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RESUMO

A renina € uma aspartil protease sintetizada in vivo pela remog¢do proteolitica do pro-
segmento amino-terminal de seu precursor, a pré-renina. A catepsina B, uma tiol protease,
tem sido sugerida como candidata a enzima conversora de prd-renina devido a sua co-
localizagdo com a renina nos granulos secretérios e também pela sua capacidade de processar
a pro-renina em renina in vitro € em cultura de células. Vetores de expressdo de pro-renina
selvagem (WT) e mutantes foram co-transfectados com catepsina B em células hipofisarias de
ratos GH4C1, que naturalmente ndo converte pro-renina em renina. Mutagdes pontuais foram
utilizadas para identificar quais aminodcidos presentes no sitio de clivagem da pré-renina sao
reconhecidos pela catepsina B. Experimentos de pulse-chase foram realizados para rastrear se
a pro-renina radiomarcada € capaz de seguir para os granulos secretdrios das células GH4C1.
Para investigar se a pro-renina humana poderia ativar o promotor do Peptideo Natriurético
Cerebral (BNP) em cardiomidcitos de ratos neonatos, essas células foram co-transfectadas
com o plasmideo repérter BNP-luciferase com (ou sem) angiotensinogénio humano. Os
cardiomidcitos foram co-incubados com as células ndo-aderentes U937 transfectadas com
pré-renina humana WT ou mutantes (-1-2 ou +5). Os cardiomidcitos foram lisados 96 horas
apOs a eletroporacdo para a andlise de geracdo de luciferase. Células ndo-transfectadas U937
foram usadas como grupo controle. Captopril e Losartan (10”7 M) foram usados para testar a
participacdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) e dos receptores AT,. Os resultados
demonstraram que muta¢des pontuais na metionina -3(M/A), lisina -2(K/A) e leucina +2(L/A)
reduzem o processamento da pré-renina pela catepsina B. Além disso, a remocao da cadeia
glicosidica na asparagina +5 aumenta a conversao de pré-renina, sugerindo que a glicosilacao
poderia impedir o processamento enzimético da pro-renina. Nos experimentos de pulse-chase,
a pro-renina ndo foi direcionada aos granulos secretérios e a presenca de catepsina B nado
alterou esse resultado, indicando que o processamento de pré-renina provavelmente ocorre
fora dessas organelas. A pré-renina WT secretada pelas células U937 € capaz de ativar o
promotor do BNP em cardiomidcitos de ratos transfectados com angiotensinogénio humano.
O par de aminoacidos basicos arginina-lisina e a cadeia glicosidica +5 parecem ser tdo
importantes quanto a atividade enzimadtica da ECA e os receptores AT, para a ativagdo do
promotor do BNP em cardiomidcitos de ratos neonatos.

Palavras-chave: Pro-renina. Catepsina B. Cardiomidcitos.
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ABSTRACT

Renin is an aspartyl protease synthesized in vivo by proteolytic removal of amino-terminal
prosegment of its precursor, prorenin. Cathepsin B, a thiol protease, has been proposed to be a
good candidate for prorenin processing enzyme because of its co-localization with renin in
secretory granules and also by its ability to activate prorenin in vitro and in cell culture. It was
co-transfected vectors expressing wild type and mutant prorenins with cathepsin B in rat
pituitary GH4C1 cells, which normally do not activate prorenin into renin unless co-
transfected with a prorenin processing enzyme. Scanning mutagenesis was used to identify
which amino acids at prorenin cleavage site are specifically recognized by cathepsin B. Pulse-
chase experiments were performed to follow whether radiolabeled prorenin is sorted to
secretory granules. To investigate whether human prorenin could activate the Brain
Natriuretic Peptide promoter (BNP) in neonatal rat cardiomyocytes, these cells were co-
transfected with a reporter gene BNP-luciferase associated or not with a human
angiotensinogen. The cardiomyocytes were co-incubated with no adherent U937 cells
transfected with human prorenin wild type (WT) or mutants (-1-2 or +5). Cardiomyocytes
were lysated 96 hours after electroporation for luciferase generation analysis. No transfected
U937 cells were used as a control group. Captopril and Losartan at 107 M were used to test
angiotensin converting enzyme (ACE) and AT, receptors participation in this process. The
results demonstrated that single mutations at - 3 methionine (M/A), -2 lysine (K/A) and +3
leucine (L./A) reduced prorenin processing by cathepsin B. Moreover, removal of N-linked
oligosaccharides at +5 asparagine enhanced prorenin conversion by cathepsin B, showing that
glycosylation seems impair enzymatic prorenin processing. In pulse-chase experiments,
prorenin was not targeted to secretory granules and cathepsin B co-transfection did not
changed this sorting, indicating that prorenin processing probably occurs outside these
organelles. These findings suggest that cathepsin B removes prorenin prosegment at correct
cleavage site and this proteolysis occurs outside the dense core granules. Prorenin WT
secreted by U937 cells could activate the BNP promoter in rat cardiomyocytes transfected
with human angiotensinogen. Dibasic arginine-lisine prorenin amino acids and N-linked
glycosilation seems to be important as well as ACE enzymatic activity and AT, receptors for
BNP promoter activation.

Keywords: Prorenin. Cathepsin B. Cardiomyocytes.
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I. INTRODUCAO

1.1 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

1.1.1 Historico

Em 8 de Novembro de 1896, Robert Tigerstedt e Per Bergman injetaram extrato
renal de coelhos na veia jugular desses animais. A cada 10 segundos, a pressao arterial dos
animais foi aferida e ambos os pesquisadores observaram que, aos 80 segundos apds a
injecdo, a pressao arterial elevou-se da faixa dos 62-67 mmHg para 100 mmHg, ocorrendo um
aumento de quase 50% (TIGERSTEDT, R. e BEGMAN, P., 1898 apud PHILLIPS, M. 1. e
SCHMIDT-OTT, K. M., 1999, p. 271.).

Os experimentos foram repetidos com diferentes extratos renais obtidos a partir de
extragdes em dgua fria, agua fervente, alcool 50%, dlcool absoluto e glicerina. Tigerstedt e
Bergman concluiram que a substancia vasopressora era solivel em dgua e alcool, além de ser
termolabil, pois era destruida em temperaturas superiores a 56°C (TIGERSTEDT, R. e
BEGMAN, P., 1898 apud PHILLIPS, M. 1. e SCHMIDT-OTT, K. M., 1999, p. 271.).

Em 1898, Tigerstedt e Bergman publicaram o primeiro artigo cientifico acerca do
sistema renina-angiotensina (SRA), no qual os resultados de suas importantes descobertas
foram detalhadamente relatados. Tigerstedt e Bergman concluiram que os extratos renais,
especificamente oriundos do cortex renal, produziam significante efeito pressorico quando
administrado por via endovenosa em coelhos (TIGERSTEDT, R. e BEGMAN, P., 1898 apud
PHILLIPS, M. I.e SCHMIDT-OTT, K. M., 1999, p. 272.).

Ha 110 anos, a hipertensado arterial sistémica vem sendo relacionada a disfunc¢ao
renal. Embora os mecanismos fisiopatogénicos ainda ndo estejam completamente elucidados,
o SRA continua sendo um sistema enzimatico indiscutivelmente importante na fisiopatogenia
das cardiopatias e vasculopatias e, até os dias de hoje, € alvo de incessantes pesquisas acerca
dos novos mecanismos pelos quais essas doengas se desenvolvem e progridem. Pesquisas
essas que, certamente, contribuem para importantes avangos cientificos (RIBEIRO, A. B. e

PLAVNIK, F.L.,2007).
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1.2 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA INTRAVASCULAR

O sistema renina-angiotensina cldssico € definido como sendo uma cascata
enzimadtica intravascular, cujos produtos peptidicos bioativos desempenham importante papel
enddcrino na manutencdo da pressdo arterial e do balango hidro-eletrolitico corporal.

Na via cldssica do SRA, a renina € uma enzima que cliva o angiotensinogénio em
um decapeptideo, a angiotensina I. Esse decapeptideo € clivado pela enzima conversora de
angiotensina (ECA), principalmente nos leitos vasculares pulmonares, em um octapeptideo, a
angiotensina II, que executa diversas acdes fisiopatoldgicas ao atuar em seus diferentes
subtipos de receptores AT, tais como: elevagcdo da pressdo arterial, estimulacdo da secrecao
adrenal de aldosterona e promocgdo de efeitos tréficos celulares em diversos tecidos (Figura

1) (RIBEIRO, A. B.e PLAVNIK, F. L., 2007).

Figura 1 — Sistema renina-angiotensina aldosterona intravascular.

O angiotensinogénio, precursor dos peptideos de angiotensinas, ¢ sintetizado pelo figado. Na circulagdo
sistémica, ele ¢ clivado pela renina, que é secretada no lumen das arteriolas aferentes renais pelas células
justaglomerulares. A renina cliva dez residuos de aminoécidos do angiotensinogénio, formando a angiotensina I.
Em seguida, a angiotensina I é clivada pela enzima conversora de angiotensina (ACE), uma enzima ancorada a
membrana das células endoteliais, formando a angiotensina II. Na zona glomerulosa do cértex adrenal, a
angiotensina II estimula a producéo de aldosterona.

Fonte: WEBER, K. T. Aldosterone in congestive heart failure. N Engl J Med, v. 345, n. 23, p. 1689-1697, Dec 6
2001.
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1.2.1 Pro-renina e renina

A renina € uma aspartil protease, cujo nivel plasmatico € o fator limitador para a
producdo de angiotensina I, a partir da clivagem enzimética do angiotensinogénio (Figura 1)
(SEALEY, J. E. er al., 1977). A renina € principalmente sintetizada pelas células
justaglomerulares renais a partir de um zimogénio constituido por 406 residuos de
aminoécidos — a pré-pro-renina (VON LUTTEROTTI, N. ez al., 1994).

Ap6s a sintese protéica, a clivagem de um peptideo de 23 residuos de aminodcidos
— que codifica o peptideo do sinal — direciona o zimogénio para o limen do reticulo
endoplasmatico rugoso (HSUEH, W. A. er al., 1991), onde a molécula serd processada e
resultard na pro-renina (PRATT, R. E. et al., 1987).

A pré-renina segue para o complexo de Golgi, onde serd duplamente glicosilada.
O processo de glicosilagdo tem inicio ainda no RER e continua nas cisternas desse complexo
(HACKENTHAL, E. et al., 1990). A pro-renina humana contém dois sitios de N-glicosilagdo em
residuos de asparagina (+5 e +75 em relacdo ao sitio de clivagem) (ROTHWELL, V. et al.,
1993). As cadeias de oligossacarideos ligadas a estrutura peptidica da renina parece
desempenhar um importante papel na estabilidade dessa aspartil protease (HORI, H. et al.,
1988). Caso os sitios de glicosilagdo sejam mutados, ocorre uma disfungdo secretoria de
renina. Portanto, acredita-se que a glicosilacdo contribua para a eficiente secrecdo do produto
pOs-transcricional da renina (ROTHWELL, V. et al., 1993). Entretanto, a remog¢ao das cadeias
glicosidicas da renina (biologicamente ativa) parece ndo afetar a sua atividade enzimaitica
(FRITZ, L. C. et al., 1986). Ao sair do complexo de Golgi, a pré-renina pode ser enderecada a
uma de duas diferentes vias secretdrias: a via constitutiva ou a via regulada (HACKENTHAL,
E. et al., 1990).

Na via constitutiva, a pré-renina € secretada continuamente na circulacdo
sangiiinea sem que haja aparente estimulo celular (BAXTER, J. D. ez al., 1989; HSUEH, W. A. et
al., 1991). Em situacdes fisiopatoldgicas, como gravidez e diabetes mellitus, parece que a via
secretdria constitutiva da pré-renina apresenta-se hiperativa, pois os seus niveis circulantes
podem alcangar valores até dez vezes maiores do que os niveis normais (SEALEY, J. E. et al.,

1986; DERKX, F. H.e SCHALEKAMP, M. A., 1988).
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Na via regulada, a pro-renina é enderecada aos granulos secretdrios, onde sera
convertida em renina sob acdo de uma protease ainda desconhecida, mas ji denominada
enzima conversora de pro-renina (PRECE). Essa protease reconhece o par de aminoacidos
basicos lisina-arginina presente na molécula da pré-renina (Figura 2). Apds o
reconhecimento, a protease cliva o pré-segmento da pro-renina — constituido por 43 residuos
de aminodcidos N-terminais - (Figuras 2 e 3), transformando-a em renina por meio de uma
ativacdo proteolitica (HIROSE, S. er al., 1985; DO, Y. S. et al., 1987). A renina sintetizada €
acondicionada em granulos secretorios, até que as células justaglomerulares recebam

estimulos celulares secretando-a na circulagdo sist€émica (HSUEH, W. A. et al., 1991).

PRECE

-4 -3 -2
Ser 1 Gin —{ Pro H Vet I" Lys

Pré-segmento

+2 +3 +4 +5
Leu |—' Thr -" Leu }- Gly [ Asn

Renina

L] Aminodcido apolar
D Aminodicido polar ndo-carregado

[_I Aminoicido polar basico

Figura 2 — Aminoacidos presentes no sitio de clivagem da pro-renina humana.

A secrecdo de renina pode ser regulada por trés importantes mecanismos, sendo
que o primeiro relaciona-se a madcula densa, que se encontra adjacente as células
justaglomerulares. O aumento no fluxo de NaCl na macula densa estimula a liberacdo de
adenosina que, ao atuar em receptores A,, inibe a secrecdo de renina. Contrariamente, a
reducdo no fluxo de NaCl estimula a secrecdo de prostaglandinas, que, por conseguinte,
estimula a secre¢do de renina. O segundo mecanismo relaciona-se a pressdo de perfusdao das
arteriolas aferentes renais. O aumento da tensdo na parede dos vasos pré-glomerulares inibe
os baroceptores renais, reduzindo a secrecdo de renina. Sendo assim, a redu¢do da tensao
intravascular é detectada pelos mecanismos baroceptores intra-renais € esse mesmo sistema
estimula a secrecdo de renina. O terceiro mecanismo refere-se aos estimulos neuro-enddcrinos
e pardcrinos. A liberagdo de noradrenalina em terminagOes nervosas simpdticas pos-
ganglionares ativa receptores [3,-adrenérgicos, localizados em células justaglomerulares,
ocasionando aumento abrupto de AMPc citoplasmatico, o que causa uma rdpida estimulacio

na secre¢ao de renina. Autacdides, como a prostaglandina E,, a prostaciclina e o 6xido nitrico
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também sdo capazes de estimular a secrecdo de renina per si, enquanto a vasopressina € a
endotelina sdo capazes de inibir esse mecanismo secretério (KURTZ, A. e WAGNER, C., 1999;

PERSSON, P. B., 2003).

Borda

py

Pré-segmento

§
Sitio ativo—

\

Sitio de clivagem

Folhas B
hidrofébicas

Figura 3 — Representag@o da estrutura tridimensional da pro-renina humana.
Fonte: BAXTER, J.D. ef al. The molecular biology of human renin and its gene. Yale J Biol Med, v. 62, n. 5, p.
493-501, Sep-Oct 1989.

Além da ativagdo proteolitica por acdo enzimatica da PRECE, a pré-renina pode
também ser ativada de forma nao-proteolitica. O pré-segmento — estrutura que recobre o sitio
de clivagem e impede o contato do angiotensinogénio com o sitio ativo da renina — pode ser
estruturalmente afetado e se deslocar, expondo o sitio ativo da renina. Essa ativacdo pode ser
induzida pela exposi¢do da pré-renina a baixo pH (pH 3.3) ou baixas temperaturas (4°C)
(DERKX, F. H. et al., 1976; LECKIE, B. J. e MCGHEE, N. K., 1980). A ativa¢cdo nao-proteolitica
torna a pro-renina enzimaticamente ativa. Isso ocorre devido a alteracdo conformacional e
conseqiiente exposicdo do sitio ativo da enzima, sendo facilmente detectado pelo
reconhecimento de anticorpos especificos (PITARRESI, T. M. et al., 1992; SUZUKI, F. et al.,
2003).

Entretanto, existe um equilibrio dindmico entre as formas ativas — pro-segmento
deslocado — e inativas — pré-segmento ndo-deslocado — da pré-renina em condicdes
fisiologicas de pH neutro e temperatura de 37°C. J4 estd demonstrado que em condigdes
fisiologicas € possivel encontrar menos de 2% de pré-renina na forma ativa versus menos de
98% de pro-renina na forma inativa (NGUYEN, G. e DANSER, A. H., 2008). Essas descobertas

sugerem um papel funcional da pré-renina independente de sua ativacao proteolitica.



INTRODUCAO 29

A renina é uma enzima formada por dois lobos homdlogos, cuja fenda entre
ambas estruturas abriga os residuos de dcido aspéartico que formam o sitio ativo (SIELECKI, A.
R. et al., 1989). A determinacdo cristalografica da estrutura tridimensional da renina foi um
passo importantissimo para o desenvolvimento de moléculas capazes de inibir a funcdo
catalitica dessa aspartil protease (Figura 4) (RAHUEL, J. ez al., 2000). Em 6 de Marco de 2007,
o alisquireno — primeiro farmaco inibidor de renina — foi registrado pelo Orgao
regulamentador americano Food and Drug Administration (FDA) e chegou ao mercado
brasileiro em Julho de 2008 com a promessa de ser um farmaco anti-hipertensivo superior aos

demais jd existentes.

Figura 4 — Modelagem molecular da estrutura tridimensional da renina.

Os dois lobos homologos da renina s@o visualizados em tom azul e amarelo. A estrutura quimica colorida em
verde e localizada na fenda entre os lobos (sitio ativo) corresponde & molécula do alisquireno.

Fonte: RAHUEL, J. et al. Structure-based drug design: the discovery of novel nonpeptide orally active inhibitors
of human renin. Chem Biol, v. 7, n. 7, p. 493-504, Jul 2000.
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1.2.2 Enzima conversora de pré-renina (PRECE)

Todas as evidéncias levam a crer que no pH 5.6 ocorre a ativag@o proteolitica de
pré-renina em renina nos granulos secretorios das células justaglomerulares por uma protease
ainda nao identificada (BRECHLER, V. et al., 1996).

Apesar da PRECE ainda ndo ter sido bioquimicamente caracterizada, sabe-se que
ela reconhece o par de aminoacidos bdsicos lisina-arginina e remove o pro-segmento de 43
residuos de aminodcidos N-terminais, formando a renina (Figura 2) (HIROSE, S. er al., 1985;
DO, Y.S. et al., 1987). Diversas proteases ja foram sugeridas como sendo a verdadeira PRECE,
como, por exemplo, a catepsina D (MORRIS, B. J., 1978), catepsina G (DZAU, V. J.,
GONZALEZ, D. et al., 1987), calicreina tecidual (DERKX, F. H. er al., 1979), pré-hormdnio
convertase 1 (PC1) (BENJANNET, S. et al., 1992), pré-hormdnio convertase 5 (PCS5)
(MERCURE, C. et al., 1996), tripsina (CARILLI, C. T. er al., 1988) e a enzima conversora de pro-
renina da glandula submandibular de camundongos (KIM, W. S. ez al., 1990).

Entretanto, nenhuma dessas proteases apresentam as caracteristicas bioquimicas
necessarias para ser a enzima conversora de pré-renina. A calicreina, a catepsina G, a PC1, a
PC5 e a tripsina ndo se co-localizam com a renina em granulos secretdrios das células
justaglomerulares. A calicreina (DERKX, F. H. er al., 1979) e a catepsina G (DZAU, V. J.,
GONZALEZ, D. et al., 1987) atuam em um pH 6timo superior aquele encontrado nos granulos
secretorios das células justaglomerulares (SIGMON, D. H. e FRAY, J. C., 1991). A tripsina,
além de converter a pré-renina em renina, degrada a renina (CARILLI, C. T. et al., 1988) e a
enzima conversora de pré-renina da glandula submandibular de camundongos. Esta enzima é
especifica para a pro-renina murina € ndo € capaz de atuar enzimaticamente na pro-renina
humana (KIM, W. S. et al., 1990).

A protease que parece ser a auténtica enzima conversora de pro-renina € a
catepsina B. Estudos in vitro demonstraram que essa tiol protease remove precisamente o pro-
segmento da pré-renina humana recombinante na seqii€ncia correta, sem degradar a renina
(WANG, P. H. et al., 1991). Além disso, a catepsina B hidrolisa eficientemente peptideos
sintéticos fluorescentes que mimetizam o sitio de clivagem da pré-renina (ALMEIDA, P. C. et
al., 2000) e, principalmente, se co-localiza com a pré-renina humana (WANG, P. H. et al., 1991)

e estd presente em células justaglomerulares renais de ratos (TAUGNER, R. ez al., 1985).
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Todavia, em um sistema celular complexo como a cultura de células de
mamiferos, os resultados acerca da catepsina B sdo controversos. Ainda ndo se sabe se a
catepsina B é capaz de converter pro-renina em renina nos granulos secretorios. Em células
hipofisarias de ratos GH4Cl1, que em condi¢des normais ndo converte pro-renina em renina,
Neves et al. (1996) demonstraram que a catepsina B converte pré-renina em renina e a adi¢ao
de secretagogos aumenta a secre¢do de renina, sugerindo que a conversdo de pré-renina
ocorreu exatamente na via secretéria. Em células hipofisarias de camundongos AtT20, foi
demonstrado que a catepsina B converte a pro-renina em renina no compartimento lisossomal,
e ndo nos granulos secretérios (JUTRAS, I.e REUDELHUBER, T. L., 1999).

Existem também divergéncias acerca de quais aminodcidos do sitio de clivagem
da pré-renina sdo especificamente reconhecidos pela catepsina B. Experimentos realizados in
vitro com pro-renina humana recombinante cujos aminoacidos foram pontualmente mutados
por alanina nos residuos de -5 a -1 (em relagc@o ao sitio de clivagem) (Figura 02) sofreram
reducdo do processamento em renina pela acdo da catepsina B, especialmente a mutacdo na
lisina -2(K/A) (JUTRAS, I. e REUDELHUBER, T. L., 1999). Contrariamente, peptideos
fluorescentes mutantes que mimetizam o sitio de clivagem da pré-renina foram, de modo
geral, mais processados do que o peptideo fluorescente da pro-renina selvagem — wild type.
Segundo Almeida et al. (2000), os peptideos com mutacdes nos residuos de lisina -2(K/A),
metionina -3(M/A) e glutamina -5(Q/A) foram clivados com uma eficiéncia maior do que o
peptideo selvagem. Por outro lado, as mutacdes nos residuos de arginina -1(R/A) e prolina
-4(P/A) dos peptideos fluorescentes, que foram clivados pela catepsina B com uma eficiéncia

menor do que o peptideo selvagem.
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1.2.3 Receptores de pré-renina/renina

1.23.1 Receptores de manose 6-fosfato

O receptor de manose 6-fosfato (MOP/IGF2R) tem afinidade por proteinas
fosfomanosiladas (p. ex. pré-renina e renina), mas o IGF-2 — que néo € glicosilado — e o 4cido
retindico também se ligam ao receptor MOP/IGF2R em sitios distintos (KORNFELD, S., 1992;
KANG,]J. X. et al., 1997).

O receptor M6P/IGF2R possui um grande dominio extracelular, contendo quinze
regides de repeticdo e um pequeno dominio citoplasmdatico (DAHMS, N. M., 1996). Até o
momento, dois receptores de manose 6-fosfato diferentes foram identificados. O receptor
cétion-independente possui uma cadeia polipeptidica extensa e possui massa molecular igual
a 300 kDa. Ele se acopla aos seus ligantes independentemente da presenga de cétions
divalentes. J4 o receptor cation-dependente possui uma cadeia peptidica menor (massa
molecular igual a 46 kDa) e requer cations divalentes para otimizar essa ligacdo (DAHMS, N.
M. et al., 1987) (Figura §).

A participag@o dos receptores de manose 6-fosfato ndo se restringe apenas a ligagéo e
a captagdo de pro-renina e renina, pois ele também estd envolvido na ativagdo intracelular de
pro-renina. A pro-renina e a renina ligam-se com alta afinidade (K4 = 1 nM) ao receptor
M6P/IGF2R (SARIS, J. J. et al., 2001; VAN DEN EIJNDEN, M. M. et al., 2001). O receptor
cation-dependente ndo exibe alta afinidade por proteinas fosfomanosiladas (TONG, P. Y. et al.,
1989; TONG, P. Y. e KORNFELD, S., 1989).

Em baixas temperaturas (4°C), cardiomidcitos, fibroblastos cardiacos e as células
endoteliais se ligam a pro-renina humana recombinante de modo dose-dependente (SARIS, J.
J. et al., 2001; VAN DEN EIJNDEN, M. M. et al., 2001). A ligagdo € significantemente reduzida
pela adicdo de manose 6-fosfato (10 nM). Entretanto, em temperatura fisioldgica (37°C), os
niveis de pro-renina associada as células aumenta cerca de dez vezes (SARIS, J. J. et al., 2001).

Intracelularmente, a pré-renina ¢ ativada em renina pela remocdo proteolitica do pro-
segmento. Essa remocdo pode ser verificada por meio do uso de anticorpos monoclonais
direcionados especificamente a por¢do C-terminal do pro-segmento. Nao existem evidéncias

da saida de renina intracelular ou da saida de pro-renina ativada para o meio de cultura.
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Portanto, a renina parece desempenhar acdes intracelulares. Sabe-se que a renina ¢ degradada
pelas células (t,, = uma hora) e, possivelmente, o receptor M6P/IGF2R poderia estar
envolvido na depuracdo de pro-renina e renina. Possivelmente, a ativagao proteolitica da pro-

renina seja apenas o primeiro passo de sua degradacdo (SARIS, J. J. et al., 2001).
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Figura 5 — Receptor de manose 6-fosfato.

Os dois ligantes do receptor de manose 6-fosfato cation independente estdo ilustrados. Os residuos de arginina
na posicdo 435 e 1334 no dominio 3 e 9, respectivamente, sdo essenciais para a ligacdo de alta afinidade da
manose 6-fosfato. Seqiiéncias no dominio 11 estdo envolvidas na ligagdo do IGF-2.

