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RESUMO

A angiotensina Il (Ang Il), um hormdnio peptidico importante para as
funcbes renais e cardiovasculares, é encontrada no intersticio renal e no limen
tubular em concentracbes mais elevadas que a sistémica. Nesses
compartimentos, a Ang Il estimula sinais intracelulares dependentes de Ca?*, que
estimulam a reabsorcao de solutos e agua.

Resultados prévios de nosso laboratério demonstraram os efeitos deste
hormdnio em fragcbes de membrana basolateral de tubulos renais, porém pouca
informacé@o € descrita na célula integra ou na membrana voltada para o limen
tubular, onde possivelmente as altas concentracdes de Ang Il exerceriam papel
essencial na regulagdo de solutos e agua.

Desta forma, o objetivo principal desta dissertagéo foi investigar os efeitos
da Ang Il através da membrana luminal, avaliando a via de sinalizacdo celular em
resposta ao estimulo hormonal. Investigou-se o efeito da Ang Il na atividade Ca?*-
ATPasica de células LLC-PK;, analisando os efeitos nas duas bombas de Ca®",
PMCA e SERCA, identificando os receptores e proteina cinase envolvidos nesta
resposta.

A Ang Il modula a atividade Ca?*-ATPasica dessas células via membrana
luminal de maneira bifasica, estimulando a atividade em baixas concentracfes
(10 M a 10™° M), mas ndo em altas concentracdes (10° M a 10° M). Esse
resultado é devido a regulagéo especifica da atividade da SERCA, pois a PMCA
ndo foi modulada por nenhuma concentragcédo de Ang Il, em nenhum tempo de
incubacéo. O estimulo produzido na SERCA é rapido (30 seg) e persistente (30
min). A expressao dos receptores de angiotensina AT; e AT, nessas células e a
formacdo de heterodimeros AT:/AT, foi detectada. O efeito da Ang Il na SERCA
foi revertido na presenca tanto de losartan, quanto de PD123319 (antagonistas de
receptores AT; e AT,, respectivamente), indicando que esse peptideo atua via
heterodimeros AT,/AT, para estimular a atividade da SERCA. Foi demonstrado,
também, que este estimulo € dependente de PKC.

Assim, a SERCA é a ATPase alvo da Ang Il luminal para regular a
homeostasia do Ca?* no tubulo proximal e, sendo esse estimulo persistente, trata-
se de uma importante forma de controlar as concentragées de Ca’* intracelulares,
no qual heterodimeros AT,/AT, sdo essenciais. A Ang Il possui diferentes formas
de regulag&o sobre as bombas de Ca**, dependendo da membrana em que atua,
visto que ela estimula a atividade da SERCA via membrana luminal e, conforme
demonstrado nos resultados prévios, inibe a atividade da PMCA via membrana
basolateral. O estimulo persistente da SERCA pela Ang Il luminal pode ser uma
forma de evitar a exacerbacdo dos efeitos desse hormoénio, ou de aumentar o
estoque de Ca** para uma resposta mais eficiente ao estimulo do agonista. Além
de ser importante para regular o Ca®" intracelular, conhecido segundo
mensageiro, o estimulo prolongado da SERCA também seria uma forma de
aumentar a reabsorcdo desse ion para o organismo pelas células do tubulo
proximal.
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ABSTRACT

Angiotensin Il (Ang 1l), an important peptide hormone for renal and
cardiovascular functions, is found in renal interstitium and tubular lumen at higher
concentrations than systemic Ang Il. In these compartments, Ang Il elicits Ca*-
dependent intracellular signaling that stimulates solute and fluid reabsorption.

Previous results from our laboratory demonstrated the hormone effects on
renal tubule basolateral membrane fractions, nevertheless there are few
information described for intact cells or luminal side membrane, where high
concentration of Ang Il probably play an essential role on solute and water
regulation.

In this way, the main objective of this study was to investigate Ang Il effects
mediated by the luminal membrane, evaluating cellular signaling pathway in
response to hormonal stimulus. The Ang Il effect on Ca*-ATPase activity from
LLC-PK; cells was investigated, analyzing its effects on the two Ca** pumps,
PMCA and SERCA, identifying the receptors and protein kinase involved in this
response.

Ang Il modulates Ca*-ATPase activity from these cells via luminal
membrane in a biphasic manner, stimulating the activity in low concentrations (10
4'M a 10" M), and with no effect in high concentrations (10® M a 10° M). This
result is due to specific SERCA activity regulation, because PMCA was not
modulated in either Ang Il concentrations or incubation times. SERCA stimulus is
rapid (30 seg) and persistent (30 min). The expression of AT; and AT, angiotensin
receptors was detected in these cells as was AT1/AT> heterodimers formation. Ang
Il effect on SERCA was reverted in the presence of both losartan and PD123319
(AT1 and AT receptors antagonists, respectively), indicating that this peptide acts
via AT,/AT, heterodimers to stimulate SERCA activity. This stimulus involves PKC
regulatory phosphorylation.

In conclusion, SERCA is the target ATPase from luminal Ang Il to regulate
Ca*" homeostasis in the renal proximal tubule, and as long as it is a persistent
stimulus, it is an important way to control Ca?" intracellular concentration, where
AT,/AT, are essential. Ang Il regulates differently Ca®* pumps, depending on the
membrane involved, stimulating SERCA activity via luminal membrane and, as
observed in previous results, inhibiting PMCA activity via basolateral membrane.
The persistent luminal Ang Il stimulus on SERCA can be a way to avoid the
exacerbation of this hormone effects, or to increase Ca®* intracellular store for a
more efficient response to agonist stimulus. Besides its importance on regulating
intracellular Ca?*, an important second messenger, prolonged SERCA stimulus
also would be a way to increase this ion reabsorption to the organism by proximal
tubule cells.



ABREVIATURAS
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SERCA : Ca**-ATPase de reticulo endosarcoplasmatico
SFB : Soro fetal bovino

SLN : Sarcolipina

SHR : Ratos espontaneamente hipertensos

SRA : Sistema renina-angiotensina

STATSs : Transdutores de sinal e ativadores da transcrigao

TO : Thimet-oligopeptidase

Xi



INDICE

1N 0] 51U 07:X @ T 1
OS RINS E SUA IMPORTANCIA FISIOLOGICA. ........oveveeereiaeeeesesesesesessessseseseseeseneasssssenennenns 1
TRANSPORTE DE ANIONS E SOLUTOS NO TUBULO PROXIMAL ........vovvveeeeeerereseneeeneseenennenas 6
O ION CAZ* E AS CAZ -ATPASES .....vveeeeteeeetete e e eteteeteteeees s et een et ssen et eee et aeesenaneeens 10
HISTORICO DO SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA (SRA) .....cuvviveeiieeeeeeeseseseeeeie s, 23
L TS 2 ¥ AN U P 28
RECEPTORES DE ANGIOTENSINA. ........vviviteteeeeeeseseuetsssestessesesesssssssessessessesesstnsesessenessnanes 32
SRA INTRARENAL .......covveeieteteseteeseteeesesesesateteessessessessestasseessenesstessesessesessenaassseeesnenens 40

RESULTADOS PREVIOS. ... .ottt et ettt e e eee et e e ee s e e 44

L0 ] =8| N LV 1 T 45
(0= N4 {1V e X 1= =Y OO 45
OBJETIVOS ESPECIFICOS. ....v.viveveeteteeeeeeseseseteteessenssesessasssssessssessssseensaseesenensnssneenenenens 45

MATERIAL E METODOS...... ettt ettt et e et e e e e st e e s ee e e e e ae e 47
CULTURA DE CELULAS EPITELIAIS RENAIS ........cvoviveeeeeesseeeeseessssessssessesesssesssensnssssensssnens 47

IMUNOPRECIPITACAO E WESTERN BLOTTING PARA DETECGAO DE AT, E AT, NAS CELULAS

LLC-PK; E APRESENCA DE HETERODIMERO AT1/ AT zuceeiieieeeeeeeee et 50
ANALISE ESTATISTICA .ot eeee e et et e e e e et et ettt ettt e ee e eee e et e et e ettt et e e et e et e e e e ereeneens 51
RESULT AD S ... ettt e e et e e et e et e et e et e er e e aneees 52

EFEITO DA ANGIOTENSINA Il NA ATIVIDADE CA?*-ATPASICA TOTAL DAS CELULAS LLC-PK; 52
EFEITO DA ANGIOTENSINA Il NA ATIVIDADE DAS DUAS BOMBAS DE CALCIO DAS CELULAS LLC-
PKi:PMCAE SERCA . ..o e et e e 54
CURSO TEMPORAL DO EFEITO DA ANGIOTENSINA Il NA ATIVIDADE CA?*-ATPASICA TOTAL,

PMCAESERCA ... 57

Xii



ANALISE DO RECEPTOR ENVOLVIDO NO EFEITO DA ANGIOTENSINA Il NA ATIVIDADE DA
SERCA DAS CELULAS LLC-PKj cutiiiiiiiiiiii ittt 59
IDENTIFICAGAO DOS RECEPTORES DE ANGIOTENSINA [ AT, E AT, NAS CELULAS LLC-PK; E
A POSSIVEL FORMAGAO DE HETERODIMEROS .....ccevvttiitiiiieeeeeieeeiiiitsneneeeesseeessnnssnnnnaeassenees 62

ANALISE DA VIA ATIVADA POR ANGIOTENSIA Il PARA PROMOVER SEUS EFEITOS NA ATIVIDADE

CAZ'-ATPASICA DAS CELULAS LLC-PK . e teettiee oottt 66
DISCUSSAD. ..ottt e ettt ettt e ettt te et te et nee e, 69
CONCLUSOES. ...ttt ettt ettt ettt et a et eas s een et e s e 83
PERSPECTIVAS FUTURAS.......cotiieeeeceeeeeeeeeee et en e eees et eneseses s eenesenne s 85
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt e ettt e et et e te et rsaans 87

Xiii



Introducéo

Os rins e sua importancia fisiolégica

Um animal é composto de diversos 0Orgdos e sistemas, cujo bom
funcionamento é de fundamental importancia para a manutengdo da homeostasia
do meio interno. Cada um possui diferentes fungdes e mecanismos de regulacao
gue permitem que 0 organismo passe por diferentes situagcdes sem alterar seu
equilibrio. Um dos principais mecanismos de regulagdo de um sistema sdo os
horménios, substancias quimicas produzidas em glandulas endécrinas, liberadas
na corrente sanguinea e com efeitos fisiolégicos longe do local de liberagdo. Em
uma visdo mais recente, estas mesmas substéncias quimicas podem ser
produzidas em células de tecidos n&o glandulares com funcdo, além de
enddcrina, paracrina, autécrina e intracrina (Re, 2003; Re & Cook, 2006). De uma
forma abrangente, os hormbénios sdo moléculas sinalizadoras que agem em
praticamente todos os tipos celulares do organismo, com fungéo de assegurar a
homeostasia do meio interno (Machado, U.F. in Mello-Aires, 2008).

O rim é um o6rgdo que contribui diretamente para a homeostasia do
organismo, visto que ele responde de maneira especifica a alteragdes de volume
e composicdo do meio interno, assegurando a preservacdo da integridade
funcional dos diferentes tecidos, 6rgédos e sistemas do organismo (Guyton & Hall,
2002). Muitas dessas respostas séo especificamente moduladas por hormonios
produzidos pelo préprio rim ou advindos da corrente sanguinea (Katz &

Lindheimer, 1977).



A importancia da fungcdo renal pode ser vista, primeiramente, pela
quantidade de plasma que lhe é oferecida. Os rins sdo 6rgdos altamente
vascularizados e recebem aproximadamente 25% do débito cardiaco (Mello-Aires,
2008a), apesar de corresponder a somente 0,5% do peso corpéreo. Além da
excrecdo de produtos metabdlicos e substéncias estranhas, o0s rins
desempenham outras fun¢cdes como a endocrina. Apesar de ndo serem
glandulas, eles contribuem para a secrecao de 1,25 diidroxi-calciferol (horménio
envolvido na reabsor¢do de calcio no tubulo renal e no depdsito de calcio no
0ss0), eritropoetina (um fator de crescimento com agdo Unica e especifica de
estimular a medula 6ssea a produzir glébulos vermelhos), renina (enzima que da
inicio a cascata de protedlise do Sistema Renina Angiotensina — SRA - e que sera
discutida mais adiante) e a propria Angiotensina Il (Ang Il), visto que ja foi
demonstrado a presenca dos componentes do sistema SRA nas células renais e
a sintese de Ang Il local (Yanagawa et al., 1991; Guyton & Hall, 2002; Prieto-
Carrasquero et al., 2009).

A unidade funcional dos rins, responséavel pelos processos de filtracéo,
reabsorcédo e secregdo, € o néfron. O rim humano é composto de cerca de 1
milhdo de néfrons (Figura 1). Essa unidade tem inicio no glomérulo, um
emaranhado de capilares envoltos pela ciapsula de Bowman e continua com um
extenso segmento tubular, formado por uma Unica camada de células epiteliais,
até chegar ao ureter. Cada segmento tubular apresenta um tipo de célula epitelial
diferente resultando numa funcao caracteristica e especifica de transporte de
solutos e agua (Guyton & Hall, 2002). Estes segmentos séo divididos, entéo, de
acordo com a composigao celular em tabulo proximal, alca de Henle, tibulo distal

e ducto coletor (Figura 1).
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Figura 1. Esquema representando a anatomia do rim, explicitando a
vascularizacao e a formacao da urina. Em destaque a representacao esquematica
do néfron, a unidade funcional do rim, descrevendo os segmentos do néfron e sua
posicdo em relacdo a regido mais externa (cortex) e mais interna (medula) do rim.
As letras A, B e C representam as caracteristicas de ultra-estrutura das células ao
longo do néfron (tubulo proximal reto, ramo fino da alca de Henle e ramo
ascendente espesso da algca de Henle, respectivamente) (Retirado de
http://www kidney.org.au/assets/images/kidney_still2.gif € Davies et al., 2001).




Outra estrutura importante dos rins é o aparelho justaglomerular (Figura 2).
A alca tubular de cada néfron se disp6e de tal forma que o tubulo distal convoluto
entra em contato com a arteriola aferente e eferente (responsaveis
respectivamente pela entrada e saida do sangue no néfron). Nesse ponto, as
células da arteriola aferente sdo conhecidas como células justaglomerulares e as
células do tubulo distal de células da mécula densa. O aparelho justaglomerular é
o responsavel pela liberagédo da renina na circulagéo (Mello-Aires, 2008b).

O sangue é filtrado no glomérulo, formando o ultrafiltrado, que percorre os
segmentos tubulares seguintes, onde ocorrerdo processos de reabsorcdo (de
agua e solutos necesséarios ao organismo que retornam ao sangue) e processos
de secrecdo (no qual solutos em excesso no organismo séo adicionados a luz do
tibulo para serem excretados na urina). No final desses segmentos a urina estara
formada. Dos 600 mL de plasma que chegam aos rins por minuto, 120 mL séo
filtrados nos glomérulos. Apesar do grande volume de ultrafiltrado formado, em
condigdes fisiolégicas, apenas 1-2 mL de urina é eliminada pelo organismo por
minuto. Isto garante que sejam excretados apenas substancias desnecessarias
ao organismo, sem que haja grandes alteragdes na composi¢ao e volume do meio
extracelular (Mello-Aires, 2008a). Em condigbes nas quais ocorre alteragdo no
meio interno como, por exemplo, aumento da ingestdo de Na*, que promove um
aumento do volume extracelular, ha aumento na natriurese e diurese, re-

estabelecendo os valores fisiolégicos (Mello-Aires, 2008c).
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Figura 2. Representacdo esquematica do aparelho justaglomerular. O ponto de
contato entre o tibulo distal convoluto e a arteriola aferente e eferente de cada
néfron leva a formacao do aparelho justaglomerular. Nesse ponto, as células do
tubulo distal sdo conhecidas como células da méacula densa e as células da
arteriola aferente, responsaveis por produzir e secretar a renina na circulagao,
sao chamadas de células justaglomerulares (Adaptado de
www.med.mun.ca/anatomyts/renal/akid3.htm € www2j.biglobe.ne.jp/~fkamiya/HB/C09 57.html).




Transporte de anions e solutos no tubulo proximal

O tdbulo proximal, primeiro segmento tubular e o modelo experimental
utilizado no presente trabalho, é formado por epitélio cubico simples. As células
do epitélio tubular sdo unidas por jungbes do tipo aderentes (“tight junctions”)
(Davies et al., 2001), que sdo dominios especializados de membrana, que criam
uma barreira seletiva & passagem paracelular de agua e solutos pelo epitélio.
Essa reabsorc@o que ocorre entre as células é conhecida como via paracelular, €
passiva e resulta de difusdo, eletrodifuséo, ou osmose (Anderson, 2001). Estas
juncdes permitem que a membrana plasmatica se torne polarizada, sendo dividida
em duas porgdes: a membrana luminal ou apical e a membrana basolateral. A
membrana apical esta voltada para a luz tubular e apresenta numerosas
microvilosidades (borda em escova), aumentando sua superficie de contato e,
consequentemente, sua area de reabsorcdo. A membrana basolateral esta
voltada para o intersticio e apresenta invaginacées, 0 que a aproxima de
mitocondrias localizadas no citosol, indicando uma elevada taxa de transporte
ativo primario nessa membrana das células do tubulo proximal (Davies et al.,
2001). Além das diferencas na estrutura, estas membranas apresentam
composicao de transportadores e redes regulatdrias diferentes, ja que as jungdes
aderentes evitam a difusdo lateral dos constituintes da membrana (Gonzalez-
Mariscal et al., 2003) (Figura 3).

