover,
based on recent findings of the group (unpublished results) the participation of the suppressor of
cytokine signaling-3 (SOCS3) in the dynamics of Al signaling in living hearts is evidenced for
the first time. It is demonstrated that SOCS3 expression and JAK2/SOCS3 association is time-
dependent of AIIl stimulus. Once induced by AIl SOCS3 associates with JAK?2 initially in a
membrane compartment, thereafter migrating to the cytosol. In the ventricles, JAK2
immunoreactivity is present before AIl chase, while SOCS3 is undetectable by immu-
nohistochemistry but evidenced at low levels by. Twenty minutes after AIl stimulus, SOCS3
becomes detectable and JAK2/SOCS3 are co-localized in several areas of the ventricles and atria,
demonstrating that AIl stimulates the expression of SOCS3 and its association with JAK2.
Accordingly, it is suggested that SOCS3 participates in moderate and long term control of AIl
signaling through the JAK/STAT pathway and may sum to the already described effects of SHP1
in the mechanisms of shooting down the Al signal in heart.

Based on the present findings a model for AIl signaling through AT1/JAK2 system is
proposed. Thus, as shown in Figure 8, in resting state AT1 and AT2 present low level of phos-

phorylation. Following AII stimulus, SHP1 that is encountered bound to AT1 and AT2, dissoci-
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ates from both classes of receptor and undergoes rapid and transitory tyrosine phosphorylation in
a cytosolic location. Thereafter SHP1 binds to AT2, possibly participating on the induction of its
phosphorylation which is followed by SHP2 binding. In parallel, a tyrosine phosphorylated SHP2
binds to JAK2, forming a complex that translocate, bind to AT1 and may participate in the recep-
tor tyrosine phosphorylation at about 6 to 10 min after AII stimulus. At 15 min a heavily tyrosine
phosphorylated SHP1 binds to AT1 and may mediate the initial steps of the termination of AI
signal by inducing AT1 dephosphorylation, and release and dephosphorylation of JAK2 and
SHP2. Meanwhile SOCS3 protein, which is present at low protein levels in the nucleus during the
initial phase of AII stimulus, is induced and increasing levels are detected in the cytosol from the
3 to the 6™ min after All stimulus. Beginning at the 15™ min a complex JAK2/SOCS3 is de-
tected transitorily in a membrane bound compartment and lately at the cytosol where it lasts for at
least 120 min. In the final part of the scheme the reorganization of the AIl sensing apparatus may
couple with receptor recycling, and reassembly of an effective protein complex system that al-
lIows for a new signal to be delivered appropriately.

In summary, a complete characterization of the All-induced tyrosine phosphoryla-
tion/molecular association events occurring at the membrane and submembrane location in the
heart of living rats is presented for the first time. In concert with isolated cell studies and with
evaluations obtained from targeted-disrupted-protein systems, it seems that the activation of
JAK2 through AT1 depends on the participation of SHP2 and that termination of signal occurs
after SHP1 engagement. Moreover, it is shown that a controller of cellular signaling traditionally
involved in cytokine signal termination, SOCS3, forms a late complex with JAK2 on an AIl de-

pendent basis, and thus may play a role in control of All signal in cardiac tissues.
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Materials and Methods

Antibodies and chemicals

Reagents for SDS/PAGE and immunoblotting were obtained from Bio-Rad (Richmond, CA,
USA). Hepes, PMSF, aprotinin, dithiothreitol (DTT), Triton X-100, Tween 20, glycerol, AIl and
BSA (fraction V) were from Sigma Chemical CO. (St. Louis, MO, USA). Protein A-Sepharose
6MB was from Pharmacia (Uppsala, Sweden), '*’I-Protein A and nitrocellulose membranes were
from Amersham Corp. (Aylesbury, UK). Polyclonal antibodies against AT, AT2, JAK2, SHP1,
SHP2 and SOCS-3, monoclonal antibodies against phosphotyrosine (pY) and histone H1, and
conjugated to fluorescein isothiocyanate and rhodamine complexes utilized in immunofluores-
cence were from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). Sodium amobarbital was

from Eli Lilly (Indianapolis, IN).