Fonte: DANSER, A. H.; SARIS, J. J.; SCHUIJT, M. P. e VAN KATS, J. P. Is there a local renin-angiotensin
system in the heart? Cardiovasc Res, v. 44, n. 2, p. 252-265, Nov 1999.

1.2.3.2 Receptores (P)RR

Surpreendentemente, Nguyen et al. (2002) descreveram a expressdao do cDNA de
um receptor de (pré)-renina humana constituido por 350 residuos de aminoécido, tendo um
Unico dominio transmembrana e nenhuma homologia com proteinas ja identificadas. O

receptor foi denominado, segundo as normas internacionais, (P)RR. As células transfectadas
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com o receptor demonstraram ligacdo especifica a pro-renina e a renina. A pré-renina, ao
ligar-se ao receptor, teve seu pré-segmento deslocado (ativagdo nao-proteolitica) e adquiriu
capacidade enzimatica. J4 a ligac3o da renina ao receptor aumentou em quatro vezes sua
capacidade catalitica. Além disso, o receptor é capaz de ativar uma cascata de sinalizacdo
intracelular com a fosforilacao de residuos de tirosina e serina associados a ativacdo das MAP
quinases ERK1 e ERK2.

A ativagdo das proteinas ERK1 e ERK2 eleva a expressdo intracelular de
moléculas pro-fibréticas, como TGF-f (HUANG, Y. et al., 2006; HUANG, Y. et al., 2007), PAI-
1 (ZHANG, J. et al., 2008), coldgeno-1 (HUANG, Y. et al., 2006) e fibronectina (HUANG, Y. et
al., 2006). Em cardiomidcitos de ratos, (P)RR ativa a MAP quinase p38 e a Hsp-27, ambas
envolvidas na dinamica dos filamentos de actina (SARIS, J. J. et al., 2006). Segundo Saris et al.
(2006), a ativacao de vias intracelulares que culminam com a alteracdo da dinamica dos
filamentos de actina pode estar envolvida nos mecanismos fisiopatogénicos de hipertrofia
cardiaca.

De acordo com Nguyen et al. (2002), o mRNA do receptor foi detectado no
coracdo, no cérebro, na placenta e, em menor propor¢do, nos rins, pancreas e figado. Foi
detectada a minima expressdo do receptor em pulmdes e musculo esquelético. O receptor esta
presente em células sub-endoteliais das artérias corondrias e renais, € se encontra co-
localizado com a renina em células mesangiais do glomérulo renal.

Ratos transg€nicos que expressam excessivamente o receptor de (prd)-renina
(P)RR em células musculares lisas apresentaram aumento da pressdo arterial, taquicardia e
hiperaldosteronismo (BURCKLE, C. A. et al., 2006). Ja4 a expressdo sistémica excessiva do
receptor de (pré)-renina (P)RR em ratos transgénicos causou, de forma insidiosa, proteintria e
glomeruloesclerose. A ativac¢do intracelular de MAP quinase e de TGF-f foi novamente
visualizada e os animais se mantiveram euglicémicos e normotensos durante o periodo de
estudo (KANESHIRO, Y. et al., 2007).

Em humanos, o gene do receptor de (pré)-renina — denominado ATP6AP2 —
localiza-se no cromossomo X, 16cus 11.4 e € constituido por 9 éxons (NGUYEN, G. et al.,
2002). Ramser et al. (2005) descreveram uma mutacao pontual no gene do receptor de (pro)-
renina em pacientes com retardo mental ligado ao cromossomo X e epilepsia. A mutacao
encontrada € silenciosa (citosina trocada por timina) e ocorre em um sitio de splicing,
resultando na inclusdo do éxon 4 (485 pares de bases) em 50% dos mRNAs dos receptores de
(pré)-renina. O éxon 4 € considerado um éxon variante, sendo, normalmente, removido pelo

splicing diferencial em individuos saudaveis. O receptor de (prd)-renina mutado é capaz de
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ligar-se a (pré)-renina e a geracdo de angiotensina I € compardvel a obtida pelo receptor
selvagem. Entretanto, o receptor mutado exibiu uma modesta capacidade de ativar a cascata
de sinaliza¢ao intracelular via MAP quinase, ERK1 e ERK2 em rela¢do ao receptor selvagem.
Esses resultados sugerem que a participacdo de componentes do SRA seria importante em

processos cognitivos € no desenvolvimento cerebral.

1.2.4 Angiotensinogénio

O angiotensinogénio € uma glicoproteina globular constituida por 452 residuos de
aminoécidos e com massa molecular varidvel, entre 55 e 65 kDa, dependendo da extensao das
cadeias glicosidicas. O angiotensinogénio humano € o substrato especifico da renina humana
que, ao remover 10 aminodcidos da porcdo C-terminal do angiotensinogénio origina a
angiotensina I, e suas concentragdes plasmaticas sao da ordem de micromolar, enquanto a
concentracdo de renina é cerca de 1000 vezes menor (CORVOL, P. e JEUNEMAITRE, X.,
1997).

O angiotensinogénio estd presente tanto no plasma quanto em fluidos
extracelulares, sendo este um suposto reservatdrio para a a¢do tecidual da renina (CORVOL, P.
e JEUNEMAITRE, X., 1997). Um exemplo de reservatdrio extracelular de angiotensinogénio €
o liquido cérebro-espinhal, que concentra a maior proporcdo de angiotensinogénio dentre
todos os demais liquidos extracelulares (ITO, T. ez al., 1980; GENAIN, C. ez al., 1984).

A fonte priméria do angiotensinogénio circulante € o figado, apesar do mRNA do
angiotensinogénio ter sido identificado no cérebro, coracio, rim, glandula adrenal, ovério,
placenta, tecido adiposo e na vasculatura (MORGAN, L. et al., 1996). A secrecdo hepdtica de
angiotensinogénio € constitutiva, havendo pequenas variagdes da quantidade secretada.
Entretanto, a sintese do angiotensinogénio é estimulada por glicocorticdides, esterdides,
hormonio tireoidiano, citocinas inflamatorias (p. ex. Interleucina-1 e Fator de Necrose
Tumoral) e angiotensina II (MORGAN, L. ez al., 1996). Clinicamente, os efeitos hormonais na
sintese do angiotensinogénio sdo visualizados na insuficiéncia adrenal, orquiectomia,
hipotireoidismo e resisténcia insulinica. Em todas essas situacOes patoldgicas hd um declinio

da producdo de angiotensinogénio hepatico e tecidual (ATLAS, S. A., 2007).
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Contrariamente, o aumento da sintese de angiotensinogénio € visualizado em
situacdes fisiopatologicas em que hd elevacdo de niveis hormonais, como, por exemplo, na
gravidez e no hipercortisolismo - seja na sindrome de Cushing ou durante a corticoterapia. O
aumento da secrecdo de angiotensinogénio pode ser um fator de risco para a hipertensdo,
apesar de existirem evidéncias que a estimulagdo cronica da secre¢do de angiotensinogénio €
parcialmente compensada pela reducdo da secrecdo de renina (ATLAS, S. A., 2007).

Uma mutagdo missense no éxon 2 do gene do angiotensinogénio codifica a
inser¢cdo de uma treonina na cadeia polipeptidica, ao invés de uma metionina existente na
posicao 235 (M235T). Esse fendmeno caracteriza um polimorfismo do gene do
angiotensinogénio e ocorre comumente em varios grupos étnicos. A freqiiéncia do alelo T235
em individuos caucasianos € 0,35, enquanto em individuos negros a freqiiéncia ¢ 0,80
(BLOEM, L. J. et al., 1995). Em um estudo realizado com 27.906 individuos, foi atribuido
maior risco de hipertensdo arterial para a presenca do alelo T. O grupo MM (homozigoto para
a auséncia do polimorfismo) foi estabelecido como controle. O grupo TT (homozigoto para a
presenca da mutacdo) apresentou risco de 31% de desenvolver hipertensdo arterial em relacio
ao grupo controle. O grupo MT (heterozigoto para a presen¢a da mutagdo) apresentou risco de
11% (STAESSEN, J. A. et al., 1999). Além dos resultados em hipertensdo arterial, a variagao
genética do polimorfismo M235T estd associada a doencgas, como coronariopatias, infarto
agudo do miocdrdio (KAMITANI, A. et al., 1995; KATSUYA, T. et al., 1995; WINKELMANN, B.
R. et al., 1999), progressdao da aterosclerose carotidea e, conseqiientemente, lesdes cerebrais

isquémicas (SCHMIDT, R. et al., 2001).

1.2.5 Enzima conversora de angiotensina

O decapeptideo angiotensina I € hidrolisado pela enzima conversora de
angiotensina (ECA), que remove um dipeptideo C-terminal, transformando a angiotensina I
no octapeptideo angiotensina II [Ang(1-8)] (ERDOS, E. G. e SKIDGEL, R. A., 1987). A ECA —
também denominada cininase II (dipeptidil carboxipeptidase) — é uma zinco-metaloprotease
com acgdo exopeptidase e € considerada promiscua pelo fato de clivar, inespecificamente,
diversos substratos, como a bradicinina, substincia P, encefalinas, endorfinas e neurotensina

(MENG, Q. C.e OPARIL, S., 1996).
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Apesar do seu potencial em hidrolisar diversas proteinas, a ECA, curiosamente,
hidrolisa a bradicinina em bradicinina (1,5) com afinidade superior a dos demais substratos.
Portanto, a ECA € uma peptidase que aumenta a producdo da angiotensina II, que tem acdo
vasoconstritora, € reduz a disponibilidade da bradicinina, que tem agdo vasodilatadora
(ATLAS, S. A., 2007).

O segmento hidrofébico C-terminal da ECA ancora-se a membrana plasmética de
diversos tipos celulares, incluindo células endoteliais, células epiteliais com bordas em escova
(p. ex. células dos tubulos proximais renais) e células neuroepiteliais (CAREY, R. M. e
SIRAGY, H. M., 2003). Como a ECA se ancora em células endoteliais, conseqiientemente, ela
estd presente em diversos tecidos, como rim, coracdo, cérebro (THURMAN, J. M. e SCHRIER,
R. W., 2003) e, em elevadas concentracdes, no endotélio pulmonar (BADER, M., 2001).
Existem duas formas de ECA descritas: a forma somadtica, constituida por dois dominios
homoélogos e presente nos supracitados tecidos, e a forma germinativa, constituida apenas
pelo dominio C-terminal, que se encontra presente nos testiculos (WEIL, L. et al., 1991).

Além da ECA ancorada a membrana plasmadtica, existe uma forma da ECA
circulante em fluidos corporais (HOOPER, N. M., 1991). No que se refere as formas existentes
da ECA, Casarini et al. (2001) demonstraram que a urina de individuos normotensos
apresenta dois fragmentos da forma somédtica da ECA, que sdo eliminados com 190 kDa e 65
kDa. Surpreendentemente, a urina de pacientes hipertensos apresenta intacto apenas o
fragmento de 65 kDa, pois o fragmento de 190 kDa € eliminado como uma forma truncada de
90 kDa, sugerida como um possivel marcador molecular de hipertensao arterial.

A concentragdo plasmatica da ECA varia de acordo com as diferengas
interindividuais. Todavia, as concentragdes plasmaticas da enzima sdo semelhantes em
individuos da mesma familia, sugerindo importante influéncia genética na concentragao
plasmética da enzima (CAMBIEN, F. et al., 1988). O gene da ECA humana contém um
polimorfismo consistindo da presenca (insercao (I)) ou da auséncia (dele¢do (D)) de uma
seqiiéncia alu repetitiva de 287 pares de bases no intron 16 (TIRET, L. et al., 1992). Individuos
portadores do gendtipo DD apresentam niveis plasméticos de ECA duas vezes maior do que
individuos com genétipo II (RIGAT, B. er al., 1990). No polimorfismo I/D, os niveis
plasméticos da ECA sdo intermedidrios, indicando uma co-dominéncia, e contabiliza,
aproximadamente, a metade dos individuos testados (47%) (RIGAT, B. et al., 1990).

Associacoes entre a presenca do alelo D e o desenvolvimento e/ou progressao de
sarcoidose (FURUYA, K. et al., 1996), asma (BENESSIANO, J. er al., 1997), beriliose (MAIER, L.
A. et al., 1999) e a sindrome do estresse respiratério agudo (MARSHALL, R. P. et al., 2002) ja
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foram descritas. Entretanto, as pesquisas cientificas quanto a participa¢do do polimorfismo da
ECA em mecanismos fisiopatogénicos avancam mais rapidamente em doengas
cardiovasculares. Estd demonstrado que a presenca do alelo D aumenta significativamente o
risco de hipertensdo arterial sist€émica, hipertrofia ventricular esquerda, aterosclerose,
coronariopatias, acidentes vasculares cerebrais e nefropatia diabética (SAYED-TABATABAEI,
F.A.etal.,2006).

Em 2004, Kohlstedt et al. (2004) atribuiram um novo papel funcional a ECA:
molécula transdutora de sinais. Os mesmo autores ja haviam publicado um estudo anterior
demonstrando que o residuo de serina (ser1270) presente na por¢do C-terminal da ECA era
fosforilado pela proteina quinase CK2. A época, ja era sabido que a fosforilagdo da serina
1270 era importante para o ancoramento da ECA a membrana plasmética (KOHLSTEDT, K. er
al.,2002).

Pelo mecanismo descrito por Kohlstedt e al. (2004) em células endoteliais, tanto
inibidores da enzima (p. ex. ramiprilato) quanto substratos (p. ex. bradicinina) aumentam a
fosforilagdo do residuo de serina 1270 da ECA por acdo da proteina quinase CK-2. O residuo
de serina 1270 fosforilado aumenta a atividade das proteinas quinases MKK?7 e JNK, que
fosforilam o fator transcricional c-Jun. Apds a fosforilacdo, c-Jun € translocado para o nucleo
da célula, no qual regulard a expressdo do gene da ECA — upregulation — e, talvez, de outros

genes (Figura 6).
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Figura 6 — ECA como uma molécula transdutora de sinais.

A ligagdo de bradicinina ou inibidores da ECA (iIECA) aumentam a fosforilagdo do residuo 1270 de serina pela
acdo da CK2. A ECA fosforilada ativa proteinas quinase MKK7 e JNK, que fosforilam o fator transcricional
c-Jun, carreando-o ao nucleo da célula, no qual havera maior transcri¢do do gene da ECA.

Fonte: RAHUEL, J. ef al. Structure-based drug design: the discovery of novel nonpeptide orally active inhibitors
of human renin. Chem Biol, v. 7, n. 7, p. 493-504, Jul 2000.

Dentre as recentes descobertas relacionadas ao SRA esta a identificacdo da ECA2
como uma importante enzima capaz de gerar a angiotensina (1-7), peptideo de grande
relevancia bioldgica, além da angiotensina II, no que tange seus efeitos vasoativos
(DONOGHUE, M. et al., 2000; TIPNIS, S.R. et al., 2000; CRACKOWER, M. A. et al., 2002).

Ambos os grupos descreveram separadamente a enzima homologa a ECA, sendo
que Donogue et al. (2000) denominaram-na ECA2. Ja Tipnis et al. (2000) descreveram a
enzima como sendo uma carboxipeptidase insensivel ao captopril. Simultaneamente,
Donogue et al. (2000) descreveram a capacidade de ECA2 hidrolisar a angiotensina I em
angiotensina (1-9), enquanto Tipnis et al. (2000) e Vickers et al. (2002) demonstraram que a
angiotensina II € o substrato preferido da ECA2, cuja afinidade € 400 vezes maior do que para
angiotensina I. Contrariamente a ECA somdtica, a ECA2 aumenta a degradacdo da

angiotensina II, reduzindo seu efeito vasoconstritor, e ndo degrada a bradicinina, mantendo
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sua acdo vasodilatadora (TURNER, A. J. ef al., 2002). Esse efeito vasodilatador predominante
da acdo da ECA2 parece contrapor as a¢des vasoconstritoras da ECA somética.

A hidrélise mediada por ECA2 ocorre, preferencialmente, entre residuos de
prolina e residuos de aminodcidos hidrofébicos C-terminais, como a fenilalanina
(DONOGHUE, M. et al., 2000; TIPNIS, S. R. et al., 2000) (Figura 7). A ECA2 € encontrada tanto
como uma enzima ancorada a membrana plasmdtica quanto como uma enzima secretada
(DONOGHUE, M. er al., 2000). A expressdo da ECA2 ji foi demonstrada na vasculatura
cardiaca, epitélio dos tubulos renais, epitélio pulmonar e intestino delgado (HAMMING, I. et
al.,2004). A expressao especifica de ECA2 no coragdo e nos rins sugere, em ultima instincia,
um importante papel homeostdtico do SRA localizado em ambos tecidos, uma vez que a
ECAZ2 parece desempenhar um papel complementar ao da ECA somatica (DONOGHUE, M. et
al.,2000; VICKERS, C. et al., 2002).

A ECA2 atua na geracdo de angiotensinas alternativas, principalmente na
conversdo da angiotensina II em angiotensina (1-7). Enquanto a ECA somdtica atua
enzimaticamente na angiotensina II, removendo o dipeptideo His-Leu C-terminal, a ECA2
catalisa a clivagem da angiotensina II em angiotensina (1-7) ao remover a fenilalanina C-
terminal (VICKERS, C. et al., 2002) (Figura 7). Além disso, a ECA2 pode clivar a angiotensina
I em angiotensina (1-9), que € precursora da angiotensina (1-7), se for degradada pela ECA
somadtica (VICKERS, C. et al.,2002) (Figura 7).

Além de degradar a angiotensina II, a ECA2 parece desempenhar importante
papel homeostatico do sistema cardiovascular. Camundongos knockout para o gene da ECA2
apresentaram um fendtipo de cardiomiopatia dilatada com disfun¢do ventricular esquerda
(CRACKOWER, M. A. et al., 2002). Ademais, observa-se uma expressao génica renal de ECA2
drasticamente reduzida em ratos hipertensos Sabra sal-sensiveis, bem como em outras
linhagens de ratos espontaneamente hipertensos (CRACKOWER, M. A. et al., 2002). Embora a
ECA2 compartilhe 42% de homologia com a ECA somatica, os farmacos inibidores da ECA
nao sdo capazes de inibi-la (TURNER, A. J. er al., 2002), porque o sitio ativo S2 da enzima ¢é
menor do que o sitio da ECA somaética (RICE, G. 1. ez al., 2004).

Interessantemente, a ECA?2, dentre tantas acdes ja descobertas, atua como receptor
funcional para o coronavirus associado a sindrome do estresse respiratério agudo, isto €,
SARS-CoV (LI, W. et al., 2003). A ECA2 parece desempenhar um papel protetor contra a
lesdo pulmonar causada pelo SARS-CoV (IMAI, Y. er al., 2005). Esses dados reforcam a

importancia da investigacdo cientifica acerca da funcionalidade da ECA2 e, felizmente, o
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desenvolvimento recente de um inibidor especifico para essa isoforma promete auxiliar na

elucidacdo de seus mecanismos fisiopatogénicos in vivo (HUANG, L. et al., 2003).
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Figura 7 — Vias metabolicas dos peptideos de angiotensina.

A renina cliva o angiotensinogénio humano no decapeptideo angiotensina I. As enzimas ECA, quimase e
catepsina A sdo capazes de remover o dipeptideo histidina-leucina, convertendo a angiotensina I em II. As
enzimas tonina e catepsina G sdo capazes de clivar o angiotensinogénio diretamente em angiotensina II. A
angiotensina III ¢ formada pela a¢do enzimatica da aminopeptidase A sobre a angiotensina II, enquanto a
angiotensina IV ¢é formada por duas vias distintas: pela agdo da aminopeptidase N sobre a angiotensina III ou
pela agdo da dipeptidil aminopeptidase sobre a angiotensina II. A ECA2, ao atuar enzimaticamente sobre a
angiotensina I da origem a angiotensina (1-9). A angiotensina (1-7) pode ser formada por trés diferentes vias: a
ECA somatica ou a endopeptidase neutra (NEP) clivam a angiotensina (1-9) em angiotensina (1-7), a acdo
enzimatica da prolil-endopeptidase (PEP) ou da endopeptidase neutra (NEP) sobre a angiotensina I ddo origem a
angiotensina (1-7) ¢ ECA2, a prolil-endopeptidase (PEP) ou a prolil-carboxipeptidase (PCP) sdo capazes de
clivar a angiotensina II em angiotensina (1-7), que pode ser degradada em angiotensina (1-5) pela acdo da ECA
ou em angiotensina (3-5) pela a¢do da dipeptidil aminopeptidase.

Fonte: Adaptado de RIBEIRO, Artur Beltrame ¢ PLAVNIK, Frida Liane. Atualizacio em Hipertensio

Arterial - Clinica, Diagnéstica e Terapéutica. 2. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2007.
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1.2.6 Vias alternativas de formacao de angiotensina II

Certamente, a ECA € a peptidase com a maior participacdo no SRA, mas ela ndo é
a Unica capaz de formar angiotensinas. Existem outras enzimas que degradam seus
respectivos substratos (seja a angiotensina I ou o préprio angiotensinogénio) e geram
angiotensina II. A razdo para co-existéncia dessas vias alternativas ainda ndo foi claramente
estabelecida (KRAMKOWSKI, K. er al., 2006). O angiotensinogénio pode ser diretamente
degradado em angiotensina II pela acdo enzimdtica das serino proteases catepsina G e tonina
(PHILLIPS, M. I. et al., 1993) (Figura 7).

A endopeptidase neutra (NEP) é uma zinco-metalopeptidase de 94 kDa ancorada
a membrana plasmatica (ROQUES, B. P. er al., 1993). Inicialmente, a NEP foi encontrada em
células renais com bordas em escova (KERR, M. A. e KENNY, A. J., 1974), mas essa
ectoenzima ja foi também identificada em pulmao, rim, cérebro, tiredide, intestino, leucécitos
células linfobldsticas, células epiteliais, células musculares lisas vasculares e células
endoteliais (JOHNSON, A. R. er al., 1985; ERDOS, E. G. e SKIDGEL, R. A., 1989; DUSSAULE, J.
C. et al., 1993 apud GRAF, K. et al., 1995 p. 230). A NEP é uma ectoenzima que, geralmente,
cliva peptideos na por¢ao N-terminal de residuos de aminoécidos hidrofébicos (ROQUES, B.
P.etal., 1993). No SRA, ela € capaz de formar a angiotensina (1-7) a partir das angiotensinas I
e (1-9) (SANTOS, R. A. et al., 2000) (Figura 7).

A prolil-endopeptidase (PEP) € uma enzima que reconhece, especificamente, os
residuos de prolina presentes nas cadeias peptidicas. A PEP atua nas ligacdes peptidil prolil-
peptideo na por¢do C-terminal do residuo de prolina (WALTER, R. et al., 1980). No SRA, a
PEP participa da formacdo da angiotensina (1-7) a partir das angiotensinas I e II (SANTOS, R.
A. et al.,2000) (Figura 7).

A aminopeptidase A é uma zinco-metalopeptidase homodimérica ancorada a
membrana plasmitica. E ativada pelo cdlcio e cliva, especificamente a por¢do N-terminal dos
residuos de glutamil ou aspatil (HEALY, D. P. e WILK, S., 1993). Ao clivar o residuo N-
terminal do residuo aspartil da angiotensina II, a aminopeptidase A transforma a angiotensina
IT em III (HEALY, D. P. e WILK, S., 1993). A aminopeptidase A estd presente em células
epiteliais com bordas em escova intestinais e renais € no endotélio vascular (LOJDA, Z. e
GOSSRAU, R., 1980). Entretanto, a aminopeptidase A tem sido identificada em diversos

nicleos cerebrais e estd envolvida no controle hidro-eletrolitico corporal e funcdes
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cardiovasculares (ZINI, S. et al., 1997). Estudos realizados com inibidores seletivos da
aminopeptidase A demonstraram, in vivo, que a aminopeptidase A ¢é responsdvel pela
conversao de angiotensina II em III, sendo que esta exerce acdes estimulatorias no centro
pressoérico central em ratos espontaneamente hipertensos (CHAUVEL, E. N. et al., 1994; ZINI,
S. et al., 1996; REAUX, A. et al., 1999) (Figura 7).

A aminopeptidase N € uma zinco-transpeptidase homodimérica ancorada a
membrana plasmdtica. Essa enzima hidrolisa a por¢do N-terminal dos residuos de arginina.
No SRA, a aminopeptidase N € capaz de hidrolisar a angiotensina III em IV (REAUX, A. et al.,
1999) (Figura 7). A angiotensina IV t&m sido atribuido o controle do fluxo sangiiineo cerebral
e a estimulacdo da expressdo endotelial do fator inibidor da ativagdo do plasminogénio-1
(PAI-I) (MUSTAFA, T. et al.,2001; L1, Y. D. et al., 2002).

A quimase € uma serino-protease também capaz de converter a angiotensina I em
angiotensina II. A quimase ndo € considerada componente do SRA. Sendo assim, a quimase
configura uma via alternativa de formagao de angiotensina II. Ou seja, a quimase é capaz de
gerar angiotensina II sem ser farmacologicamente bloqueada pelo uso de farmacos inibidores
da ECA (MANGIAPANE, M. L. et al., 1994) (Figura 7).

A quimase foi primeiramente identificada no coracdo humano por Urata et al.
(1990). Em experimentos preliminares realizados in vitro por Urata et al. (1990), foi
demonstrado que essa protease era responsdvel por 80% da angiotensina II formada no
coracdo humano. Os resultados obtidos por Balcells et al. (1996), em experimentos in vitro
com coragdes de caes, corroboraram os dados obtidos por Urata e al. (1990) em coracoes
humanos. Entretanto, resultados de experimentos realizados em cdes, in vivo, foram
diferentes. Atribuiu-se a enzima conversora de angiotensina o status de principal enzima
cardiaca formadora de angiotensina II (BALCELLS, E. et al., 1996). Supde-se que, em
condi¢cOes mais proximas as fisiologicas, a ECA teria um maior acesso a angiotensina I
plasmatica do que a quimase, porque esta se localiza principalmente em granulos
citoplasmadticos mastocitdrios e no intersticio cardiaco (URATA, H. e GANTEN, D., 1993).