Além da reabsor¢do via paracelular, os solutos também podem ser
reabsorvidos via transcelular (através das células). As juncdes aderentes, e
consequentemente a polarizacdo das células desse segmento, permite que a

membrana basolateral contenha ATPases, enzimas que bombeiam o ion contra o
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Figura 3. Mecanismo de reabsorcdo de solutos no tabulo proximal. Esse
mecanismo pode ocorrer por duas vias: a paracelular, que ocorre entre as células
e a via transcelular, que ocorre através das células. Nesta ultima via, os solutos
atravessam duas barreiras: a membrana luminal e a membrana basolateral. Esse
transporte vetorial € dependente de ATPases (em vermelho) que geram um
gradiente eletroquimico, favorecendo a entrada luminal de solutos por meio de
canais ibnicos ou transportadores ativos secundarios presentes, exclusivamente,
na membrana luminal (Adaptado de Davies et al., 2001).



seu gradiente de concentracdo, utilizando a energia resultante da hidrélise do
ATP. J& a membrana luminal € composta de canais idnicos e transportadores
ativos secundarios (que ndo utilizam energia provinda diretamente da hidrolise do
ATP e sim pela energia vinda do gradiente eletroquimico gerado pela ATPase, ja
que os ions vao a favor do seu gradiente de concentracé@o). Essa distribuicdo dos
transportadores nas membranas das células epiteliais permite o transporte
vetorial dos diferentes ions no tdbulo proximal, j& que, em linhas gerais, as
ATPases da membrana basolateral criam um gradiente eletroquimico favoravel a
entrada dos solutos pela membrana luminal através dos canais ibnicos e/ou
transportadores ativos secundarios (Figura 3) (Mello-Aires, 2008c).

A maior parte da reabsorcdo de Na® (cerca de 2/3) ocorre no tdbulo
proximal pela via transcelular. As duas bombas de sodio, a (Na*+K")-ATPase e a
Na® -ATPase, localizadas na membrana basolateral (Féraille & Doucet, 2001;
Caruso-Neves et al., 2002), bombeiam o Na" do citoplasma para o intersticio
criando um gradiente eletroquimico favoravel a entrada de Na* pela membrana
apical através do trocador Na'/H", do co-transporte com glicose, aminoéacidos,
sulfato, fosfato e &nions orgénicos (Féraille & Doucet, 2001) e de canais idnicos
sensiveis a amilorida (Willmann et al., 1997).

A reabsorcdo de agua acompanha a reabsor¢do de Na' através das
células, pelas aquaporinas, canais de agua presentes nas membranas apical e
basolateral, que permitem que a agua seja reabsorvida do ultrafiltrado de volta
aos capilares peritubulares (Nielsen et al., 2002).

Diversos horménios e autacoides que regulam a atividade das bombas de
Na* no tGbulo proximal contribuem para o processo de reabsor¢do de agua e
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manutengcdo do volume extracelular. Um exemplo € a Ang Il que aumenta a



atividade de ambas ATPases de Na* e consequentemente de agua, aumentando
o volume extracelular (Rangel et al.,, 1999; Caruso-Neves et al., 2000; Féraille &
Doucet, 2001; Lara et al., 2002; Rangel et al., 2002; Lara et al., 2006).

Ja o fon Ca®" é reabsorvido nesse segmento do néfron principalmente pela
via paracelular, cerca de 2/3, cabendo a via transcelular apenas 1/3 da
reabsorgdo. O gradiente eletroquimico favoravel & entrada de Ca®* via canais
idnicos presentes na membrana luminal (Bronner et al., 1989; Friedman, 2000) é
favorecido gracas ao gradiente eletroquimico gerado por um transportador ativo
priméario. Nesse caso a Ca**-ATPase presente na membrana basolateral (PMCA)
bombeia esse ion do citoplasma para o intersticio e mantém as concentragfes
citoplasmaticas de Ca*" baixas (Vieyra, 1996). Além disso, ha seqiiestro desse
cation para estoques intracelulares, como o reticulo endoplasmatico e
mitocdndrias (Carafoli & Brini, 2000) (Figura 3). No caso do reticulo, a Ca?*-
ATPase responsavel por bombear o Ca** do citoplasma para dentro dessa
organela, contra seu gradiente de concentragdo, € denominada SERCA. O
gradiente eletroquimico é mantido também gracas a proteinas citoplasmaticas de
ligacdo ao Ca?*, que mantém baixas as concentragbes do fon livre dentro da
célula. Esse fato é importante por trés razdes: (1) favorece a reabsorcdo do Ca**
do ultrafiltrado de volta para os capilares sanguineos (contribuindo para a
homeostasia do Ca®); (2) permite a mobilizacdo intracelular de Ca* somente
quando necessario, ativando vias intracelulares que dependem desse ion como
segundo mensageiro; (3) manutencdo da atividade basal dos transportadores
Na*, uma vez que estes podem ser mediados por vias ativadas por Ca?*.

Além do Na* e do Ca?', outros ions e solutos sdo reabsorvidos no tabulo

proximal: K*, CI', HCO3, HPO, cerca de 70%, além da glicose e aminoacidos



(totalmente reabsorvidos). Fica evidente que o tubulo proximal é o segmento do
néfron onde ocorre a reabsor¢cdo de grande parte do ultrafiltrado recém formado
no glomérulo (Mello-Aires, 2008c). Apesar de ndo ser o segmento responsavel
pelo ajuste fino da composi¢céo e do volume da urina, pequenas alteragdes no
processo de reabsor¢gdo nesse segmento podem ocasionar grandes disturbios no
conteldo e volume do meio extracelular, e estar associadas a algumas
patologias, como a hipertensdo essencial e a insuficiéncia cardiaca congestiva

(Doris, 2000; Semplicini et al., 2002; Zhou & Frohlich, 2007).

O ion Ca’* e as Ca**-ATPases

Pelo calcio ser o cation de interesse no presente trabalho, se faz
necessario um maior detalhamento sobre sua fungcéo e homeostasia. O ion ca* é
o mineral mais abundante do corpo humano. Sua primeira fungdo conhecida foi a
de constituir dentes e 0ssos, nos quais sua fungcdo era dita como apenas
estrutural. Nos 0ssos, o Ca”* é de grande importancia, sendo que sua falta leva a
doengas como o raquitismo, a osteomal4cia e a osteoporose. Com o passar dos
anos, o Ca* passou a ser considerado de ion com apenas func¢des estruturais,
para ion essencial em diversas fun¢bes do organismo, em ambos meios extra e
intracelular. Nesses compartimentos sua concentracdo é estritamente regulada. A
variacdo desta concentragdo promove a ativagdo de varios processos (Carafoli,
1987). Por exemplo, no meio extracelular o aumento da concentracdo plasmética
de Ca®* promove a ativagdo de cascatas relacionadas com o processo de
coagulacdo sanguinea. Ja no meio intracelular, este ion esta envolvido no
acoplamento estimulo-resposta celular, como observado na contragdo muscular e

liberag@o de neurotransmissores. O estimulo as células musculares ou neuronais
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leva & liberagdo do Ca®* dos estoques intracelulares, ou sua entrada pela
membrana plasméatica, o que estimula a contragdo das fibras musculares e libera
0S neurotransmissores, respectivamente (Guyton & Hall, 2002).

No meio intracelular, a concentragédo de Ca®* se mantem baixa devido: (1)
ao tamponamento por proteinas de ligacdo ao calcio intracelular e (2)
armazenamento em estoques intracelulares. O fon Ca? é considerado um
importante segundo mensageiro. A partir de um sinal extracelular (um hormonio,
por exemplo) o calcio armazenado é rapidamente liberado no citoplasma
desencadeando diferentes respostas celulares (Carafoli, 1987; Guyton & Hall,
2002) (Figura 4). Essas respostas ocorrem porque algumas enzimas sao ativadas
pela ligacdo do ca* e regulam respostas celulares criticas como, por exemplo
secre¢do de hormonios, transcrigcdo génica, mitose e contragéo dos filamentos de
actina/miosina (Malnic, G. in Mello-Aires, 2008; Yucha & Guthrie, 2003) (Figura 4).

A manutencdo da concentracdo de Ca®" extracelular é de fundamental
importancia para o correto funcionamento dos processos dos quais este ion
participa. Sendo assim, o balanco de Ca*" varia de acordo com a guantidade do
ion absorvida pelo trato gastrointestinal e excretada pelos rins, e se mantém
constante, pois a quantidade de célcio ingerido, normalmente, é igual & soma da
quantidade perdida nas fezes e da excretada na urina. Este balanco é regulado
em trés diferentes locais do organismo, 0 0sSso, 0 intestino e os rins (Yucha &

Guthrie, 2003).
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Figura 4. Homeostasia intracelular do fon Ca*. A concentracéo intracelular do fon
Ca’" é precisamente regulada de forma que a sua concentracdo na forma livre
seja 100 nM, enquanto no meio extracelular € de 1 mM. Apés a ativagdo de um
sinal externo, a concentracéo intracelular de Ca®* aumenta por meio do influxo
deste ion advindo do meio externo por meio de canais ibnicos (canais operados
por voltagem, ligante ou concentracéo) ou por meio da liberacdo de Ca®" dos
estoques intracelulares (reticulo endoplasmético e mitocdndrias). Ao término do
sinal, o Ca* retorna aos seus estoques intracelulares, via Ca?-ATPase de
reticulo sarco-endoplasmatico (SERCA), ou é removido da célula através do
trocador Na*/Ca®* (NCX) e da Ca?*-ATPase de membrana plasmatica (PMCA).
Voltage-gated channel, canais operados por voltagem; stores-gated channel,
canais operados por “reserva’; receptor-gated channel, canais regulados por
ligantes; ATP, adenosina 5'-trifosfato; ADP, adenosina 5'-difosfato; calcium-
binding protein, proteinas de ligacdo ao célcio; RyR, receptor de rianodina;
Ins(1,4,5)PsR, receptor de inositol 1,4,5-trifosfato; MMCA, Ca*-ATPase de
membrana de mitocondria; MNCX, trocador Na‘/Ca®* de mitocéndria; MPT pore,
poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (retirado de Syntichak e
Tavernarakis, 2003).

12



Os rins possuem um importante papel na manutencgéo do balango de Ca*",
regulando sua excrecéo do corpo. Aproximadamente 50% de Ca®" plasmatico se
encontra na forma ionizada ou ionizavel (o restante se encontra complexada a
proteinas plasméticas) e, por conseguinte, esta € a parcela que pode ser filtrada
no glomérulo. Em condigbes normais, cerca de 99% do Ca®" filtrado s&o
reabsorvidos pelos tdbulos: aproximadamente 70% no tubulo proximal, 20% na
alca de Henle, e 4-9 % no tubulo distal e tubulos coletores (Mello-Aires, 2008c).

A manutencéo das baixas concentracdes de Ca®' intracelular nas células
do tubulo proximal € importante para a reabsor¢céo desse ion. Porém, além disso,
o Ca*" em baixa concentracdo intracelular permite que as vias que dependem
desse ion como segundo mensageiro sejam ativadas somente quando h& o
estimulo e o consequiente aumento desse ion no citoplasma.

O aumento de Ca?" intracelular em resposta a determinados estimulos é
devido ao aumento da entrada de Ca®" extracelular ou de sua liberacdo dos
estoques intracelulares, e, para que haja uma melhor resposta, as Ca®*-ATPases
dessas células tém suas atividades reguladas por diferentes estimulos
(Assuncédo-Miranda et al., 2005; Axelband et al., 2009a). Altas concentragdes de
Ca?' intracelular podem ser deletérias a célula, ativando processos como a
apoptose, por exemplo. Sendo assim, S80 necessarios mecanismos para a
recuperacdo dos niveis de Ca®" basais, como a extrusdo de Ca*" para o meio
extracelular ou a recuperacéo dos estoques intracelulares. Os aumentos do Ca®*
intracelular podem ser na forma de picos rapidos e elevados (em respostas
rapidas, como na liberacdo de neurotransmissores) ou como ondas rapidas e

repetitivas (em respostas lentas, como na mitose) (Berridge et al., 2003).
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O aumento de Ca?' intracelular leva o estimulo de vias de sinalizacdo que
dependem desse ion como segundo mensageiro através do estimulo de enzimas
que sdo ativadas quando ligadas ao Ca?. Exemplo de enzima de sinalizagéo
celular que é ativada por Ca® é a proteina cinase C (PKC), que apresenta
inimeras isoformas. No caso, as PKCs classicas (PKCa, PKCB, PKCy), possuem
dominios C2 de ligacdo ao Ca*" (Parker & Murray-Rust, 2004), e s&o ativadas por
essa ligagdo, levando a respostas celulares variadas, como modulagdo de
ATPases, proliferacdo, diferenciagcdo, apoptose, dentre outras (Alberts et al.,
2002). Outro exemplo de enzima ativada por Ca®* é a proteina cinase dependente
de célcio-calmodulina (CAMK), que sofre uma mudanca conformacional apés a
ligacdo a Ca*/calmodulina, passando adiante o sinal iniciado pelo aumento de
Ca*" (Hook & Means, 2001).

Como dito anteriormente, a principal via de sinalizagéo estimulada por Ang
Il ocorre via Ca® intracelular e vias estimuladas por ele, inclusive ja foi descrito
que a Ang Il intracelular também leva & mobilizacdo de Ca*" no citoplasma, seja
provindo do meio extracelular (De Mello, 1998; Eto et al., 2002) ou dos estoques
intracelulares (Zhuo et al., 2006). Muitos dos efeitos de Ang Il no transporte de
Na® e, conseqlientemente, de dgua no tdbulo proximal ocorrem via aumento de
Ca?" intracelular e ativagdo da PKC. J4 foi demonstrado que a (Na*+K*)-ATPase é
sensivel as mudancas do Ca®' intracelular, e que a fosforilagdo dessa ATPase é
dependente de Ca?* e PKC (lbarra et al., 2002). Além disso, a outra importante
bomba de Na’ renal, a Na'-ATPase tem sua atividade estimulada por Ang Il pela
via AT:/PKC (que é dependente de Ca®") (Rangel et al., 2002).

Uma das formas de controlar a concentragdo de Ca** intracelular é através

da regulacdo das atividades das Ca*-ATPases. Existem duas Ca?-ATPases
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principais, amplamente distribuidas em praticamente todas as células
eucaridticas: a PMCA e a SERCA. No caso do tubulo proximal renal, a PMCA
(plasma membrane Ca?*-ATPase), esta presente exclusivamente na membrana
basolateral e a SERCA [SR (sarcoplasmic reticulum)/ER (endoplasmic reticulum)
Ca**-ATPase] no reticulo. A SERCA participa do transporte em massa do Ca*",
enquanto a PMCA faz o ajuste fino de suas concentragdes (Strehler et al., 2007).
Ambas sdo membros da familia das P-ATPases, pertencendo a subfamilia tipo I1.
As P-ATPases estdo, em sua maioria, envolvidas com o transporte ativo de
cations através de membranas bioldgicas, incluindo a PMCA, SERCA, (Na'+K")-
ATPase, Na'-ATPase e as H'-ATPases (Axelsen & Palmgren, 1998). Elas utilizam
a energia da hidrdlise do ATP para transportar ions contra o gradiente de
concentracdo, formando um intermediario fosforilado no residuo de &cido
aspértico durante o ciclo catalitico, e sdo inibidas por vanadato (inibidor néo
especifico das P-ATPases) (Vieyra et al., 1986; East, 2000).

Durante o ciclo catalitico, essas enzimas apresentam dois estados
conformacionais principais, E; e E;, sendo o Ca* o ativador e o Mg2+ é o co-fator
necessario a atividade da enzima. A enzima se liga ao Ca** com alta afinidade na
conformacgéo E;, sofrendo alteragbes conformacionais, favorecendo a ligagdo com
alta afinidade do ATP complexado ao Mg®*. A ligacéo B, y do ATP é quebrada
(Pickart & Jencks, 1984; Jencks, 1989; Jencks, 1995) e a fosforila y-terminal é
transferida para o residuo de &cido aspértico no sitio catalitico da enzima (Shull &
Greeb, 1988), formando o complexo Ca?'E;~P, intermediario fosforilado
caracteristico das P-ATPases. A enzima, entdo, sofre uma nova mudanca
conformacional, transitando para uma fosfoenzima de baixa energia com baixa

afinidade para o Ca®" (Ca*'E,~P), permitindo o transporte e a liberagdo do Ca®*

15



no meio extracelular (PMCA) ou no reticulo (SERCA). Ap6s a liberagéo do Ca?*, a
fosfoenzima se torna suscetivel ao ataque nucleofilico da agua, o que leva a
desfosforilagdo para o estagio E,, permitindo que a enzima seja regenerada para
um novo ciclo, transitando da forma E, para a E; através de uma mudanca
conformacional acelerada pelo ATP, completando assim seu ciclo (De Meis &
Carvalho, 1976) (Figura 5).