Animals

Male Wistar rats (ratfus norvegicus) (48 days old/150-200 g) obtained from the University of
Campinas Central Animal Breeding Center were used in the experiments. The investigation fol-
lowed the University guidelines for the use of animals in experimental studies and conforms with
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the US National Institutes of
Health (NIH publication No. 85-23 revised 1996). The animals were allowed free access to stan-
dard rodent chow and water ad libitum. Food was withdrawn 12 h before the experiments. Rats
were anesthetized by intraperitoneal injection of sodium amobarbital (15 mg/kg body weight),

and the experiments were performed after the loss of corneal and pedal reflexes.
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AIl treatment and tissue extraction

The abdominal cavity was opened, the vena cava exposed and 0.02 ml of normal saline (0.9%
NaCl), with or without 10° M Al was injected. After different intervals (described in text on
results), the tip of the heart was excised and immediately homogenized 1n approximately 5 vol-
umes of solubilization buffer at 4°C [1% Trton X-100, 100 mM Tris-HCI (pH 7.4), 100 mM so-
dium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium orthovanadate,
2,0 mM PMSF and 0.1 mg aprotinin/ml] with the Polytron PTA 208 generator (model PT 10/35;
Brinkmann Instruments, Westbury, NY) operated at maximum speed for 30 s. For immunohisto-
chemistry rats were anesthetized, the abdominal cavity was opened and saline or 10° M AII (0.02
ml) were injected. After 20 min the heart was removed and processed for histological studies as

described below.

Protein analyses by immunoblotting

- Insoluble material was removed by centrifugation (15,000 x g, 25 min, 4°C). The protein concen-
tration of the supernatants was determined with the Bradford dye binding method (7) using Bio-
Rad reagent. Aliquots of the resulting supernatants containing 5 mg of total protein were used for
immunoprecipitation with antibodies against AT1, AT2, JAK2, SHP1, SHP2 or SOCS3 at 4°C
overnight, followed by SDS/PAGE and Western blotting with antiphosphotyrosine or anti-AT1, -

AT2, -SHP1, -SHP2, -JAK2 or -SOCS3 antibodies as described (14, 33).

Subcellular fractionation
Subcellular fractionation was performed essentially as described previously (29) with muinor

medifications. Tips of ventricles were minced and homogenized in 2 volumes of STE buffer at
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4°C [0.32 M sucrose, 20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 100 mM sodium
fluoride, 100 mM sodium pyrophosphate, 10 mM sodium orthovanadate, I mM PMSF, 0.1 mg
aprotinin/mi] in a Polytron homogenizer. The homogenates were centrifuged (1,000 x g, 25 min,
4°C) to obtain pellets. The pellet was washed once with STE buffer (1,000 x g, 10 min, 4°C) and
suspended in Triton buffer [1% Triton X-100, 20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 200
mM EDTA, 10 mM sodium orthovanadate, 1 mM PMSF, 100 mM NaF, 100 mM sodium pyro-
phosphate, 0.1 mg aprotinin/ml], kept on ice for 30 min and centrifuged (15,000 x g, 30 min, 4°C)
to obtain the nuclear fraction. The supernatant was centrifuged (100,000 x g, 60 min, 4°C) to ob-
tain the cytosol fraction and the pellet, which was suspended in STE buffer plus 1% Nonidet P-
40, kept on ice for 20 min and centrifuged (100,000 x g, 20 min) to obtain the membrane fraction.
The fractions were treated with Laemmli buffer with 100 mM dithiothreitol, heated in a boiling
water bath for 5 min, and aliquots (200 ug of protein) were subjected to SDS-PAGE and Western

blotting with anti-JAKZ2 or anti-SOCS3 antibodies as described (14, 33).