Todavia, estudos farmacoldgicos recentes demonstraram que a formagdo de
angiotensina II no tecido cardiaco € substancialmente reduzida com o uso dos inibidores de
quinase: quimostatina, NK3201 e CD41 (TAKAI, S. et al., 2000; RICHARD, V. et al., 2001;
TAKAI, S. et al., 2001). A resisténcia arterial de pacientes com insuficiéncia cardiaca e
coronariopatias foi efetivamente reduzida apenas com o uso combinado de inibidores da ECA
e inibidor de quimase, sugerindo que formagado de angiotensina Il cardiaca depende de ambas

as vias: ECA-dependente e quimase-dependente (PETRIE, M. C. et al., 2001). Curiosamente,
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um estudo realizado com camundongos knockout para o gene da ECA demonstrou uma
formacdo de angiotensina II intra-renal inalterada. A manuten¢do dos niveis renais de
angiotensina II foi atribuida ao aumento de 14 vezes na atividade enzimdtica da quimase
(WEIL, C.C. et al.,2002).

Dados imunohistoquimicos de tecido renal de pacientes diabéticos associam o
aumento da expressdao de quimase na mdcula densa e em miofibroblastos da camada intima
vascular com o desenvolvimento de glomeruloesclerose, fibrose tubulointersticial e esclerose
arterial, além de aumento da pressdo arterial e proteindria. Entretanto, os resultados
imunohistoquimicos revelaram que o aumento da expressao da ECA, que também ocorre nos
rins de pacientes diabéticos, ndo se relaciona as lesdes supracitadas e, nem mesmo, as
alteracoes da pressdo arterial e proteindria. O aumento da expressio da ECA parece

correlacionar-se apenas ao aumento da creatinina sérica (HUANG, X. R. er al., 2003).

1.2.7 Angiotensinas: receptores e efeitos fisiopatologicos

1.2.7.1 Angiotensinas I, II, Il e IV

A angiotensina II €, indubitavelmente, o principal peptideo biologicamente ativo
do SRA. A angiotensina II é um peptideo hipertensor e causa aumento da pressdo arterial
tanto sistémica quanto local ao atuar no débito cardiaco e na resisténcia vascular periférica
(TIMMERMANS, P. B. ef al., 1993). Por isso, a angiotensina II atua, também, no débito
cardiaco direta e indiretamente ao expandir a volemia. Ela influencia a retengcdo de sédio e
dgua nos tdibulos renais ao atuar diretamente em receptores AT, renais e, indiretamente, ao
estimular a secrecao adrenal de aldosterona e a secre¢@o hipofisaria de vasopressina (KIM, S. e
IWAO, H., 2000). Em relacdo a resisténcia vascular periférica, a angiotensina Il atua como um
potente vasoconstritor (TIMMERMANS, P. B. ez al., 1993; KIM, S. e IWAO, H., 2000).

Evidéncias farmacolégicas e clinicas apontam que a angiotensina II desempenha
um importante papel na etiologia de doengas, como hipertensdo arterial sist€mica, hipertrofia
e remodelamento cardiaco, insuficiéncia cardiaca, espessamento vascular, aterosclerose e

glomeruloesclerose (KIM, S. e IWAO, H., 2000). A angiotensina II medeia seus efeitos
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celulares a partir de dois subtipos de receptores ancorados a membrana plasmatica: AT, e
AT,. Ambos os subtipos ja foram clonados e farmacologicamente caracterizados (MURPHY,
T.J.etal., 1991; SASAKI, K. et al., 1991; KAMBAYASHI, Y. et al., 1993; MUKOYAMA, M. et al.,
1993).

Farmacologicamente, os receptores de angiotensina Il podem ser facilmente
distinguidos pelo antagonismo seletivo. O receptor AT, € seletivamente inibido por
substincias da classe dos bifenilimidazéis, como o losartan, enquanto o receptor AT, é
seletivamente ativado pelo CGP-42112A — um hexapeptideo semelhante a angiotensina II que
também pode antagonizar os receptores AT, de modo dose-dependente (CRISCIONE, L. et al.,
1990; ARDAILLOU, R., 1999). Outros dois subtipos de receptores de angiotensina II ja foram
também caracterizados: os receptores AT, e AT,.

Os receptores AT, pertencem a familia de receptores membranares acoplados a
proteina G e, tipicamente, ativam a fosfolipase C (BERK, B. C. e CORSON, M. A., 1997). Em
humanos, esse subtipo de receptor distribui-se no sistema cardiovascular, renal, enddcrino e
nervoso (ALLEN, A. M. et al., 1999). Zhuo et al. (1998) e Allen et al. (2000) demonstraram
que os receptores AT, estdo presentes abundantemente na vasculatura humana, mais
especificamente em células musculares lisa e, em menor propor¢do, na camada adventicia.
Estudos realizados com bidpsia miocardicas humanas revelaram que os receptores AT,
cardiacos estio presentes em atrios, ventriculos e fibroblastos (REGITZ-ZAGROSEK, V. et al.,
1995). Experimentos realizados com a técnica de radioligantes demonstraram que a
abundancia fisiolégica de receptores AT, é reduzida em tecidos de pacientes com
insuficiéncia cardiaca, provavelmente devido a reducdo transcricional do mRNA desse
receptor (REGITZ-ZAGROSEK, V. et al., 1997).

O receptor AT, pode exibir o polimorfismo A1166C, que corresponde a troca de
uma adenina por uma citosina na posi¢ao 1166 da regido 3’ ndo-traduzida do gene AGTR1.Ja
foi identificado que esse polimorfismo parece estar associado a predisposi¢do para
hipertensdo arterial sist€mica (CASTELLANO, M. et al., 2003). Embora os receptores AT, nao
possuam atividade quinase intrinseca, eles sdo fosforilados em residuos de serina e treonina
em um estagio basal e também em resposta a angiotensina II. Estudos conduzidos por Thomas
et at. (1998) demonstraram que a por¢cao C-terminal, se rica em residuos de serina e treonina,
¢ fundamental para a fosforilacdo do receptor AT, e para a sua conseqiiente endocitose
(THOMAS, W.G., 1999).

Recentes descobertas acerca do SRA e o sistema das cininas denotam uma

heterodimerizacdo de receptores AT, com o receptor B, de bradicinina. Esses dois receptores
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podem se associar fisicamente, formando heterodimeros estdveis na membrana plasmatica, o
que resulta em aumento da ativacdo das proteinas G. Curiosamente, a heterodimerizacdo AT,-
B, parece potencializar os efeitos in vivo da angiotensina II, aumentando as sinalizacoes
intracelulares o que, conseqiientemente, maximiza as respostas a esse peptideo em pacientes
com pré-eclampsia (ABDALLA, S. er al., 2000; ABDALLA, S. et al.,2001). Abdalla et al. (2001)
demonstraram que mulheres pré-eclampticas tém um aumento significante na formacdo de
heterodimeros em plaquetas e na vasculatura omental, o que se correlaciona com um aumento
de 4 a 5 vezes na expressao de receptores B,. Ainda acerca da patogénese da pré-eclampsia
associada ao SRA, auto-anticorpos que ativam o receptor AT, ja foram identificados em
mulheres com manifestacdes clinicas de hipertensdo e albumintria (DECHEND, R. ef al.,
2005).

Os efeitos da angiotensina II resultam de suas agdes combinadas em receptores
AT, e AT,. A ativagdo de receptores AT1 estimula a vasoconstri¢do, hipertrofia e hiperplasia
da parede vascular, retencdo de sodio, inducdo da resposta inflamatdria, trombdtica e fibrética
(GRIENDLING, K. K. et al., 1994; VAUGHAN, D. E. et al., 1995; BOFFA, J. J. et al., 1999;
MULLER, D. N. et al., 2000) (Figura 8). J4 o AT, é o segundo principal receptor de
angiotensina II. Assim como o receptor AT,, AT, é um receptor membranar acoplado a
proteina G e com pequena homologia com os receptores AT1 (~34%) (MUKOYAMA, M. et
al., 1993).

Apesar da via de sinalizacdo mediada pelos receptores AT, ainda estar sob
investigagcdo, em condicdes fisioldgicas, a atuacdo da angiotensina II nesses receptores pode
antagonizar os efeitos dos receptores AT, ao inibir o crescimento celular e ao induzir a
apoptose e a vasodilatacdo (ZHUO, J. et al., 1998; HORIUCHI, M. et al., 1999) (Figura 8). A
expressao de AT, € ubiqua em tecidos mesenquimais de fetos humanos. Entretanto, a
expressao desse receptor rapidamente declina apds o nascimento (NAHMIAS, C. e
STROSBERG, A. D., 1995). Em adultos, os receptores AT, sdo detectados no pancreas,
coragdo, rim, adrenal, cérebro e na vasculatura (BERRY, C. et al., 2001).

Estudos realizados com tecidos cardiacos humanos demonstraram que o receptor
AT, esta presente em tecidos sadios e em coracdes doentes. Esse receptor encontra-se tanto no
midcitos quanto nos fibroblastos cardiacos, sendo que, no tecido sauddvel, o receptor AT,
predomina em midcitos. Contudo, em tecidos cardiacos lesionados, a expressao génica de AT,
permaneceu inalterada, ao passo que a expressao protéica foi reduzida (ASANO, K. ez al., 1997;
HAYWOOD, G. A. et al., 1997, WHARTON, J. e al., 1998). Esses resultados sugerem um

controle pos-transcricional da expressdo de receptores AT, em tecidos cardiacos doentes.
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A expressao de ambos os receptores de angiotensina II é finamente regulada. O
receptor AT,, por exemplo, pode ser negativamente regulado pela acdo da angiotensina II,
enquanto a expressdo do receptor AT, € aumentada pela deplecao de sodio e inibida pela agcao
da angiotensina II e fatores de crescimento, como o PDGF e o EGF (AGUILERA, G. e CATT,
K., 1981; OZONO,R. et al., 1997).

As acdes da angiotensina II em receptores AT, parecem contrapor os seus efeitos
em AT,. A importincia dos receptores AT, na regulacio da pressdo arterial foi demonstrada
por Tsutsumi et al. (1999) com a expressdo excessiva de receptores AT, em células
musculares lisas vasculares em camundongos transgénicos. Esses animais ndo apresentaram
resposta hipertensora com as infusdes de angiotensina II, diferentemente dos camundongos
selvagens — wild type. Além disso, em presenca do bloqueio de receptores AT, a infusdo de
angiotensina II reduziu a pressdo arterial em ambos os grupos de animais, transgénicos e
selvagens. Esses resultados sugerem que os receptores AT, regulam a pressdo arterial
provavelmente por modular as respostas vasoconstritoras.

Os efeitos vasodilatadores, anti-tréficos e apoptéticos mediados pelos receptores
AT, se opdem aos efeitos mediados pela angiotensina II ao atuar em AT,. Todavia, outros
efeitos fisioldgicos tém sido atribuidos aos receptores AT,, como modulacdo da sede, do
comportamento e da atividade motora (HEIN, L. er al., 1995; ICHIKI, T. er al., 1995).
Infelizmente, nem todos os efeitos mediados pelos receptores AT, sdo benéficos.
Paradoxalmente, efeitos pré-inflamatdrios promovidos pela indu¢do do NF-xB e efeitos
troficos, ocasionando hipertrofia vascular e cardiaca podem ser observados com a ativagao de
receptores AT, (BOOZ, G. W. e BAKER, K. M., 1996; CAO, Z. et al., 1999; RUIZ-ORTEGA, M. et
al., 2000). Tais observacoes refletem a complexidade do correto entendimento de todas as
acoes do SRA.

Além dos dois receptores previamente descritos, os receptores AT, e AT, ja foram
também identificados. O receptor AT, foi identificado por Chaki e Inagami na linhagem
celular de neuroblastoma neuro 2A. Esse receptor é peptideo-especifico, ou seja, reconhece a
angiotensina Il e tem baixa afinidade pela angiotensina III. Farmacologicamente, os
receptores AT, ndo exibem afinidade por ligantes ja conhecidos, como o losartan e o PD
123319 — antagonista de receptores AT,. Sabe-se que a ligacdo de angiotensina II ao receptor
AT, ativa a guanilato ciclase solivel ligada a via do 6xido nitrico (CHAKI, S. e INAGAMI, T.,
1992; 1993). Entretanto, estudos devem ser desenvolvidos no sentido de se estabelecer os

efeitos bioldgicos e a atividade farmacoldgica desse receptor de angiotensina.
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O receptor AT, € definido como sendo um receptor com alta afinidade pelo
hexapeptideo angiotensina IV e baixa afinidade pela angiotensina II. Esse receptor foi
identificado como uma aminopeptidase ancorada a membrana plasmatica e regulada pela
insulina. O receptor AT, pode ser encontrado no cérebro, adrenal, rim, pulmao e coragdo. No
SNC, a maior concentracdo desse receptor aparece em estruturas classicamente associadas ao
processo cognitivo, sensorial e motor, além de encontrd-lo em elevada concentracdo também
nos rins. Até o momento, sabe-se que os receptores AT, parecem mediar a secre¢do do
inibidor da ativa¢do do plasminogénio-1 (PAI-1) por acdo das angiotensinas II, III e IV. A
secrecdo de PAI-1, em niveis fisiolgicos, tem o propdsito de limitar a formacao de plasmina
e frear a via fibrinolitica. Entretanto, a secrecdo excessiva parece estar associada a efeitos pro-
tromboticos arteriais e distirbios tromboembdlicos venosos (DE GASPARO, M. et al., 2000;

HUBER, K. et al.,2001; CHAL S. Y. er al., 2004) (Figura 8).
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Figura 8 — Principais efeitos sistémicos da angiotensina II.

Os mecanismos regulatorios e contra-regulatorios do SRA intravascular estdo ilustrados. As vias de estimulagéo
estdo marcadas com setas verdes, enquanto as vias inibitorias sdo representadas por setas roxas. Nos quadros
coloridos estdo citados os principais efeitos da angiotensina I mediados pelos respectivos receptores.

Fonte: Adaptado de RIBEIRO, Artur Beltrame ¢ PLAVNIK, Frida Liane. Atualizacio em Hipertensio

Arterial - Clinica, Diagnéstica e Terapéutica. 2. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2007.
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Embora a angiotensina II seja o principal produto do SRA, existem evidéncias que
apontam os peptideos metabdlitos das angiotensinas I e II como substancias com significante
atividade bioldgica. E o caso das angiotensinas IIl e IV, que sdo formadas pela remogdo de
residuos de aminodcidos da angiotensina II por acdo de aminopeptidases A e N,
respectivamente (Figura 6).

A angiotensina III é um peptideo vasoconstritor menos potente do que a
angiotensina II. Ela também estimula a secrecdo de aldosterona, tem atividade dipsogénica e é
um ativador neuronal. A angiotensina III se liga aos receptores AT, e AT, com a mesma
afinidade (BLAIR-WEST,J.R. et al., 1980; GARCIA-SAINZ,J. A. et al., 1997; L1, Q. et al., 1997).

Embora a angiotensina IV tenha sido aventada como um produto inativo da
degradacdo de angiotensina II, esse hexapeptideo demonstrou ter marcantes efeitos na
memoria € no aprendizado de roedores normais, além de reabilitar a memoria de modelos
experimentais com amnésia. Os efeitos da angiotensina IV no sistema nervoso central sdo
mediados pela sua agao em receptores AT,, que s@o particularmente encontrados no cérebro e,
em elevadas concentragdes, em regioes envolvidas com a cogni¢do € com a fun¢do motora,
como neocortex, hipocampo e cerebelo (WRIGHT, J. W. e HARDING, J. W., 1997; ALBISTON,
A. L. et al., 2003). Fisiologicamente, a angiotensina IV parece regular o fluxo sangiiineo
cerebral, atua na proliferacdo de células endoteliais pulmonares e na estimulacdo da expressao
endotelial do PAI-1 (MUSTAFA, T. et al.,2001; LI, Y. D. et al., 2002).

Lochard et al. (2004) desenvolveram camundongos transgénicos com expressao
cronica de angiotensina IV especificamente no cérebro. Esses animais apresentaram
concentracdes de angiotensina IV quatro vezes maior do que os controles e desenvolveram
hipertensdo refratdria ao uso de captopril — inibidor de ECA. Entretanto, a hipertensdo dos
animais era sensivel ao candesartan — antagonista de receptores AT,. Esses resultados
sugerem que a elevagdo cronica de angiotensina IV cerebral pode induzir hipertensdo arterial

apenas tratada com antagonista de receptores AT,.
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1.7.2.2 Angiotensinas (1-9) e (1-7)

O nonapeptideo angiotensina (1-9) pode ser originado a partir da clivagem
enzimdtica da angiotensina I pela acdo da ECA2. A angiotensina (1-9) é um peptideo
rapidamente convertido em angiotensina (1-7) pela acdo da ECA somatica ou da NEP.
Entretanto, existem outras vias enzimaticas que convergem para a formacgao de angiotensina
(1-7), como, por exemplo, a degradacdo da angiotensina I pela PEP ou NEP ou ainda a
degradacdo da angiotensina II pela ECA2, PEP ou PCP (GREENE, L. J. et al., 1982) (Figura
6).

Schiavone et al. (1988) demonstraram a primeira funcdo bioldgica da
angiotensina (1-7). Em tecido cerebral canino homogeneizado, foi possivel observar a
degradacdo da angiotensina I marcada em angiotensina (1-7) que, ao ser perfundida no
sistema neuro-hipotaldmico-hipofisario, elevou a secrecao de vasopressina com a mesma
poténcia que a angiotensina II, executando efeito anti-diurético. O proto-oncogene Mas € um
receptor acoplado a proteina G e foi originalmente descrito como sendo um importante fator
envolvido nos mecanismos de tumorigénese, sendo descrito posteriormente como sendo o
receptor funcional de angiotensina (1-7) (JACKSON, T.R. ef al., 1988).

Um estudo recente desenvolvido por Santos ef al. (2003) demonstrou a relacio
bioldgica entre a angiotensina (1-7) e o receptor Mas. Seus experimentos foram conduzidos
com camundongos knockout para o gene que codifica esse proto-oncogene. Foi possivel
observar que esses animais deficientes de receptor Mas ndo apresentavam ligacdo da
angiotensina (1-7) ao tecido renal. Conseqiientemente, o efeito anti-diurético mediado pela
angiotensina (1-7) foi abolido, principalmente apds sobrecarga hidrica. Em cultura de células
transfectadas com Mas foi visualizado que a angiotensina (1-7) ligava-se a esses receptores e
promovia a liberacdo de acido aracdonico (SANTOS, R. A. et al., 2003).

Sabe-se que a angiotensina (1-7) executa efeitos que potencializam a bradicinina,
como a vasodilatacdo, por exemplo, que parece ser mediada pela ativagdo endotelial da 6xido
nitrico sintase (NOS) e a producdo de NO (SAMPAIO, W. O. et al., 2007). Possivelmente, o
sinergismo existente entre a angiotensina (1-7) e a bradicinina seja outro importante ponto de

cruzamento entre o0 SRA e o sistema das cininas.
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1.3 BLOQUEIO FARMACOLOGICO DO SRA

A secrecdo de renina € um fator iniciador e, ao mesmo tempo, limitador da
ativacdo do SRA intravascular. Conseqilientemente, a inibi¢do enzimdtica da renina
representou  um importante alvo terapéutico, objetivando bloquear a formacdo de
angiotensinas. Infelizmente, o efeito farmacoldgico da inibicdo da renina s6 era alcangado
com infusdes endovenosas dos farmacos desenvolvidos, porque a administragdo por via oral
oferecida inimeras dificuldades: baixa poténcia, baixa biodisponibilidade, meia-vida curta e
elevado custo de sintese das moléculas farmacologicamente ativas. Sendo assim, o
desenvolvimento dessas substancias foi abandonado ainda na década de 90, permitindo que
outras estratégias farmacoldgicas fossem entdo desenvolvidas com intuito farmacoterapéutico

(ATLAS, S. A.,2007).

1.3.1 Inibidores de ECA

Sérgio Ferreira et al. (1965) isolaram peptideos do veneno da Bothrops jararaca
capazes de inibir a cininase II (ou ECA) e que causavam hipotensdo. Essa descoberta instigou
o grupo a desenvolver inibidores da ECA com biodisponibilidade oral, sendo o primeiro deles
o captopril (FERREIRA, S. H., 1965 apud ATLAS, S. A., 2007, p. S16). Os inibidores da ECA
bloqueiam competitivamente a agdo enzimatica da ECA e impedem a conversdo de
angiotensina I em II. Além disso, os inibidores da ECA reduzem as secrec¢des de aldosterona e
vasopressina, bem como a atividade simpatica (LOPEZ-SENDON, J. et al., 2004) (Figura 8).

Sabe-se que farmacoterapias em curto prazo com inibidores da ECA reduzem os
niveis circulantes de angiotensina II e aldosterona, elevando os niveis circulantes de renina e
angiotensina I. Existem evidéncias que as longas terapias com inibidores de ECA estariam
associadas ao retorno dos niveis basais de aldosterona e angiotensina II devido a provével
ativacdo de vias alternativas (PITT, B., 1995; LOPEZ-SENDON, J. et al., 2004).

De modo geral, em curto prazo, os inibidores de ECA reduzem a pré e pds-carga
cardiaca, ao reduzir as pressdes sistolica e diastdlica, diminuem a resisténcia vascular

periférica total sem afetar o cronotropismo cardiaco, reduzem a resisténcia vascular renal e,
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conseqiientemente, melhoram o fluxo sangiiineo renal, além de promoverem a excre¢do de
sodio e 4gua, previnem a progressdo da albumintria e retardam o avango da insuficiéncia
renal em pacientes ndo-diabéticos e diabéticos (LEWIS, E. J. et al., 1993; MASCHIO, G. et al.,
1996; LOPEZ-SENDON, J. et al., 2004). De 40 a 60% dos pacientes com hipertensdo moderada
reduzem satisfatoriamente a pressao arterial quando submetidos a monoterapia com inibidor
de ECA. Nessa populacgdo, os inibidores da ECA revertem a hipertrofia cardiaca e elevam a
poténcia farmacolégica dos beta-bloqueadores (KLINGBEIL, A. U. er al., 2003; IBRAHIM, M.
M., 2006).

Os pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva reduzem os edemas
pulmonares devido a reducdo da pré e pds-carga cardiaca. Os inibidores da ECA parecem
reduzir a pré-carga cardiaca ao realizar venodilatacdo, o que provoca uma acomodagio
venosa do sangue periférico, reduzindo a pressdo sobre o atrio direito, a pressdao no leito
arterial pulmonar e a pressdo — e o volume — de enchimento do ventriculo esquerdo. Além
disso, os inibidores da ECA parecem reduzir a pds-carga cardiaca ao realizar a vasodilatacao
arterial, o que reduz a resisténcia vascular periférica e, conseqiientemente, melhora o débito
cardiaco desses pacientes (LOPEZ-SENDON, J. et al., 2004). Além de todos os beneficios
cardiacos, os inibidores da ECA também melhoram a disfun¢do endotelial em pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva, assim como em pacientes com coronariopatias e/ou
diabetes mellitus tipo-2 (LOPEZ-SENDON, J. et al., 2004).

Como a ECA ¢ idéntica a cininase II, os farmacos inibidores da ECA também
elevam os niveis teciduais de bradicinina — mas, infelizmente, ndo elevam os niveis
circulantes desse autacéide. O actimulo tecidual de bradicinina afeta a sinalizacdo intracelular
dos receptores B,, resultando em um aumento da producdo de NO, prostaglandina E, e
prostaciclina. Conseqiientemente, o somatorio dos efeitos de todas essas substancias
secretadas simultaneamente caracterizam os efeitos vasodilatadores, anti-tromboticos, anti-
aterogénicos e anti-proliferativos proporcionados pelo uso dos inibidores da ECA (LOPEZ-
SENDON,J. et al., 2004).

Em termos terapéuticos, os inibidores da ECA sdo farmacos bem tolerados pela
maioria dos pacientes. O efeito adverso mais freqiiente € a tosse seca — atribuida ao acimulo
de substancia P que é normalmente degradada pela cininase II. Entretanto, o uso de inibidor
da ECA pode ocasionar angioedema — devido a potencializacdo das cininas ndo-
metabolizadas —, anormalidades com mortalidade fetal, hipotensdo, deterioracdo da funcgao

renal em pacientes com doenga terminal e hipercalemia. Os efeitos téxicos associados
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principalmente ao consumo de captopril, sdo: paladar metdlico ou salgado, rash cutineo,

neutropenia, hepatotoxicidade e proteintria — nefropatia membranosa (WONG, J. et al., 2004).

1.3.2 Antagonistas de receptores AT,

Como previamente descrito, os receptores AT, medeiam inimeras agdes
sist€micas da angiotensina Il que contribuem para o aumento da pressdo arterial e da retencao
hidrica — vasoconstri¢do, secrecao de aldosterona, resposta dipsogénica, reabsorcao renal de
sodio e resposta pressdrica e taquicardica — além de ocasionar lesdes cardiovasculares —
hipertrofia/hiperplasia celular, efeitos pré-trombéticos, pré-inflamatérios e formagdao de
radicais superéxidos (CAREY, R. M. e SIRAGY, H. M., 2003; STANTON, A., 2003) (Figura 8).

Sendo assim, o receptor AT, tornou-se um importante alvo terapéutico, uma vez
que o seu antagonismo, teoricamente, proporcionaria efeitos mais especificos do que aqueles
obtidos com a inibicdo da ECA. O desenvolvimento de antagonistas de receptores AT, ndo-
peptidicos com biodisponibilidade oral teve inicio na década de 90 com a sintese do losartan
(FERRARIO, C. M., 2006). Como os antagonistas de receptores AT, agem bloqueando a
ligacdo da angiotensina II ao seu receptor, significa dizer que esses firmacos executam suas
acOes farmacoldgicas independentemente da via pela qual a angiotensina foi sintetizada — seja
pela ac@o enzimdtica da ECA somatica ou pela via alternativa (RUILOPE, L. M. et al., 2005).