A estrutura comum de todas as Ca®*-ATPases compreende a presenca de
dez segmentos transmembrana com suas porgdes —NH,; e —COOH terminais
voltadas para o lado intracelular da membrana, sendo que mais da metade de sua
massa esté voltada para o lado citoplasmatico. A PMCA de tabulos proximais tem
peso molecular de aproximadamente 140 kDa (Gmaj et al., 1983) e ja foi
demonstrado, pelo nosso laboratério, que estd localizada exclusivamente em
cavéolas (Tortelote et al., 2004). Possui baixa capacidade de transporte e alta
afinidade por Ca®*. Existem quatro isoformas conhecidas da PMCA expressas em
mamiferos: PMCA 1, PMCA 2, PMCA 3 e PMCA 4. Além disso, essas isoformas
podem sofrer “splicing” alternativos, levando a formagéo de cerca de 20 variantes
de PMCA (Strehler & Zacharias, 2001). Esses “splicings” podem levar a variagao
de dominio de ligac@o a calmodulina, dominio fosforilado por proteinas cinases e
dominio responsivo a fosfolipideos acidicos, levando a formacdo de diferentes
PMCAs, com diferentes caracteristicas e mecanismos regulatérios. Por exemplo,
as PMCAs 2 e 3, que sdo expressas em células excitaveis, como cardiomidcitos e
neurdnios, sdo mais rapidas que as PMCAs 1 e 4, expressas em todos o0s tipos
celulares (*housekeeping”) (Stauffer et al., 1995; Filoteo et al., 1997; Strehler et

al., 2007).
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Figura 5. Diagrama do ciclo enzimatico das Ca**-ATPases (PMCA e SERCA). E;
e Ey, as duas conformagées das bombas. A ligagdo do fon Ca?* na face citosélica
em troca do H" remanescente da gua participante de um evento de hidrélise em
um ciclo prévio (1) permite a ancoragem de uma molécula de ATP (2), que tem
sua fosforila y-terminal quebrada e ligada a um residuo de &cido aspartico
presente no sitio catalitico para formar o intermediario Ca’*E;~P (3). A enzima
fosforilada sofre uma mudanca conformacional (transicéo para Ca®'E,-P) (4) que
resulta no transporte do Ca?* para o meio extracelular ou para dentro do reticulo
(5). Esta mudanca permite o acesso de uma molécula de agua ao centro ativo (6)
e a hidrélise da ligacdo acil-fosfato, liberando Pi das ATPases (7) que,
consequentemente, voltam ao estado conformacional inicial, com o sitio de
ligacdo de Ca?* voltado para o citosol (8), possibilitando a retomada do ciclo de
catalise (Modificado de Carafoli & Brini, 2000).
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A PMCA apresenta trés dominios principais, que sdo o dominio de ligagédo
ao ATP (localizado no sitio catalitico) responsavel pela ligacdo ao ATP e pela
guebra da ligacdo B, y do mesmo, sendo o fosfato y-terminal transferido ao
residuo de aspartato localizado nesse mesmo dominio, formando o intermediario
acil-fosfato (Asp-P). Este dominio esté localizado na maior alga citoplasmética
localizada entre as hélices transmembrana 4 e 5 (Carafoli & Brini, 2000). O outro
dominio desta ATPase esté localizado entre as hélices transmembranas 2 e 3.
Este dominio possui sitios de interacdo com fosfolipideos acidicos, sendo a
PMCA regulada por essas liga¢des. Além disso, ele é o “dominio de transducao”,
desempenhando importante papel na transmisséo intramolecular das mudancas
conformacionais que ocorrem durante o ciclo catalitico da bomba (responsavel
pelo deslocamento do Ca®* ao longo da ATPase, do meio intra para o extra
celular) (Brodin et al, 1992). O dltimo dominio esta localizado na porcao
citoplasmaética C-terminal e € a regido regulatéria da PMCA, contendo o dominio
de ligacdo a calmodulina e os sitios de fosforilagdo a PKC e PKA (Brodin et al.,
1992; Carafoli et al., 1992); é considerado um dominio “auto-inibitério” da enzima,
onde a regido C-terminal se liga ap6s a primeira hélice transmembrana da bomba,
bloqueando o sitio catalitico. Apés a ligagdo de Ca?*-calmodulina nessa regido, ha
uma mudanca conformacional, aumentando a afinidade da bomba por Ca?* e sua
atividade (Caride et al., 1999) (Figura 6A).

Como dito anteriormente, splicings alternativos permitem que diferentes
isoformas de PMCA sejam reguladas de diferentes maneiras. Porém, em geral, a
PKA ativa as diferentes isoformas de PMCA (Carafoli, 1991), inclusive ja foi
demonstrado, pelo nosso laboratério, que a PKA ativa a PMCA por uma via

dependente de CAMKII (Valverde et al., 2005), e a PKC ativa ou inibe,
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Plasma
Membrane

Reticulo

Figura 6. Esquema da PMCA (A) e da SERCA (B). Na PMCA (A) estao indicados
0s segmentos transmembrana (1-10), o dominio de ligacdo a fosfolipideos
acidicos (PL), o sitio de fosforilacdo do acido aspartico (P), o sitio de ligacdo de
ATP (ATP), e o dominio auto-inibitério de ligagdo da calmodulina (Calmodulin) na
porcdo C-terminal. Na SERCA (B) estdo indicados o sitio de ligacdo para Ca*" e o
residuo de fosforilacdo Asp351 (Retirado de: figura6B- Arredouani, 2004; e figura
6A- Strehler et al., 2007).
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dependendo da isoforma presente (Zylinska & Soszynski, 2000; Strehler et al.,
2007). O nosso laboratério j& demonstrou que, em fragdo de membrana
basolateral de tubulo proximal de rim de ovelha, a Ang Il inibe a atividade da
PMCA via PKC (Assunc¢éo-Miranda et al., 2005; Axelband et al., 2009a).

A outra bomba de Ca”’*, a SERCA, possui basicamente as mesmas
caracteristicas da PMCA. E uma P-ATPase e, assim como a PMCA, a SERCA
também forma um intermediario fosforilado de alta energia durante seu ciclo
catalitico, sendo o residuo fosforilado Asp-351; apresenta o mesmo ciclo, dez
dominios transmembrana, a maior parte da massa no citoplasma; possui
diferentes isoformas e caracteristicas estruturais semelhantes a PMCA, embora
apresente apenas 55% de homologia com esta. A principal diferengca observada
entre essas duas bombas, € a sua localizagdo celular (reticulo ou membrana
plasmética) (Foletti et al., 1995) (Figura 6B).

A SERCA apresenta peso molecular entre 100 e 115 kDa e é codificada por
trés genes priméarios diferentes, originando SERCA 1, SERCA 2 e SERCA 3.
Assim como a PMCA, a SERCA também apresenta diferentes isoformas: SERCA
la, SERCA 1b, SERCA 2a, SERCA 2b, SERCA 2c e diferentes isoformas de
SERCA 3 (Bobe et al.,, 2004; Dally et al., 2006; Lipskaia et al., 2009), que
apresentam diferentes afinidades ao Ca** e velocidade de transporte, expressas
em diferentes tipos celulares, dependendo das fungdes do tecido. Sendo assim, a
SERCA 1la e SERCA 1b estdo presentes em musculo esquelético rapido de
adulto e neonato, respectivamente. A SERCA 2a esta presente em musculo liso e
coragdo, enquanto a SERCA 2b estd presente em todos os tipos celulares, por
isso é chamada de “housekeeping”. As isoformas da SERCA 3 sdo expressas em

varias células e tecidos, musculares e ndo musculares, como cérebro, estdmago,
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Utero, coracdo, intestino grosso, baco e rim (Wu et al., 1995; Bobe et al., 2004;
Dally et al., 2006). Os diferentes subtipos de SERCA transportam Ca** com
velocidade e afinidades diferentes, sendo que a SERCA 2b apresenta a maior
afinidade pelo ca®, porém velocidade baixa, a SERCA 1 e SERCA 2a
apresentam afinidades um pouco menores e equivalentes entre si e Vmax alta,
enquanto a SERCA 3 tem a menor afinidade entre todas as isoformas. No rim, ja
foi demonstrada a expressdo da SERCA 2b (“housekeeping”) e da SERCA 3
(Dode et al., 1998; Dally et al., 2006).

Diferentemente da PMCA, que n&o possui inibidor especifico, existem alguns
farmacos com capacidade de inibir a SERCA (a PMCA néo € sensivel a esses
farmacos). A tapsigargina, uma lactona sesquiterpénica extraida da planta
Thapsia garganica, é o inibidor mais potente e especifico das bombas SERCA
(Rasmussen et al., 1978; Christensen, 1982; Christensen, 1988). A tapsigargina
interage com a conformagéo E, da SERCA promovendo uma inibicdo irreversivel
da atividade da enzima.

A SERCA néo apresenta o dominio auto-inibitério na sua porgéo C-terminal,
e ndo é modulada pela calmodulina. Porém, algumas moléculas sdo capazes de
regular o funcionamento da SERCA. O fosfolamban (PLB) e a sarcolipina (SLN),
por exemplo, interagem fisicamente com a bomba SERCA, inibindo sua atividade
por promover uma associacao cineticamente desfavoravel & ATPase (diminuem
sua afinidade pelo Ca*" e sua velocidade méxima). Quando o PLB e a SLN s&o
fosforilados, a bomba volta a ser estimulada. O PLB é fosforilado pela PKA e pela
CAMKII (alguns estudos mostram que ele pode ser fosforilado in vitro pela PKC)
(Tada et al., 1975; Le Peuch et al., 1979; Iwasa & Hosey, 1984; Movsenian et al.,

1984). Ja o mecanismo regulatério da SLN ainda néo foi totalmente elucidado.
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Essas duas proteinas de ligacdo e regulacdo da atividade da SERCA (PLB e
SLN) ndo regulam todas as isoformas da SERCA em todos os tecidos, ja que elas
s6 sdo expressas nos tecidos cardiacos e musculares (Odermatt et al., 1998).
Porém, em células ndo musculares a SERCA pode ser regulada por mecanismos
que independem do PLB e da SLN, seja por interagdo com outras proteinas ou
por fosforilacdo direta por proteinas cinases. J& foi sugerida a presenca de
proteina analoga ao PLB no cérebro, e a regulacdo da atividade da SERCA por
PKC em neurdnio (j& que nunca foi demonstrado que a SERCA seja fosforilada
diretamente por PKC) suporta fortemente essa idéia (Dou & Joseph, 1996;
Usachev et al., 2006). Ja foi demonstrado que as SERCAs 2 (a e b) podem ser
moduladas diretamente através da fosforilagdo pela CAMK, o que leva ao
estimulo da atividade dessa bomba (Toyofuku et al., 1994). Ainda néo foi
demonstrada a fosforilagéo direta da SERCA por PKA ou PKC.

A SERCA ¢é regulada por hormbnios que controlam as fungdes
cardiovasculares como, por exemplo, a Ang Il. Ja foi demonstrado que a Ang Il é
capaz de diminuir a expressdo da SERCA 2 em cardiomiécitos ventriculares (Ju et
al., 1996). Porém, apesar do fato da Ang Il aumentar a concentragéo de Ca®" nas
células de tubulos proximais renais (Zhuo et al., 2006), seu efeito na atividade da
SERCA nessas células ainda n&o é conhecido.

Além da SERCA e da PMCA, as células também expressam a SPCA (Ca**-
ATPase da via secretoria), localizada no complexo de golgi. Assim como a PMCA
e a SERCA, a SPCA também é uma P-ATPase, e apresenta duas isoformas
conhecidas, a SPCA 1 (“housekeeping”) e a SPCA 2. Essa ATPase, responsavel
por bombear o Ca®* do citoplasma para dentro do complexo de golgi, é menor do

que a PMCA e a SERCA, e possui maior afinidade ao Ca** do que essas duas
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ATPases. Ela também bombeia 0 Mn?", que é cofator de diversas enzimas no
l[imen do complexo de golgi (Brini & Carafoli, 2009).

No tubulo proximal, a SERCA e a PMCA participam do controle da
concentracdo do Ca*" intracelular, podendo ser excelentes alvos de horménios e
autacoides que modulam o transporte de Na' e agua através de vias que

dependem de Ca?* como segundo mensageiro como, por exemplo, a Ang I

Historico do Sistema Renina Angiotensina (SRA)

A pressdo sanguinea foi medida pela primeira vez em 1733 por Stephen
Hales. Nesse caso, a técnica utilizada foi a insercdo de um tubo de latdo na
artéria carétida de cavalo. Posteriormente surgiu a técnica de medida de presséo
utilizada até hoje, com o auxilio do estetoscopio, inventado por Laennec em 1815,
e introduzida por Nicolai Korotkov em 1905. Desde entdo, a pressdo sanguinea
vem sendo bem estudada e diversas substancias capazes de altera-la foram
descobertas. A primeira idéia da regulacdo da pressdo sanguinea veio da
descoberta de um principio pressor por Tigerstedt e Bergman em 1898, que foi
chamado de “renina”, por ter sido extraido do rim (Tigerstedt & Bergman, 1898).
Gracas a essa descoberta, Goldblatt e colaboradores foram capazes de descrever
uma hipertensdo reno-vascular em animais, nos quais a artéria renal era
obstruida, parcialmente, através da utilizacdo de um grampo (Goldblatt et al.,
1934). Posteriormente, uma substéncia vasoconstritora foi isolada do sangue
venoso renal de rim isquémico de cachorro hipertenso com o mesmo modelo
experimental de Goldblatt (Braun-Menendez et al., 1940). Essa substancia foi
chamada de “hipertensina”. Uma descoberta similar foi feita, simultanea e

independentemente, ap6s a inje¢do de renina em animal intacto, sendo a
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substancia vasoconstritora isolada chamada de “angiotonina”. Em paralelo foi
isolado um *“ativador de renina”, que depois se provou ser 0 angiotensinogénio
(Page & Helmer, 1940). As substancias pressoras nomeadas de “hipertensina”
por Braun-Menendez e colaboradores na Argentina (Braun-Menendez et al.,
1940) e de “angiotonina” por Page e Helmer nos Estados Unidos (Page & Helmer,
1940) foram posteriormente isoladas e se verificou serem a mesma substancia,
um octapeptideo cujo precursor era o angiotensinogénio (Elliott & Peart, 1956;
Skeggs et al., 1956; Bumpus et al., 1957). Em 1958, Page e Braun-Menéndez
concordaram em unir os dois nomes de suas descobertas (“angiotonina” e
“hipertensina”, respectivamente) em um termo hibrido para o octapeptideo
pressor: angiotensina (De Gasparo et al., 2000).

Em 1987, um comité formado pela Sociedade Internacional de Hipertenséao,
Associacdo Americana do Coragdo e a Organizagdo Mundial da Saude
propuseram a abreviacdo do termo angiotensina para Ang, usando o
decapeptideo angiotensina | (Ang 1), como referéncia para a numeracdo dos
aminoacidos de todos os peptideos de angiotensina (Dzau et al., 1987).

ApoOs a descoberta da angiotensina Il (Ang Il), muitos estudos foram e
ainda vém sendo realizados para compreender os mecanismos de sua sintese,
estrutura e fungdo. Gracas a esses estudos, hoje em dia, a cascata que leva a
formacdo da Ang Il e o sistema renina angiotensina (SRA) j& estdo bem
caracterizados. Porém, nossos conceitos a respeito das diferentes agbes
biolégicas do SRA vém sofrendo alteragbes, com estudos descrevendo novos
componentes desse sistema que incluem novas enzimas, novos peptideos
biologicamente ativos e novos locais de sintese, tornando esse sistema cada vez

maior e complexo.
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A Ang Il é um hormdnio autacdide (com agdo na célula que é produzida e
nas células adjacentes) octapeptidico, cujo seqiéncia de aminodcidos &, em
humanos, cavalos e porcos, NH,-Asp'-Arg®-Val*-Tyr*-lle>-His®-Pro’-Phe®-COOH.
Em bovinos, o residuo de isoleucina na posi¢do 5 € substituido por valina (ver
revisdo De Gasparo et al., 2000). A Ang Il é um hormdnio de fundamental
importancia para o funcionamento do organismo, sendo responsavel pela
manutencdo da homeostase do meio interno, controlando o balan¢o hidro-
eletrolitico, o tdnus vascular, o volume extracelular e a presséo arterial.

A formagdo da Ang Il no SRA sistémico se inicia com a liberagdo dos
granulos de renina pelas células justaglomerulares das arteriolas aferentes renais.
Existem trés mecanismos que acarretam esta liberacdo de renina: a queda da
pressdo da perfusdo renal, a baixa concentracdo de NaCl nas células da macula
densa e a queda da pressdo sanguinea sistémica, ativando a inervagéo simpatica
(Mello-Aires, 2008d).

Dois segundos mensageiros sdo importantes para que ocorra a liberagao
da renina: o célcio e o AMPc. A queda da concentragdo de célcio no citosol e o
aumento do AMPc (via adenilato ciclase) elevam a secrecdo de renina (Mello-
Aires, 2008d; Ortiz-Capisano et al., 2007). Porém, ainda ndo se sabe se esses
dois segundos mensageiros agem independente ou sequencialmente.

A liberacdo da renina pelas células justaglomerulares é apenas o inicio no
SRA. A renina é uma enzima glicoprotéica (carboxipeptidase), que é liberada via
exocitose. Primeiramente ela é sintetizada nas células justaglomerulares como
pré-pré-renina, com 401 residuos de aminoacidos (Peach, 1977; Griendling et al.,
1993). ApOs a sua traducdo, a pré-pro-renina tem um peptideo de 20 amino&cidos

clivado de sua estrutura no reticulo endoplasmatico. Esse peptideo de 20
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aminoacidos clivado é estocado no complexo de Golgi na forma de granulos,
onde vai ser convertido na renina ativa. Essa renina ativa é que vai ser liberada
por exocitose pelas células justaglomerulares quando ha o estimulo. A renina
cliva o angiotensinogénio, seu substrato e o Unico precursor conhecido dos
peptideos de angiotensina.

Na visdo classica, o angiotensinogénio, uma globulina, é sintetizado e
liberado pelo figado, sendo clivado, pela renina, sistemicamente. A acdo da renina
sobre o angiotensinogénio forma a angiotensina | (Ang ), um decapeptideo
(Peach, 1977; Jagadeesh, 1999) (Figura 7). A partir dai, a Ang | sofre a acéo da
enzima conversora de angiotensina (ECA), levando a formagéo da Ang Il (Figura
7). Duas formas distintas de ECA séo expressas em humanos, a forma somética,
que é particularmente abundante na superficie endotelial das veias pulmonares e
também é expressa em outros tipos de células, como em algumas células do
musculo liso, mondcitos, linfécitos T e adipécitos, e a forma testicular (El-Dorry et
al., 1982). As duas formas estdo presentes na superficie celular como
ectoenzimas, hidrolisando os peptideos circulantes. Além disso, uma forma
solavel de ECA também esta presente no plasma e em outros fluidos corporais
(Hooper et al., 1987). Todos os tipos de ECA hidrolisam outros peptideos
circulantes como, por exemplo, a bradicinina que é inativada quando hidrolisada
pela ECA (Yang et at., 1970). A ECA somatica (massa molecular de 180 kDa) &
uma glicoproteina composta de dois sitios cataliticos (dominio COOH-terminal e
dominio NHa-terminal), j& a ECA testicular € menor (90 — 110 kDa) e contém
apenas um sitio catalitico, que corresponde ao dominio carboxi da ECA somatica.
No SRA cléssico, a Ang | € convertida em Ang Il na circulacdo pulmonar, pela

acdo da ECA somatica, presente nas células endoteliais das veias pulmonares,
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Figura 7. Visao classica do SRA. A Ang Il era tida como produzida apenas de
forma sistémica, sendo o angiotensinogénio, produzido apenas pelo figado,
clivado pela renina, produzida nas células justaglomerulares, levando a formacgéo
da Ang |, clivada pela ECA formando a Ang Il, considerada o Unico peptideo com
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que retira os dois ultimos aminoacidos de Ang |, formando o octapeptideo Ang Il

(Soubrier et al., 1993) (Figura 7).