Immunofluorescence detection of JAK2/SOCS3 association by light microscopy

The hearts of rats treated or not with All as stated above, were fixed in buffered 4% paraformal-
dehyde in 0.2 M phosphate-buffered saline (pH 7.4) for 24 h, embedded in paraffin, and 3 um
sections were obtained. The glass-mounted sections were cleared of paraffin with xylene and
rehydrated by sequential washings with graded ethanol solutions (70-100%). After permeabiliza-
tion with 0.1% Triton X-100 in phosphate-buffered saline, pH 7.4, for 10 min at room tempera-
ture, the sections were washed with phosphate-buffered saline, and incubated in blocking buffer
[8% glycine, 2.5% BSA, 2% nonfat dry milk, 0.1 M PBS, (pH 7.4)] for 1h at room temperature.

The sections were then incubated with the first primary antibody (SOCS3 anti-goat polyclonal),
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1:20 dilution in 1% BSA in phosphate-buffered saline, overnight at 4°C in a moisture chamber,
followed by the second primary antibody (JAK2 anti-rabbit polyclonal), 1:20 dilution in 1% BSA
in phosphate-buffered saline, for 2 h at room temperature. The sections were washed as described
and incubated with the first secondary antibody in 1% BSA in phosphate-buffered saline, for 2 h
at room temperature, followed by incubation with the second secondary antibody in 1% BSA in
phosphate-buffered saline, for 2 h at room temperature. Appropriate secondary anti-rabbit and
anti-goat antibodies, conjugated to either fluoroscein isothiocyanate (FITC) or rhodamine were
used at a dilution of 1:200. After incubation with the secondary antibodies, the sections were
washed and mounted using Vectashield mounting media (Vector Laboratories Inc., Burlingame,
CA). Secondary antibody specificity was tested in a series of positive and negative control meas-
urements. In the absence of primary antibodies, application of secondary antibodies (negative
controls) failed to produce any significant staining. The images were obtained using a fluores-
cence microscope (Leica, Wetzlar, Germany) and the figures were prepared using the Adobe

Photoshop software.

Data presentation and statistical analysis

All numerical results are expressed as the mean + SEM of the indicated number of experiments.
The results of blots are presented as direct comparisons of bands in autoradiographs and quanti-
fied by densitometry using the ScionCorp software (Scion Image). Student’s unpaired ¢ test was

used for statistical analysis. The level of significance was set at p<0.05.
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Legends of the Figures

Figure 1 — All-induced tyrosine phosphorylation of AT1, AT2, JAK2, SHP1 and SHP2 in heart.
Rats were treated with 10 M AII for the indicated times, the tips of ventricles were excised and
homogenized. Protein extracts were submitted to immunoprecipitation with antibodies against
AT1 (a), AT2 (b), JAK2 (c), SHP1 (d), and SHP?2 (e). Following transfer to nitroceilulose mem-
branes immunoblotting was performed using an antibody against phosphotyrosine {pY). The bar

graphs show the relative phosphorylation of AT1, AT2, JAK2, SHP1 and SHP2 as determined by
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ScionCorp quantitation. Data are presented as mean * SE from 3 separate experiments (n=3,

mean +SEM, *p<0.03 as compared to control time 0 min).

Figure 2 — All-induced complex formation AT1/JAK2 (a) and AT2/JAK?2 (b) in heart. Rats were
treated with 10 M AII for the indicated times, the tips of the ventricles were excised and ho-
mogenized. AT1 or AT2 were immunoprecipitated utilizing specific antibodies, complexed pro-
teins were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose and immunoblotted with anti-
JAK2 antibody. Data are representative of three independent experiments (n=3, mean + SEM,

*p<0.05 as compared to control time 0 min).

Figure 3 — The dynamics of association/dissociation among participants of the AT1/JAK2 and
AT2/JAK2 signaling systems. Rats were treated with 10 M AIl for the indicated times, the tips
of the ventricles were obtained and homogenized. SHP1 and SHP2 were immunoprecipitated
utilizing specific antibodies, complexed proteins were separated by SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose and immunoblotted with anti-AT1 (a, b), anti-AT2 (c, d) and anti-JAK2 (e, f) anti-
bodies as indicated below. The bar graphs shown the relative association/dissociation of SHP1 or
SHP2 with AT1, AT2 or JAK2 as determined by ScionCorp quantitation. Data are representative
of three independent experiments (r=3, mean + SEM, *p<0.05 as compared to control time 0

min).