Contrariamente aos inibidores da ECA, a terapia com antagonistas de receptores
AT, resulta em aumento dos niveis de angiotensina II, porque o bloqueio desses receptores
inibe a alca de feedback negativo, ocasionando maior secre¢do de renina e,
conseqiientemente, maior sintese de angiotensina I (Figura 8). A angiotensina II
excessivamente formada, em presenga do antagonismo de receptores AT, torna-se livre para
atuar em receptores AT, ou outros subtipos de receptores. Estudos clinicos sugerem que a
ativacdo de AT, parece mediar efeitos benéficos na vasculatura, coragao e rins mediados pela
acdo da bradicinina e do NO (CAREY, R. M. e SIRAGY, H. M., 2003).

Como os inibidores da ECA, os antagonistas de receptores AT, promovem seus
efeitos hipotensores ao reduzirem a resisténcia vascular periférica sem afetar o cronotropismo
cardiaco. Os efeitos na resisténcia vascular periférica resultam de um somatdrio de fatores:

inibicdo da vasoconstricdo mediada pela angiotensina II, reducdo da atividade simpatica e
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reducdo do volume extracelular — por acdo direta na reabsor¢ao de sédio no tibulo proximal e
por inibicdo da secre¢@o de aldosterona (HERNANDEZ-HERNANDEZ, R. et al., 2002).

Assim como os inibidores da ECA, o uso de antagonistas de receptores AT, como
monoterapia reduz satisfatoriamente a pressao arterial de 40 a 60% dos pacientes com
hipertensao moderada (IBRAHIM, M. M., 2006). Além disso, os antagonistas de receptores AT,
demonstram beneficios vasculares, cardiacos e renais tais quais aqueles promovidos pelo uso
dos inibidores da ECA (LEWIS, E. J. er al., 2001; DICKSTEIN, K. e KJEKSHUS, J., 2002;
PFEFFER, M. A. et al., 2003).

Os antagonistas de receptores AT, sdo também contra-indicados durante a
gestacdo devido a morbi-mortalidade fetal, principalmente se a exposi¢do ocorrer a partir do
segundo trimestre. A terapia prolongada, em geral, é melhor tolerada do que com os
inibidores da ECA, embora ji tenham sido observados angioedema e tosse seca com 0 uso
dessa classe de medicamentos. Os efeitos colaterais estdo associados ao bloqueio do SRA,
como, por exemplo, a hipercalemia e a redu¢do da funcao renal — exatamente igual com o uso
dos inibidores da ECA (ATLAS, S. A., 2007).

Os receptores de angiotensina Il s3o amplamente expressos em tecidos fetais e
parecem desempenhar um papel importante no desenvolvimento embriondrio e fetal.
Conseqilientemente, o bloqueio farmacoldgico da formacdo de angiotensina II — realizado
pelos inibidores da ECA — ou de seus receptores — realizado pelos antagonistas de receptores
AT, — durante os dois dltimos semestres de gestacdo ocasionam fetopatias, que incluem:
oligohidramnio, retardo de crescimento intrauterino, hipocalvaria, displasia renal, andria,
insuficiéncia renal € morte (COOPER, W. O. et al., 2006).

Segundo o FDA, o uso de inibidores da ECA e antagonistas de receptores AT,
durante o segundo e o terceiro trimestres gestacionais oferecem riscos ao feto e, por essa
razdo, foram classificados na categoria D de teratogenicidade. Entretanto, o uso de ambas asa
classes de medicamentos durante o primeiro trimestre gestacional pode oferecer riscos que
ainda sdo desconhecidos. Por essa razdo, durante esse periodo gestacional, esses farmacos

foram classificados na categoria C de teratogenicidade (FDA, 2006).
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1.3.3 Inibidores de renina

Os inibidores de renina representam a mais nova classe de medicamentos que atua
no SRA. O alisquireno foi desenvolvido com intuito de diferir dos inibidores da ECA e dos
antagonistas de receptores AT, por atuar, especificamente, bloqueando o sitio catalitico da
renina e, provavelmente, da pré-renina ativada pelo receptor (P)RR. Conseqiientemente, o
alisquireno deve impedir a sintese de todos os peptideos de angiotensina derivados da via
classica do SRA e deve evitar o efeito compensatério de estimular a secrecdo plasmdtica de
renina (POOL, J. L., 2007).

Como o alisquireno obteve registro do FDA em Mar¢o de 2007 e comecgou a ser
comercializado recentemente, os ensaios clinicos com intuito de se avaliar os possiveis
beneficios terapéuticos e, talvez, a superioridade dessa classe em relacdo as demais, ainda

estao sendo desenvolvidos.

14 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA TECIDUAL

Durante quase cem anos, acreditou-se que o SRA era um conjunto de reacdes
enzimdticas intravasculares de cardter exclusivamente enddcrino, cujo objetivo primordial
seria proporcionar importantes alteracdes hemodinamicas sist€micas. Todavia, recentes
descobertas sugerem que a biossintese das angiotensinas possa também acontecer fora da
circulacdo sist€mica. Ou seja, evidéncias experimentais apontam para diversos tipos celulares
capazes de reunir os componentes do SRA e que provavelmente seriam aptas a sintetizar
angiotensinas in loco. A esse novo conceito de sintese extravascular de angiotensinas
denominou-se Sistema Renina-Angiotensina Tecidual.

A identificac@o dos peptideos truncados de angiotensina com efeitos bioldgicos,
os diversos subtipos de receptores de angiotensinas capazes de ativar vias de sinalizagcdo
celular e a identificacdo de receptores de (prd)-renina na superficie celular sdo observacoes
recentes que embasam a hipotese de haver biossintese tecidual de angiotensinas € a0 mesmo
tempo esse novo conceito rompe os paradigmas enddcrinos do SRA tradicional (CAREY, R.

M. e SIRAGY, H. M., 2003). Existem evidéncias que a biossintese de angiotensina II poderia
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ser iniciada pela captacdo celular de renina e/ou angiotensinogénio da circulacdo sistémica.
Além disso, ja foi postulado a existéncia de angiotensina II no coracdo, nos vasos sangiiineos
periféricos, rim, cérebro, adrenal, hipdfise, tecido adiposo, testiculos, ovarios e pele (CAREY,
R.M. e SIRAGY, H. M., 2003).

Diversas outras serino proteases — tonina, quimase, catepsina G — s@o capazes de
contribuir para a formacdo de angiotensina II no SRA tecidual. Estudos sugerem que vias
independentes da ECA sejam responsdveis por cerca de 40% da angiotensina II gerada em
tecido renal humano intacto € que a quimase constitui uma dominante via alternativa no
tecido cardiaco, corondrias e, in vitro, em placas aterosclerdticas em aorta (URATA, H.,
HEALY, B. et al., 1990; WOLNY, A. et al., 1997, IHARA, M. et al., 1999). Ultimamente, a
ativacdo anormal do SRA tecidual tem sido proposta como uma importante via de
contribui¢@o para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, que podem ocorrer mesmo
que ndo haja sinais patoldgicos na circulacio sistémica (PAGLIARO, P. e PENNA, C., 2005).

Em condigdes fisioldgicas, a fungdo aparente do SRA tecidual € a manuten¢do do
balanco celular estabelecido entre a inibi¢do e a induc¢do do crescimento celular frente a
respostas adaptativas de estiramento das fibras cardiacas. A maioria da angiotensina II
presente no tecido cardiaco parece ser produzida a partir da sintese local de angiotensina I, e
ndo parece ter sido captada da circulacdo sistémica como se pensava anteriormente. Apesar de
existir a possibilidade da renina ser sintetizada no tecido cardiaco, existem evidéncias em
favor da captagdo cardiaca da renina circulante — possivelmente por meio dos receptores
M6P/IGF2R — na qual ela atuaria localmente (DANSER, A. H. ef al., 1994; CAREY, R. M. e
SIRAGY, H. M., 2003; PAUL, M. et al., 2006).

A angiotensina II exerce efeitos inotropicos positivos, medeia a hipertrofia dos
miocitos via receptores AT, e estd envolvida no remodelamento cardiaco. A ativagdo
patolégica do SRA cardiaco poderia causar um aumento na expressao da ECA, o que tem sido
proposto como uma importante contribuicdo para o desenvolvimento e manutencdo da
hipertrofia ventricular (PAGLIARO, P. e PENNA, C., 2005).

As disfungdes endoteliais também s3o atribuidas a hiperatividade do SRA
tecidual, especialmente com a participacdo da ECA. A ativacdo da ECA vascular pode alterar
outras funcdes, incluindo crescimento das células musculares lisas da vasculatura, inflamacao
e reacOes oxidativas na parede vascular. A producdo de espécies oxidativas — superoxido e
peréxido de hidrogénio — € aumentada pela angiotensina II, que estd associada a inflamacao,
aterosclerose, hipertrofia, remodelamento vascular e angiogénese (PAGLIARO, P. e PENNA,

C.,2005; PAUL, M. et al., 2006).
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O SRA intra-renal demonstra acGes pardcrinas da angiotensina Il ao realizar o
controle da fun¢do renal. As acdes diretas da angiotensina II incluem a vasoconstri¢do,
reabsorcdo tubular de sodio, modulagdo da pressdo/natriurese € promog¢do do crescimento do
tecido renal. Em condi¢Oes normais, a angiotensina Il contrai tanto as arteriolas aferentes,
quanto as arteriolas eferentes, além de estimular a contragdo das células mesangiais, o que
resulta em reducdo do fluxo sangiiineo, reducao da taxa de filtracdo glomerular e a filtracao
de sodio. Contrariamente, a hiperatividade do SRA intra-renal pode contribuir com a
patogénese de doengas em que hd retencdo de sodio, como hipertensdao e insufici€ncia
cardiaca congestiva. Entretanto, situacdes em que hd reducdo da perfusdo renal, como a
estenose das artérias renais, a circulagdo aferente torna-se relativamente refratdria as acoes
constritivas da angiotensina II e, somente as arteriolas eferentes se contraem, mantendo a
pressdo de perfusdo glomerular e a taxa de filtragao glomerular (CAREY, R. M. e SIRAGY, H.
M., 2003).

Embora a angiotensina II sist€émica possa afetar as fun¢des neuroldgicas em sitios
especificos, o sistema nervoso central € protegido do SRA intravascular pela barreira
hematoencefalica. Sendo assim, a sintese tecidual de angiotensina Il tem sido proposta como
um mecanismo fundamental para o controle da pressdo arterial central. Ratos hipertensos, por
exemplo, demonstram maior atividade da renina cerebral, maior expressdao de mRNA da pré-
renina e angiotensinogénio e receptores AT, e AT, detectaveis no tecido encefilico (Figura
9). A inibicdo seletiva de receptores AT, e AT, cerebrais reduz a pressdo arterial central em
ratos hipertensos, o que corrobora a importancia desses subtipos de receptores no SRA
cerebral. Ademais, a administracdo direta de angiotensina Il no cérebro promove o aumento
da pressdo arterial sistémica a partir de uma combinagdo de efeitos: secrecdo de vasopressina,
ativacdo do sistema nervoso simpatico e inibi¢do de baroreflexos. Animais transgénicos com
inibicdo permanente da sintese de angiotensinogénio cerebral demonstraram significante
redugdo da pressao sistlica quando comparada ao grupo controle (PAUL, M. et al., 2006).

Todos os componentes do SRA estdo presentes no cortex adrenal e constituem o
SRA adrenal. O mRNA da pré-renina e do angiotensinogénio foram identificados na glandula
adrenal e a formagdo de angiotensina II foi demonstrada nas células da zona glomerulosa
(Figura 9). Cerca de 90% da atividade de renina adrenal foi localizada na zona glomerulosa e
mais de 90% da angiotensina II adrenal € formada exatamente no tecido. Modelos animais
transgénicos demonstraram que a restricdo de sddio eleva os niveis adrenais de renina e
aldosterona, independentemente dos niveis plasmdticos ou renais de renina. Além disso, a

nefrectomia bilateral — que reduz os niveis de renina cardiaco e vascular — ndo reduz os niveis
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de renina adrenal em animais experimentais. Esses resultados sustentam a hipdtese de haver

renina extra-renal — e, conseqiientemente, a producdo de angiotensina II na glandula adrenal

(CAREY,R.M. e SIRAGY, H. M., 2003; VAN KATS,J. P. et al., 2005).

Acredita-se que o SRA tecidual tenha a¢des complementares as acdes do SRA
intravascular, atuando, fisiologicamente, como um mecanismo de manuten¢cdo e homeostase.
Contudo, processos patolégicos podem ser desenvolvidos, hipoteticamente, quando os

componentes do SRA sdo exageradamente expressos ou inibidos, causando distirbios nesse

sistema regulatorio.
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Figura 9 — Expressdo tecidual os componentes do SRA.
Os sitios de expressdo dos diferentes componentes do SRA estdo ilustrados na figura acima. Ren: Renina, AGT:
Angiotensinogénio, ECA: Enzima conversora de angiotensina, AT;: Receptor de angiotensina II do subtipo 1 e
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1.4.1 Sistema renina-angiotensina cardiaco

A existéncia e a funcionalidade do SRA cardiaco tém sido motivo de debates, uma
vez que se torna dificil diferenciar os efeitos da sintese de angiotensina II intracardiaca das
acoes da angiotensina II plasmatica. Indubitavelmente, tornou-se claro que os efeitos
cardiacos de farmacos que inibem as acoes da angiotensina II — como os inibidores da ECA e
antagonistas de receptores AT, — sdo parcialmente explicados pelos efeitos locais, em nivel
celular, como ocorre com o remodelamento cardiaco (ATLAS, S. A., 2007).

O SRA cardiaco parece desempenhar importante papel fisiolégico na manutengao
da homeostase celular associada aos estimulos inibitdrios/indutores de crescimento e
proliferagdo celular decorrentes de uma resposta adaptativa ao estresse miocdrdico, como, por

exemplo, o estiramento das fibras cardiacas (ATLAS, S. A., 2007).

14.1.1 Renina

Embora diversos pesquisadores tenham detectado o mRNA de renina no tecido
cardiaco de vdrias espécies — por meio de Northern blot, ensaios de hibridizacdo e RT-PCR —,
a expressdo de renina no tecido cardiaco ainda € motivo de controvérsia (DZAU, V. J.,
ELLISON, K. E. et al.,1987; PAUL, M. et al., 1988; PAUL, M. et al., 1993).

Em todos os estudos de expressdo de renina, os niveis de mRNA obtidos eram
muito baixos, ou entdo, eram necessarias grandes quantidades de RNA total para se obter
niveis detectaveis de mRNA de renina (VON LUTTEROTTI, N. et al., 1994). Animais
transgénicos que expressavam excessivamente o gene da renina humana dirigida pelo
promotor murino nao demonstravam a presenca de mRNA de renina no tecido cardiaco (YAN,
Y.etal., 1998).

Porém, menos controversa é a evidéncia da captacdo de renina da circulagdo
sangiiinea, sendo essa captagdo inespecifica — difusdo para o intersticio celular — ou a partir da
ligacdo da (prd)renina em sitios especificos de receptores MO6P/IGF2R. Os receptores

M6P/IGF2R sdo capazes de se ligarem a pro-renina e renina em cardiomidcitos (DANSER, A.
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H. et al., 1997; DE LANNOY, L. M. et al., 1997; SARIS, J. J. et al., 2001; CATANZARO, D. F.,
2005).

A hipertrofia de cardiomidcitos de ratos neonatos em cultura e o aumento da
sintese protéica nessas células foram visualizados apenas durante a co-incuba¢do com pro-
renina e angiotensinogénio, uma vez que a pré-renina sozinha ndo executa tais efeitos. Os
efeitos da associacdo da pré-renina com o angiotensinogénio foram comparaveis aos efeitos
de 100 nM de angiotensina II, embora os niveis desse peptideo no meio de cultura ndo tenham
ultrapassado 1 nM (SARIS, J. J. et al., 2002). Esses dados sugerem que a sintese cardiaca de
angiotensina II seria intracelular.

Além dos efeitos mediados pelos receptores M6P/IGF2R, os receptores (P)RR,
que sdao abundantemente expressos no tecido cardiaco — sdo capazes de ativar vias de
transducdo de sinais via MAP e ERK quinases, independentemente da presenga de
angiotensina II (NGUYEN, G. er al., 2002; NGUYEN, G. et al., 2004).

Essas descobertas acerca dos receptores de (pré)renina sustentam a hipdtese que o
SRA cardiaco desempenha um papel fisiologico de acordo com a taxa de ligacdo em
receptores de (pré)renina e receptores de angiotensina II. Esse microambiente permitiria uma
eficiéncia maxima da geracdo da angiotensina local — possivelmente, com a ligacdo imediata
da angiotensina II em seus receptores e com o minimo de extravasamento do peptideo para o

espaco intersticial NGUYEN, G. et al., 2004).

14.1.2 Enzima conversora de angiotensina

Contrariamente a existéncia de renina, ndo existem dividas quanto a expressao da
ECA no tecido cardiaco. O mRNA da ECA pdde ser facilmente detectado em coracoes
murinos € humanos, assim como a sua atividade enzimética. Estudos comprovam a presenca
da ECA em cardiomidcitos de ratos e, no coragdo humano, a expressao da ECA ocorre
principalmente apds o infarto do miocardio. A expressio de ECA2 também ji foi
demonstrada em coracdes de ratos e humanos (HIRSCH, A. T. et al., 1991; PAUL, M. er al.,
1993; HOKIMOTO, S. et al., 1996; PAUL, M. et al., 1996; CRACKOWER, M. A. et al.,2002).



INTRODUCAO 61

1.4.1.3 Quimase

A quimase cardiaca humana converte a angiotensina I em II e ndo € inibida pelos
farmacos inibidores da ECA, podendo atuar em vias alternativas de formag¢do de angiotensina
II. Como previamente descrito, Urata et al. (1990) descreveram a formacao de mais de 80%
da angiotensina II cardiaca pela a¢do da quimase, sugerindo uma importante via alternativa
presente no coragdo humano. Todavia, a magnitude desse efeito descrito por Urata et al.
(1990) ¢ discutivel, uma vez que os inibidores da ECA sdo farmacos extremamente efetivos

no tratamento de cardiopatias.

1.4.14 Angiotensinogénio e angiotensinas I e II

Diferentemente da renina, o mRNA do angiotensinogénio foi mais facilmente
identificado no tecido cardiaco humano e murino, mas em niveis inferiores aqueles
encontrados nos hepatocitos, principal fonte de angiotensinogénio (DZAU, V.J., ELLISON, K.
E. et al., 1987; PAUL, M. et al., 1993). J4 as angiotensinas sdo detectadas no coracdo em
concentragdes superiores as plasmaticas. Apesar dessa elevada quantidade de angiotensinas
possa ser um indicador de sintese cardiaca desses peptideos, contudo, a hipétese de captacdo e
de armazenamento de angiotensinas ndo deve ser descartada (DANSER, A. H. et al., 1994).

Ademais, existe ainda a possibilidade da renina e do angiotensinogénio
plasmaéticos serem captados pelos cardiomidcitos e, com a presenga da ECA cardiaca, formar
angiotensina II intracardiaca. Com intuito de se verificar se essa hipdtese poderia ter
fundamento, van Kats et al. (1998) perfundiram angiotensinas I e II radiomarcadas em porcos
€ mensuraram seus niveis plasmaticos e teciduais. Os resultados indicaram que mais de 90%
da angiotensina I mensurada € captada pelo coracdo, enquanto mais de 75% da angiotensina II
mensurada é formada localmente. Esses resultados mostram claramente que a sintese tecidual
de angiotensinas ¢ um mecanismo relevante e independente da sintese tecidual de

angiotensinogénio e/ou renina.
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14.1.5 Receptores de angiotensina

Ambos os subtipos de receptores, AT, e AT,, sdo expressos no tecido cardiaco e
parecem ser mais localizados nos cardiomidcitos. Em fibroblastos cardiacos, os receptores de
angiotensina parecem depender da presenca de doencas cardiacas, porque em condi¢des
fisiolégicas, os fibroblastos cardiacos expressam apenas o subtipo AT,, mas recrutam o
subtipo AT, em situacOes patoldgicas. Parece existir uma harmonia no funcionamento de
ambos os subtipos no tecido cardiaco, pois o subtipo AT, € capaz de estimular a hipertrofia e
a proliferacdo de células cardiacas, enquanto o subtipo AT, medeia efeitos opostos (CRABOS,

M. et al., 1994; BOOZ,G. W.e BAKER, K. M., 1996; WIDDOP, R. E. et al., 2003).

14.1.6 Efeitos do SRA cardiaco

Efeitos inotrépicos: A angiotensina II € capaz de elevar o inotropismo cardiaco.

De modo indireto, a angiotensina II atua no sistema nervoso simpético, aumentando a forga e
a freqiiéncia de contracdo do musculo cardiaco e, diretamente, a angiotensina II medeia o
influxo de cdlcio intracelular e, conseqiientemente, altera o platd do potencial de acdo
cardiaco (LIBBY, P. et al., 2007).

Estudos in vitro com preparagdes de étrio direito e ventriculo direito e esquerdo
de pacientes cardiopatas sugerem que a angiotensina II exerca efeitos inotropicos positivos
apenas no atrio direito. Além disso, a expressdo excessiva de receptores AT, humanos
direcionada ao tecido cardiaco de camundongos transgénicos corrobora o aumento do influxo
de célcio apds estimulacdo com angiotensina II (HOLUBARSCH, C. et al., 1993; HOFFMANN,
S.etal.,2001).

Efeitos hipertréficos: Ao ativar os receptores AT,, a angiotensina II medeia

efeitos hipertréficos. Enquanto a hipertrofia cardiaca, inicialmente, ocorre como um
mecanismo compensatorio para preservar a fungdo cardiaca, mas pode tornar-se o principal
fator de risco para a insuficiéncia cardiaca congestiva e, conseqiientemente, para a morte

subita (LIBBY, P. et al., 2007). Estudos in vitro realizados com cultura de cardiomidcitos



INTRODUCAO 63

sugerem o efeito hipertréfico seja apenas resultado da secregao tecidual de diversos fatores de
crescimento, como a endotelina -1 e TGF-f3.

A hipertrofia ventricular esquerda ocasionada pelo aumento tecidual de
angiotensina II j4 foi descrita em ratos transgénicos com expressao excessiva de componentes
do SRA, como a prépria renina murina, receptores AT, humanos, ECA humana e a expressao
concomitante de renina e angiotensinogénio humanos (PINTO, Y. M. er al., 1997, VAN
KESTEREN, C. A., VAN HEUGTEN, H. A. et al., 1997; GRAY,M. O. et al., 1998; MULLER, D. N.
et al.,1998; POKHAREL, S. ef al., 2004; HOFFMANN, S., 2005).

Em alguns desses modelos animais ficou evidente a participacdo exclusivamente
tecidual da angiotensina II. Véniant et al. (1996) criaram ratos transgénicos com expressao
sistétmica excessiva de pro-renina em hepatdcitos. Surpreendentemente, os animais
desenvolveram glomeruloesclerose e hipertrofia cardiaca em auséncia de hipertensao arterial,
sugerindo um importante papel funcional do SRA cardiaco ao mediar esses efeitos
patolégicos.

Estiramento mecanico: O estiramento mecanico das fibras cardiacas pode induzir

a secrecdo de angiotensina II por cardiomidcitos in vitro e in vivo. A sobrecarga ventricular
esquerda, que representa uma situacdo associada ao estiramento crénico dos cardiomidcitos,
resulta em ativacdo do SRA cardiaco. As vias ativadas intracelularmente pela indu¢do do
SRA cardiaco por estiramento sdo bloqueadas por antagonistas de receptores AT,
(SADOSHIMA, J. et al., 1993; LERI, A. et al., 1998; MALHOTRA, R. et al., 1999).

Apesar de se atribuir somente aos receptores AT, esses efeitos fisiopatolégicos,
Senbonmatsu et al. (2000) criaram animais knockouts para o gene do receptor AT, e
demonstraram que a delecdo desse subtipo de receptor ndo permitiu que os animais
desenvolvessem a hipertrofia ventricular esquerda apds sobrecarga pressorica. Esses
resultados sugerem que os receptores AT, também poderiam estar envolvidos na
fisiopatogenia da hipertrofia cardiaca.

Remodelamento cardiaco: O remodelamento cardiaco tem por objetivo a

estabilizacdo da funcdo cardiaca frente a uma lesdo que se instala nesse tecido (LIBBY, P. et
al., 2007). A expressdo de ECA desempenha uma importante funcdo no remodelamento do
coragdo, principalmente apds o infarto do miocardio. A lesdo pds-infarto parece estimular a
transcricdo do gene da ECA e também sua atividade enzimatica, caracterizando uma possivel
estimulacdo do SRA tecidual (HIRSCH, A. T. et al., 1991).

Os coragdes de ratos observados em 1 e 4 semanas apds o infarto do miocérdio

demonstraram que os miofibroblastos expressavam uma grande quantidade de receptores de
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angiotensina II. Sendo assim, os animais foram tratados com antagonistas de receptores AT,
logo apds o infarto e observaram uma significante redu¢do do volume de coldgeno nos sitios
infartados em comparagdo ao grupo controle (SUN, Y. e WEBER, K. T., 1996; DE CARVALHO
FRIMM, C. et al., 1997).

Apoptose: Estudos realizados em células PC-12 — de feocromocitoma de ratos —
sugerem que a morte celular programada seja mediada por receptores AT,. Entretanto, o
subtipo de receptores que parece estar associado a apoptose de cardiomidcitos € o AT,
(YAMADA,T. et al., 1996; CIGOLA, E. et al., 1997).