O SRA atual

Na visdo classica, acreditava-se que a Ang Il era formada apenas de forma
sistémica, como descrito no item anterior, e era considerada o Unico peptideo
ativo do sistema. Porém, ao longo dos anos, essa visao vem sendo reformulada.
Por exemplo, o angiotensinogénio, o polipeptideo precursor da Ang I, era tido
como sintetizado somente no figado, porém, atualmente, j& foi demonstrado que
tecidos como o coracao, o endotélio, os rins e o tecido adiposo também sintetizam
este polipeptideo (ver revisdo Kumar et al., 2007). Assim, além do SRA sistémico,
hoje j& se tem conhecimento do SRA tecidual. Ou seja, além da Ang Il que é
formada na circulagdo, provinda do angiotensinogénio hepatico e da renina do
aparelho justaglomerular, existe a formacao local desse peptidio na cascata de
protedlise limitada tecidual. Isso ocorre quando o tecido tem todos o0s
componentes necessérios para a biossintese da Ang I, como o mRNA para
renina, o angiotensinogénio e a ECA, em quantidades detectaveis. Diversos
estudos relatam a existéncia de uma cascata do SRA tecidual. Esses
componentes do SRA podem ser encontrados em tecidos e 6érgdos como cerebro,
coracao, vasculatura, tecido adiposo, gonadas, pancreas, placenta, rins, entre
outros (Speth et al.,, 1999; Engeli et al., 2000; Nielsen et al., 2000; Bader et al.,
2001; Sernia, 2001; Morimoto & Sigmund, 2002). A Ang Il tecidual também tem
acdo no local de sua sintese, aumentando a sua prépria concentracdo e

contribuindo para a sustentagdo do seu efeito local. Tem sido demonstrado que,
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quando esse fenbmeno é mantido a longo prazo, ocorre a ativacdo de processos
inflamatdrios associados a lesao tecidual (Navar, 2009).

Além do SRA sistémico e tecidual, também existe o SRA intracelular, ou
intracrino, que é caracterizado pela presenca dos componentes do sistema
(angiotensinogénio, renina e ECA) e a sintese da Ang Il dentro de uma Unica
célula. A presencga dos componentes do SRA ja foi confirmada em diferentes tipos
celulares, como em células renais corticais de rato, cromafins adrenais
medulares, e células da glandula pituitaria (Hunt et al., 1992; Vila-Porcile &
Corvol, 1998; Wang et al., 2002). Além disso, existem evidéncias de que a Ang Il
extracelular, quando se liga ao receptor de membrana do tipo 1 (AT, é
internalizada junto com seu receptor em vérias células, como células do musculo
liso vascular e células epiteliais renais (Griendling et al., 1987; Anderson & Peach,
1994; Schelling & Linas, 1994; Hein et al., 1997; Thekkumkara & Linas, 2002). A
presenca de Ang Il intracelular ja foi confirmada em varios tipos celulares, como
em cardiomiécitos e em células renais (De Mello, 1998; Zhuo et al., 2006).

A Ang Il intracelular, seja internalizada junto com o receptor, ou
sintetizada dentro da célula, desempenha fung¢des intracelulares, como regular a
comunicacao celular, a expressao génica e o crescimento celular (Filipeanu et al.,
2001). Sitios de ligacdo de Ang Il intracelular (receptores de angiotensina) foram
demonstrados no nucleo de células renais e de hepatdécitos, e na cromatina (Re et
al., 1984; Booz et at., 1992; Tang et al., 1992; Pendergrass et al., 2006). O sitio
de ligagdo da Ang Il no nucleo é considerado “AT;-like”, j& a natureza do sitio de
ligagdo na cromatina ainda é desconhecida. Esses sitios de ligacdo intracelular
(nuclear) séo funcionais, uma vez que a incubacdo da Ang Il em nucleos isolados

de hepatdcitos levou a modulagdo da expressdo génica (Re & Parab, 1984;
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Eggena et al.,, 1993). Além disso, ja foi descrita a translocacdo do AT: de
membrana plasmatica para o nucleo, apés a ligagdo com Ang Il (Bkaily et al.,
2003; Lee et al., 2003; Cook et al., 2006). Porém, ndo se sabe se o receptor do
tipo AT:1 (“ATi-like”) nuclear representa o receptor de membrana internalizado
(Kumar et al., 2007).

O primeiro estudo sugerindo efeitos funcionais para a Ang Il intracelular foi
no ano de 1971, quando Robertson e Khairallah demonstraram a localizagdo de
Ang Il injetada no nucleo de células musculares cardiacas e lisas, acompanhada
de mudangas ultraestruturais celulares (Robertson & Khairallah, 1971). Depois,
vérios estudos demonstraram outras fungbes para a Ang Il intracelular em
diferentes tipos celulares. Por exemplo, foi demonstrado que a Ang Il se liga em
fragmentos de cromatina, resultando no aumento da sintese de RNA (Re et al.,
1984; Re & Parab, 1984). Foi demonstrado também que a microinjecdo de Ang Il
em células do musculo liso vascular de rato, levou ao aumento de célcio citosélico
e nuclear, secundéario ao influxo do célcio extracelular (Haller et al., 1996). Em
células de tubulo proximal de rim de coelho, a Ang Il microinjetada levou a
mobilizacdo de célcio provindo dos estoques intracelulares, como o reticulo
endoplasmétio, via receptor AT, intracelular (Zhuo et al., 2006).

Dessa forma, na viséo classica, quando se acreditava que so6 existia o SRA
sistémico, e que a Ang Il era produzida apenas na circulacédo, ela era considerada
um horménio de fungéo enddécrina. Porém, hoje ja se sabe que a Ang Il produzida
intracelularmente possui atividade parécrina/autécrina/intrécrina.

Por tudo que foi exposto, fica evidente que o SRA é muito mais complexo
do que se imaginava ha 40 anos atrés. Desde entdo, novas enzimas, novas vias

de protedlise e novos peptideos vém sendo descritos (Figura 8).
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Figura 8. Esquema representando a visdo atual do SRA. As siglas das setas
representam as enzimas peptidases responsaveis pela hidrélise controlada dos
peptideos derivados da Ang I. AP, aminopeptidase; APA, aminopeptidase A; APN,
aminopeptidase N; CP, carboxipeptidase; EP, endopeptidase; ACE ou ECA,
enzima conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2;
CPP, carboxipeptidase P; PRCP, prolilcarboxipeptidase; NEP, neprilisina; TO,
thimetoligopeptidase; PO, prolil-oligopeptidase (Adaptado de Axelband et al.,

2009b).
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Receptores de angiotensina

Os peptideos do SRA atuam via receptores localizados nas células alvo
para promoverem seus efeitos. Existem dois tipos principais de receptores de
angiotensina, o receptor do tipo 1 (AT1) e o receptor do tipo 2 (ATy), classificados
por suas diferentes afinidades por varios antagonistas ndo peptidicos
(Timmermans et al.,, 1993). Ambos sdo membros dos receptores com sete
dominios transmembrana acoplados a proteina G (GPCRs), porém estimulam
vias de sinalizacdo completamente diferentes, levando a efeitos opostos (De
Gasparo et al., 2000).

Os principais efeitos conhecidos da Ang Il ocorrem via estimulo do receptor
AT,. O gene que codifica esse receptor, abreviado de AGTR1, est4 localizado no
cromossomo 3g. O AT; contém 359 aminoé&cidos, tem peso molecular de 41 kDa
(Curnow et al., 1992), e é antagonizado por bifenilimidazolis, como o losartan e o
cadesartan (Timmermans et al., 1993; Jagadeesh, 1999; Schmidt e Schieffer,
2003). O receptor AT, esta amplamente distribuido em 6rgéos e tecidos do animal
adulto, dentre os quais se destacam o sistema cardiovascular (células musculares
cardiacas, toda extensdo vascular, incluindo as arteriolas aferentes e eferentes e
as células mesangiais) e o rim (Paxton et al., 1993; Harrison-Bernard et al., 1997).
No rim, o AT; se localiza nas membranas luminal e basolateral dos segmentos
tubulares do néfron, nos poddcitos glomerulares, nas células da méacula densa

(Paxton et al., 1993; Sharma et al., 1998) (Figura 9).
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Extracellular

Membrane

Intracellular

Figura 9. Estrutura secundaria e sequéncia de aminoacidos do receptor de
angiotensina AT: de mamiferos. Os aminoacidos que séo altamente conservados
entre o0s receptores acoplados a proteina G estdo indicados por letras
preenchidas de preto. A posicdo das duas pontes dissulfeto extracelulares
também estdo indicadas (De Gasparo et al., 2000).
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Em ratos (lwai & Inagami, 1992) e em camundongos (Sasamura et al.,
1992) foram identificados dois subtipos do receptor AT1, 0 ATia € 0 ATig. J& 0S
humanos sé expressam um unico tipo de receptor AT,. A ligacdo da Ang Il no
receptor AT, induz mudanga conformacional do mesmo, promovendo a ativagao
da proteina G a ele acoplada, levando a ativac@o de vias de sinalizag@o através
de enzimas efetoras de membrana plasmaética, como a fosfolipase C (PLC),
fosfolipase D (PLD), fosfolipase A, (PLA,), adenilato ciclase, e canais i0nicos,
como canais de calcio voltagem dependentes do tipo L e T (De Gasparo et al.,
2000). A proteina G acoplada ao receptor AT; € do tipo G4 ou G;. No caso da
da adenilato ciclase e a diminui¢cdo da producdo do AMPc (Crane et al., 1982;
Pobiner et al., 1985; Pobiner et al., 1991).

Os principais efeitos da Ang Il ocorrem via receptor AT: acoplado a
proteina Ggq, levando a ativagdo da enzima efetora de membrana PLC, que
hidrolisa o fosfoinositideo bifosfato (PIP2) de membrana em inositol trifosfato (1P3)
e diacilglicerol (DAG), o que leva ao aumento de niveis de Ca?" intracelular e &
ativagdo da PKC (Dinh et al., 2001). Além disso, a ativagdo do receptor AT;
também culmina na ativacdo de cascatas de sinalizagdo intracelular que se
estendem ao nucleo, regulando a transcricdo génica e a expressao de proteinas
que controlam as respostas de crescimento e a proliferagéo celular. Nesse caso,
ocorre ativacdo de proteinas intracelulares como a MAPK, JAK2 e STATs
(Bernstein & Marrero, 1996).

A atividade biologica da Ang Il é dependente da aromaticidade do residuo
C-terminal Phe®. Os residuos Tyr*, His®, Arg’ e o terminal carboxi carregado

também sdo essenciais para a ativagdo do receptor (Khosla et al., 1974). J4 os
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residuos N-terminais sdo importantes para a ligacdo ao receptor e a duracdo da
acdo da Ang ll, mas ndo sdo especificamente necessarios para a atividade
biolégica. Por exemplo, a angiotensina-(2-8) [Ang-(2-8)] (Ang lll), formada pela
deplecéo do residuo Asp’, é quase tdo potente quanto a Ang Il, ja a angiotensina-
(3-8) [Ang-(3-8)] (Ang 1IV) e a angiotensina-(4-8) [Ang-(4-8)], possuem eficacia
bioldgica, mas sé@o agonistas fracos, ja que o receptor AT; possui baixa afinidade
por esses agonistas (De Gasparo et al., 2000). Os amino&cidos do receptor AT,
que sdo essenciais para a ligagdo da Ang Il inclui os quatro residuos de cisteina
que formam as duas pontes dissulfeto externas e diversos outros residuos
localizados nas regifes expostas do receptor (De Gasparo et al., 2000).

A ativacdo de muitos receptores de membrana plasmatica por seu agonista
€ seguida da internalizacdo do complexo em vesiculas revestidas por clatrina,
com degradacgéo do receptor e reciclagem da membrana plasmética (De Gasparo
et al., 2000). Existem evidéncias de que 0s mecanismos de sinalizagao
intracelular ativados por esses receptores nao participam necessariamente do
processo de internalizagdo. Nesse caso, as mudancas conformacionais que
ocorrem pela ligacdo ao agonista levariam a endocitose do receptor,
independentemente da transdug¢é@o do sinal via proteina G (De Gasparo et al.,
2000). Um exemplo de endocitose do receptor AT; ocorre via B-arrestina. Nesse
caso, 0 receptor ativado por Ang Il também ativa e € substrato das cinases de
receptor acoplado a proteina G (GRKSs). Apds a fosforilacdo da GRK, a 3-arrestina
€ atraida e se liga no receptor, desligando o sinal ativado pela proteina G,
internalizando o receptor e induzindo uma via de sinalizagcdo independente da
proteina G, como MAPK, por exemplo (Anborgh et al., 2000; Ahn et al., 2003;

Violin et al., 2006).
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O receptor de angiotensina AT; medeia as principais agfes fisiolégicas
conhecidas da Ang Il nas células renais, cardiovasculares, neuronais, endocrinas,
hepaticas e em outras células alvo. Os principais efeitos promovidos por Ang I,
via receptor AT, sdo a regulagdo da presséo arterial (vasoconstricado), retencao
de sbdio e agua (anti-natriurese e anti-diurese), sede, secre¢do hormonal
(estimula liberacdo de aldosterona e vasopressina), estimulacdo simpética,
proliferacé@o celular e remodelamento cardiaco (De Gasparo et al., 2000; Fleming
et al., 2006).

No rim, a Ang Il via AT, constringe as arteriolas eferentes e aferentes e
estimula a contracdo das células mesangiais, promovendo assim a redugé&o do
fluxo sanguineo renal e a taxa de filtracdo glomerular, com diminuicdo da carga
de Na” filtrado (Navar et al., 1996). Em baixas concentracdes, a Ang Il estimula a
atividade da bomba de Na® sensivel a ouabaina de tdbulos proximais
(aumentando a reabsorcao de sodio e agua) e, em altas concentragdes, ela inibe
essa atividade; além disso, ela ativa a bomba de Na* insensivel & ouabaina (ver
revisdo Caruso-Neves et al.,, 2001; Féraille & Doucet, 2001). A Ang Il também
estimula a atividade do trocador Na'/H" de membrana luminal nesse mesmo
segmento, no ramo grosso ascendente e tibulo distal, e de canais de Na* (ENaC)
na membrana luminal do ducto coletor cortical inicial (Mello-Aires, 2008d).

O outro receptor de angiotensina, AT, apresenta apenas 34% de
homologia ao receptor AT;. Ele é composto de 363 amino4cidos e seu gene, 0
AGTR2, esta localizado no cromossomo X em humanos. A homologia entre os
dois receptores estéd localizada principalmente nos dominios hidrofébicos, que
formam as sete hélices transmembrana. Os residuos localizados nesses dominios

helicoidais, que séo considerados essenciais para a ligagcdo de Ang Il no AT, sé&o
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preservados no AT,. As divergéncias entre os dois receptores sdo observadas
principalmente na terceira alga intracelular e na cauda C-terminal (De Gasparo et
al., 2000).

O receptor AT, € altamente expresso durante o desenvolvimento fetal, e
poucos dias ap6s 0 nascimento, sua expressao diminui rapidamente até niveis
baixos (é menos expresso que o AT;), porém detectaveis (Gross et al., 2004).
Este receptor € encontrado principalmente no coracdo e nos vasos sanguineos;
nos rins é localizado nas células do tdbulo proximal, no ducto coletor e nos
glomérulos (Carey et al., 1999; Sharma et al., 1998).

O receptor AT, é antagonizado por diferentes substancias: PD123319,
PD123177 e 0 CGP42112A, e é insensivel ao losartan (Timmermans et al., 1993;
Jagadeesh, 1999; Schmidt e Schieffer, 2003). A via de sinalizagédo ativada quanto
ocorre o estimulo do receptor AT, é completamente diferente da via estimulada
pelo receptor AT;. Estudos com *?°-Sar'-Ang Il indicaram que o receptor AT, esta
ligado a proteina Giez 0u Gigz (Zhang & Pratt, 1996). A ativacdo do AT, acoplado a
proteina G; leva a geracdo de guanidina monofosfato ciclico (GMPc) e o6xido
nitrico (NO), com consequente vasodilatagdo. Essa vasodilatacdo pode ser um
efeito direto, com a ativagcdo do AT,, ou indireto, j& que a ativacdo do AT, leva a
ativagdo do sistema calicreina-cinina, aumentando a sintese de bradicinina, que
ativa seu receptor B, e leva a formacdo de NO e GMPc, com conseqiente
vasodilatagao (Siragy & Carey, 1996; Siragy & Carey, 1997).

Além da geracdo de NO e GMPc, a ativacdo do AT, também ativa
proteinas tirosina fosfatases, como a serinal/treonina fosfatase 2A (PP2A),
proteina cinase fosfatase (MKP-1), e SHP-1 tirosina fosfatase, resultando na

inativacdo de MAPK, como as ERKs (p42 e p44) (Horiuchi et al., 1999). Existem
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evidéncias de que o receptor AT, é capaz de abrir o canal de K', ativar a
fosfolipase A, (PLA;) e a geracdo de prostaglandinas, estimular a produgédo de
ceramida e inibir a atividade da enzima Na'-ATPase renal via proteina Gio (De
Gasparo et al., 2000; Berry et al., 2001; Lara et al., 2006).

Ao contrario do receptor AT;, o AT, tem se mostrado resistente a
internalizacdo em resposta a ligacdo do agonista, sugerindo que o AT
permanece disponivel na membrana plasméatica sem dessensibilizacdo a
respostas prolongadas (Csikos et al., 1998).

As ag0es vasculares do receptor AT, podem ser aumentadas pelo bloqueio
do receptor AT;. Nesse caso, a Ang Il leva a resposta hipotensora aguda em
animais normais (Barber et al., 1999; Carey et al., 2001). Assim sendo, alguns dos
efeitos benéficos, que ocorrem quando ha o bloqueio do ATi, nos vasos
sanguineos, coracao e rins, parecem ser mediados, pelo menos em parte, pelo
AT, (Carey et al., 2000). Por exemplo, a agao hipotensora do bloqueio do ATy,
com losartan, foi completamente extinta pela inibicdo do AT, com PD123319 em
ratos com hipertenséo renovascular (Siragy & Carey, 1999), indicando que o AT,
participa dessa acao hipotensora na presenca do losartan. Além da vasodilatacao,
0 AT, também possui efeito antiproliferativo e apoptético em células do musculo
liso vascular (Suzuki et al., 2002).