Figure 4 — Effect of All on the endogenous expression of SOCS3 protein in rat’s heart (a), and
association of SOCS3 with JAK2 (b) after AIl stimulus. Rats were stimulated with 10° M AIl for

the times indicated. The tip of ventricles were excised and homogenized. The cellular extracts
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were immunoprecipitated with polyclonal rabbit anti-SOCS3 antibody and analyzed by Western
blot by using polyclonal goat anti-SOCS3 (A). The same membranes were stripped and repro-
duced with anti-JAKZ antibody (B). Data are representative of three independent experiments

(r=3, mean +SEM, *p<0.05 as compared to control time 0 min).

Figure 5 — Characterization of the subcellular trafficking dynamics of JAK2 (a) and SOCS3 (b)
after AIl stimulus. Subcellular fractions were prepared from hearts after AIl stimulus for the
times indicated and submitted to SDS-PAGE. The nitrocellulose membranes were incubated with
anti-JAK2 (A) or anti-SOCS3 (B) antibodies. M, membrane (l);C, cytosol (®); and N, nuclear
() fractions. Each point represents the mean of triplicates. Data are representative of three in-

dependent experiments (72 = 3).

Figure 6 — Localization of association between JAK2 and SOCS3 in heart after AIl stimulus.
Subcellular fractions were prepared as described in Figure 5. The fractions were immunoprecipi-
tated with anti-JAK2 antibody and immunoblotted with anti-SOCS3 antibody. A, membrane
(M).C, cytosol (®); and N, nuclear (* ) fractions. Each point represents the mean of triplicates.

Data are representative of three independent experiments (71 = 3.

Figure 7 — Double antibody immunofluorescence staining of JAK2 and SOCS3 in heart of rats
treated with ATI. After stimuli, hearts were removed, and processed as described in Materials and
Methods. Anti-SOCS3 antibody was used initially, followed by anti-JAK2 antibody and respec-
tive secondary antibodies labeled with fluorescein isothiocyanate-conjugated anti-goat immu-

noglobulin G antibody and rhodamine-conjugated anti-rabbit immunoglobulin G antibody. Loca-
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tion of JAK2 (A) and SOCS3 (B) in control conditions; location of JAK2 (C) and SOCS3 (D)
after 20 min of the stimuli with AIl. Results shown are representative of 2 separate experiments

(n=2), Magnification: 700 x.

Figure 8- Diagrammatic representation of All signaling cascade. At time 0° AT1 and AT2 pre-
sent a low magnitude tyrosine phosphorylation, AT1 is associated with SHP1 and AT2 with
SHP1, SHP2 and JAK2. Moreover, at 0’ there is a pool of JAK2 and SHP2 in the cytoplasm and
some SOCS3 mostly located in the nucleus. Shortly after AIl stimulus SHP1 becomes transitorily
tyrosine phosphorylated, SHP2 and JAK2 form a complex and migrate to AT1. Meanwhile
SHP1, SHP2 and JAK?Z are released from their association with AT1 which binds to a tyrosine
phosphorylated SHP1 and increase its tyrosine phosphorylation statﬁs. At 6 min both AT1 and
AT?2 are heavily tyrosine phosphorylated and there is already some SOCS3 protein in a cytosolic
location. From 10 to 15 min both AT1 and AT2 present a reduction in their tyrosine phosphoryla-
tion levels and the complex SHP2/JAK2 migrate to the cytosol. SOCS3 levels are high and bound
to JAK?2, initially in a membrane compartment and lately in the cytosol, where they last for as
long as 120 min. At last, recycling and reassembling of the AII signaling apparatus prepare the

machinery for a new coming stimulus.
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