A apoptose parece estar envolvida no remodelamento cardiaco que ocorre apds o
infarto do miocdrdio, na cardiomiopatia hipertensiva e na cardiomiopatia diabética. Existem
evidéncias que o bloqueio do receptores AT, poderia amenizar esses efeitos apoptdticos e,
conseqiientemente, retardar o avanco da insuficiéncia cardiaca (DIEZ, J. et al., 1997;

ANVERSA, P. et al., 1998; FIORDALISO, F. et al., 2000; DIEP, Q. N. et al., 2002).
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II. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como principal objetivo estudar o processamento de pré-renina
humana em renina pela a¢do enzimadtica da catepsina B em células hipofisaria de ratos e a

acdo tecidual dessa pro-renina em cardiomidcitos de ratos neonatos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Investigar quais residuos de aminodcidos do sitio de clivagem da prd-renina
sdo reconhecidos pela catepsina B em cultura de células GH4C1.

222 Avaliar a influéncia das cadeias glicosidicas no reconhecimento e no
processamento da pré-renina pela catepsina B em cultura de células GH4Cl.

2.2.3 Analisar se a catepsina B € importante no direcionamento da pré-renina para os
granulos secretorios das células GH4Cl1.

2.24 Verificar se a pré-renina humana € capaz de ativar uma importante via de
sinalizaga@o celular em cardiomidcitos de ratos neonatos.

2.2.5 Avaliar se as cadeias glicosidicas da pré-renina humana e o processamento em
renina sao essenciais para a ativacdo dessa via de sinalizagdo celular.

2.2.6 Investigar se hd participacdo indireta da ECA — via cldssica do SRA — e de

receptores AT, na ativag@o dessa via de sinalizacdo celular.
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III. MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTURA DE CELULAS GH4C1

As células hipofisarias de ratos GH4C1 foram cultivas em monocamada em meio
de cultura DME H21 suplementado com 10% de SFB, 2 mmol/L de glutamina, 50 UI/mL de
penicilina G e 50 ug/mL de estreptomicina (fornecidos pela Cell Culture Facility) e foram
mantidas em incubadora com atmosfera de 5% de CO, a 37°C.

Com a finalidade de aumentar o numero de granulos secretdrios, a cultura de
células foi tratada durante os sete dias que antecederam a transfec¢do com: 10 nmol/L de EGF
humano (fornecido pelo Collaborative Biomedical Products), 1 nmol/L de estrégeno e

300 nmol/L de insulina (SCAMMELL, J. G. et al., 1986).

32 PLASMIDEOS E TRANSFECCAO DE ADN DE CELULAS GH4C1

O gene da pré-pré-catepsina B humana foi previamente inserido no plasmideo
phCB79-2 e sob controle do promotor RSV (gentilmente cedido pelo Dr. Donald F. Steiner,
Universidade de Chicago) (CHAN, S. J. et al., 1986). O gene da pré-pré-renina humana
(selvagem e mutantes — Figura 10) foram clonados no plasmideo pRhR1100 e sob controle
do promotor RSV (CHU, W. N. et al., 1990). As muta¢des pontuais foram induzidas por
amplificacdo do gene da pré-pré-renina por PCR com primers contendo especificamente as
mutagdes desejadas. Cada grupo experimental continha 5.10° células dispersas em 0.4 mL de
tampao PBS com 0,1% de glicose e 10 yg/mL de BioBrene. As células foram eletroporadas
com 10 pg do plasmideo pRhR1100 e/ou com 40 pug de vetor phCB79-2 a 960 uF e 0,3 kV.
Cada grupo experimental foi semeado em duplicata em placas de cultura com pocos de 2,5 cm

de diametro.
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MAKAR

— Pro-segmento

Figura 10 - Representagdo esquematica do gene da pro-renina

O segmento “Pré” (amarelo) representa o peptideo do sinal. O segmento “Pr6” (rosa) representa o pro-
segmento da pré-renina. O segmento “Renina” (verde) representa a enzima ativa. Os aminodcidos mutados por
alanina encontram-se destacados, exceto a glicina na posi¢do +4. A numeracdo dos residuos de aminodcidos €

referente ao aminodcido 1 da renina. A asparagina +75 também foi mutada por alanina.

33  MARCACAO RADIOATIVA DAS CELULAS GH4Cl1

As células GH4Cl, transfectadas com os plasmideos contendo os genes da pré-
pro-renina humana e/ou pré-pro-catepsina B humana, foram mantidas em meio de cultura
DME H21, em incubadora com atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24 horas. Ao findar o
periodo de 24 horas de incubagdo, as células GH4C1 foram triplamente lavadas com tampao
PBS morno e cultivadas por dezesseis horas em meio de cultura DME H21 sem metionina.
Manualmente, foi suplementado ao meio de cultura 150 pCi/mL de [S*]metionina. Apés a
suplementacdo de metionina, foi acrescido ao meio de cultura os seguintes secretagogos: 50
mmol/L de KCl e 10 gmol/L de forskolina, ambos solubilizados em etanol. O etanol (veiculo)

foi adicionado em grupos de células controle.
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O meio de cultura das células GH4C1 foi coletado cerca de dezesseis horas apés a
adicdo de [S*]metionina para realizacdo dos experimentos de imunoprecipitacio e

quantifica¢do de pré-renina e renina (Figura 11).

Transfec¢io [S?5] metionina  Coleta do meio
© 24 horas 29— 16 horas —e

Adicio de secretagogo
ou veiculo

Figura 11 - Protocolo implementado ao método de analise do processamento da pro-renina em renina.

34  EXPERIMENTOS DE “PULSE-CHASE”

Aproximadamente 24 horas apds a transfeccdo dos plasmideos em células
GH4C1, o meio de cultura foi removido e a cultura de células foi triplamente lavada com
tampao PBS morno. Em seguida, as células foram incubadas com DME H21 sem metionina
durante uma hora. Apds periodo de privagdo de metionina, o meio de cultura das células
GH4C1 foi suplementado com 300 uCi de [S*metionina/pogo. As células foram expostas ao
tracador radioativo por duas horas. Apds o periodo de radiomarcacdo protéica, a cultura de
células foi duplamente lavada com tampao PBS morno e novamente incubadas em meio de
cultura DME H21 com 10% de SBF durante quinze horas. Ao findar o periodo de quinze
horas de incubac¢ao, o meio de cultura foi coletado e as células foram duplamente lavadas com
tampao PBS morno e incubadas em meio de cultura DME H21 durante 3 horas sem adigao de
secretagogos ou veiculo .

Ao término do periodo de trés horas de incubacdo, o meio de cultura foi coletado
e as c€lulas foram novamente incubadas em meio de cultura DME H21, sendo acrescentados
os secretagogos (50 mmol/L de KCl e 10 ymol/L de forskolina, ambos solubilizados em

etanol) ou o veiculo (etanol) (Figura 12). O meio de cultura foi coletado ao final das trés
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horas ultimas horas de incubagdo para realizacdo dos experimentos de imunoprecipitacio e

quantificacdo de pré-renina e renina.

DME H21
Transfecc¢io sem metionina Coleta do meio Coleta do meio
& 24 horas =98 | h 92 horas®® |5 horas =983 horas-®® 3 horas-®
A
[S%] metionina Adigiio de secretagogo

ou veiculo

Figura 12 - Protocolo implementado ao método de andlise do direcionamento da prd-renina para os granulos

secretdrios das células GH4CI.

3.5 IMUNOPRECIPITACAO

Os meios de cultura coletados foram incubados com anticorpos policlonais de
coelhos — que reconhecem, mutuamente, os epitopos de pro-renina e renina — na propor¢ao de
1:1000 durante quatorze horas em camara fria a 4°C e sob lenta agitacdo. Ao término do
periodo de incubagdo, foi adicionado aos meios de cultura a proteina A Sepharose (fornecida
pela Amersham Pharmacia Biotech). Os meios de cultura foram novamente incubados
durante trés horas em temperatura ambiente sob lenta agitacdo.

O material resultante da incubacdo com anticorpos policlonais e proteina A
Sepharose foi adicionado sobre solu¢do de sucrose 30% em detergente mix (fornecido por
Sigma Biotech) e centrifugado a 5000 rpm por 2 minutos. Esse procedimento foi repetido trés
vezes até que as particulas de proteina A Sepharose associadas ao complexo antigeno-
anticorpo fossem devidamente lavadas. As proteinas precipitadas foram analisadas em gel
SDS-PAGE 12%, contendo 0,1% de SDS.

Apoés secagem, o gel SDS-PAGE foi mantido em contato com um filme
radiografico durante sete dias a -80°C para realizacdo de auto-radiografia das proteinas

separadas pela eletroforese. A imunoprecipitagdo de prolactina seguiu exatamente as mesmas
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etapas experimentais, tendo sido realizada com anticorpos anti-prolactina de coelhos

(fornecidos pelo National Institute of Diabetes, Digestive and Kidney Disease — NIDDK).

36  RADIOIMUNOENSAIO DE QUANTIFICACAO DE PRO-RENINA E RENINA

Os niveis de pré-renina e renina presentes no meio de cultura foram
determinados 36 horas apds a transfeccdo por meio de radioimunoensaio enzimético de
geracdo de angiotensina I (GammaCoat, Diasorin). A renina ativa presente no sobrenadante €
determinada pela sua capacidade enzimatica de clivar o angiotensinogénio presente no soro de
ovelhas nefrectomizadas (gentilmente ofertado pela Professora Roseli A. S. Gomes, FMTM,
Uberaba — MG, Brasil) em angiotensina I.

Primeiramente, os niveis de renina existentes no sobrenadante foram
determinados. Em seguida, os niveis de renina total (renina + pré-renina) foram determinados
apos ativacdo enzimdtica da pré-renina existente no sobrenadante com 50 pg/mL de tripsina
durante uma hora a 21°C. A atividade de pré-renina foi estimada como a diferenga existente
entre os dois valores numéricos obtidos (Renina total — renina). A porcentagem de renina

ativa foi representada pela razdo entre a renina ativa e a renina total vezes 100.

3.7 ANIMAIS

As culturas primérias de cardiomidcitos foram obtidas a partir de coragdes de
ratos Wistar independente do sexo com, no méximo, 72 horas de vida. Os animais eram

provenientes do Biotério Central da Universidade de Brasilia — UnB.
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3.8 CULTURA DE CARDIOMIOCITOS DE RATOS NEONATOS

A cultura priméria de cardiomidcitos foi obtida a partir da digestdo enzimatica de
coracdes de ratos Wistar neonatos (com, no méiximo, 72 horas de vida extra-uterina)
(CHLOPCIKOVA, S. et al., 2001). Os animais foram sacrificados por decapitacdo seguida de
toracotomia para a remog¢ao dos coragdes. O tecido cardiaco foi imediatamente preservado em
tampao CBFHH gelado (139 nM de NaCl; 5,36 nM de KCI; 0,81 nM de MgSO,; 5,55 mM de
dextrose; 0,44 mM de KH,PO,; 0,34 mM de Na,HPO,; 20 mM de HEPES; 50 U/mL de
penicilina G e 50 ug/mL de estreptomicina; em pH 7.5). Os étrios foram cirurgicamente
separados dos ventriculos.

Os ventriculos foram submetidos a sucessivos ciclos de digestdao enzimética com
5 mL de solugdo de 1 mg/mL de tripsina (fornecida pela Call Fisher) e 20 ug/mL de DNAse
(fornecida pela Roche), preparados em tampao CBFHH durante cinco minutos (por ciclo) sob
agitacdo em incubadora com atmosfera de 5% de CO, a 37°C.

Os ciclos de digestdo foram interrompidos pela adi¢do de 5 mL de solucdo de
20 ug/mL de DNAse (fornecida pela Roche) em tampao CBFHH e 10mL de SFB. As
solugdes resultantes de todos os ciclos de digestdo foram centrifugadas a 3000 rpm por 5
minutos com a finalidade de se recuperar o decantado celular. As células obtidas com os
ciclos de digestao enzimatica foram ressuspensas em 30 mL de DME H21 com 10% de SBF,
foram semeadas em placas de Petri e incubadas por quarenta minutos em incubadora com
atmosfera de 5% de CO, a 37°C.

Os cardiomidcitos sdo normalmente separados das células mesenquimais
(fibroblastos) por tempo de aderéncia diferencial a placa de Petri. As células mesenquimais se
aderem mais rapidamente a placa (BLONDEL, B. er al., 1971 apud CHLOPCIKOVA, S. et al.,
2001, p. 51). Apés o periodo de incubacdo, as células cardiacas em suspensdo foram
recolhidas por aspiragdo do meio de cultura e, em seguida, foram contadas em camara de

Neubauer.
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39 PLASMIDEOS E TRANFECCAO DE ADN DE CARDIOMIOCITOS DE RATOS
NEONATOS

Cada grupo experimental continha 10.10° células dispersas em 0,5 mL de tampdo
PBS com 0,1% de glicose. As células foram eletroporadas com 10 ug do plasmideo
pRhR1100 contendo o gene do angiotensinogénio humano e/ou 2 ug do plasmideo repérter
contendo o gene da luciferase sob controle do promotor do peptideo natriurético cerebral
(BNP) a 250 uF e 0,29 kV. O controle da efetividade das transfeccdes foi realizado com a
eletroporacdo, sob as mesmas condi¢des descritas acima, de 1 ug do plasmideo reporter
contendo o gene da luciferase sob controle do promotor do citomegalovirus (CMV). O
promotor do citomegalovirus € constitutivamente ativado, o que eleva a transcricdo génica da
luciferase.

As células foram tratadas com meio de cultura DME H21 com 10% de SBF,
2 mM de glutamina, 50 UI/mL de penicilina G e 50 ug/mL de estreptomicina. Cada grupo
experimental foi semeado em triplicata em placas de cultura com pocos de 2,5 cm de
didmetro. A cultura de células foi mantida em incubadora com atmosfera de 5% de CO, a
37°C. Aproximadamente quarenta e oito horas apds a transfeccdo, o meio de cultura foi
trocado por DME H21 com 10% SBF fresco.

Células pré-monociticas humanas (U937), previamente eletroporadas com o
plasmideo pRhR1100 contendo o gene da pré-renina humana (WT ou mutantes -1-2(R,K/A) e
+5(N/A)) a 950 uF e 0,30 kV, foram inseridas na cultura de cardiomidcitos transfectado,
realizando-se uma co-cultura (Tabela 1). No grupo de células que representava o controle
positivo experimental foi adicionado 0,1 mmol/L de angiotensina II. Os grupos de células que
receberam tratamento farmacoldgico foi adicionado ao meio de cultura 0,1 pmol/L de
captopril ou 0,1 ymol/L de losartan. As células foram novamente mantidas em incubadora
com atmosfera de 5% de CO, a 37°C (Tabela 1).

Aproximadamente vinte e quatro horas apds a primeira troca de meio de cultura, o
procedimento foi novamente realizado. Entretanto, o meio de cultura utilizado foi o DME
H21 sem SBF. Ao findar o periodo de vinte e quatro horas de incubacdo, as células foram
lisadas com tampao de lise e incubadas com luciferina — substrato especifico da luciferase

(ambos reagentes fornecidos pela Promega) (Figura 13).
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A intensidade luminosa resultante da clivagem enzimdtica da luciferina foi

mensurada em um lumindmetro em Unidades Relativas de Luz (URL).

DME H21 DME H21

Transfeccio ¢/ 10% de SBF s/ 10% de SBF
l’ l v Leitura de
@ 48 horas —®® 24 horas ®® 24 horas *® |yciferase

Adicao de angiotensina I, Coleta do meio
captopril ou losartan

Figura 13 - Protocolo implementado para analise da captag@o de pro-renina por cardiomiocitos.
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TABELA 1

Grupos experimentais resultantes das transfec¢des dos respectivos vetores de expressdo em células

U937 e/ou cardiomidcitos de ratos neonatos. Ambas as linhagens celulares foram mantidas em co-

cultura.

Tratamento
Grupo experimental Células U937 Cardiomidcitos
farmacolégico
U937 L BNP-Luciferase .
U937-ProWT Pro-renina WT BNP-Luciferase o
BNP-Luciferase +
AGT + U937 L . . . o
angiotensinogénio
BNP-Luciferase +
AGT + U937-ProWT Pré-renina WT ) ) ) o
angiotensinogénio
' BNP-Luciferase +
AGT + U937-Pro-1-2  Prd-renina -1-2(R,K/A) ‘ . . _
angiotensinogénio
‘ BNP-Luciferase +
AGT + U937-Pro+5 Pro-renina +5(N/A) ' . _ o
angiotensinogénio
' BNP-Luciferase + )
AGT + ProWT + Cap Pro-renina WT ) ] ] Captopril
angiotensinogénio
BNP-Luciferase +
AGT + ProWT + Los Pré-renina WT ) ) ) Losartan
angiotensinogénio
All o BNP-Luciferase Angiotensina II
. Angiotensina II +
AlIl + Los BNP-Luciferase

Losartan

CMV

CMV-Luciferase
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3.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados numéricos obtidos experimentalmente foram expressos como a
média + erro padrdo da média (EPM).

As diferencas entre as médias de cada variavel foram analisadas segundo o teste t
(duas variaveis) e a analise de variancia (ANOVA) (mais de duas variaveis) foi realizada com
o teste de comparacdes multiplas Tukey nos experimentos com células hipofisarias. Os
resultados dos experimentos realizados com cardiomidcitos de ratos neonatos foram
analisados com o teste de comparacdes multiplas Kruskal-Wallis.

O programa computacional Prism GraphPad versdo 5.0 foi utilizado para a
realizacdo dos calculos estatisticos e confeccdo dos gréificos. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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IV. RESULTADOS

4.1 PROCESSAMENTO DE PRO-RENINA PELA CATEPSINA B

4.1.1 Proé-renina selvagem (wild type)

Experimentos realizados por Neves et al. (1996) ja haviam demonstrado que as
células hipofisdrias de ratos GH4C1 — naturalmente incapazes de converter pro-renina em
renina — ao serem transfectadas com catepsina B humana passavam a secretar renina no meio
de cultura.

Com intuito de confirmar os resultados descritos por Neves et al. (1996), as
células GH4C1 foram co-transfectadas com os vetores de expressdo da pré-pro-renina
humana e da pré-pro-catepsina B humana. Aproximadamente vinte e quatro horas apds a
eletroporagio, as células foram radiomarcadas com [’S] metionina e incubadas por dezesseis
horas com o veiculo — etanol — ou os secretagogos KCl e forskolina — para que o contetddo dos
granulos secretdrios fossem expelidos no meio de cultura. Apés o periodo de secrecdo
constitutiva da pro-renina (16 horas), as proteinas do meio de cultura foram submetidas a
imunoprecipitagdo, sendo os resultados analisados por meio de auto-radiografia ou por meio
do ensaio de geracdo de angiotensina I — método de quantificacdo indireta da atividade de
renina.

Como demonstrado na Figura 14A, a presenca de uma banda tnica de 47 kDa —
referente a massa molecular da pré-renina — confirma que as células GH4C1 sdo naturalmente
incapazes de sintetizar a renina a partir da pro-renina. Entretanto, a catepsina B presente no
meio intracelular foi capaz de clivar a pré-renina em renina. A presenga de renina &
visualizada como uma banda de massa molecular inferior a da pré-renina (43 kDa).

No griéfico subseqiiente (Figura 14B), é possivel perceber que a renina apresentou
atividade enzimatica pelo menos duas vezes maior em presenca de catepsina B do que em
relacdo a pro-renina controle (Pré-renina = 100 £ 0% versus Pro-renina + catepsina B =

21322 +26,88%,n =7 e p=0,0134 versus controle) (Tabela 2).
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A) Pro-renma WT
Catepsina B

47 kDa —>

43 kDa —

Figura 14 A - Processamento de pro-renina humana pela catepsina B em células hipofisarias GH4Cl1.

A) Analise em gel SDS-PAGE de pro-renina e renina imunoprecipitadas. As células GH4C1 transfectadas com
pro-renina e catepsina B humana foram radiomarcadas com [*’S] metionina como descrito em “Materiais e
Métodos”. O meio de cultura das células foi precipitado com anticorpos monoclonais que reconhece
simultaneamente pré-renina e renina. As proteinas precipitadas foram analisadas em gel SDS-PAGE. As bandas

de pré-renina (47 kDa) e renina (43 kDa) estdo indicadas com setas.
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Figura 14 B - Processamento de proé-renina humana pela catepsina B em células hipofisarias GH4Cl.

B) Gréfico relativo as quantidades de renina secretadas no meio de cultura celular. Células GH4Cl1 transfectadas
com pro-renina humana ou co-transfectadas com catepsina B (CatB) foram mantidas por dezesseis horas em
meio de cultura com forskolina e KCI. Aliquotas dos meios de cultura das células foram testados para a atividade
de renina como descrito em “Materiais e Métodos”. O teste t de Student foi realizado com o auxilio do programa

computacional Prism GraphPad versdo 5.0, n =7 e *p = 0,0134 versus controle.
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TABELA 2
Valores, em porcentagem, da atividade enzimatica de renina selvagem (WT) secretada no meio de
cultura de células GH4Cl1. A atividade enzimdtica de renina foi indiretamente mensurada pela geracao

de angiotensina I. Os valores s3o expressos como média + erro padrdo da média.

Grupos experimentais Média + EPM (n) p
Pré-renina WT (controle) 100 = 0% (7) _
Pré-renina WT + catepsina B 213,22 +26,88% (7) 0,0134*

* Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Neste estudo, foi demonstrado que a co-transfeccdo dos vetores de expressao
contendo, separadamente, os genes da catepsina B humana e da pré-renina humana aumenta a
secrecdo dos dois produtos de imunoprecipitacdo: um, correspondendo a pré-renina com
47 kDa e outro, correspondendo a renina com 43 kDa. Esse resultado foi confirmado pela
determinacdo in vitro da geracdo da angiotensina I a partir da renina ativa secretada no meio

de cultura e corrobora os resultados prévios obtidos por Neves et al. (1996).

4.1.2 Mutacoes N-terminais no pré-segmento da proé-renina

A identificacdo dos aminodcidos presentes no pro-segmento da pro-renina
envolvidos com a protedlise mediada pela catepsina B foi realizada com mutagdes nos
residuos de metionina -3, lisina -2 e arginina -1 por residuos de alanina (Figura 10).

Nos resultados do experimento de imunoprecipitacao € possivel observar que as
mutacoes nos residuos -3(M/A) e -2(K/A) reduziram o processamento desses mutantes de
pré-renina em renina pela catepsina B. Entretanto, a mutag@o no residuo -1(R/A) nao parece
alterar a capacidade proteolitica da pro-renina pela ac¢do da catepsina B, uma vez que os niveis
de renina imunoprecipitados se assemelham aos niveis secretados de renina selvagem (WT)
(Figura 15A).

Os resultados dos experimentos de imunoprecipitacdo foram confirmados pelo
ensaio de geracdo de angiotensina I. Os mutantes de pré-renina -3(M/A) e -2(K/A)

demonstraram niveis de renina secretada estatisticamente compardveis aos niveis do grupo
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controle (-3(M/A) = 101,51 + 20,88% e -2(K/A) = 87,77 £ 13,74% em relacdo a pré-renina
selvagem (controle = 100%), n = 5 e p>0,05 versus controle), enquanto o mutante de pro-
renina -1(R/A) apresentou niveis de renina secretada estatisticamente superiores ao da pro-
renina selvagem clivada pela catepsina B (-1(R/A) = 217,69 + 27,93%, n = 4, p<0,05 versus
controle) (Tabela 3 e Figura 15B).

A) WT “— Pro-renina + CatB —
r | WT -3 -2 -1

‘T, T, T

47 kDa —> .

43 kDa —™

Figura 15 A - Processamento dos mutantes N-terminais de pré-renina pela catepsina B humana em células
GHA4CI1.

A) Células GH4C1 foram transfectadas por eletroporagdo com vetores de expressdo contendo genes das
proteinas indicadas e, subseqiientemente, radiomarcadas por dezesseis horas com [°S] metionina. Os
sobrenadantes foram coletados e foram submetidos & imunoprecipitagdo com anticorpos anti-pro-renina/renina.

As bandas que correspondem a pro-renina (47 kDa) e renina (43 kDa) estdo indicadas por setas.
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Figura 15 B - Processamento dos mutantes N-terminais de prdé-renina pela catepsina B humana em células
GHA4Cl.

B) Os niveis de pro-renina ¢ renina foram determinadas pelo ensaio de geragdo de angiotensina I em
sobrenadantes coletados dezesseis horas apos a transfeccdo. O controle foi obtido utilizando pré-renina
transfectada em auséncia de catepsina B. Os resultados foram analisados pelo teste estatistico Tukey foi
realizado com o auxilio do programa computacional Prism GraphPad versdo 5.0, n = 5 ¢ 4 *p < 0,05 versus
controle.

TABELA 3

Valores, em porcentagem, da atividade enzimadtica de renina selvagem (WT) e mutantes N-terminais
secretadas no meio de cultura de células GH4Cl1. A atividade enzimatica de renina foi indiretamente

mensurada pela geragdo de angiotensina I. Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da

média.
Grupos experimentais Média = EPM (n) P
Pro-renina WT (controle) 100 = 0% (7) o
Pré-renina WT + catepsina B 213215 +26,875% (7) *p < 0,05
Pro-renina —3(M/A) + catepsina B 101,504 +20,880% (5) p>0,05
Pr6-renina -2(K/A) + catepsina B 87,766 + 13,743% (5) p>0,05
Pré-renina -1(R/A) + catepsina B 217,689 +27.934% (4) *p < 0,05

* Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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As substituicdes dos residuos de metionina -3(M/A) e lisina -2(K/A) da pré-renina
humana mantiveram o processamento em renina pela acdo da catepsina B semelhante ao do
grupo controle, sugerindo que ambos os residuos de aminodcidos sao isoladamente essenciais
para o reconhecimento da pro-renina pela catepsina B e para a subseqiiente clivagem
enzimatica.

Ja a mutacdo no residuo de arginina -1(R/A) aumentou o processamento da pro-
renina em relagdo ao grupo controle. Esse achado sugere que esse residuo de arginina ndo é

essencial para o reconhecimento da pré-renina pela catepsina B.