No coracdo, o AT, inibe o crescimento e o remodelamento, induz a
vasodilatacdo e, em algumas patologias cardiacas, como na faléncia cardiaca ou
infarto do miocérdio, ele tem sua expressdo aumentada (Ohkubo et al., 1997,
Schneider & Lowell, 2001). J& foi demonstrado que a expressao aumentada do

receptor AT, em cardiomidcitos atenua a fibrose intersticial cardiaca induzida por
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Ang Il via aumento de bradicinina/NO/GMPc, sem efeito na hipertrofia do
cardiomidcito (Kurisu et al., 2003).

No rim, o AT,, ao contrario do AT, induz a natriurese, a diurese e a
vasodilatacdo. A ativagédo do AT inibe a atividade da enzima (Na'+K")ATPase de
tibulo proximal, em rim de rato, por via dependente de NO/GMPc (Hakan &
Hussain, 2006); além disso, a ativacdo do receptor AT, com altas doses de Ang Il
inibiu a reabsorcdo de NaHCO; pelas células de tdbulo proximal em
camundongos (Haithcock et al., 1999), aumentando a perda renal de Na".

Ou seja, em termos fisioldgicos, os principais efeitos de Ang Il ocorrem via
receptor AT;, porém, em certos casos, como em altas concentracbes desse
peptideo ou na presenca de alguns metabdlitos de angiotensina, o receptor AT, €
ativado e estimula efeitos opostos aos do receptor AT1, impedindo a exacerbagéo
de seus efeitos.

Muitos receptores acoplados a proteina G podem formar homodimeros ou
heterodimeros, inclusive entre receptores de hormbnios vasoativos
diferentes. Sendo assim, j4 foi demonstrado a formacdo de heterodimeros
estaveis dos receptores de angiotensina e bradicinina AT:1/B,. Nesse caso, as
principais proteinas acopladas ao receptor AT, (Gqq € Gig) estédo com a ativagéo
aumentada, e a endocitose dos dois receptores dificultada com a
heterodimerizacdo (AbdAlla et al., 2000). Foi demonstrado também que em
mulheres com pré-eclampsia, h4& um aumento na formagdo de heterodimeros
AT1/B», contribuindo para a hipertensdo dessas mulheres (AbdAlla et al., 2001b).
Além disso, os receptores de angiotensina AT, e AT, podem formar homodimeros
AT1/AT1 ou AT,/AT, ou podem formar heterodimeros AT1/AT,. J& foi demonstrado

que, em heterodimeros AT1/AT,, 0 AT, estabiliza ou induz uma conformacé&o no
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receptor AT, que ndo permite mais realizar a mudanga conformacional necesséria
para ativagao da proteina G a ele acoplada. Esses resultados demonstraram que
a ligacdo do AT; com o AT, inibe a ativagdo do AT: (AbdAlla et al., 2001a).
Porém, ja foi demonstrado pelo nosso laboratério que a ativacdo de
heterodimeros AT:/AT, em membrana basolateral de tibulo proximal de rim de
ovelha com baixas concentragbes de Ang ll, ativa a via descrita para o AT
(PLC/DAG/PKC), levando a inibicdo da PMCA (Axelband et al., 2009a).

Seja como for, a heterodimerizagcdo do receptor AT:/AT, pode modular
respostas desencadeadas por Ang Il em diversos modelos que expressam os dois

receptores.

SRA intrarenal

Como dito anteriormente, os rins sdo excelentes alvos de hormdnios e
autacodides que regulam a pressdao arterial e, inclusive, sintetizam alguns desses
horménios. Além da sintese e secre¢d@o dos granulos de renina, que ira atuar no
SRA sistémico, pelo aparelho justaglomerular, o rim foi o primeiro 6rgéo a ter o
SRA tecidual descrito. Estudos in vivo, nos quais 0 SRA intrarenal foi inibido
através da infusdo de bloqueadores dos receptores de Ang I, resultaram em
aumento de fluxo plasmético renal, taxa de filtracdo glomerular e excrecéo renal
de Na* e 4gua (Kimbrough et al., 1977; Levens et al., 1981; Levens et al., 1983).
Posteriormente, foi demonstrado que todos os componentes do SRA: renina,
angiotensinogénio e mRNA da ECA, estdo presentes no rim (Bruneval et al.,
1986; Gomez et al., 1988; Ingelfinger et al., 1990; Yanagawa et al., 1991).

Os niveis de Ang Il sdo muito maiores nos rins do que no plasma,

indicando que os niveis renais desse hormdnio ndo sdo devidos apenas ao
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equilibrio ndo especifico entre a concentracdo de Ang Il circulante e o fluido
extracelular intrarenal (Campbell et al.,, 1991; Guan et al., 1992; Reams et al.,
1993). A concentracdo da Ang Il renal (no intersticio e no fluido do tubulo
proximal) é na faixa nanomolar, chegando a ser de 100-1000 vezes maior do que
a concentragdo no plasma, demonstrando que a maior parte dessa Ang Il
intrarenal € sintetizada no rim (Seikaly et al., 1990; Navar et al., 1994). Além da
sintese basal de Ang Il, os rins também s&o capazes de acumular Ang Il via
endocitose junto com o receptor ATz (Zhuo et al., 2002).

A Ang Il também se encontra no fluido tubular proximal em concentragcfes
muito maiores do que a concentragdo plasmatica (Navar et al., 1994). A
concentracao da Ang Il no fluido tubular dos outros segmentos do néfron ainda
ndo é conhecida por causa das dificuldades técnicas de coletar volume suficiente
ou a falta de acesso a esses segmentos (Navar et al., 2002). Além da Ang I
filtrada no glomérulo, ela pode também ser liberada pelas células epiteliais do
néfron ou ser sintetizada no proprio limem (Figura 10).

A maior parte do angiotensinogénio intrarenal foi localizado em células do
tibulo proximal, sugerindo que esse segmento do néfron fornece o substrato para
a Ang | e Ang Il intersticial e intratubular, podendo ser diretamente secretado no
[Gmen tubular (Yanagawa et al., 1991; Terada et al., 1993; Darby & Sernia, 1995)
(Figura 10). Por causa do seu tamanho, € improvavel que o angiotensinogénio
plasmético possa ser filtrado pelo glomérulo. A Ang | pode ser formada no limen
tubular a partir da hidrélise do angiotensinogénio, produzido e secretado pelas
células do tdbulo proximal, pela renina, que também € produzida e secretada

pelas mesmas células na luz tubular (Figura 10).
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Figura 10. SRA intrarenal. A Ang Il se encontra na faixa hanomolar no intersticio e
no limem renal, e na faixa picomolar no plasma. Tanto a Ang Il quanto a Ang |
séo filtradas no glomérulo. As células do tubulo proximal sintetizam e secretam
Ang Il na luz tubular e, também, secretam angiotensinogénio e renina, o que leva
a sintese de Ang Il luminal, pela acdo da ECA localizada nha membrana luminal
dessas células. AGT: angiotensinogénio; BC: capsula de Bowman; PT cells:
células do tubulo proximal;, ACE: enzima conversora de angiotensina; nM:
nanomolar; pM: picomolar (Adaptado de Prieto-Carrasquero et al., 2009).
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Culturas de células de tubulo proximal apresentam mRNA de renina, sendo
essa proteina sintetizada e secretada por essas células no limem (Yanagawa et
al., 1991; Moe et al., 1993; Henrich et al., 1996). Uma vez formada, a Ang | pode
ser hidrolisada a Ang Il pela ECA localizada na membrana luminal das células do
tibulo proximal (Schulz et al., 1988; Sibony et al., 1993) (Figura 10).

Os rins também apresentam abundancia de receptores de Ang Il nos
diferentes segmentos do néfron. O receptor AT; foi localizado na membrana
basolateral e luminal do tubulo proximal, na alga de Henle ascendente, tubulo
distal, ducto coletor, poddcitos glomerulares e nas células da macula densa
(Paxton et al., 1993; Harrison-Bernard et al., 1997; Sharma et al., 1998; Miyata et
al., 1999; Wang et al., 1999). Ja o receptor AT, foi encontrado no tibulo proximal,
ducto coletor e em células epiteliais glomerulares (Sharma et al., 1998; Miyata et
al., 1999; Wang et al., 1999).

A grande concentragdo de Ang Il nos rins e a expressédo dos receptores
desse hormdnio em diversos segmentos do néfron fazem do rim um importante
alvo do SRA. Porém, embora o SRA intrarenal seja essencial para a fungéo
normal dos rins, a superexpressdo dos seus componentes pode gerar
hipertenséo, faléncia renal aguda e cronica, nefropatia diabética e doenca do rim
policistico (Navar et al., 2002; Carey & Siragy, 2003; Graciano et al., 2004;
Loghman et al., 2004; Almeida et al., 2006).

Os elevados niveis de Ang Il na luz tubular, assim como sua sintese nesse
local, indicam que esse peptideo ndo estéd presente no ultrafiltrado apenas para
ser excretado com a urina, ele possui acdes bioldgicas via membrana luminal das
células do tubulo proximal tdo importantes quanto suas ac¢des via membrana

basolateral, em resposta a Ang Il intersticial.
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Resultados Prévios

Resultados prévios do nosso laboratorio demonstraram que a Ang Il em
baixas concentragdes, 10™° M, inibe a atividade da PMCA de MBL de tabulo
proximal renal através da ativacdo de receptor sensivel a Losartan e PD123319
(antagonistas dos receptores AT; e AT, respectivamente), enquanto altas
concentragoes, 10°® M, retornam a atividade da PMCA ao nivel controle, um efeito
atribuido a metabolizacdo de Ang Il (Assuncdo-Miranda et al., 2005).

Foi visto também que a inibicho da PMCA promovida por baixas
concentragdes de Ang Il ocorre via heterodimeros AT:/AT, e que aumentos na
concentracdo de Ang Il leva a dissociacdo desses dimeros. Por HPLC foi possivel
observar que a incubacdo de MBL com concentragdes micromolares de Ang Il
leva & formac&o de dois metabdlitos denominados de M; e M,, formados pela
acdo das angiotensinases presentes nessa membrana. Esses metabdlitos foram
identificados como o aminoécido tirosina e Ang-(3-4). A principal via de protedlise
de Ang Il que leva a formacdo de Ang-(3-4) em MBL teve como intermediarios
Ang-(1-7) — Ang-(1-5 — Ang-(1-4) — Ang-(3-4) e peptidases como
carboxipeptidase P (CPP), enzima conversora de angiotensina (ECA), e a
neprilisina (NEP) envolvidas. A Ang-(3-4) foi identificada como o metabdlito
formado pelo aumento da concentracdo de Ang Il responséavel pela reversdo da
inibicdo da PMCA promovida por Ang ll, através da dissociagdo do heterodimero
AT./AT, e, possivelmente, também através da modulacdo da PMCA via
receptores AT, (Axelband et al., 2009a,b). Porém, esses resultados prévios foram
obtidos em fragBes enriquecidas em membrana basolateral de tabulo proximal de

rim de ovelha.
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Objetivos

Objetivo geral

As Ca®*-ATPases sdo de grande importancia na manutencdo das
concentragdes de Ca?" intracelular, podendo se tornar excelentes alvos de
horménios e autacéides, como a Ang Il, que atuam via Ca®" intracelular para
alterar a reabsorcdo de Na* no tibulo proximal. Porém, pouco se sabe sobre a
regulagdo da atividade Ca®*-ATPasica por Ang Il nessas células, principalmente
via membrana luminal, embora as concentra¢des desse peptideo no limem sejam
elevadas.

Sendo assim, 0 objetivo principal desta dissertacéo visa analisar os efeitos
da angiotensina Il na atividade Ca*-ATPé&sica em culturas de células LLC-PK;
mediados através da membrana luminal e contribuir para o melhor entendimento
da homeostasia do célcio mediado por este hormdnio. As células LLC-PK; séo
células epiteliais derivadas de tubulo proximal de rim de porco, que, quando em
cultura, com confluéncia acima de 70%, permanecem polarizadas, com a
formacdo das duas membranas (basolateral e luminal) e as redes regulatorias e
os transportadores nas membranas especificas (Hoque et al., 2009; Khan et al.,

2006).

Objetivos especificos

Para obter as respostas necessérias, 0s objetivos especificos dessa

dissertagao foram:
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1) Investigar o efeito de Ang Il na atividade Ca®*-ATPasica em cultura de
células LLC-PK1, observando seu efeito nas duas bombas de célcio presentes
nessas células: PMCA e SERCA,;

2) Analisar o curso temporal do efeito da Ang Il na atividade Ca**-ATPéasica
dessas células;

3) Identificar os receptores de Ang Il envolvidos neste processo;

4) Investigar a possivel formacado de heterodimeros dos receptores de Ang |l
nestas células;

5) Identificar a via de sinalizagdo estimulada por Ang Il na membrana

luminal, para promover os efeitos observados na bomba de célcio.
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Material e Métodos

Cultura de células epiteliais renais

Células epiteliais derivadas de tubulo proximal de rim de porco
imortalizadas (LLC-PK;) foram cultivadas na concentragéio de 2 x 10°> em 5 ml de
meio DMEM (Dulbeccos's modified Eagle's médium) suplementado com L-
glutamina, baixa concentracéo de glicose (GIBCO/Invitrogen — ref.: 31600-034) e
10% de soro fetal bovino (GIBCO/Invitrogen — ref.:12657-029). As células foram
mantidas em garrafas de plastico (25 cm?) (TPP — ref.: 90025), por 72 h, a 37° C,
em estufa com atmosfera de 5% CO,. Apos atingir a confluéncia as células foram
repicadas, com o meio sendo descartado e as células lavadas com PBS
(Na;HPO,4 0,01 M + NaCl 0,137 M + KH,PO,4 0,0017 M + KCI 0,0027 M), a pH 7,5.
As culturas lavadas foram entdo incubadas por 2 min em solugéo de tripsina em
EDTA 0,5% (Invitrogen. Ref. 25300054). A acao da tripsina foi interrompida pela
adicdo do mesmo meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB). As células foram entdo transferidas para tubos de 15 ml (TPP — ref.
91015) e submetidas a centrifugagéo (525 g por 2 min a temperatura ambiente). O
sobrenadante resultante foi descartado e o pellet ressuspenso em 5 ml de DMEM
com 10% de SFB. Esta suspenséao celular foi, entdo, distribuida em 4 garrafas de

25 cm?.

Tratamento com Angiotensina Il e ferramentas farmacoldgicas em células
LLC-PK;
As células LLC-PK; em cultura ficam com a membrana basolateral aderida

na placa e a membrana luminal exposta ao meio de cultura. Ao adicionar Ang Il
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ou qualquer outra substédncia ao meio de cultura, ela entra em contato com a
membrana luminal das células e ndo com a membrana basolateral. Portanto, os
efeitos analisados da Ang Il na atividade Ca®*-ATPasica das células LLC-PK;
nesta dissertacdo, foram efeitos via membrana luminal.

5 x 10° células eram distribuidas em garrafas de 25 cm? com meio DMEM
com 10% de SFB e crescidas a 37° C em atmosfera de 5% de CO, por 3 dias.
Apos esse periodo, com as células com 100% de confluéncia, o sobrenadante era
retirado e a cultura era lavada com PBS. 5 ml de meio DMEM sem soro era
adicionado a cultura. Diferentes concentragdes de Ang Il (0,01 pM a 1 yM) foram
adicionadas a cultura por diferentes tempos de incubacédo a 37° C em atmosfera
de 5% de CO,. Nos ensaios em que foram estudados a via de sinalizagéo e os
receptores envolvidos, antagonistas dos receptores de Ang Il (10° M Losartan e
107 M PD123319) ou o inibidor especifico da PKC (50 nM Calfostina C) foram
adicionados a cultura 10 minutos antes da incubacdo com Ang Il. Apdés a
incubacé@o das células nas diferentes condi¢des, as células foram lavadas em
PBS, raspadas das garrafas e transferidas a tubos Falcon (15 ml) para
centrifugacdo (525 g por 3 min a temperatura ambiente). O sobrenadante foi
descartado e o pellet resultante foi ressuspenso em solu¢do contendo EDTA 1
mM, Hepes-Tris pH 7,0 20 mM, Sacarose 250 mM e inibidor de tripsina 0,15
mg/mL. As células ressuspensas na solugdo foram entdo lisadas com um
homogeneizador do tipo Potter—Elvejhem e pistilo de teflon por 10 vezes. O lisado
celular foi mantido em gelo para a preservagdo das proteinas. A concentracdo de
proteina e a atividade Ca”**-ATPasica do lisado celular foram medidas no mesmo
dia. A concentracdo de proteina foi dosada segundo o método de Lowry et al.

(1951), com algumas modificagcbes, como a desnaturacdo da proteina a ser
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dosada com SDS 5%, utilizando albumina de soro bovino 0,1 % (p/v) como

padréo.

Dosagem de atividade da Ca2+—ATPase das células LLC-PK;

A atividade da Ca?*-ATPase foi mensurada pela quantificacdo do fosfato
inorganico (P;) resultante da hidrélise do ATP, determinado através do método
colorimétrico de Taussky e Shorr (1953). A atividade Ca®'-ATPésica total foi
obtida pela diferenca entre as determinacfes na presenca e auséncia de Ca*
(EGTA 2 mM). A atividade da PMCA foi calculada na presenca de Ca? e
tapsigargina 1 pM (inibidor especifico da SERCA) e a atividade da SERCA foi
determinada pela diferenca entre a atividade Ca?*-ATPasica total e a PMCA. O
meio de reagdo continha: Bis-tris-propano 50 mM (pH 7,4), ATP 5 mM, MgCl, 5
mM, NaN; 10 mM, KCI 120 mM, ouabaina 0,1 mM, EGTA 0,2 mM e Ca?
suficiente para a obtengdo de 7,5 uM de Ca* livre (descrito adiante). Para a
medida da atividade da PMCA e da SERCA, foi adicionado também ao meio de
reagao tapsigargina 1 uyM. A reagao foi iniciada com a adigdo de 0,1 mg/ml de
proteina do lisado celular a 37° C e interrompida apds 20 min com a adigédo de
carvao ativado em HCI 0,1 N para a adsorcao de ADP e ATP n&o hidrolisado.

A concentragdo de Ca” livre é calculada empregando um programa de
computador (MCALC), que se baseia num método interativo (Inesi et al., 1980),
modificado por Sorenson et al. (1986) a partir do original desenvolvido por Fabiato
e Fabiato (1979). Este programa considera as diferentes espécies envolvidas no
equilibrio entre EGTA, Ca®*, Mg?*, as diferentes formas i6nicas do ATP, K" e H" e
a influéncia da forca i6nica nas constantes de associacdo entre Ca** e EGTA.

Com as informagbes das concentragdes de cada um destes compostos, calcula-
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se a concentracdo de CaCl, a ser adicionada ao meio contendo EGTA 0,2 mM

para a obtencdo da concentracdo de Ca?" livre desejada.

Imunoprecipitagdo e Western blotting para detec¢cdo de AT; e AT, nas
células LLC-PK; e a presenca de heterodimero ATi/ AT,

O lisado de células LLC-PK; foi obtido como descrito nas secdes
anteriores. Apés a dosagem de proteina, 1 mg/ml de proteina foi solubilizada em
CHAPS 0,01% (p/v) por 30 min a temperatura ambiente.

O anticorpo anti-AT; ou 0 anticorpo anti-AT, (anticorpos policlonais Santa
Cruz Biotechnology - Santa Cruz, CA, USA - diluicdo 1:200) foi pré-incubado, por
20 min sob leve agitagdo, com proteina A-agarose na propor¢do 1:1. Antes, a
proteina A-agarose foi centrifugada 3 vezes a 3300 x g por 1 min a temperatura
ambiente, havendo lavagens com solucdo salina tamponada com Tris pH 7,6,
TBS, entre as centrifugacdes. Posteriormente, a mistura anticorpo-proteina A-
agarose foi ressuspensa em BSA 1 mg/ml, CHAPS 0,01% (p/v), para evitar que a
proteina A-agarose se ligue a outras proteinas além do anticorpo primario, e,
entdo, adicionada ao lisado celular e mantida sob leve agitacdo a 4° C overnight.
O sobrenadante foi separado do imunoprecipitado por uma centrifugagdo a 1000
x g por 4 min a 4° C. Apés trés centrifugacdes (as duas primeiras a 16100 x g por
10 min a 4° C e a Ultima seguindo as mesmas condi¢cfes, porém apenas por 4
min, com lavagens em TBS intercalando as centrifugagdes), o imunoprecipitado
foi ressuspenso em tampao de amostra contendo (3-mercaptoetanol e azul de
bromofenol, aquecido a 100° C por 4 min — a fim de desligé-lo do anticorpo-
proteina A — e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com SDS,

assim como o sobrenadante. Ambos, entdo, foram transferidos para uma
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membrana de nitrocelulose, onde sofreram bloqueio por 1 h com leite 5% em
TBS, e depois foram incubados, primeiramente com o anticorpo priméario anti-AT1
por 1 h, a temperatura ambiente. A membrana foi lavada 5 vezes por 3 min em
TBS e, em seguida, incubada com o anticorpo secundéario por 1 h (anticorpo
secundéario policlonal anti-rabbit GE Healthcare Life Sciences do Brasil - Séo
Paulo, Brasil). Ap6s novas lavagens (5 vezes por 3 min em TBS), o resultado foi
entdo visualizado utilizando-se o kit de quimioluminescéncia ECL® (GE
Healthcare Life Sciences do Brasil - Sdo Paulo, Brasil). A banda de ambos os
receptores (AT e AT,;) é detectada em 45 KDa. A mesma membrana foi
submetida a tratamento com glicina 0,2 M (pH 2,2) por 30 min a temperatura
ambiente para o desligamento do anticorpo primério anteriormente utilizado e
posteriormente incubada com anticorpo anti-AT, por 1 h, também & temperatura
ambiente, seguida do anticorpo secundario (ap0s lavagem) repetindo-se o
procedimento anterior. A diluicdo dos anticorpos priméarios anti-AT1 e anti-AT2 foi
1:500 em leite 2% (p/v) em TBS e a do anticorpo secundario anti-rabbit foi 1:2500

também em leite 2% (p/v) em TBS.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram comparados através do programa GraphPad
Prisma 5.0. A andlise estatistica dos resultados foi feita através do teste One-way
ANOVA e pos-teste Newman-Keuls. Em todos os casos, as diferengcas sao
consideradas estatisticamente significativas entre os dados quando sdo menores

gue 5% (p < 0,05), sendo indicadas por asteriscos ou por letras diferentes.
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Resultados

Efeito da Angiotensina Il na atividade Ca*-ATPasica total das células LLC-
PK;

Para analisar o efeito da Ang Il na atividade Ca?-ATPasica das células
LLC-PKj, as células foram incubadas com diferentes concentracdes de Ang Il (10
4'M a 10°® M) por 30 min, a 37°C, em 5% de CO,, e a atividade enzimética foi
medida como descrito no item Material e Métodos. Com isso, foi observado que a
Ang Il modula a atividade Ca**-ATPésica total das células de maneira bifasica.
Baixas concentracdes de Ang Il (10™ M a 10"° M) estimulam a atividade
enzimatica em aproximadamente 65% (10™° M), enquanto altas concentragées do

peptideo (10® M e 10°® M) n&o alteram a atividade ATP4sica (Figura 11).
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Efeito da Ang Il na atividade Ca’*-ATPasica total
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Figura 11. A Ang Il modula de maneira bifasica a atividade Ca®*-ATP4sica total
das células LLC-PK;. As células foram incubadas com Ang Il em diferentes
concentracdes de 10™* M a 10°® M por 30 min e a atividade Ca?*-ATP4sica foi
medida conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados sdo expressos
como média + erro padrdao (n > 7). a, b: letras diferentes representam valores
estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Efeito da Angiotensina Il na atividade das duas bombas de célcio das
células LLC-PKi: PMCA e SERCA

Sabendo que a Ang Il modula a atividade Ca**-ATPa4sica total das células
LLC-PK; de maneira bifasica, o préximo passo seria investigar se esse efeito era
resultado do estimulo das duas bombas de céalcio, PMCA e SERCA. Para analisar
o efeito da Ang Il na atividade das duas bombas de Ca?", PMCA e SERCA, foi
utilizada a tapsigargina. Esse farmaco inibe especificamente a atividade da
SERCA, sendo possivel observar a atividade da PMCA apenas. Ja a regulacdo da
atividade da SERCA pela Ang Il foi analisada pela diferenca entre a atividade
Ca?-ATPasica total e a PMCA. Assim, foi possivel observar que a Ang Il em
baixas concentracdes leva a um grande estimulo da atividade da SERCA. J4 altas
concentragdes de Ang Il ndo alteram a atividade enzimatica dessa bomba (Figura
12).

JA& na PMCA, a Ca*-ATPase de membrana basolateral, nenhuma
concentragdo de Ang Il foi capaz de modular a atividade desta enzima (Figura
13). Os resultados indicam que o efeito estimulatério da Ang Il na atividade Ca?'-
ATPasica total das células LLC-PK; é devido ao efeito da Ang Il na atividade da
SERCA, além disso este horménio ndo modula a atividade da PMCA nas células
LLC-PK; via membrana luminal. A Ang Il promove um estimulo, também de

maneira bifasica, similar ao perfil da Ca’*-ATPase total, na atividade da SERCA.
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Efeito da Ang Il na atividade da SERCA
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Figura 12. A Ang Il modula a atividade da SERCA das células LLC-PK; também
de maneira bifasica. As células foram incubadas com Ang Il em diferentes
concentragées de 10™* M a 10° M por 30 min e a atividade da SERCA foi medida
conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados séo expressos como
média + erro padrdo (n > 4). a, b: letras diferentes representam valores

estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Efeito da Ang Il na atividade da PMCA
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Figura 13. A Ang Il ndo modula a atividade da PMCA das células LLC-PKj via
membrana luminal. As células foram incubadas com Ang Il em diferentes
concentracdes de 10 M a 10 M por 30 min e a atividade da PMCA foi medida
conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados séo expressos como
média + erro padrdo (n > 5). Ndo se observou diferenca estatistica entre as

diferentes concentracdes de Ang II.
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Curso temporal do efeito da Angiotensina Il na atividade Ca®*-ATPésica total,
PMCA e SERCA

Para o melhor entendimento do efeito da Ang Il na atividade Ca?*-ATPasica
dessas células, foi realizado um curso temporal. Para isso, as células foram
incubadas com Ang 1l 10*° M por diferentes tempos (30 seg, 1 min, 5 min, 10 min,
30 min e 60 min) a 37°C a 5% de CO..

Com isso, foi possivel observar que com 30 seg de incubacéo, a Ang Il j&
estimula a atividade Ca?'-ATPasica total das células LLC-PK;, assim como a
atividade da SERCA. Esse estimulo se prolonga até 30 min. Apés 1 hora de
incubac&o, o efeito estimulatério da Ang Il na Ca®*-ATPase total e na SERCA
retorna a valores do controle. Em nenhum tempo de incubacéo a Ang Il foi capaz
de modular a atividade da PMCA das células LLC-PK; via membrana luminal

(Figura 14).
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Efeito da Ang 11 10™° M na atividade Ca**-ATPasica
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Figura 14. Efeito da Ang Il na atividade Ca?*-ATPasica total (), SERCA (o) e
PMCA (A) das células LLC-PK; em diferentes tempos. As células foram
incubadas com Ang 11 10%° M por diferentes tempos (30 seg, 1 min, 5 min, 10 min,
30 min e 60 min) e a atividade Ca**-ATPasica foi medida conforme descrito em
Material e Métodos. No inset, o efeito da Ang Il na atividade Ca**-ATPasica total
(o), SERCA (o) e PMCA (A) de 0 a 5 min, para melhor visualizagdo. Os
resultados s@o expressos como média + erro padrdo (n > 4). * representa valores

estatisticamente diferentes do controle e de 60 min (p < 0,05).
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Analise do receptor envolvido no efeito da Angiotensina Il na atividade da
SERCA das células LLC-PK;

Para saber qual receptor a Ang |l esta ativando para promover seus efeitos
na atividade da SERCA das células LLC-PKj, foram utilizados os antagonistas
dos receptores AT; (losartan) e AT, (PD123319).

As células foram incubadas com losartan 10"° M e PD123319 10" M por 10
min antes da incubag&o com Ang Il 10™° M por 30 min a 37°C a 5% de CO,. Além
disso, as células foram também incubadas apenas na presenca dos antagonistas
dos receptores losartan e PD123319, para verificar se essas substancias eram
capazes de modular a atividade da Ca?*-ATPase.

Com isso, foi observado que tanto o losartan quanto o PD123319 foram
capazes de bloquear o estimulo da atividade Ca?*-ATPase total (Figura 15) e da
SERCA (Figura 16A) promovidos pela Ang Il nas células LLC-PK;. Os dois
antagonistas sozinhos, losartan e PD123319, ndo possuem efeito nem na ca*-
ATPase total nem na atividade da SERCA dessas células. J4 a PMCA néo foi
modulada em nenhuma condic&o (Ang Il 10™° M, losartan, PD123319, Ang Il com
losartan e Ang Il com PD123319) (Figura 16B).

Esses resultados indicam que a Ang Il via membrana luminal das células
LLC-PKj, atua via receptor sensivel ao losartan e ao PD123319, antagonistas dos
receptores AT; e AT, respectivamente, para promover o estimulo direto da
atividade Ca**-ATPasica total, resultante do estimulo da atividade da SERCA das
células LLC-PK;, indicando fortemente que o receptor envolvido nesse estimulo é

um heterodimero AT./ATo.
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Efeito da Ang Il 10"° M na atividade Ca**-ATPasica total
na presenca de Losartan e PD 123319
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Figura 15. Analise do receptor envolvido no efeito da Angiotensina Il na atividade
Ca?*-ATPasica total das células LLC-PK;. As células foram incubadas com
losartan 10"° M ou PD123319 10 M por 10 min antes da incubacéo com Ang II
10™° M por 30 min e a atividade Ca?*-ATPasica foi medida conforme descrito em
Material e Métodos. Tanto o losartan (antagonista do receptor AT;), quanto o
PD123319 (antagonista do receptor AT,), foram capazes de bloquear o estimulo
promovido por Ang Il 10° M na atividade Ca?*-ATPa4sica total. O losartan 10° M
e 0 PD123319 10 M per se ndo modulam a atividade Ca**-ATPasica das células
LLC-PKj. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo (n > 4). a, b:
letras diferentes representa valores estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Efeito da Ang Il 10" M na atividade da SERCA
na presenga de Losartan e PD 123319
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Figura 16. Analise do receptor envolvido no efeito da Angiotensina Il na atividade
da SERCA (A) e PMCA (B) das células LLC-PK;. As células foram incubadas com
losartan 10"° M ou PD123319 10" M por 10 min antes da incubacdo com Ang Il
10 M por 30 min e a atividade Ca**-ATPasica foi medida conforme descrito em
Material e Métodos. Tanto o losartan (antagonista do receptor AT;), quanto o
PD123319 (antagonista do receptor AT,), foram capazes de bloquear o estimulo
promovido por Ang Il 10™° M na atividade da SERCA (A). O losartan 10° M e o
PD123319 107 M per se ndo modulam a atividade Ca*-ATPasica das células
LLC-PK;. A PMCA (B) ndo foi modulada em nenhuma das condigcbes de
incubacédo. Os resultados sédo expressos como média + erro padrdo (n > 4). a, b:
letras diferentes representa valores estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Identificacdo dos receptores de Angiotensina Il AT, e AT, nas células LLC-
PKi e a possivel formagao de heterodimeros

O estimulo promovido pela Ang Il na atividade Ca**-ATPasica das células
LLC-PK; via receptor sensivel ao losartan e ao PD123319, antagonistas dos
receptores AT, e AT,, respectivamente, indica fortemente que € um heterodimero
AT4/AT,.

Para confirmar a expressao dos receptores AT, e AT, nas células LLC-PKy,
e analisar a possivel formacao de heterodimeros AT:/AT, nessas células, foi
realizada uma imunoprecipitagdo seguida de Western blotting. Primeiramente os
receptores AT, e AT, foram imunoprecipitados, conforme descrito no item Material
e Métodos, e depois foi realizado um Western blotting para a deteccdo do
receptor AT: (Figura 17). Com isso foi possivel observar que, na
imunopreciptagdo do AT,, seguido de Western blotting para o proprio ATi, esse
receptor é realmente expresso nas células LLC-PK;. A baixa deteccdo desse
receptor no sobrenadante indica que a imunoprecipitagdo foi bem sucedida. J4 a
imunoprecipitagdo do receptor AT, seguida de Western blotting para o receptor
AT,, sendo o ultimo detectado com a imunoprecipitacdo com o anticorpo anti-AT,,
indica que esses dois receptores formam um heterodimero AT1/AT, nas células
LLC-PK;, podendo, assim, o AT; ser imunoprecipitado com o anticorpo anti-AT».
Uma maior detecgcdo do receptor AT; ocorreu na imunoprecipitagdo com o
anticorpo anti-AT: do que com o anticorpo anti-AT,, indicando que nem todo
receptor AT expresso nessas células forma heterodimeros com o receptor ATo.

Ele também é expresso sozinho ou na forma de homodimero AT1/AT;.
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Figura 17. Os receptores de angiotensina AT, e AT, formam heterodimeros
AT1/AT;, nas células LLC-PK;. Os receptores AT, e AT, foram imunopreciptados,
conforme descrito em Material e Métodos, e depois foi realizado um Western
blotting para a deteccdo do receptor AT;. O gréfico demonstra a andlise
densitométrica do Western blotting para o receptor AT;, indicando tanto os
imunoprecipitados (IP), quanto os sobrenadantes (S). A imunoprecipitacdo do
receptor AT;, seguida de Western blotting para o mesmo, confirma a expressao
desse receptor nas células LLC-PK;. J4 a imunoprecipitacdo do receptor ATo,
seguida de Western blotting para a detecgéo do receptor ATy, indica a formacéao
de heterodimeros AT,/AT, nessas células.
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Apos a deteccdo do receptor AT;, com Western blotting com anticorpo anti-
ATi, a mesma membrana sofreu tratamento com glicina e o Western blotting foi
repetido, s6 que com o anticorpo anti-AT, para a detec¢cdo do mesmo (Figura 18).
Assim como para o receptor ATi, a imunoprecipitacdo com anticorpo anti-AT»
seguida de Western blotting para o proprio receptor AT, demonstrou a expressao
desse receptor nas células LLC-PK;. A baixa deteccdo desse receptor no
sobrenadante também indica que a imunoprecipitacdo foi bem sucedida. Na
imunoprecipitagdo para o receptor AT;, seguida de Western blotting para o
receptor AT,, o receptor AT, foi detectado, confirmando assim a formacéo de
heterodimeros AT:/AT, nessas células, ja que o receptor AT, pode ser
imunoprecipitado com o anticorpo anti-AT;. Assim como o ATi, 0 receptor AT,
também foi mais detectado na imunoprecipitagdo com o anticorpo anti-AT, do que
com o anticorpo anti AT,, indicando que esse receptor também é expresso
sozinho ou na forma de homodimero AT,/AT, e em menor quantidade na forma

de heterodimeros com o receptor ATj.
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Figura 18. Andlise da expressao do receptor de angiotensina AT, e a confirmagéo
da formacédo de heterodimeros AT,/AT, nas células LLC-PK;. Os receptores AT; e
AT, foram imunopreciptados, conforme descrito em Material e Métodos, e depois
foi realizado um Western blotting para a deteccdo do receptor AT,. O grafico
demonstra a analise densitométrica do Western blotting para o receptor ATy,
indicando tanto os imunoprecipitados (IP), quanto os sobrenadantes (S). A
imunoprecipitacdo do receptor AT,, seguida de Western blotting para 0 mesmo,
confrma a expressdo desse receptor nas células LLC-PK;. Ja a
imunoprecipitagdo do receptor AT;, seguida de Western blotting para o receptor
AT,, confirma a formacao de heterodimeros AT1/AT, nessas células.
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Analise da via ativada por Angiotensina Il para promover seus efeitos na
atividade Ca?*-ATPasica das células LLC-PK;

Sabendo que a Ang Il via membrana luminal das células LLC-PK; estimula
a atividade da SERCA e que esse estimulo ocorre via um heterodimero AT1/AT»,
0 préximo passo foi investigar qual via de sinalizacao celular est4 envolvida nesse
efeito. Tendo em vista que os principais efeitos desencadeados por Ang Il
ocorrem via receptor AT; acoplado a proteina Gq, € culmina na ativagdo da PLC,
levando a ativacdo de PKC, essa cinase foi investigada para analisar se sua
ativacdo esta envolvida com o efeito da Ang Il na atividade Ca?*-ATPésica das
células LLC-PK;. Para isso, as células foram tratadas com o inibidor especifico da
PKC (50 nM Calfostina C) por 10 minutos antes da incubagéo com Ang Il 107*° M
por 30 min, a 37°C, em 5% de CO,. Posteriormente a atividade enzimatica foi
medida segundo o método colorimétrico de Taussky e Shorr (1953).