4.1.3 Mutacoes nos sitios de glicosilacao da pré-renina

A importancia das cadeias glicosidicas no processamento de pro-renina pela
catepsina B foi investigada por meio de mutagdes dos residuos de asparagina (+5 e +75) por
alanina (Figura 10). Os dois residuos de asparagina (+5 e +75) recebem, fisiologicamente, a
ligacdo covalente de cadeias glicosidicas. Sendo assim, mutacdes nesses residuos de
asparagina por alanina impedem a glicosilacdo da seqii€éncia peptidica da renina e reduzem a
massa molecular da proteina ndo-glicosilada — em relacdo a pré-renina e renina selvagens
(JUTRAS, I.e REUDELHUBER, T. L., 1999).

Na Figura 16A ¢é possivel visualizar que tanto a pré-renina selvagem (WT)
quanto os mutantes ndo foram processados em renina em auséncia de catepsina B em células
GH4Cl1. Entretanto, em relacdo a pré-renina selvagem, a mutagido do residuo de asparagina
+5(N/A) aumentou a conversdo de pro-renina pela catepsina B. Contrariamente, a mutagao no
residuo +75(N/A) ndo altera o processamento de pré-renina em relagdo ao grupo controle
(Figura 16A).

Nos experimentos de mensuragdo da geracdo de angiotensina I (Figura 16B) a
pro-renina mutante +5(N/A) apresentou maior secre¢ao de renina ativa em relacdo ao grupo
controle (+5(N/A) = 232,09 + 63,92% em relagdo ao grupo controle = 100%, n =4 e p>0,05).
A pré-renina mutante +75(N/A) apresentou a atividade de renina secretada semelhante ao do

grupo controle (+75(N/A) = 141,38 + 36,23%, n = 4 e p>0,05) (Tabela 4).
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Figura 16 A - Os efeitos das cadeias glicosidicas da pro-renina no processamento pela catepsina B em células
GHA4C1.

A) As células hipofisarias foram eletroporadas com vetores de expressdo contendo os genes da pré-renina WT
ou dos mutantes +5(N/A) e +75(N/A), sendo subseqiientemente radiomarcadas por dezesseis horas. Os
sobrenadantes foram coletados e submetidos a imunoprecipitagdo com anticorpos policlonais anti-pro-
renina/renina. As bandas de proteinas correspondem a pro-renina selvagem (WT) (47 kDa) e a renina (43 kDa)
sdo indicadas por setas. A pro-renina mutada no residuo de glicosilagdo migra no gel de eletroforese com massa

molecular menor do que da pré-renina selvagem (WT).
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Figura 16 B - Os efeitos das cadeias glicosidicas da pré-renina no processamento pela catepsina B em células
GHA4C1.

B) A atividade de prd-renina e renina foi determinada pelo ensaio de geracdo de angiotensina I nos meios de
cultura das células GH4C1. Os niveis de renina foram mensurados antes e apos a ativagdo da pré-renina com

50ug/mL de tripsina a 21°C por uma hora. Os niveis de pré-renina foram calculados a partir da diferenga entre
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os dois valores. Os resultados foram analisados pelo teste estatistico Tukey com o auxilio do programa

computacional Prism GraphPad versao 5.0, n = 4 e *p<0,05.

TABELA 4
Valores, em porcentagem, da atividade enzimatica de renina selvagem (WT) e mutantes em residuos
de glicosilacdo secretadas no meio de cultura de células GH4Cl1. A atividade enzimatica de renina foi
indiretamente mensurada pela geracdo de angiotensina I. Os valores sdo expressos como média + erro

padrdo da média.

Grupos experimentais Média = EPM (n) P

Pro-renina WT (controle) 100 £ 0% (4) o
Pré-renina WT + catepsina B 173,660 +31,356% (4) p>0,05
Pré-renina +5(N/A) + catepsina B 232,085 £ 63,921% (4) p>0,05
Pro-renina +75(N/A) + catepsina B 141,379 + 36,226% (4) p>0,05

A estrutura peptidica da pré-renina sem a cadeia glicosidica permite que a
hidrdlise desse mutante +5(N/A) pela catepsina B seja, pelo menos 58,43 + 32,56% superior a
hidrélise da pré-renina selvagem pela mesma protease (+5(NA) = 232,09 + 63,92% versus
pro-renina selvagem = 173,66 + 31,36%). Em contrapartida, a substitui¢do da asparagina +75
por alanina parece ndo interferir no processamento da pré-renina (+75(N/A) = 141,38 =
36,23% versus pro-renina selvagem = 173,66 + 31,36%). Esse resultado sugere que a cadeia
glicosidica proxima ao sitio de clivagem (+5) limita, de alguma forma, o reconhecimento da
pro-renina humana pela catepsina B, o que parece ndo acontecer com a cadeia glicosidica

ligada ao residuo +75 de aspargina.

4.1.4 Mutacoes C-terminais no pré-segmento da proé-renina

Os mutantes C-terminais da pré-renina — em relacdo ao sitio de clivagem —
também foram analisados quanto ao reconhecimento e capacidade proteolitica da catepsina

em gerar a renina.



RESULTADOS 84

As mutagdes nos residuos de leucina +1, treonina +2 e glicina +4 ndo interferiram
quanto ao reconhecimento da pré-renina pela catepsina B e, nem mesmo, quanto a capacidade
proteolitica de gerar renina em relacdo a pro-renina selvagem. Contrariamente, a mutagao no

residuo de leucina +3 reduziu o processamento da pré-renina em renina (Figura 17).

Pro-renina + CatB
JALI — —

+1 +2 43 +4 45

—— van .

47 kDa — .

43 kDa —

Figura 17 - Processamento de mutantes C-terminais de pro-renina pela catepsina B humana em células GH4C1.
As células GH4C1 foram eletroporadas com vetores de expressdo de pré-renina selvagem (WT) ou mutantes. Os
sobrenadantes foram coletados e submetidos a imunoprecipitagdo com anticorpos policlonais anti-pro-

renina/renina. As bandas correspondentes a pré-renina (47 kDa) e renina (43 kDa) estdo indicadas com setas.

Novamente, a muta¢do no residuo de asparagina +5 favoreceu o processamento de
pré-renina pela catepsina B.

Esses resultados sugerem que, dentre os residuos de aminodcidos C-terminais do
sitio de clivagem da pré-renina, apenas a leucina +3 parece ser importante para o
reconhecimento da pré-renina pela catepsina B além, obviamente, da importancia da cadeia
glicosidica ligada a asparagina + 5 ja previamente demonstrada.

Com intuito de confirmar se realmente a cadeia glicosidica préxima ao sitio de
clivagem inibe a interacdo da catepsina B com a pré-renina e, se realmente a leucina +3 ¢
importante para o reconhecimento do sitio de clivagem, as células GH4C1 foram co-
transfectadas com vetores de expressdo de catepsina B e pré-renina com dupla mutagdo nos
residuos de leucina +3 e asparagina +5. As proteinas celulares foram radiomarcadas e

imunoprecipitadas como descrito no capitulo III.
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Na Figura 18 € possivel observar que realmente a leucina +3 parece desempenhar
importante papel no reconhecimento da pré-renina pela catepsina B, porque a mutagdo
+3(L/A) reduziu o processamento de pro-renina em renina pela catepsina B. Novamente €
possivel observar que a mutagdo no residuo de asparagina +5 aumenta o reconhecimento da
pro-renina pela catepsina B e, conseqiientemente, aumenta a secre¢do de renina no meio de
cultura das células GH4Cl1.

Curiosamente, a dupla mutacio (leucina +3 e asparagina +5) parece aumentar o
processamento de pré-renina em renina pela acdo enzimadtica da catepsina B (Figura 18).

Esse resultado sugere que a leucina +3 poderia realmente interferir no
reconhecimento da pré-renina pela catepsina B apenas em presenca da cadeia glicosidica, pois
a remocao dessa cadeia — mutacdo do residuo de asparagina +5 — restabeleceu a capacidade

proteolitica da catepsina B ao hidrolisar a pré-renina mutante +3(L/A) (Figura 18).
WT fromm— Proé-renina + Catepsina B S—
r —I WT +3 +3,+5 +5

- - C—
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Figura 18 - Processamento de mutantes C-terminais de pro-renina pela catepsina B humana em células GH4Cl1.
As células GH4C1 foram eletroporadas com vetores de expressdo de pro-renina selvagem (WT) e mutantes. Os
sobrenadantes foram coletados e submetidos a imunoprecipitagdo com anticorpos policlonais anti-pré-

renina/renina. As bandas correspondentes a pro-renina (47 kDa) e renina (43 kDa) estdo indicadas com setas.
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42  DIRECIONAMENTO DA PRO-RENINA PARA OS GRANULOS SECRETORIOS

4.2.1 Experimentos de pulse-chase

Estudos demonstram que os granulos secretdrios seriam a organela celular onde o
processamento da pré-renina em renina ocorreria. Taugner et al. (1987) demonstraram por
imunomarcacdo a presenca de renina nos granulos secretérios de células epitélioides,
enquanto Jutras et al. (1999) demonstraram a co-localizacdo da catepsina B e pré-renina em
granulos secretorios de células hipofisarias de camundongos — AtT20.

Sendo assim, os experimentos de pulse-chase foram conduzidos com intuito de se
investigar se o processamento de pré-renina em renina estaria realmente ocorrendo nos
granulos secretdrios das células GH4C1, como havia sido descrito em outros tipos celulares.

A linhagem celular GH4C1 € constituida por células hipofisarias de ratos e,
portanto, naturalmente secretam a prolactina. Ou seja, a prolactina é armazenada e secretada
pelos granulos secretdrios das células GH4C1 — principalmente se estimulados com a adi¢@o
de substancias secretagogas — e, portanto, a prolactina pode ser um marcador molecular do
funcionamento dos granulos secretdrios.

Na Figura 19 ¢é possivel observar que, em auséncia de catepsina B, as células
GH4C1 secretam constitutivamente apenas a pro-renina no meio de cultura (linhas 1 e 2). A
co-expressdo de catepsina induz a secre¢do de renina (linhas 5 e 6).

Entretanto, ndo foi possivel observar a secrecdo tanto de pré-renina quanto de
renina em presenca de secretagogos (linhas 4 e 8), apesar do sistema secretorio das células
GH4C1 estar funcionante, uma vez que a prolactina armazenada nos granulos foi secretada

em resposta a adi¢do dos secretagogos (linhas 4 versus 3 e 8 versus 7) (Figura 19).
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Figura 19 - Direcionamento da pro-renina para as vias secretorias em células GH4C1 transfectadas.

As células foram eletroporadas com vetores de expressdo de pro-renina humana e catepsina B humana, como
indicado. Os experimentos de “pulse-chase” foram realizados vinte e quatro horas apoés a realizagdo do
procedimento de eletroporagio. As células foram radiomarcadas por duas horas com [*°S] metionina e os
sobrenadantes foram, posteriormente, coletados ¢ imunoprecipitados. A coleta de meio de cultura realizada
quinze horas apds a radiomarcacdo visa identificar as proteinas constitutivamente secretadas (linhas 2 e 6). O
meio de cultura foi incubado por um periodo adicional de trés horas sem secretagogos (-), sendo as proteinas do
sobrenadante novamente imunoprecipitadas com intuito de se identificar se houve secre¢do constitutiva (linhas 3
e 7). Um novo meio de cultura foi adicionado e incubado por trés horas adicionais em presenca de secretagogos
(+) (10pmol/L de forskolina e 50mmol/L de KCI). Os sobrenadantes foram finalmente coletados e
imunoprecipitados com anticorpos policlonais anti-pro-renina/renina e anti-prolactina exatamente como as

demais amostras com intuito de se identificar se houve secre¢do regulada da pré-renina e renina (linhas 4 e 8).

Esse resultado do experimento de pulse-chase sugere que o processamento da pro-

renina em renina pela catepsina B ocorra fora dos granulos secretorios das células GH4Cl1.
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43 VIA INTRACELULAR MEDIADA PELA PRO-RENINA EM CARDIOMIOCITOS
DE RATOS NEONATOS

4.3.1 Pro-renina selvagem (wild type)

Como previamente demonstrado, o coragdo é um 6rgao-alvo do SRA tecidual. O
peptideo cerebral natriurético (BNP) é um hormonio secretado em pequenas quantidades pelo
ventriculo de um adulto normal. Entretanto, a expressdo de BNP ¢ ativada por estimulos
hipertréficos tanto in vitro quanto in vivo. Os cardiomidcitos de ratos neonatos respondem a
substancias troficas (p. ex. endotelina-1, agonistas a—adrenérgicos, angiotensina II e
estiramento mecanico) com aumento da sintese protéica, aumento do tamanho celular e
organizacdo sarcomérica, havendo mudanca do repertério de expressdo génica (CHIEN, K. R.

et al.,1991) (Figura 20).

Cardiomiocitos em cultura com 10% SBF

Estimulo hipertréfico: Endotelina-1, agonistas adrenérgicos, angiotensina I1

1 a 2 horas: Ativacao de genes precoces

c-jun, c-fos, egr.

12 a 24 horas: Ativacio de genes embriondrios

B-MHC, a-SKA, BNP

24 a 48 horas: Hipertrofia celular

Actimulo de proteinas contrateis e sarcomerogénese.

Figura 20 — Estimulos hipertroficos em cultura de cardiomidcitos e respectivas respostas génicas e celulares.
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Nakagawa et al. (1995) descreveram que a expressdo do peptideo cerebral
natriurético (BNP) ocorria em resposta a sobrecarga ventricular mais rapidamente do que a
expressdo do peptideo atrial natriurético (ANP). Atualmente, a mensuracdo da expressdo do
BNP ¢ utilizada como marcador molecular, sendo um importante método de diagndstico
diferencial em estagios mais brandos da insuficiéncia cardiaca e um importante fator preditivo
do manejo da insuficiéncia cardiaca avancada (TROUGHTON, R. W. et al., 2000; DAO, Q. et al.,
2001).

Sendo assim, realizou-se experimentos com co-culturas de cardiomidcitos de ratos
neonatos — transfectados com um plasmideo repérter (BNP-luciferase) sensivel a ativacao
pela angiotensina II — e células monociticas em suspensdo — transfectadas com pré-renina
humana — com intuito de simular, em cultura, condi¢des semelhantes aquelas encontradas no
SRA cardiaco.

A pré-renina selvagem extracelular (WT) — secretada pelas células U937 — em
presenca de angiotensinogénio, de alguma forma, eleva a transcricdo génica da luciferase
mediada pelo promotor do BNP (Controle = 0,572 + 0,157 URL versus AGT + U937-ProWT
= 58,154 + 28,396 URL, n= 11 e p<0,0001). A ativacdo transcricional do gene da luciferase
em cardiomidcitos expressando angiotensinogénio em co-cultura com a pré-renina selvagem
(WT) foi estatisticamente semelhante a adi¢io de 107 M de angiotensina II ao meio de cultura
dos cardiomidcitos (controle positivo) (AGT + U937-ProWT = 58,154 + 28,396 URL versus
All =29,798 +9,297 URL,n =11 e p>0,05) (Tabela S e Figura 21).

TABELA 5
Valores, em URL, da leitura de luciferase em cardiomidcitos de ratos neonatos submetidos a co-
cultura com células U937 expressando pré-renina selvagem (WT). Os valores sdo expressos como

média + erro padrao da média.

Grupos experimentais

Cardiomidcitos U937 Média = EPM (n) P
BNP-Luc . 0,572 + 0,157 URL (11) p>0,05
BNP-Luc Pr6-renina WT 1,186 + 0,440 URL (11) p>0,05

BNP-Luc + AGT . 2,186 £ 0,465 URL (11) p>0,05
BNP-Luc + AGT Pr6-renina WT 58,154 + 28,396 URL (11) *p <0,05
BNP-Luc + AIl _ 29,798 £ 9,297 URL (11) *p < 0,05

* Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 21 - Leitura de luciferase de cardiomidcitos de ratos neonatos transfectados com os vetores de expressio
da luciferase dirigido pelo promotor do BNP (BNP-luciferase) e/ou do angiotensinogénio humano (AGT) e em
co-cultura com células monociticas humanas U937 transfectadas (ou nfo) com o vetor de expressdo da pro-
renina humana selvagem (U937-Pro). A adi¢do de 107 M de angiotensina II (AIl) no meio de cultura dos
cardiomidcitos estimula a ativagdo do promotor do BNP (controle positivo). Os resultados foram analisados pelo
teste estatistico Kruskal-Wallis com o auxilio do programa computacional Prism GraphPad versdo 5.0, n=11¢

#p<0,001.

Sendo assim, a presenca extracelular de pré-renina humana selvagem (WT) na
cultura de cardiomidcitos de ratos neonatos — que expressam angiotensinogénio humano — é

capaz de ativar o promotor do BNP e a transcri¢do do gene da luciferase.

4.3.2 Pré-renina mutante +5(N/A)

A participacdo de receptores de manose 6-fosfato — M6P/IGF2R — na captagao de
pro-renina por cardiomidcitos de ratos sugere o envolvimento de oligossacarideos nesse
reconhecimento celular e, conseqiientemente, uma possivel participacdo das cadeias

glicosidicas da pré-renina (VAN KESTEREN, C. A., DANSER, A. H. ef al., 1997; PETERS, J. et
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al., 2002). A mutagao da asparagina +5(N/A) parece impedir a ligacdo da cadeia glicosidica a
pré-renina.

Diferentemente da pré-renina selvagem (WT), a pro-renina mutante +5(N/A) nao
conseguiu promover, indiretamente, a ativagdo do promotor do BNP. Conseqiientemente, a
transcri¢do génica da luciferase foi semelhante a transcricdo promovida pela auséncia de pro-
renina extracelular (controle) (Controle = 0,621 + 0,146 URL versus AGT + U937-Pro
+5(N/A) =3,717 £ 0,404 URL,n =11 e p > 0,05) (Tabela 6 e Figura 22).

TABELA 6
Valores, em URL, da leitura de luciferase em cardiomidcitos de ratos neonatos submetidos a co-
cultura com células U937 expressando pro-renina mutante +5(N/A). Os valores sdo expressos como

média + erro padrao da média.

Grupos experimentais

Média = EPM (n) p
Cardiomiocitos U937
BNP-Luc o 0,621 +0,146 URL (11) p>0,05
BNP-Luc + AGT Pré-renina WT 58,392 +28,351 URL (11) *p<0,05

BNP-Luc + AGT Pré-renina +5(N/A) 3,717 £ 0,404 URL (11) p>0,05
BNP-Luc + AIl 30,918 £ 8,991 URL (11) *p < 0,05

* Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 22 - Leitura de luciferase de cardiomiocitos de ratos neonatos transfectados com os vetores de expressdo
da luciferase dirigido pelo promotor do BNP (BNP-luciferase) e do angiotensinogénio humano (AGT) e em co-
cultura com células monociticas humanas U937 transfectadas com o vetor de expressdo da pro-renina humana
selvagem (U937-Pro) e mutante (+5(N/A)). A adigdo de 10”7 M de angiotensina II (AIl) no meio de cultura dos
cardiomiocitos estimula a ativagdo do promotor do BNP (controle positivo). Os resultados foram analisados pelo
teste estatistico Kruskal-Wallis com o auxilio do programa computacional Prism GraphPad versdo 5.0, n=11¢

*p<0,001.

Portanto, a cadeia glicosidica ligada a asparagina +5 parece desempenhar
importante papel no reconhecimento celular da pro-renina extracelular e, possivelmente, de

sua conseqliente captagdo pelos cardiomidcitos de ratos neonatos.

4.3.3 Pro-renina mutante -1-2(R/A e K/A)

O rim, durante muitos anos, foi tido como o tnico 6rgdo capaz de converter pro-
renina em renina (VON LUTTEROTTI, N. er al., 1994). Entretanto, a identificacdo dos
receptores (P)RR em diversos tecidos reacendeu a possibilidade de outros tecidos serem
também aptos a sintetizar renina — a partir da pré-renina circulante — e aumentar a producio

de angiotensina I — a partir da clivagem do angiotensinogénio pela pré-renina e/ou renina.
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Por outro lado, o tecido cardiaco também expressa a catepsina B — protease
candidata a enzima conversora de pro-renina — principalmente em condicdes patologicas
(SEHL, P. D. et al., 2000; GE, J. et al., 2006). Surpreendentemente, o aumento na expressao da
catepsina B no tecido cardiaco em condi¢des patoldgicas parece acompanhar a hiperatividade
do sistema renina-angiotensina presente nas cardiopatias.

Com intuito de se investigar uma possivel ativacao da pré-renina extracelular em
cardiomidcitos de ratos, seja ndo-proteolitica por meio dos receptores (P)RR ou proteolitica
por meio da catepsina B — as células U937 foram, entdo, transfectadas com a pré-renina
mutante -1-2(R/A e K/A).

A dupla mutagao dos residuos de arginina-lisina por residuos de alanina foi
testada porque esse par de aminodcidos bdsicos presente no sitio de clivagem é tido como
essencial para o processamento da pré-renina pela PRECE (HIROSE, S. et al., 1985; DO, Y. S.
etal., 1987).

A dupla mutacdo dos residuos de arginina-lisina da pré-renina extracelular — -1-
2(R/A e K/A) — reduziu significantemente a ativacdo do promotor do BNP, promovendo
leituras de luciferase semelhantes as do grupo controle (Controle = 0,621 + 0,146 URL versus

AGT + U937-Pro-1-2=2,149 £ 0,569 URL,n =11 e p > 0,05) (Tabela 7 e Figura 23).

TABELA 7
Valores, em URL, da leitura de luciferase em cardiomidcitos de ratos neonatos submetidos a co-
cultura com células U937 expressando pré-renina mutante -1-2(R/A e K/A). Os valores sdo expressos

como média = erro padrdo da média.

Grupos experimentais

Média + EPM (n) p
Cardiomiocitos U937
BNP-Luc o 0,621 +0,146 URL (11) p>0,05
BNP-Luc + AGT Pro-renina WT 58,392 + 28,351 URL (11) *p <0,05
Pré-renina -1-2(R/A
BNP-Luc + AGT 2,149 £ 0,569 URL (11) p>0,05
e K/A)
BNP-Luc + AIl - 30,918 + 8,991 URL (11) *p < 0,05

* Diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 23 - Leitura de luciferase de cardiomidcitos de ratos neonatos transfectados com os vetores de expressio
da luciferase dirigido pelo promotor do BNP (BNP-luciferase) e do angiotensinogénio humano (AGT) e em co-
cultura com células monociticas humanas U937 transfectadas com o vetor de expressdo da pro-renina humana
selvagem (U937-Pro) e mutante (-1-2(R/A e K/A)). A adi¢do de 107 M de angiotensina II (AIl) no meio de
cultura dos cardiomidcitos estimula a ativagdo do promotor do BNP (controle positivo). Os resultados foram
analisados pelo teste estatistico Kruskal-Wallis com o auxilio do programa computacional Prism GraphPad

versdo 5.0,n=11 e *p<0,001.

Portanto, os residuos de aminodcidos bdsicos arginina-lisina presentes no sitio de
clivagem parecem ser importantes na ativacdo — proteolitica ou ndo — da pro-renina humana
extracelular e, por conseguinte, na ativagdo do promotor do BNP em cardiomiécitos de ratos

neonatos.

4.3.4 Pro-renina selvagem e captopril

z

A enzima conversora de angiotensina € a peptidase mais importante da via
classica do SRA e é expressa no tecido cardiaco humano e de ratos. Além disso, € sabido que

a ECA tem importante participacao na fisiopatogenia de cardiopatias, uma vez que o bloqueio
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da ECA realizado por farmacos como o captopril reduz o remodelamento cardiaco pds-infarto
e retarda o avanco da insuficiéncia cardiaca (HOLTZ, J., 1998; LIINEN, P. e PETROV, V., 1999).

Portanto, a participagdo da ECA no SRA cardiaco parece ser crucial. Por essa
razdo, foi adicionado 107 M de captopril a co-cultura de cardiomidcitos de ratos neonatos
transfectados com angiotensinogénio humano e o plasmideo repdrter BNP-luciferase e células
U937 transfectadas com a pré-renina humana.

A adicdo de captopril a co-cultura reduziu significantemente a ativacdo do
promotor do BNP e a transcri¢do génica da luciferase se comparado ao grupo AGT + U937-
ProWT sem captopril (AGT + U937-ProWT = 57,643 + 28,489 URL versus AGT + U937-
ProWT + captopril = 5,423 + 1,788 URL,n =11 e p < 0,0001). Entretanto, se comparado ao
grupo controle, a ativagdo do promotor do BNP em presenca do inibidor da ECA difere
significativamente da ativacdo basal verificada no grupo controle (Controle = 0,530 + 0,163
URL versus AGT + U937-ProWT + captopril = 5423 + 1,788 URL, n = 11 e p < 0,05)
(Tabela 8 e Figura 24).

TABELA 8
Valores, em URL, da leitura de luciferase em cardiomidcitos de ratos neonatos submetidos a co-
cultura com células U937 expressando pré-renina selvagem em presenca de 107 M de captopril. Os

valores sdo expressos como média + erro padrdo da média.

Grupos experimentais

Média + EPM (n) p
Cardiomiocitos U937
BNP-Luc - 0,530 0,163 URL (11) p>0,05
BNP-Luc + AGT Pr6-renina WT 57,643 + 28,489 URL (11) *p <0,05
Pro-renina WT +
BNP-Luc + AGT 5,423 + 1,788 URL (11) *p < 0,05
captopril
BNP-Luc + AIlI _ 28,884 +9,518 URL (11) *p < 0,05

* Diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 24 - Leitura de luciferase de cardiomidcitos de ratos neonatos transfectados com os vetores de expressio
da luciferase dirigido pelo promotor do BNP (BNP-luciferase) e do angiotensinogénio humano (AGT) e em co-
cultura com células monociticas humanas U937 transfectadas com o vetor de expressdo da pro-renina humana
selvagem (U937-Pro) em presenca de 107 M de captopril. A adigdo de 107 M de angiotensina II (AII) no meio
de cultura dos cardiomiécitos estimula a ativagdo do promotor do BNP (controle positivo). Os resultados foram
analisados pelo teste estatistico Kruskal-Wallis com o auxilio do programa computacional Prism GraphPad

versdo 5.0, n =11 e *p<0,05 e **p<0,0001.