Com isso, foi possivel observar que a Calfostina C foi capaz de bloquear o
estimulo, tanto da Ca?*-ATPase total (Figura 19), quanto da SERCA (Figura 20A),
promovido pela Ang Il nas células LLC-PK;. Isso indica que a PKC esta envolvida
na via de sinalizagdo ativada pela Ang Il, levando ao estimulo da atividade da
SERCA das células renais em questdo. A atividade da PMCA né&o foi modulada
em nenhuma das condi¢des (Ang Il 10™° M e Calfostina C 50 nM com Ang 1l 10™*°

M) (Figura 20B).
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Efeito da Ang Il 107° M na atividade Ca**-ATPasica total
na presenca de Calfostina C
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Figura 19. A PKC esta envolvida na via de sinalizacédo ativada por Ang Il para
estimular a atividade Ca”**-ATPé&sica das células LLC-PK;. As células foram
tratadas com 50 nM Calfostina C (inibidor especifico da PKC) por 10 minutos
antes da pré-incubacdo com Ang Il 10™° M por 30 min e a atividade Ca*-
ATPasica foi medida conforme descrito em Material e Métodos. A Calfostina C foi
capaz de bloguear o estimulo promovido por Ang Il 10 M na atividade Ca*'-
ATPasica total. Os resultados séo expressos como média * erro padrdo (n > 6). a,
b: letras diferentes representa valores estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Efeito da Ang Il 10" M na atividade da SERCA Efeito da Ang Il 10" M na atividade da PMCA
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Figura 20. A PKC esta envolvida na via de sinalizagdo ativada por Ang Il para
estimular a atividade da SERCA das células LLC-PK;. As células foram tratadas
com 50 nM Calfostina C (inibidor especifico da PKC) por 10 minutos antes da pré-
incubag&o com Ang 11 10™° M por 30 min e a atividade Ca?*-ATPasica foi medida
conforme descrito em Material e Métodos. A Calfostina C foi capaz de bloquear o
estimulo promovido por Ang Il 10*° M na atividade da SERCA (A). A PMCA (B)
nao foi modulada em nenhuma das condi¢cdes de incubagédo. Os resultados séo
expressos como média + erro padrédo (n > 6). a, b: letras diferentes representa
valores estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Discussao

Esta dissertagcdo mostrou que Ang Il intratubular modula exclusivamente a
atividade da bomba de Ca'™ do tipo SERCA. Conforme apresentado na
introducéo, a Ang Il € um horménio chave na regulacdo do ténus vascular, volume
extracelular e a presséo arterial. A regulagdo do volume extracelular pela Ang Il
ocorre no rim, alterando a reabsorcéo de Na®, por exemplo, através das ATPases
de Na" (ver revisdo Caruso-Neves et al., 2001; Féraille & Doucet, 2001). Nesse
caso, a concentracdo do Ca®" intracelular é de extrema importancia, ja que o
aumento desse céation no citoplasma leva a consequente ativacdo dessas
ATPases, uma via dependente de PKC (lbarra et al., 2002; Rangel et al., 2002),
aumentando a reabsorcdo de Na' e &gua, conseqilentemente do volume
extracelular.

O estimulo da Ang Il na célula leva ao aumento do Ca** no citoplasma, seja
provindo do meio extracelular (De Mello, 1998; Eto et al., 2002) ou dos estoques
intracelulares (Zhuo et al., 2006), ativando enzimas que possuem dominios de
ligacdo de Ca®" e que s#o ativadas por essa ligacdo, passando adiante o sinal
iniciado pelo aumento da concentracdo de Ca** (Hook & Means, 2001; Parker &
Murray-Rust, 2004). Além desse aumento, vindo dos estoques intracelulares ou
do meio extracelular, uma outra forma de controlar suas concentracbes, é
regulando os transportadores de Ca**, como o trocador Na‘/Ca®" e a atividade e
expressdo da SERCA e PMCA, que séo responsaveis pelo transporte em massa
e o0 ajuste fino das concentragdes de Ca?*, respectivamente.

Na reabsorcdo tubular de solutos e agua do ultrafiltrado pelos diferentes
segmentos do néfron, o tibulo proximal é responsavel por cerca de 70% dessa

reabsorcdo, e qualquer alteragdo nesse processo pode levar a grandes danos ao
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organismo como um todo, sendo esse segmento do néfron considerado um
excelente alvo de hormdnios e autacdides como, por exemplo, Ang Il. J& foi
demonstrado que as células LLC-PKj, que sdo células imortalizadas derivadas de
tubulo proximal, expressam as duas bombas de ca* (PMCA e SERCA) e que a
adicdo de inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) leva & liberagédo de mais de 60 % do Ca®*
estocado, sendo essas células consideradas um excelente modelo para o estudo
do manejo de calcio renal (Parys et al., 1986). Além disso, j& foi visto também
através da técnica de RT-PCR, que essas células apresentam RNAmM dos
receptores de Ang Il AT, e AT, (Schupp et al., 2007) e, através de Western
blotting, a expressdo do AT,, que foi aumentada com o uso de PMA (analogo ao
DAG, estimula PKC) (Landgraf et al., 2009), portanto essas células séo ideais
para o estudo dos efeitos da Ang Il nas células renais.

Devido a grande importancia da Ang Il na func@o cardiovascular, e a
participag&do essencial do Ca®* na contragéo cardiaca, diversos estudos analisam
o bindmio Ang Il — Ca*" nas células e tecidos cardiovasculares. Muitos desses
estudos direcionam para o efeito da Ang Il no balango de Ca®*, tentando elucidar
como ocorre o manejo desse ion por esse horménio. Nesse sentido, ja foi
demonstrado que a Ang Il levou ao aumento do Ca*" citoplasmatico provindo do
meio extracelular em células do musculo liso vascular de rato (Haller et al., 1996).
Sabendo que a Ang Il é capaz de alterar a homeostasia de Ca®* nesses tecidos,
diversos grupos tentam elucidar os mecanismos pelos quais isso ocorre. Em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), a expressdo da SERCA em aorta
abdominal € mais elevada do que em ratos normotensos Wistar-Kyoto (WKY), o
que leva ao aumento da atividade da SERCA e a captacdo de Ca®* para o reticulo

nesses ratos (Levitsky et al., 1993). Foi observado também que os niveis de
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RNAm da PMCA 1 e da SERCA 2 também estdo aumentados em células de
musculo liso de aorta em ratos SHR, comparados com ratos WKY, e a Ang Il foi
capaz de aumentar esses niveis nas células dos dois grupos de ratos (Monteith et
al., 1997). No coragéo, ja foi demonstrado que a Ang Il é capaz de diminuir a
expressdo da SERCA 2 em cardiomiocitos ventriculares (Ju et al., 1996).
Tratamento com valsartan (antagonista do receptor AT;) restaurou a captagéo de
Ca*" para o reticulo e a quantidade de SERCA, em preparacdo de reticulo
sarcoplasmatico isolado de cardiomiécitos de cachorros com faléncia cardiaca
(Okuda et al., 2004) e captopril (inibidor da ECA) atenuou a redugéo dos niveis de
RNAm e proteina SERCA e fosfolamban, com consequente diminuicdo do
“uptake” de Ca* para o reticulo e atividade da SERCA em corag&o de ratos com
faléncia cardiaca e infarto do miocardio (Shao et al., 1999). Estes dados sugerem
que a Ang Il esta envolvida nas alteragdes no manejo de Ca®* em patologias
cardiacas.

Esses resultados indicam que a Ang Il € capaz de elevar as concentra¢cfes
de Ca* intracelular ndo sé pela liberagdo dos estoques intracelulares e aumento
da entrada do Ca?* extracelular, como também através da regulacdo dos
transportadores desse cation. Porém, esses resultados obtidos nos tecidos
cardiovasculares foram obtidos em longos periodos de tempo (de horas e até
semanas), e levaram principalmente a alteragbes nos niveis de RNAm e
expressdo das Ca?-ATPases, 0 que levou, conseqiientemente, a alteracdo na
captacdo de Ca? e na atividade dessas ATPases. O aumento do Ca®'
citoplasméatico por Ang |Il, nas células cardiovasculares, pode levar a
consequéncias como hipertrofia cardiaca, alteracdes na sistole e diastole e

vasoconstricdo. As alteragdes promovidas por Ang Il nos transportadores de Ca**
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sao diferentes para cada modelo, indicando diferentes mecanismos de adaptacéo
dos tecidos a Ang Il.

Jé no tecido renal héa poucos estudos analisando o efeito desse hormdénio
na regulagéo dos transportadores de Ca?*, que s&o necessérios para a regulagdo
da reabsorcédo de Na* e agua, e do préprio fon Ca** nos rins.

Os resultados obtidos nessa dissertagdo demonstraram que o0 mecanismo
de regulagéo dos transportadores de Ca?* no rim pela Ang Il é diferente do que no
sistema cardiovascular, onde foi demonstrada alteracdo lenta da atividade da
SERCA, regulada pela alteragdo da expressdo génica. J4 no rim, a resposta a
Ang Il via membrana luminal das células LLC-PK; é rapida e se sustenta por 30
min, sem alteracdo provavel na expressdo génica da SERCA, o que concorda
com o fato de que, no rim, a resposta a Ang Il na reabsor¢do de Na* e agua é
uma resposta rapida.

O nosso laboratorio demonstrou que a Ang Il é capaz de regular a atividade
da PMCA de maneira bifasica, inibindo a atividade em baixas concentracdes e
levando ao retorno dessa atividade em altas concentragdes (Axelband et al.,
2009a). A inibicdo da PMCA por Ang Il é uma das formas de controlar o Ca®*
intracelular, diminuindo o efluxo de Ca?" da célula e aumentando sua
concentracdo no meio intracelular. Porém, esses resultados foram obtidos em
fracdo de membrana basolateral de tabulo proximal de rim de ovelha, ou seja, o
efeito analisado foi da Ang Il intersticial somente na atividade da PMCA. Em
cultura de células integras, como as células de tubulo proximal de rim de porco,
LLC-PKj, existem outros componentes e enzimas intracelulares que néo estéo
presentes em fragdes de membrana basolateral. Além disso, na célula integra

esta presente outra bomba de célcio intracelular, a SERCA, que é a Ca®*-ATPase
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de membrana do reticulo sarcoendoplasmatico, responsavel por formar os
estoques intracelulares de calcio no reticulo, e na célula em cultura, a membrana
luminal fica exposta, permitindo o estudo do efeito da Ang Il via membrana luminal
na atividade Ca®*-ATPasica dessas células.

Como descrito na introdugéo, a luz tubular apresenta altas concentragdes
de Ang Il que é filtrada, secretada, ou produzida no préprio tibulo, sugerindo que
a Ang Il luminal seria tédo importante quanto a intersticial na regulacéo de diversos
efeitos nas células do tGbulo proximal, inclusive na reabsor¢édo de Na* e agua. Ou
seja, a andlise do efeito da Ang Il via membrana luminal na atividade da SERCA e
PMCA das células de tubulo proximal € de grande importancia, ajudando na
compreens&o dos mecanismos da regulacédo do manejo de Ca®" nessas células.
Com os resultados aqui obtidos pode-se observar uma diferente regulagdo nas
ATPases de Ca”* por Ang Il mediados pelas duas membranas plasmaticas
presentes nas células de tdbulo proximal: a membrana basolateral e a membrana
luminal. Nesse sentido, a Ang Il pelo lado intersticial leva ao aumento do Ca**
intracelular (com inibicdo da PMCA via membrana basolateral) e pelo lado luminal
diminui a concentracdo desse cation no citoplasma (com estimulo da SERCA via
membrana luminal). Porém, ja que esses resultados foram obtidos em modelos
experimentais diferentes (fracdo de membrana basolateral de tubulo proximal de
rim de ovelha e células LLC-PKj), mais analises sdo necessérias para elucidar a
regulagdo da homeostasia do Ca* intracelular nas células de tdbulo proximal pela
Ang Il. O aumento da concentracdo de Ang Il sistémica é acompanhada por
aumento da Ang Il no lado luminal que, por sua vez, tem como papel fisioldgico
controlar uma possivel exacerbacdo dos efeitos da Ang Il nas células de tubulo

proximal.
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A Ang Il via membrana luminal estimulou a atividade da SERCA das
células LLC-PK; e ndo modulou a atividade da PMCA, indicando que a SERCA é
a ATPase alvo da Ang Il luminal para regular as concentracdes de Ca®*
citoplasmético nessas células. J& foi demonstrado que a Ang Il via membrana
luminal aumenta a reabsorcdo de Ca®* nos tibulos proximal e distal, ativando o
canal de célcio e o trocador Na‘/Ca® (Mene et al.,, 1990; Charbonneau et al.,
2001), e o estimulo da atividade da SERCA pela Ang Il luminal pode contribuir
para o aumento da reabsorcdo desse céation. A Ang Il j& se mostrou capaz de
regular a atividade da PMCA de tubulo proximal através da membrana
basolateral, onde estdo presentes somente as enzimas dessa membrana
(Assuncdo-Miranda et al., 2005; Axelband et al., 2009a). Nas células LLC-PK3, o
efeito analisado foi via membrana luminal e, por ser tratar de uma célula integra,
vias de sinalizagdo intracelular, que n&o estdo presentes nas fracbes de
membrana basolateral, se encontram no citoplasma dessas células. Além disso,
esses resultados indicam que a PMCA s6 é modulada quando a Ang Il atua via
membrana basolateral, sendo, provavelmente, totalmente dependente de uma
sinalizacéo basolateral.

A Ang Il via membrana luminal modulou a atividade Ca?*-ATPasica das
células LLC-PK; de maneira bifasica, estimulando a atividade enzimatica em
baixas concentragfes e ndo apresentando tal estimulo em altas concentragdes.
Diversos estudos demonstraram efeitos bifasicos para a Ang ll, inclusive no tubulo
proximal (Harris & Young, 1977; Romero et al.,, 1991; Wang & Glebisch, 1996;
Axelband et al., 2009a). Em termos biolégicos, o efeito bifasico desse horménio é
importante para que ndo haja a exacerbacdo de seus efeitos, que seriam

deletérios para o organismo (esse € outro mecanismo de controle de exacerbacéo
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de efeito, diferente daquele descrito acima). Existem varias hipoteses para
justificar o efeito bifasico da Ang II: (1) a simples degradacdo do octapeptideo em
metabdlitos inativos. Nesse caso, as angiotensinases presentes no rim, que ja
foram descritas tanto na membrana basolateral, quanto luminal (Allred et al.,
2000; Shaltout et al., 2007) clivam a Ang Il em metabdlitos menores, e a simples
degradacgéo da Ang Il acabaria com seus efeitos; (2) a degradacgao da Ang Il por
angiotensinases e geracdo de metabdlitos ativos, que podem atuar em receptores
especificos e gerar efeitos contra-regulatorios & Ang Il (Axelband et al., 2009a);
(3) pela dessensibilizagdo de receptores de angiotensina causada pela exposigéo
a altas concentragbes de Ang II; (4) pela endocitose da Ang Il juntamente com
seu receptor e “down regulation” da via de sinalizagdo ativada pela Ang Il (por
exemplo, via B-arrestina) (Anborgh et al., 2000; Ahn et al., 2003; Violin et al.,
2006).

No presente trabalho, o estimulo da atividade da SERCA das células LLC-
PK; pela Ang Il via membrana luminal estd correlacionado com o aumento das
reservas de Ca®" intracelular, o que poderia levar a uma resposta mais eficiente
ao agonista, tanto para a ativagdo dos transportadores de Na®, quanto para o
inicio da ativacdo de vias correlacionadas a danos renais.

Uma outra hipbtese, que ndo pode ser ignorada, € ser o estimulo da
SERCA pela Ang Il essencial para impedir os efeitos deletérios do Ca®', ja que
altas concentracdes desse ion no meio intracelular por longos periodos séo
prejudiciais a célula, levando, por exemplo, a apoptose. O aumento da extrusédo
de Ca®" do citoplasma pode ocorrer como um processo adaptativo, capaz de

minimizar os efeitos de altas concentracdes de Ca”* citoplasmatico, e para evitar
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a exacerbacao dos efeitos da Ang Il. Mais estudos precisam ser realizados para
obter resposta sobre a homeostasia do Ca®* renal.

Embora tenha sido demonstrada a presengca de RNAm para os receptores
AT, e AT, nas células LLC-PK; (Schupp et al., 2007), e a expressdo do AT,
aumentada com o uso de PMA (Landgraf et al., 2009), a expressao dos dois
receptores (AT; e AT,) nessas células e a formacéo de heterodimeros ainda nédo
foram demonstradas. A imunoprecipitacdo seguida de Western blotting
demonstrou a expressdo desses dois receptores de angiotensina nas células
LLC-PK;. A reversdo do estimulo da SERCA pela Ang Il na presenca tanto de
losartan, antagonista do receptor ATi, quanto de PD123319, antagonista do
receptor AT, indica que o receptor envolvido nesse estimulo € um heterodimero
AT1/AT,. A heterodimerizacdo é um fendmeno comum que pode acontecer entre
0s receptores acoplados a proteina G e, inclusive, ja foi relatado a formacao de
heterodimeros AT,/B, (Abadir et al., 2006), AT1/B, (AbdAlla et al., 2000) e AT./AT,
(AbdAlla et al., 2001a, Axelband et al., 2009a). Ou seja, a heterodimerizagdo do
receptor AT1/AT, pode modular respostas desencadeadas por Ang Il em diversos
modelos que expressam os dois receptores. Ja tem sido, mesmo, sugerido que a
dimerizagdo seria um pré-requisito para a ativagdo das vias de sinalizacéo
acopladas a diferentes classes de receptores. Nesse caso, é postulada a idéia do
“modelo do receptor em dois estados”, onde o mondmero seria a conformagao
inativa e o dimero a conformagéo ativa. Um exemplo disso foi observado com
receptores Bz-adrenérgicos acoplados a adenilato ciclase, onde a dimerizacéo foi
necessaria para ativagao do receptor (Hebert et al., 1996).