A enzima conversora de angiotensina parece desempenhar importante funcdo
no SRA cardiaco e na ativacdo intracelular do promotor do BNP. Entretanto, ela ndo parece
ser a Unica peptidase a atuar nesse sistema tecidual, uma vez que a ativagdo do promotor do

BNP foi significantemente diferente da ativagdo basal observada no grupo controle.
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4.3.5 Pro-renina selvagem e losartan

Os receptores AT, de angiotensina II parecem mediar importante atividade
fisiopatogénica no SRA cardiaco, uma vez que efeitos tréficos — hipertrofia — sdo observados
quando esses receptores cardiacos sdo ativados (BOOZ, G. W. e BAKER, K. M., 1996).

A participagdo dos receptores AT, de angiotensina II no SRA cardiaco foi
investigada com a adi¢do de 107 M de losartan — um antagonista de receptores AT, — na co-
cultura de cardiomidcitos de ratos neonatos transfectados com angiotensinogénio humano e o
plasmideo repdrter BNP-luciferase incubados com células U937 transfectadas com pré-renina
selvagem.

A angiotensina II (107 M) e o losartan (107 M) foram adicionados a cultura de
cardiomidcitos de ratos neonatos transfectados com o plasmideo repérter BNP-luciferase para
testar se o losartan realmente era capaz de bloquear os efeitos da angiotensina II em cultura
(controle negativo).

Realmente, os receptores AT, de angiotensina II parecem estar envolvidos na
resposta celular da ativagdo génica do BNP. A adicdo de losartan a co-cultura de
cardiomidcitos de ratos neonatos promoveu uma reducdo significativa da ativagdo
transcricional do gene da luciferase dirigido pelo promotor do BNP (AGT + U937-ProWT =
57,643 + 28,489 URL versus AGT + U937-ProWT + losartan = 5,423 + 1,788 URL, n=3 e
p<0,001). Os efeitos do losartan se assemelham estatisticamente a resposta basal verificada no
grupo controle (Controle = 0,530 + 0,163 URL versus AGT + U937-ProWT + losartan =
4,092 + 0,358 URL, n=3 e p>0,05) (Tabela 9 e Figura 25).

O losartan mostrou-se um farmaco efetivo no bloqueio das a¢des da angiotensina
II nos receptores AT, pois a ativagdo do promotor do BNP foi estatisticamente semelhante a
do grupo controle (Controle = 0,530 + 0,163 URL versus U937 + AIl + losartan = 1,854 +
0,077 URL, n= 3 e p>0,05) (Tabela 9 e Figura 25).



RESULTADOS

98

TABELA 9

Valores, em URL, da leitura de luciferase em cardiomidcitos de ratos neonatos submetidos a co-

cultura com células U937 expressando pré-renina selvagem em presenca de 107 M de losartan. Os

valores sdo expressos como média + erro padrdo da média.

Grupos experimentais

Média = EPM (n) p

Cardiomiocitos U937
BNP-Luc - 0,530 +0,163 URL (11) p>0,05
BNP-Luc + AGT Pré-renina WT 57,643 £ 28,489 URL (11) *p<0,05

Pré-renina WT +
BNP-Luc + AGT 4,092 +0,358 URL (11) p>0,05
losartan

BNP-Luc + AIl _ 28,884 +9,518 URL (11) *p < 0,05
BNP-Luc + AIl Losartan 1,854 +0,077 URL (11) p>0,05

* Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 24 - Leitura de luciferase de cardiomiocitos de ratos neonatos transfectados com os vetores de expressdo

da luciferase dirigido pelo promotor do BNP (BNP-luciferase) e do angiotensinogénio humano (AGT) e em co-

cultura com células monociticas humanas U937 transfectadas com o vetor de expressdo da pro-renina humana

selvagem (U937-Pro) em presenga de 10”7 M de losartan. A adigdo de 10”7 M de angiotensina II (AII) no meio de

cultura dos cardiomidcitos estimula a ativagdo do promotor do BNP (controle positivo) e a adi¢do de 107 M de
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losartan reduz a ativa¢do do promotor do BNP (controle negativo). Os resultados foram analisados pelo teste
estatistico Kruskal-Wallis com o auxilio do programa computacional Prism GraphPad versdo 5.0, n = 3 ¢

*p<0,0001.

Os receptores AT, de angiotensina II participam, de alguma forma, da via de
sinalizacdo intracelular que ativa o promotor do BNP e a transcri¢ao génica da luciferase e o
losartan é capaz de bloquear efetivamente as agcdes da angiotensina II nesse subtipo de

receptor.
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V. DISCUSSAO

Como previamente descrito na literatura cientifica, as células GH4C1 sdo
incapazes de, fisiologicamente, sintetizar renina a partir da pré-renina humana, secretando-a
ainda como um zimogénio no meio de cultura — e visualizado por imunoprecipitacdo como
uma banda de 47 kDa (HATSUZAWA, K. et al., 1990).

Contudo, a co-transfeccao de células GH4C1 com pré-renina humana e com PCl1
murina, PC5 humana ou catepsina B humana tornam as células hipofisarias aptas a
converterem pré-renina em renina, que € secretada no meio de cultura sob estimulo de
substancias secretagogas (WANG, P. H. et al., 1991; BENJANNET, S. et al., 1992; MERCURE, C.
etal., 1996).

No presente estudo, foi demonstrado que a co-transfec¢do de vetores de expressao
com os genes da pré-pro-catepsina B humana e da pré-pré-renina humana aumenta a secrecao
de dois produtos protéicos detectados pela imunoprecipitacdo: um corresponde a pré-renina —
com 47 kDa — e o outro corresponde a renina — com 43 kDa (Figura 14 A). Os resultados do
experimento de imunoprecipitacdo foram confirmados pelo ensaio de geracdo de angiotensina
I com a determinacdo indireta da atividade enzimatica da renina secretada no meio de cultura
(Figura 14 B). Esses resultados corroboram os achados de Neves et al. (1996).

A seqii€ncia polipeptidica da pré-renina possui diversos pares de aminoacidos
basicos que, teoricamente, poderiam ser alvos da hidrdlise enzimatica mediada pela catepsina
B. Portanto, tornou-se necessaria a identificagdo de quais aminodcidos proximos ao sitio de
clivagem da pré-renina contribuem para que ocorra a sua hidrdlise pela tiol protease. Para
investigar a importancia desses residuos de aminodcidos, as células GH4C1 foram co-
transfectadas com vetores de expressdao contendo o gene da catepsina B e com o gene de pro-
renina mutantes, as quais sofreram substituicdes dos residuos de aminodcidos préximos ao
sitio de clivagem por alaninas.

Em células GH4Cl1, as mutagdes -3(M/A) e -2(K/A), localizadas na por¢ao N-
terminal do pré-segmento da pré-renina, reduziu, significantemente, a conversdo em renina
pela catepsina B, indicando que tanto o residuo de metionina quanto o residuo de lisina sdo
importantes para o reconhecimento enzimadtico e para a subseqiiente protedlise (Figura 15 A).
A mutacdo no residuo de arginina -1(R/A) ndo afetou o processamento da pré-renina em

renina, se comparada a pré-renina selvagem (WT). Diferentemente do que havia sido
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proposto por Hirose et al. (1985) e Do et al. (1987), o residuo de arginina -1 parece ndo ser
fundamental para a ativacdo proteolitica da pré-renina, pelo menos no que tange aos efeitos
enzimaticos da catepsina B em células GH4C1. Esses resultados contrapdem a maioria dos
achados de Almeida ef al. (2000) obtidos com peptideos fluorescentes que mimetizam o sitio
de clivagem da pro-renina. Almeida et al. (2000) demonstraram, in vitro, que a mutacao
-1(R/A) impede que a catepsina B converta a pré-renina, enquanto as mutacdes -3(M/A) e
-2(K/A) aumentam essa protedlise (ALMEIDA, P. C. et al., 2000).

Essas divergéncias de resultados poderiam ser atribuidas as diferencas de
substratos estudados e as diferentes condi¢Ges experimentais impostas a ambos os estudos.
Apesar de conter a mesma seqii€éncia de aminodcidos do sitio de clivagem da pré-renina, os
peptideos fluorescentes tém a limitacdo de ndo representar a holoproteina. Por exemplo, os
peptideos fluorescentes ndo sdo glicosilados e, nesse estudo, foi observado que os
oligossacarideos ligados a asparagina +5 parecem desempenhar importante fun¢do, uma vez
que inibem a protedlise da pro-renina pela catepsina B. Conseqiientemente, os diferentes
parametros cinéticos apresentados pelos peptideos fluorescentes em relacio a
hologlicoproteina podem ser atribuidos a sua limitada estrutura molecular, a auséncia de
glicosilacdo no residuo de asparagina +5 e, quigd, as possiveis diferengas, ainda
desconhecidas, existentes em outros dominios da pré-renina. Sendo assim, os peptideos que
mimetizam o sitio de clivagem da pré-renina poderiam ndo recriar as condicdes de protedlise
necessdrias a a¢do da catepsina B, tal qual observada com a hologlicoproteina.

Curiosamente, estudos desenvolvidos por Jutras et al. (1999) com a pro-renina
recombinante secretada pelas células GH4Cl1 e incubada, in vitro, por 6 horas com catepsina
B purificada demonstraram que a muta¢do na lisina -2(K/A) aboliu completamente o
processamento da pré-renina. Esse resultado sugere que a lisina -2 € um dos aminodcidos
mais importantes para o processamento da pro-renina pela catepsina B. Além disso, mutacoes
na metionina -3(M/A) e arginina -1(R/A) reduziram a hidrélise da pré-renina pela catepsina B
em aproximadamente 50%. No mesmo estudo, foi demonstrado que as células AtT20, co-
transfectadas com catepsina B, sdo capazes de converter a pré-renina mutante -1(R/A).

Os resultados de alguns experimentos que compdem este trabalho confirmam a
maioria dos achados de Jutras et al. (1999). As mutacdes na lisina -2(K/A) e metionina -
3(M/A) reduziram, significantemente, o processamento da pré-renina pela catepsina B, mas
ndo aboliu a formacdo de renina. Entretanto, ainda neste trabalho foi demonstrado que a
mutagcdo na arginina -1(R/A) n2o impediu o processamento de pro-renina pela catepsina B

(Figura 15 A). O uso de diferentes métodos experimentais poderia explicar esses resultados
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discrepantes. Neste trabalho, o tempo de incubag@o da pré-renina com a catepsina B foi
superior, uma vez que nas células co-transfectadas, a pré-renina coexistiu com a catepsina B
por, pelo menos, dezesseis horas, enquanto nos estudos in vitro desenvolvidos por Jutras et al.
(1999) e Almeida et al. (2000) os sobrenadantes ricos em pré-renina foram incubados com
catepsina B por apenas seis horas.

O efeito da glicosilacdo no processamento de pro-renina em renina pela catepsina
B em células GH4C1 também foi estudado. A substituicdo do residuo de asparagina +5(N/A),
no qual é normalmente glicosilado, aumenta a hidrélise da pré-renina pela catepsina B em
aproximadamente 132,09 = 36,25% (Figura 16 B). Por outro lado, o segundo sitio de
glicosilagdo — asparagina +75 — ndo interferiu significativamente no processamento de pré-
renina. Resultados semelhantes foram obtidos por Chu et al. (1992), que também
demonstraram que a substitui¢do da asparagina +5 por alanina aumentava a conversao da pré-
renina.

E convincente pensar que a ruptura da glicosilagio no residuo +5 de asparagina
pudesse expor o pro-segmento da pré-renina ao sitio catalitico da catepsina B. Todos esses
resultados sugerem que a cadeia de oligossacarideos ligada ao residuo de asparagina +5
impede o acesso da catepsina B ao sitio de clivagem da pré-renina. Ou seja, provavelmente, a
cadeia de oligossacarideos vizinha ao sitio de clivagem pudesse executar um efeito protetor
dos residuos de metionina-lisina a acdo enzimadtica da catepsina B. Essa hipdtese € sustentada
pela observacdo na qual a mutagdo da asparagina +5(N/A), que impede a insercdo da cadeia
glicosidica, recuperou a capacidade proteolitica da catepsina B em relacdo ao mutante
+3(L/A) (Figura 18).

Estudos adicionais sdo necessarios para determinar se a cadeia glicosidica ligada
proxima ao pré-segmento ndo seria um mecanismo protetor do sitio de clivagem da acdo
enzimdtica da catepsina B ou, até mesmo, de outras proteases que estariam envolvidas na
sintese de renina ou no clearance da pré-renina.

Mutacdes C-terminais no pré-segmento da pro-renina também foram avaliadas do
residuo +1 ao +5. Exceto o residuo de leucina +3 (Figura 17), todas as demais mutagdes nao
tiveram significante efeito no processamento pela catepsina B. Resultados semelhantes foram
descritos por Jutras et al. (1999) e Almeida et al. (2000), nos quais mutacdes na por¢do C-
terminal do pro-segmento ndo impediram o processamento da pro-renina. Contrariamente,
ambos os estudos demonstraram que a mutagdo na leucina +3(L/A) aumentou o

processamento da pro-renina pela catepsina B. A razdo para a divergéncia nesse resultado ndo
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¢ suficientemente clara, mas é possivel que ocorra devido as diferencas metodoldgicas
existentes entre experimentos realizados em culturas de células — ex vivo — e reagdes ocorridas
in vitro.

Nos experimentos de pulse-chase foi novamente observado que a catepsina B é
incapaz de direcionar a pro-renina para os granulos secretorios das células GH4C1 e processa-
la em renina. Essas células hipofisdrias representam um excelente modelo experimental para o
estudo do direcionamento intracelular de pro-renina, uma vez que a prolactina €
fisiologicamente armazenada no interior dos granulos secretdrios e € secretada sob estimulo
de substincias secretagogas (REAVES, B. J. ef al., 1990). Na Figura 19 ¢ possivel observar
que, em auséncia de qualquer estimulo, a pré-renina e a renina produzidas pelas células
GH4C1 co-transfectadas — ou ndo — com catepsina B exibiu uma secrecdo constitutiva
semelhante a da prolacina (Figura 19, linhas 1-3 e 5-7). Entretanto, quando tratadas com
secretagogos, as células GH4Cl1 secretaram somente a prolactina. Nao houve secrec¢do de pro-
renina e/ou renina nem mesmo quando as células foram co-transfectadas com catepsina
(Figura 19, linhas 4 e 8). Esse resultado sugere fortemente que o processamento de pro-
renina pela catepsina B ocorre fora dos granulos secretorios das células GH4Cl1, ou seja, fora
da via secretdria regulada.

Considerando que a enzima conversora de pro-renina que atua nas células AtT20
funciona como uma chaperona, pois direciona a pré-renina para os granulos secretérios onde
ocorre 0 seu processamento € 0 seu armazenamento, os resultados do experimento de pulse-
chase nao comprovam essa funcdo celular da catepsina B na via secretdria de células GH4C1
(BRECHLER, V. et al., 1996). Contudo, esse achado ndo exclui a possibilidade da catepsina B
desempenhar essa fun¢do de chaperona em células justaglomerulares. Conseqiientemente,
novos estudos serdo necessarios para responder esse incognito mecanismo.

O processamento da pré-renina pela catepsina B fora dos grinulos secretdrios
poderia representar um mecanismo celular de clearance protéico ou, até mesmo, um novo
mecanismo de producdo extra-renal de renina. Por exemplo, existem evidéncias significativas
que sugerem que os cardiomidcitos sdo células aptas a capturarem a pré-renina e processa-la
em renina (VAN KESTEREN, C. A., DANSER, A. H. er al., 1997). Essa captacdo da pré-renina
extracelular explicaria como um camundongo transgénico, que secretava elevados niveis de
pré-renina circulante, mas ndo de renina, desenvolveu hipertrofia cardiaca e
glomeruloesclerose sem que houvesse a importante presenca do estimulo pressérico

ocasionado pela hipertensdo arterial sist€émica (VENIANT, M. et al., 1996).
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A identificacdo dos receptores M6P/IGF2R na membrana plasmdtica de
cardiomidcitos de ratos, e de seus efeitos celulares, refor¢ca a hipétese de captacdo cardiaca da
pro-renina circulante. Segundo Saris et al. (2002), os receptores M6P/IGF2R estariam
envolvidos em um mecanismo de clearance tecidual de pré-renina. Sendo assim, a pro-renina
usaria os receptores de manose 6-fosfato para entrar nas células e, possivelmente, fora dos
granulos secretdrios poderia ser degradada em renina.

Estudos prévios desenvolvidos por Saris et al. (2002) demonstraram que o0s
cardiomidcitos de ratos neonatos apresentavam um aumento da sintese protéica, sugestiva de
hipertrofia celular, durante a co-incubacdo extracelular com pré-renina e angiotensinogénio.
O aumento da sintese protéica é um método de mensuracdo de processos hipertréficos
celulares. Entretanto, segundo Morgan et al. (1996), o tecido cardiaco seria capaz de
expressar constitutivamente o angiotensinogénio, estando essa globulina presente no
citoplasma das células cardiacas. Sendo assim, foram desenvolvidas co-culturas com intuito
de simular situacdes semelhantes ao estado fisioldgico do tecido cardiaco. Os cardiomidcitos
de ratos neonatos foram co-transfectados com plasmideo repérter BNP-luciferase e/ou vetor
de expressdo com o gene do angiotensinogénio humano, enquanto as células pr6-monociticas
— ndo aderentes — foram transfectadas com o vetor de expressdao da pré-renina humana.

O Peptideo Natriurético Cerebral (BNP) é um hormoénio secretado em pequenas
quantidades pelo ventriculo humano normal. J4 é sabido que agentes tréficos, como a
angiotensina II, sdo capazes de estimular excessivamente a expressdo do BNP, sendo esse
peptideo considerado um importante marcador molecular e a sua mensuracdo, atualmente,
constitui um importante fator preditivo para cardiopatias (TROUGHTON, R. W. et al., 2000;
DAO, Q. et al.,2001).

Assim como previamente descrito por Saris et al. (2002), foi observado que a
presenca concomitante de pré-renina € angiotensinogénio, mesmo que em compartimentos
celulares distintos, é capaz de ativar uma resposta hipertréfica em células cardiacas. Quando
incubadas com os cardiomidcitos transfectados, as células U937 ndo foram capazes de ativar
significativamente o promotor do BNP e nem a conseqiiente transcri¢do da luciferase. Esse
achado sugere que as células U937 ndo secretam fatores tréficos capazes de sensibilizar
suficientemente o promotor do BNP e, sendo assim, n3o proporcionariam respostas
hipertréficas em células cardiacas. Dessa forma, esse grupo experimental foi estipulado como
sendo o controle dos demais grupos. Apenas em presenga concomitante de pro-renina humana
e angiotensinogénio humano € que foi possivel visualizar significante ativagdo do promotor

do BNP quantificado, indiretamente, pela intensidade luminosa emitida pela luciferase
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sintetizada. Em rela¢do ao grupo controle, houve um aumento de mais de 10.000% na leitura
de luciferase, o que sugere que a pré-renina e o angiotensinogénio juntos poderiam, de
alguma forma, ativar a formacdo de angiotensina II, que, por sua vez, estimularia uma via
intracelular de ativagdo do promotor do BNP.

Saris et al. (2002) demonstraram que os efeitos hipertréficos visualizados como o
aumento de sintese protéica em cardiomidcitos incubados com pré-renina em associagdo ao
angiotensinogénio foram compativeis com os efeitos de 100 nM de angiotensina II, embora os
niveis desse octapeptideo no meio de cultura ndo tenha ultrapassado 1 nM. Esses achados
sugerem que a sintese de angiotensina II seria intracelular. Sendo assim, se a sintese de
angiotensina II for realmente intracelular, a captacdo de prd-renina pelas células cardiacas
parece ser um passo crucial nesse processo, podendo ser mediada pelos receptores
M6P/IGF2R presentes na membrana plasmatica dos cardiomidcitos (SARIS, J. J. et al., 2001).
Ao chegar no citoplasma dos cardiomidcitos, a pro-renina deveria ser processada em renina,
dando inicio a via classica do SRA no meio intracelular. Esse processamento poderia ocorrer
segundo um mecanismo de clearance de pré-renina em que nao se descarta a possibilidade da
catepsina B, ou outras proteases, atuarem no citoplasma dos cardiomidcitos.

Outra possibilidade para a geracdo intracelular de angiotensina II seria a hidrdlise
do angiotensinogénio pela pré-renina — ou renina — ainda no meio extracelular seguido pela
conversao de angiotensina I em II no citoplasma dos cardiomidcitos. Segundo Nguyen et al.
(2002), a pré-renina € capaz de se ligar aos receptores (P)RR ancorados a membrana
plasmatica de cardiomidcitos e ter seu pro-segmento deslocado, tornando-a enzimaticamente
ativa. Além disso, caso a renina produzida no citoplasma por meio do clearance de pré-renina
fosse secretada no meio de cultura dos cardiomidcitos, ainda assim a ela poderia se ligar aos
receptores (P)RR, aumentando a sua capacidade proteolitica em quatro vezes.

A co-cultura de cardiomidcitos transfectados com o angiotensinogénio humano
em contato com as células U937 transfectadas com a pré-renina humana ativou o promotor do
BNP de modo que as leituras de luciferase foram estatisticamente semelhante a adicdo de 107
M de angiotensina II a cultura (AGT + U937-ProWT = 58,154 + 28,396 URL versus All =
29,798 + 9,297 URL, n = 11 e p>0,05) (Figura 21). Assim como descrito por Saris et al.
(2002), o estimulo hipertréfico observado com a associag@o de angiotensinogénio e pro-renina
em co-cultura de cardiomidcitos é compativel com os efeitos de 100 nM (ou 107 M) de
angiotensina II.

Curiosamente, a taxa de ativacdo da transcricao gé€nica da luciferase observada em

cardiomidcitos transfectados com angiotensinogénio humano e co-incubados com células
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U937 ndo-transfectadas com pro-renina humana foi estatisticamente superior a ativagao do
grupo controle (Controle = 1,000 + 0,000 versus AGT + U937 = 9,721 + 3399, n =11 e
p<0,05) (Tabela 24 — Anexo A). Esse resultado sugere que, mesmo em auséncia de pré-
renina humana extracelular, os cardiomidcitos, ainda assim, foram capazes de clivar o
angiotensinogénio e ativar o promotor do BNP de modo estatisticamente significativo. O
angiotensinogénio humano poderia estar susceptivel a acdo enzimatica da pré-renina/renina
presente no tecido cardiaco, uma vez que o mRNA da pré-renina ja foi diversas vezes
detectado em cardiomidcitos (DZAU, V. J., ELLISON, K. E. et al., 1987; PAUL, M. et al., 1988;
PAUL, M. et al., 1993). Todavia, a renina murina nio é capaz de clivar o angiotensinogénio
humano (BOHLENDER, J. er al., 1996). Conseqiientemente, ha de se pensar na possibilidade de
outras proteases, como a tonina e a catepsina G, clivarem diretamente o angiotensinogénio
intracelular em angiotensina II, o que reforgaria a existéncia de uma importante via alternativa
de geracdo de angiotensina Il em células cardiacas.

Como os receptores M6P/IGF2R podem estar envolvidos na captacdo da pro-
renina extracelular por cardiomidcitos e esses receptores tém afinidade por proteinas
fosfomanosiladas, como a pré-renina e a renina, supde-se que os seus residuos de carboidratos
presentes nas cadeias glicosidicas poderiam, entdo, desempenhar uma importante funcdo no
mecanismo de captacdo dessas proteinas. Sendo assim, as células U937 passaram a ser
transfectadas com a pro-renina mutante +5(N/A), em que a substitui¢do da asparagina +5 por
alanina n@o permite a insercdo da cadeia glicosidica, e foram incubadas com cardiomidcitos
transfectados com o angiotensinogénio humano para posterior leitura de luciferase.

A cadeia glicosidica ligada a asparagina +5 da pré-renina parece desempenhar um
importante papel no mecanismo de ativagao do promotor do BNP, uma vez que a mutacio
nesse residuo de aminodcido aboliu a ativacdo transcricional da luciferase, sendo as leituras
estatisticamente semelhantes as do grupo controle (Controle = 0,621 + 0,146 URL versus
AGT + U937-Pro +5(N/A) = 3,717 £ 0,404 URL, n = 11 e p > 0,05) (Figura 22). Esse
resultado corrobora a hipétese de haver importante participacdo dos residuos de
oligossacarideos no reconhecimento e na captacdo de pré-renina mediada pelos receptores
M6P/IGF2R, uma vez que a inexisténcia dos residuos de carboidratos proximos ao sitio de
clivagem parecem interferir na resposta a estimulacdo do promotor do BNP em células
cardiacas.

Com intuito de se verificar um possivel processamento da pré-renina em renina
pelos cardiomidcitos de ratos neonatos, as células U937 foram transfectadas com a pré-renina

mutante -1-2(R/A e K/A). Segundo Hirose et al. (1985) e Do et al. (1987), o par de
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aminodcidos basicos lisina-arginina sdo essenciais para o reconhecimento € o processamento
da pré-renina pela PRECE. Sendo assim, a dupla mutacdo em ambos os residuos interferiria,
teoricamente, nesse reconhecimento e, se realmente esses residuos sdo essenciais, a dupla
mutacao aboliria a conversiao em renina.

Surpreendentemente, a dupla mutacdo -1-2(R/A e K/A) reduziu
significativamente a ativacao do promotor do BNP, sendo as leituras de luciferase desse grupo
experimental semelhantes as do grupo controle (Controle = 0,621 + 0,146 URL versus AGT +
U937-Pro-1-2 = 2,149 + 0,569 URL, n = 11 e p > 0,05) (Figura 23). Existem intimeras
elucubracdes acerca desse resultado. Primeiramente, o par de aminodcidos €, realmente,
essencial para o processamento da pré-renina por uma determinada protease em
cardiomidcitos. Ou, assim como demonstrado em células hipofisdrias, apenas a lisina -2(K/A)
seria necessdria ao processamento da pro-renina, ndo havendo participacdo da mutagdo na
arginina -1(R/A). Ademais, um ou ambos os aminodcidos mutados poderiam ser importantes
na ligacdo da pré-renina ao receptor (P)RR e, talvez, na sua ativacdo ndo-proteolitica. Caso
fosse verdadeira essa afirmacgdo, a dupla mutacdo -1-2(R/A e K/A) poderia reduzir a clivagem
do angiotensinogénio em angiotensina I mediada pela ligacdo da pré-renina aos receptores
(P)RR.