A reversao do efeito da Ang Il na SERCA por losartan e PD123319 sugere

que a Ang Il, através da membrana luminal, desencadeia uma resposta celular
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que envolve um heterodimero AT1/AT, em células LLC-PK;. A imunoprecipitacao
dos receptores indicou também que nem todo AT: e AT, estdo formando
heterodimeros, eles também se encontram isolados ou na forma de
homodimeros. Os receptores AT: e AT, participam do equilibrio dindmico AT; +
AT; « ATJ/ATy, AT, + AT, & AT,/AT,, e AT, + AT, «— AT:/AT,, que pode ser
modulado dependendo da concentragédo do agonista. Por exemplo, em resultados
prévios de nosso laboratério, as fragdbes de membrana basolateral de tdbulo
proximal de rim de ovelha apresentaram heterodimeros AT,/AT, na condi¢édo
controle, a Ang Il em baixas concentracdes (10™° M) inibiu a atividade da PMCA
atuando via esse heterodimero. Ja altas concentragdes de Ang Il (10° M) levaram
a formacdo de Ang-(3-4) e a dissociagdo do heterodimero, atuando esse
dipeptideo via AT, para promover a reversdo da inibicdo da atividade da PMCA
(Axelband et al., 2009a).

O mecanismo pelo qual ndo ocorre modulagéo na atividade da SERCA das
células LLC-PK; em altas concentragbes de Ang Il ainda é desconhecido. Das
hipéteses ja citadas para o motivo do efeito bifasico da Ang Il, as hipoteses mais
provaveis seriam: o mesmo motivo descrito por Axelband e colaboradores em
2009, com a geracdo de metabodlitos de angiotensina, dissociagdo do
heterodimero e atuacdo dos mesmos por receptores especificos; ou a endocitose
do receptor estimulada por altas concentragbes de Ang Il. Dados recentes do
nosso laboratério (da Silva et al.,, 2007) mostraram que h& um acentuado
decréscimo na quantidade de receptores AT, e AT, na membrana basolateral de
células de tubulos proximais de ratos submetidos a desnutricdo crdnica, uma
condicdo em que 0 SRA est4 estimulado. Porém, n&o é sabido, ainda, como fica o

equilibrio AT; + AT, — AT:/AT, nas células LLC-PK; na presenca de altas
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concentracdes de Ang Il, nem se ha a formagdo de metabdlitos menores de
angiotensina, nesse modelo, para afirmar o motivo real do efeito bifasico da Ang
Il. Se houver endocitose do receptor ativado por altas concentragbes de Ang Il,
pode ser endocitose do heterodimero, ou dissociacdo do mesmo e endocitose
apenas do AT, ja que o AT, tem se mostrado resistente a internalizacdo em
resposta a ligagéo do agonista (Csikos et al., 1998).

Ja foi demonstrado que, em heterodimeros ATi/AT,, 0 receptor AT,
antagonizou as respostas mediadas pelo receptor AT, inibindo a ativagéo do AT;
(AbdAlla et al., 2001a). Essa uniéo faz com que o AT, estabilize ou induza uma
conformagdo no receptor AT; que ndo permita a mudanca conformacional
necessaria para ativacdo da proteina G. Porém, nos resultados prévios do nosso
laboratério, a Ang Il em baixas concentracdes, atuou via heterodimeros AT1/AT;
em membrana basolateral de tubulo proximal de rim de ovelha, inibindo a PMCA,
através da via de sinalizagdo normalmente ativada pelo AT: (PLC/DAG/PKC)
(Axelband et al., 2009a). Sendo essa via ativada pelo receptor AT;, a principal via
pela qual a Ang Il atua para promover seus efeitos, foi aqui investigado se essa
via estaria de alguma forma envolvida nos efeitos da Ang Il observados em
células LLC-PK;.

A utilizag&o do inibidor especifico da PKC (calfostina C), mostrou que essa
enzima também esta envolvida na via de sinalizacdo ativada por Ang Il via
membrana luminal para estimular a atividade da SERCA nas células LLC-PK;. Ou
seja, o estimulo da Ang Il no heterodimero AT1/AT, estimulou a via acoplada ao
receptor AT;. Esses resultados indicam que a dimerizagdo levaria a mudancgas
conformacionais que permitiriam a ligagcdo de Ang Il com alta afinidade no

componente AT;, mas ndo no AT, (por impedimento estérico), levando a ativacao
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da proteina G (Gg normalmente descrita para o AT;), conseglentemente
culminando na ativacdo sequencial da PLC e da PKC que, por ultimo, leva ao
estimulo da atividade da SERCA. A PMCA é inibida pela Ang Il via membrana
basolateral através da PKC (Assuncdo-Miranda et al., 2005; Axelband et al.,
2009a). Porém, ndo se sabe qual o tipo da PKC envolvida nesse caso, sO que se
trata de uma PKC localizada na membrana basolateral, j& que os resultados
obtidos foram em fra¢des enriquecidas dessa membrana. Nas células LLC-PK;, a
ndo modulacéo da PMCA pela Ang Il via membrana luminal indica que essa
enzima s6 é modulada quando a Ang Il atua via membrana basolateral, sendo
dependente de vias presentes na membrana basolateral, inclusive de uma
isoforma de PKC presente nessa membrana. O estimulo da SERCA pela Ang Il
via membrana luminal dessas células, indica que a isoforma da PKC ativada
nesse caso, é uma PKC citoplasmatica ou de membrana, que ndo modula a
atividade da PMCA. Ou seja, a diferenca na ativacdo da SERCA e da PMCA pode
estar relacionada com diferentes isoformas de PKC. Além disso, ja que os efeitos
aqui analisados foram efeitos via membrana luminal, a ndo modulagcdo da
atividade da PMCA pela Ang Il pode ser devido a distancia entre o sinal
estimulado por esse horménio e a ATPase, que esta localizada na membrana
basolateral. Nesse caso, o sinal estimulado pela Ang Il através da membrana
luminal pode néo alcancar a PMCA, localizada na outra membrana dessa célula,
néo alterando sua atividade.

Nao ha evidéncias de que o fosfolamban seja expresso no rim, entdo o
estimulo da atividade da SERCA nessas células — derivadas de tubulo proximal
de rim de porco — pela Ang Il, através da PKC, provavelmente ndo ocorre via

fosforilagdo do fosfolamban e a consequente reversdo da atividade da SERCA,
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que estava diminuida pela ligacao ao fosfolamban néo fosforilado. Alguns estudos
descrevem que SERCA 2b, a isoforma constitutiva, esta presente no rim e é
regulada por PKC em diferentes modelos bioldgicos. Em neur6nios, a ativacdo da
PKC acelerou a captacdo de Ca? mediado pela SERCA 2b para o reticulo
endoplasméatico, por aumentar a atividade dessa ATPase (Usachev et al., 2006).
Resultados semelhantes foram obtidos em células da tiredide, nas quais a
ativagdo da PKC também levou ao aumento da atividade da SERCA 2b (Ulianich
et al.,, 2006). Em conjunto com esses resultados, a regulagdo da SERCA das
células renais LLC-PK; por PKC, sugere que a SERCA 2b também seja regulada
por essa cinase, levando a sua ativagdo. Porém, o alvo da fosforilagdo por PKC
que é responséavel pela ativacdo da SERCA ainda ndo é conhecido. A SERCA
nas células renais poderia ser regulada por outras proteinas anélogas ao
fosfolamban, como é sugerido em neur6nios (Usachev et al., 2006), que poderiam
ser as proteinas alvo para a fosforilagdo da PKC, levando a redugdo da inibicao
da SERCA e aumento de sua atividade. A regulagéo direta da SERCA pela PKC
também ndo pode ser descartada. J& foi demonstrado que as SERCAs 2 (a e b)
podem ser moduladas diretamente através da fosforilagdo pela CAMK, o que leva
ao estimulo da atividade dessa bomba (Toyofuku et al., 1994). Isso indica que a
SERCA apresenta sitios de fosforilagdo para a CAMK, podendo apresentar,
igualmente, sitios para a fosforilagdo de outras cinases, como a PKC, sendo
assim regulada diretamente por essa enzima.

Paradoxalmente, a Ang I, apesar de ser conhecida por liberar Ca?* de
seus estoques intracelulares, também ativa a PKC, que leva ao estimulo da
atividade da SERCA, aumentando a entrada de Ca* para o reticulo

endoplasmatico, a fim de restabelecer os estoques intracelulares desse ion,
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evitando seus efeitos deletérios. O estimulo da SERCA pela Ang Il também pode
ser uma forma de compensar as altas concentragdes de Ca** citoplasmatico, ou
de aumentar os estoques intracelulares desse ion para uma resposta mais
eficiente ao agonista. Além disso, o estimulo da SERCA, aumentando a captacao
de Ca?" pelo reticulo, sendo um dos fatores que geram um gradiente
eletroquimico favoravel a entrada passiva de Ca** via membrana luminal, pode
levar a maior reabsorcdo desse ion estimulada pela Ang Il. Apesar de,
sustentada, a atividade da PMCA, h& estudos demonstrando que a Ang I, via
membrana luminal, aumenta a reabsorcdo de Ca®*" nos tlbulos proximais,
ativando o canal de calcio (Mené et al., 1990; Charbonneau et al., 2001), o que
pode ser favorecido pelo estimulo da SERCA.

Pelo fato da Ang Il atuar via Ca®" intracelular como segundo mensageiro, e
aumentar suas concentracdes no citoplasma, a captacdo deste cation poderia ser
aumentada, para que os estoques de Ca*" fossem recuperados. Porém, o
estimulo da Ang Il na atividade da SERCA via membrana luminal das células
LLC-PK; € um efeito rapido (30 seg) e persistente (30 min), indicando que nao
ocorre apenas para retornar a niveis de Ca?* basal, sendo uma forma de controlar
0 balanco desse ion nessas células. Além disso, a atividade da PMCA néo foi
modulada em nenhum tempo de incubagdo com Ang I, ndo aumentando o efluxo
de Ca?* da célula, indicando que o estimulo na SERCA néo foi devido apenas ao
aumento de Ca? intracelular, para somente reestabelecer os estoques
intracelulares desse ion. Outro fato que indica que esse efeito ndo se deve a
apenas ao aumento de Ca®" intracelular é que a inibigdo da PKC com calfostina C
impediu o estimulo da SERCA por Ang I, mostrando que a ativag&o dessa cinase

pelo octapeptideo é necesséria para seu efeito na SERCA.
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Apesar de ter sido aqui demonstrado que a Ang Il via membrana luminal
das células LLC-PK; leva ao estimulo rapido e duradouro da atividade da SERCA,
a variacdo de Ca®" intracelular por esse longo periodo de tempo e a alteragéo na
reabsorcdo de Ca®" por Ang Il nessas células ainda ndo s&o conhecidos.

Com base nos resultados apresentados nessa dissertagdo, a SERCA
aparece como mais um alvo para os efeitos da Ang Il e as vias de sinalizagao
ativadas por ela, sendo sua atividade controlada diretamente por esse hormonio.
Em conjunto com as observagfes discutidas acima, os resultados aqui expostos
mostram a regulacdo da SERCA por PKC. Mais questbes, no entanto, precisam
ser abordadas e respondidas para que se entenda completamente 0 mecanismo
dessa regulacdo. A regulagéo da atividade da SERCA pela Ang Il via membrana
luminal e da PMCA via membrana basolateral (Assuncé&o-Miranda et al., 2005;
Axelband et al., 2009a), mostra que o efeito da Ang Il na atividade das bombas de
Ca* nas células do tubulo proximal é dependente da membrana em que ela atua.
Além disso, foi demonstrado, em outro modelo, que a dimerizacao dos receptores
€ essencial para que haja a resposta do agonista, sendo que os efeitos da Ang Il
via membrana luminal das células LLC-PK; ocorrem via heterodimero AT./ATo,.
Em células que expressam os dois receptores e que podem formar heterodimeros
AT1/AT,, para modular os efeitos da Ang Il, a idéia de que o mondmero seria a
conformacgéo inativa e o dimero a conformacéo ativa, fica cada vez mais em

evidéncia, sendo um interessante campo ainda a ser desvendado.
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Conclusdes

A partir dos dados obtidos nessa dissertacdo, pode-se postular as

seguintes conclusdes, posteriormente esquematizadas na Figura 21:

- A Ang Il via membrana luminal modula a atividade Ca**-ATPé&sica das
células LLC-PK; de maneira bifasica, ativando essa atividade em baixas
concentragdes (10 M a 10" M) e ndo modulando a atividade em altas
concentragées (10° M a 10° M).

- A SERCA é a ATPase alvo da Ang Il luminal para o controle das
concentracdes de Ca?* citoplasmaticos nas células de tabulo proximal. Quanto a
outra bomba de Ca?", denominada PMCA, ndo foi modulada por nenhuma
concentragdo de Ang Il, em nenhum tempo de incubagé&o observado.

- As células LLC-PK; expressam os receptores de angiotensina AT, e AT,
e uma parcela desses receptores se encontram na forma de heterodimeros
AT,/AT,.

- Os heterodimeros AT1/AT, sdo essenciais para os efeitos da Ang Il via
membrana luminal na atividade da SERCA, pois esses efeitos sdo revertidos na
presenca tanto de losartan, quanto de PD123319, indicando que a Ang Il atua via
heterodimeros AT,/AT, para estimular a SERCA.

- A via de sinalizacdo ativada pela Ang Il para estimular a atividade da
SERCA via membrana luminal envolve a ativagdo da PKC, uma vez que a inibigéo
dessa enzima por calfostina C bloqueia o estimulo.

- Sendo a via PLC/DAG/PKC a principal via de sinalizacao deflagrada pela

ativacao do receptor AT, os resultados aqui mostrados indicam que a ativagao do
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heterodimero AT1/AT; leva a ativacdo da proteina G descrita para ATi, ou seja,
envolvendo uma PKC, que por fim, leva a ativagdo da SERCA.

- O estimulo da SERCA pela Ang Il via membrana luminal das células LLC-
PK1 é um estimulo rapido (30 seg) e persistente (30 min), indicando tratar-se de

uma importante forma de controlar as concentragdes de Ca®" intracelulares.

O Ldmem

Losartan
e
PD123319

$rLciDAGIPKC

Liguido

Figura 21. Modelo proposto para o efeito da Ang Il via membrana luminal na
atividade Ca?*-ATPéasica das células LLC-PK;. A Ang Il via membrana luminal
atua em um receptor sensivel ao losartan e ao PD123319, que € um heterodimero
AT./AT,, ativando a via PLC/DAG/PKC, levando ao estimulo da atividade da
SERCA no reticulo endoplasmético, mas ndo modulando a atividade da PMCA
localizada na membrana basolateral (Adaptado de Axelband et al., 2009a).
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Perspectivas Futuras

Sabendo que a Ang I, via membrana luminal das células LLC-PK;, regula a
atividade da SERCA de maneira bifasica, estimulando a atividade em baixas
concentragdes, e ndo modulando essa atividade em altas concentracdes, e que
esse efeito ocorre via receptor sensivel a losartan e ao PD123319, que se
mostrou ser um heterodimero ATi/AT,, através da via da PKC, os objetivos
futuros visam analisar o motivo que faz esse efeito ser bifasico.

Primeiramente seréa investigada a possivel protedlise limitada da Ang Il via
membrana luminal dessas células. Como ja& mencionado, a membrana luminal das
células de tubulo proximal € rica em angiotensinases, que podem ser
responsaveis pela metabolizacdo da Ang Il. O simples fato dela ser degradada, ja
levaria a auséncia de regulagdo da atividade da SERCA e os aminoacidos
resultantes poderiam ser reabsorvidos pelas células de tubulo proximal, evitando
perdas na urina.

Porém, se a andlise da protedlise limitada indicar a geracdo de metabdlitos
derivados de angiotensina, ao invés de sua total degradacdo, a auséncia de
modulacao da atividade da SERCA, em presencga de altas concentragbes de Ang
Il pode ser devido a acdes bioldgicas desses metabdlitos. Nesse caso seré
analisado o equilibrio do heterodimero AT,/AT,, para saber se altas
concentragdes de Ang Il levam & formagcdo de metabdlitos menores e a
dissociacdo do heterodimero. Como descrito acima, a simples dissociacdo do
heterodimero e a presenca apenas dos mondmeros AT, e AT, poderia ser
suficiente para bloquear a ativag&o. Sera investigado também, se os metabdlitos
gerados atuam via receptores especificos, sendo os responsaveis pelo bloqueio

do estimulo.
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Outra importante hipotese para o efeito bifasico da Ang Il na atividade da
SERCA que néo pode ser descartada, e que vai ser investigada, é a endocitose
da Ang Il junto com receptor e “downregulation” da via de sinalizagdo. Se essa
hip6tese for confirmada, sera analisada a participacdo da B-arrestina nessa
internalizacdo e se a endocitose da Ang Il ocorre junto com o heterodimero
AT1/AT, ou se altas concentracdes de Ang Il induzem a dissociagcédo do dimero e a
endocitose ocorre apenas com o receptor AT, ja que o AT, tem se mostrado
resistente a endocitose.

Outro aspecto que sera investigado futuramente é o efeito da Ang Il na
atividade da SERCA em preparagdo de reticulo endoplasmatico de células de
tubulo proximal de rim de porco isolado. Para isso sera feita uma preparacao
purificada dessa organela e sera analisada a presenca de receptores de
angiotensina (inclusive de dimeros), de enzimas sinalizadoras (como a PKC, por
exemplo). Assim, poderd ser verificado se a Ang Il agindo diretamente no reticulo
possui 0 mesmo efeito na atividade da SERCA do que via membrana luminal.
Além disso, se a Ang |l for realmente internalizada junto com seu receptor, ela
poderd ter efeitos intracelulares, podendo atuar diretamente no reticulo, regulando
a atividade da SERCA.

Se confirmado a endocitose da Ang Il com seu receptor, a metabolizagéo
intracelular desse peptideo também sera analisada, ja que, apesar de ter sido
demonstrado que a Ang Il € expressa no meio intracelular, inclusive de células de
tibulo proximal (Zhuo et al., 2006), seja ela sintetizada no citoplasma ou
internalizada, pouco se sabe sobre seu metabolismo no meio intracelular, sendo

essa uma area interessante a ser desvendada.
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