E sabido que a enzima conversora de angiotensina (ECA) é uma peptidase
importantissima na ativacdo da via cldssica do SRA e, também, parece desempenhar papel
crucial no SRA cardiaco, principalmente na fisiopatogenia de doengas cardiovasculares.
Entretanto, a quimase cardiaca também parece ter participacdo na formagdo alternativa de
angiotensina II cardiaca. Urata et al. (1990) descreveram que cerca de 80% da angiotensina II
presente no coracdo seria origindria da acdo enzimadtica da quimase. Atualmente, ndo se
acredita que a via alternativa seja capaz de superar os efeitos da ECA e formar 80% da
angiotensina II cardiaca, uma vez que a inibicdo da via classica com o uso de farmacos
inibidores de ECA no tratamento de cardiomiopatias t€m comprovada eficécia terapéutica.

Sendo assim, a co-cultura de cardiomidcitos transfectados com angiotensinogénio
humano e células U937 transfectadas com pré-renina humana selvagem (WT) foi tratada com
107 M de captopril — um inibidor da ECA. A inibigfo da via classica mediada pelo captopril
reduziu significativamente a ativacdo do promotor do BNP em relacio ao mesmo grupo
experimental ndo tratado com o farmaco inibidor da ECA (AGT + U937-ProWT = 57,643 +
28,489 URL versus AGT + U937-ProWT + captopril = 5423 + 1,788 URL,n=11e p <
0,0001) (Figura 24). Contudo, a leitura de luciferase do grupo experimental tratado com

captopril € significativamente superior a leitura do grupo controle (Controle = 0,530 + 0,163
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URL versus AGT + U937-ProWT + captopril = 5423 + 1,788 URL, n = 11 e p < 0,05)
(Figura 24). Esse resultado sugere que a ECA seja, realmente, a peptidase mais importante no
SRA cardiaco, pois o uso de 107 M de captopril na co-cultura reduziu em 90,59 * 6,28% a
atividade transcricional do gene da luciferase. Entretanto, o captopril ndo foi capaz de
executar um completo bloqueio na ativagao transcricional do gene da luciferase. A diferencga
estatisticamente significante existente entre a leitura de luciferase do grupo experimental
tratado com captopril e do grupo controle sugere a participacdo de outra peptidase, que ndo a
ECA, nesse processo. Sendo assim, a via alternativa pode desempenhar realmente um papel
no SRA cardiaco, havendo a possivel atuacdo enzimdtica da quimase. Esse efeito totaliza
cerca de 9,41% da ativagdao do promotor do BNP, o que contrapde os resultados de Urata et
al. (1990), mas, que corrobora a hipétese da quimase ter participacdo inferior a ECA no SRA
cardiaco, que € clinicamente visualizada com a eficacia terapéutica de farmacos como o
captopril no tratamento de doencgas cardiovasculares.

Como previamente descrito, os receptores AT, de angiotensina II parecem mediar
importantes efeitos patoldgicos da angiotensina II, inclusive miocardicos, como a hipertrofia
celular (BOOZ, G. W. e BAKER, K. M., 1996). Portanto, a participacdo dos receptores AT, na
ativago transcricional da luciferase foi investigada com o uso de 107 M de losartan — um
antagonista de receptores AT, — na co-cultura de cardiomidcitos de ratos neonatos
transfectados com angiotensinogénio humano e incubados com células U937 transfectadas
com pré-renina humana selvagem. A reducdo significativa da ativacdo do promotor do BNP
em presenca de losartan, em relagdo ao grupo ndo tratado, sugere importante participagdo dos
receptores AT, na via de sinalizacdo celular que culmina com a transcricdo génica da
luciferase (AGT + U937-ProWT = 57,643 + 28,489 URL versus AGT + U937-ProWT +
losartan = 5,423 + 1,788 URL, n= 3 e p<0,001) (Figura 25). Diferentemente do tratamento
com captopril, o uso do losartan reduziu a ativagdo transcricional da luciferase as leituras do
grupo controle (Controle = 0,530 + 0,163 URL versus AGT + U937-ProWT + losartan =
4,092 + 0,358 URL, n= 3 e p>0,05) (Figura 25). Farmacologicamente, o losartan mostrou-se
um farmaco efetivo ao bloquear os efeitos de 107 M de angiotensina II nos receptores AT,
pois a ativacdo do promotor do BNP foi estatisticamente semelhante a ativacdo do grupo
controle (Controle = 0,530 = 0,163 URL versus U937 + AlI + losartan = 1,854 + 0,077 URL,
n= 3 e p>0,05) (Figura 25).

Obviamente, inimeros outros estudos cientificos devem ser conduzidos no sentido
de se investigar todos os processos moleculares envolvidos no SRA cardiaco. Seria realmente

interessante poder visualizar a captacdo de pro-renina por meio de microscopias de
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fluorescéncia e, quicd, poder observar se a sua conversdo em renina seria realmente um
mecanismo de clearance.

Além disso, seria verdadeiramente instigante identificar se a clivagem enzimdtica
do angiotensinogénio seria apenas efetuada por ativacdo ndo-proteolitica da pré-renina pelos
receptores (P)RR ou, ainda, se existiria uma protease capaz de ativa-la por meio da remocao
enzimdtica do seu pré-segmento. Nao podemos descartar a possibilidade da catepsina B
assumir um papel proteolitico da pré-renina cardiaca, de forma semelhante a qual ela atua em
células hipofisarias GH4C1. Sehl ef al. (2000) identificaram a expressdo de catepsina B, por
meio da técnica de cDNA microarray, em fagécitos mononucleares em tecido cardiaco de
ratos infartados. Ainda segundo Sehl ef al. (2000) a expressao de catepsina B € maior no 10°
dia do que no 4° apés o infarto, sugerindo uma importante participacdo da catepsina B no
remodelamento e no reparo tecidual pds-isquemia. Coincidentemente, ha um aumento na
expressdo da ECA em tecidos infartados, o que sugere uma hiperatividade do SRA cardiaco
apos a instalacdo da lesdo isquémica com os mesmos propositos do aumento da expressio de
catepsina B (WEBER, K. T. e SUN, Y., 2000). Ge et al. (2006) demonstraram a presenca de
catepsina B em cora¢des humanos sadios e insuficientes. Entretanto, os niveis do mRNA e
protéicos da catepsina B foram significantemente superiores em coracdes humanos com
insufici€ncia, outra situagcdo patolégica em que, coincidentemente, também h4 hiperatividade

do SRA.
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VI. CONCLUSOES

Em suma, no presente trabalho foi demonstrado que:

1. A catepsina B humana é capaz de converter a pré-renina humana em renina em
células GH4C1.

2. A metionina -3 e a lisina -2 localizadas na porcao N-terminal do sitio de
clivagem da pré-renina humana foram identificadas como sendo importantes residuos de
aminoacidos para o eficiente processamento de pro-renina em renina em células hipofisérias
GHA4CI1.

3. Os oligossacarideos ligados a asparagina +5 da pré-renina humana parecem
realizar um impedimento estérico do sitio de clivagem, executando um possivel mecanismo
protetor da protedlise desse zimogénio.

4. A leucina 43 localizada na por¢cdo C-terminal do sitio de clivagem da pro-
renina humana parece ser um residuo de aminodcido importante para o eficiente
processamento da pro-renina em renina apenas quando a cadeia de oligossacarideos encontra-
se ligada a asparagina +5.

5. O processamento de pro-renina humana em renina pela acdo enzimatica da
catepsina B ocorre fora dos granulos secretérios das células GH4Cl1, sugerindo que essa tiol
protease nao seria capaz de direcionar a pré-renina a via regulada de secre¢do celular.

6. Cardiomidcitos de ratos neonatos foram capazes de ativar uma cascata
intracelular durante a co-expressdo de angiotensinogénio humano e pré-renina humana,
culminando com a significativa ativacdo do promotor do BNP, um efeito génico
estatisticamente semelhante ao provocado pela adi¢do de 107 M de angiotensina a co-cultura.

7. A cadeia de oligossacarideos fosfomanosilados ligada a asparagina +5 da pro-
renina parece desempenhar importante efeito na via intracelular de ativacdo do promotor do
BNP.

8. A arginina -1 e a lisina -2 presentes na por¢do N-terminal do pré-segmento da
pré-renina humana parecem ser importantes residuos de aminoécidos envolvidos na ativacio
dessa via intracelular, resultando na ativacdo do promotor do BNP.

9. A enzima conversora de angiotensina parece desempenhar um papel
proteolitico fundamental, mas ndo exclusivo, na via intracelular de ativagdo do promotor do

BNP em cardiomidcitos de ratos neonatos, assim como os receptores AT, de angiotensina II.
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VIII. ANEXOS

ANEXO A - RESULTADOS DOS ENSAIOS DE GERACAO DE ANGIOTENSINA I

A.1 Proé-renina selvagem (wild type)

TABELA 10

Resultados dos ensaios de geracdo de angiotensina I a partir da renina WT secretada no meio de

cultura sem catepsina B. Os ensaios de geracdo de angiotensina I foram realizados diretamente com a

incubacdo do meio de cultura (pré-tripsina) e uma hora apds a pré-incubacdo com tripsina (pds-

tripsina).

Angiotensina I pré-tripsina Angiotensina I pés-tripsina

Angiotensina I total

(ng/pL. de meio/hora) (ng/pL. de meio/hora) (ng/pL de meio/hora)
0,620 4,280 4,900
0,536 5,634 6,170
0,076 0,824 0,900
0,049 0,471 0,520
0,630 7,630 8,260
0,192 2,198 2,390
0,500 9,150 9,650
Média + EPM Média + EPM Média + EPM
0,372 £ 0,097 4312 + 1,268 4,684 + 1,351
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Resultados dos ensaios de geracdo de angiotensina I a partir da renina WT secretada no meio de
cultura com catepsina B. Os ensaios de geracdo de angiotensina I foram realizados diretamente com a

incubacdo do meio de cultura (pré-tripsina) e uma hora apds a pré-incubacdo com tripsina (pds-

tripsina).

TABELA 11

Angiotensina I pré-tripsina Angiotensina I pés-tripsina

Angiotensina I total

(ng/pL de meio/hora) (ng/uL de meio/hora) (ng/puL. de meio/hora)
3,140 5,860 9,000
1,720 4,780 6,500
4,400 15,660 20,060
1,860 9,140 11,000
2,700 23,350 26,050
8,500 80,000 88,500
2,820 22,200 25,020

Média + EPM Média + EPM Média + EPM
3,591 +£0,884 22,999 + 9,906 26,590 + 10,729
TABELA 12

Resultados das porcentagens da geracdo de angiotensina I a partir da renina WT secretada no meio de

cultura com e sem catepsina B.

Pré-renina WT sem catepsina B

Pré-renina WT com catepsina B

(%) (%)
12,653 34,889
8,687 26,462
8 444 21,934
9423 16,909
7627 10,365
8,033 9,605
5,181 11,271

Média = EPM Média = EPM
8,579 + 0,846 18,776 + 3,597
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TABELA 13
Resultados das porcentagens da geracdo de angiotensina I a partir da renina WT secretada no meio de

cultura sem catepsina B (controle) versus renina WT com catepsina B.

Pré-renina WT sem catepsina B Pré-renina WT com catepsina B
(%) (%)
100,000 275,735
100,000 304,604
100,000 259,747
100,000 179,443
100,000 135,893
100,000 119,556
100,000 217,530
Média + EPM Média + EPM

100,000 + 0,000 213,215 £26,875
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A.2 Mutacgoes N-terminais no pré-segmento da pro-renina

A.2.1 Mutante -3(M/A)

TABELA 14
Resultados dos ensaios de geracdo de angiotensina I a partir da renina -3(M/A) secretada no meio de
cultura com catepsina B. Os ensaios de geracdo de angiotensina I foram realizados diretamente com a

incubag¢do do meio de cultura (pré-tripsina) e uma hora apés a pré-incubacdo com tripsina (pds-

tripsina).

Angiotensina I pré-tripsina Angiotensina I pés-tripsina Angiotensina I total
(ng/pL de meio/hora) (ng/pL de meio/hora) (ng/uL. de meio/hora)

1,100 22,800 23,900

0,380 2,310 2,690

3,180 46,020 49,200

4,390 78,690 83,080

3,700 43,100 46,800

Média + EPM Média + EPM Média + EPM

2,550 £0,772 38,584 + 12,746 41,134 + 13 475
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A.2.2 Mutante -2(K/A)

TABELA 15

Resultados dos ensaios de geragdo de angiotensina I a partir da renina -2(K/A) secretada no meio de

cultura com catepsina B. Os ensaios de geracdo de angiotensina I foram realizados diretamente com a

incubacdo do meio de cultura (pré-tripsina) e uma hora apds a pré-incubacdo com tripsina (pds-

tripsina).

Angiotensina I pré-tripsina Angiotensina I pés-tripsina

Angiotensina I total

(ng/pL de meio/hora) (ng/pL de meio/hora) (ng/uL. de meio/hora)
0,740 6,020 6,760
1,240 28,820 30,060
1,720 22,740 24 460
7,340 109,260 116,600
2,950 48,350 51,300
Média + EPM Média + EPM Média + EPM
2,798 + 1,193 43,038 + 17,886 45,836 + 19,066
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A.2.3 Mutante -1(R/A)

TABELA 16

Resultados dos ensaios de geragdo de angiotensina I a partir da renina -1(K/A) secretada no meio de

cultura com catepsina B. Os ensaios de geracdo de angiotensina I foram realizados diretamente com a

incubacdo do meio de cultura (pré-tripsina) e uma hora apds a pré-incubacdo com tripsina (pds-

tripsina).

Angiotensina I pré-tripsina Angiotensina I pés-tripsina

Angiotensina I total

(ng/pL de meio/hora) (ng/pL de meio/hora) (ng/uL. de meio/hora)
0,740 6,020 6,760
1,240 28,820 30,060
1,720 22,740 24 460
2,950 48,350 51,300
Média + EPM Média + EPM Média + EPM
2,890 £ 0,841 18,795 + 8,565 21,685 + 9,403
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A24

TABELA 17

Porcentagens de angiotensina I formada a partir de pré-renina mutantes

Resultados das porcentagens da geracio de angiotensina I a partir da renina mutante secretada no meio

de cultura com catepsina B.

WT s/ catepsina  WT c¢/ catepsina -3(M/A) -2(K/A) -1(R/A)
(%) (%) (%) (%) (%)
12,653 34,889 — — —
8,687 26,462 — 10,947 23,344
8,444 21,934 4,603 4,125 —
9423 16,909 14,126 7,032 21,678
7,627 10,365 6,463 — —
8,033 9,605 5,284 6,295 11,090
5,181 11,271 7,906 5,750 12,121
Média + EPM Média+ EPM  Média+ EPM Média+ EPM Média + EPM
8,579 + 0,846 18,776 +£ 3,597 7,676 +1,707 6830+1,135 17,058 +£3,173
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TABELA 18

Resultados das porcentagens da geragdo de angiotensina I a partir da renina WT e mutantes secretadas

no meio de cultura com catepsina B versus renina WT sem catepsina B (controle).

Pro-renina WT (%)

Pro-renina mutante (%)

S/ catepsina B C/ catepsina B -3(M/A) -2(K/A) -1(R/A)
100,000 275,735 — — —
100,000 304,604 — 126,010 268,716
100,000 259,747 54,503 48,850 —
100,000 179,443 149,913 74,624 230,056
100,000 135,893 84,743 — —
100,000 119,556 65,776 78,360 138,046
100,000 217,530 152,585 110,984 233,939

Média + EPM  Média + EPM | Média+ EPM  Média+ EPM  Média + EPM

100,000 £ 0,000 213,215+26,875

101,504+20,880

87,766+13,743

217,689+27,934
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A.3 Mutacoes em sitios de glicosilacao (residuos de asparagina) da pro-renina

A.3.1 Mutante +5(N/A)

TABELA 19

Resultados dos ensaios de geracdo de angiotensina I a partir da renina +5(N/A) secretada no meio de

cultura com catepsina B. Os ensaios de geracdo de angiotensina I foram realizados diretamente com a

incubag¢do do meio de cultura (pré-tripsina) e uma hora apés a pré-incubacdo com tripsina (pds-

tripsina).

Angiotensina I pré-tripsina Angiotensina I pés-tripsina

Angiotensina I total

(ng/pL de meio/hora) (ng/pL de meio/hora) (ng/uL. de meio/hora)
2,370 22,280 24,650
2,280 3,650 5,930
5,490 24,740 30,230
6,750 43,160 49910
Média + EPM Média + EPM Média + EPM
4223 +1,125 23,458 + 8,081 27,680 + 9,050




ANEXOS 147

A32 Mutante +75(N/A)

TABELA 20
Resultados dos ensaios de geracdo de angiotensina I a partir da renina +75(N/A) secretada no meio de
cultura com catepsina B. Os ensaios de geracdo de angiotensina I foram realizados diretamente com a

incubacdo do meio de cultura (pré-tripsina) e uma hora apds a pré-incubacdo com tripsina (pds-

tripsina).

Angiotensina I pré-tripsina Angiotensina I pés-tripsina Angiotensina I total
(ng/pL de meio/hora) (ng/pL de meio/hora) (ng/uL. de meio/hora)

0,430 6,130 6,560

0,096 0,904 1,000

0,712 5,768 6,480

0,760 3,150 3910

Média + EPM Média + EPM Média + EPM

0,500 + 0,153 3,988 + 1,224 4488 £1,315
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A.34 Porcentagens de angiotensina I formada a partir de pré-renina mutantes

TABELA 21

Resultados das porcentagens da geracio de angiotensina I a partir da renina mutante secretada no meio

de cultura com catepsina B.

WT s/ catepsina WT c/ catepsina +5(N/A) +75(N/A)
(%) (%) (%) (%)

8,444 21,934 9,615 6,555
9,423 16,909 38,449 9,600
7,627 10,365 18,161 10,988
8,033 9,605 13,524 19,437

Média + EPM Média + EPM Média + EPM Média + EPM

8,382 +£ 0,385 14,703 + 2915 19,937 + 6,413 11,645 £2,757

TABELA 22

Resultados das porcentagens da geracdo de angiotensina I a partir da renina WT e mutantes secretadas

no meio de cultura com catepsina B versus renina WT sem catepsina B (controle).

WT s/ catepsina WT c/ catepsina +5(N/A) +75(N/A)
(%) (%) (%) (%)
100,000 259,747 113,857 77,624
100,000 179,443 408,026 101,878
100,000 135,893 238,108 144,060
100,000 119,556 168,350 241,954
Média + EPM Média + EPM Média + EPM Média + EPM

100,000 + 0,000

173,660 + 31,356

232,085 + 63,921

141,379 +£ 36,226
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ANEXO B - RESULTADOS DA TAXA DE ATIVACAO DO GENE REPORTER BNP-
LUCIFERASE EM CARDIOMIOCITOS DE RATOS NEONATOS

B.1 Proé-renina selvagem (wild type)

Resultados das leituras da intensidade luminosa, em URL, emitida pela reacfo enzimdtica da

TABELA 23

luciferase, cuja transcri¢@o foi regulada pelo promotor do BNP em cardiomidcitos de ratos neonatos.

U937 U937-ProWT  AGT +U937 AGT + U937- All
(URL) (URL) (URL) ProWT (URL) (URL)
0,230 1,350 2,293 4,396 2,455
0,082 0,501 2,810 3,720 2,084
0,079 0,000 0,460 285,100 81,480
0,274 0,030 0,705 157,300 73,190
0,034 0,000 0,974 139,100 74,100
1,624 0,465 1,649 4,944 21,860
1,064 0,618 1,269 5,675 27,970
1,169 0,808 0,900 4,951 7,382
0,673 1,643 4,589 13,850 12,899
0,527 2,899 4,013 11,700 12,681
0,533 4,728 4,389 8,956 11,677
Média + EPM
Média + EPM  Média + EPM  Média + EPM Média + EPM
0,572 + 0,157 1,186 + 0,440 2,186 + 0,465 28,154 29,798 + 9,297

28,396




ANEXOS 150

TABELA 24
Resultados da taxa de ativagdo (adimensional) da transcricdo génica da luciferase regulada pelo

promotor do BNP presente em cardiomidcitos de ratos neonatos.

U937 U937-ProWT  AGT + U937 AGT+ U7 AIl
ProWwT
1,000 5,870 9,970 19,113 10,674
1,000 6,110 34,268 45,366 25,415
1,000 0,000 5,823 3608,861 1031,392
1,000 0,109 2,573 574,088 267,117
1,000 0,000 28,647 4091,176 2179,412
1,000 0,286 1,015 3,044 13,461
1,000 0,581 1,193 5334 26,288
1,000 0,691 0,770 4,235 6,315
1,000 2,441 6,819 20,579 19,166
1,000 5,501 7,615 22,201 24,063
1,000 8,871 8,235 16,803 21,908
Média + EPM  Média + EPM
Média + EPM  Média+ EPM  Média + EPM T6a618 2 120565 +

1,000 + 0,000 2,769 £ 0,969 9,721 £ 3,399
463,816 206,559




ANEXOS 151

B.2 Mutantes de pro-renina mutante (-1-2 e +5)

TABELA 25
Resultados das leituras da intensidade luminosa, em URL, emitida pela reacdo enzimdtica da

luciferase, cuja transcri¢do foi regulada pelo promotor do BNP em cardiomidcitos de ratos neonatos.

U937 AGT + U937- AGT +U937-  AGT + U937- AII

(URL) ProWT (URL) Pro-1-2 (URL)  Pro+5 (URL) (URL)
0,079 285,100 0,579 2,568 81,480
0,274 157,300 1,167 4,553 73,190
0,034 139,100 1,849 4,914 74,100
1,624 4,944 0,641 3,624 21,860
1,064 5,675 0,882 4,064 27,970
1,169 4,951 1,133 4,169 7,382
0,673 13,850 4,859 2,900 12,899
0,527 11,700 3,817 4,667 12,681
0,533 8,956 6,102 5,922 11,677
0,457 6,021 1,178 1,833 8,331

0,392 4,713 1,437 1,676 8,532

Média + EPM  Média+ EPM  Média+ EPM  Média+ EPM  Média + EPM
0,621 +0,146 58,392 £28,351 2,149 + 0,569 3,717 £ 0,404 30918 + 8,991




ANEXOS 152

TABELA 26
Resultados da taxa de ativagdo (adimensional) da transcricdo génica da luciferase regulada pelo

promotor do BNP presente em cardiomidcitos de ratos neonatos.

AGT + U937- AGT +U937-  AGT + U937-

va7 ProWwT Pro-1-2 Pro+5 All
1,000 3608,861 7,329 32,506 1031,392
1,000 574,088 4,259 16,617 267,117
1,000 4091,176 54,382, 144,529 2179,412
1,000 3,044 0,395 2,232 13,461
1,000 5,334 0,829 3,820 26,288
1,000 4,235 0,969 3,566 6,315
1,000 20,579 7,220 4,309 19,166
1,000 22,201 7,243 8,856 24,063
1,000 16,803 11,448 11,111 21,908
1,000 13,175 2,578 4,011 18,230
1,000 12,023 3,666 4,276 21,765
Média + EPM Média + EPM
Média + EPM 761,047 = Média + EPM  Média + EPM 320920 =
1,000 + 0,000 9,120 £ 4,644 21,439 £ 12,596

464,383 206,503




ANEXOS

153

B.3 Pro-renina e tratamento farmacolégico (captopril ou losartan)

TABELA 27

Resultados das leituras da intensidade luminosa, em URL, emitida pela reacdo enzimatica da

luciferase, cuja transcri¢do foi regulada pelo promotor do BNP em cardiomidcitos de ratos neonatos.

AGT + AGT + AGT +
U937 U937- U937-Pro- U937- AII + Los All
(URL) ProWwT WT + Cap ProWT + (URL) (URL)
(URL) (URL) Los (URL)
0,230 4,396 1,160 4,718 1,848 2,455
0,082 3,720 2,400 3,478 1,990 2,084
0,074 3,340 1,501 4,080 1,723 1,626
0,079 285,100 19,070 o o 81,480
0,274 157,300 13,900 o o 73,190
0,034 139,100 8,110 o L 74,100
1,624 4,944 1,669 L . 21,860
1,064 5,675 2,142 . o 27,970
1,169 4,951 1,492 L L 7,382
0,673 13,850 4,040 o o 12,899
0,527 11,700 4,172 o o 12,681
Média + Média + Média + Média + Média + Média +
EPM EPM EPM EPM EPM EPM
0,530 + 57,643 + 5,423 + 4,092 £ 1,854 + 28,884 +
0,163 28,489 1,788 0,358 0,077 9,518




ANEXOS

154

TABELA 28

Resultados da taxa de ativagdo (adimensional) da transcricdo génica da luciferase regulada pelo

promotor do BNP presente em cardiomidcitos de ratos neonatos.

AGT + U937-
AGT + U937- AGT +U937-
U937 Pro-WT + AIl + Los AIl
ProWT ProWT + Los
Cap
1,000 19,113 5,043 20,513 8,035 10,674
1,000 45,366 29,268 42,415 24,268 25,415
1,000 45,135 20,284 55,135 23,284 21,973
1,000 3608,861 241,392 1031,392
1,000 574,088 50,730 267,117
1,000 4091,176 238,529 2179,412
1,000 3,044 1,028 13,461
1,000 5,334 2,013 26,288
1,000 4,235 1,276 6,315
1,000 20,579 6,003 19,166
1,000 22,201 7,917 24,063
Média = Média + Média =
Média + EPM Meédia + EPM Meédia + EPM
EPM EPM EPM
767,194 + 54,862 + 39,354 +
1,000 = 18,529 + 329,570 =
463,408 27,966 10,111
0,000 5,255 206,558




