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RESUMO

Nucleotideos extracelulares (ATP, ADP, AMP) e seu derivado adenosina
sdo conhecidos sinalizadores do sistema cardiovascular podendo mediar varios
processos fisiologicos entre eles a proliferacdo celular, agregacdo plaquetaria,
inflamacdo e o tbnus vascular. Os niveis destas substancias, localmente e na
circulagdo sanguinea, sdo controlados pelas ecto-NTPDases em conjunto com a
ecto-5'nucleotidase (ecto-5-NT) que realizam a degradacdo completa do ATP até
adenosina. Os hormonios tireoideanos tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) € o0
horménio esterdide sexual estradiol (E;) atuam ativamente no sistema vascular
promovendo vasodilatagdo. Nosso objetivo foi investigar quais enzimas da familia
das NTPDases estao presente em células musculares lisas vasculares (CMLVSs) e
se a atividade destas enzimas pode ser influenciada pela agdo desses hormonios,
uma vez que seus substratos e produtos podem sinalizar processos de
relaxamento/contragdo muscular.

Para tanto, as CMLVs foram extraidas da artéria aorta de ratos Wistar
adultos e cultivadas em meio de cultura DMEM. Apés atingirem a confluéncia, as
células foram tratadas com 50 nM de T3 ou T4 ou 1uM de 17B-estradiol por 72
horas. As atividades enzimaticas foram medidas pela liberacdo de fosfato
inorganico enquanto que a expressao das ectonucleotidases foi verificada por
imunocitoquimica (proteina) e RT-PCR (RNAm).

Os resultados deste trabalho mostram que as CMLVs expressam as
NTPDases 1, 2, 3, 5 e 6 e a ecto-5'-NT, responsaveis pelo controle dos niveis de
nucleotideos e nucleosideos extracelulares. O tratamento com os horménios T3, T4
e E, nestas células mostrou que a atividade da ecto-5-NT foi aumentada pelos
trés hormoénios. A analise do RT-PCR demonstrou que os tratamentos foram
capazes de aumentar também a quantidade de RNAm da ecto-5'NT, indicando
mecanismos de acdo gendmica dos hormoénios estudados. Por outro lado, O
tratamento com os hormoénios tireoideos ndo alterou as atividades ATPasica e
ADPasica, somente o estradiol foi capaz de aumentar a atividade ATPasica. Estes
resultados também sugerem que, pela hidrdlise aumentada do AMP,
disponibilizem-se niveis maiores de adenosina, com importante potencial
vasodilatador local. Entretanto, o fato de o estradiol ter aumentado a hidrélise de
ATP, mas ndo a de ADP, nos permite pensar que o ADP, agregador plaguetario
bem estabelecido, possa estar acumulando extracelularmente, contribuindo para o
desenvolvimento de problemas circulatérios.
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1 INTRODUCAO
1.1 SISTEMA PURINERGICO

1.1.1 Nucleotideos da Adenina

Entre as moléculas de sinalizacdo estudadas atualmente, os nucleotideos
extracelulares e seus derivados nucleosideos tém representado um grupo de
grande sucesso evolutivo/adaptativo, desempenhando as mais diversas fungdes
em praticamente todos os tecidos. O envolvimento do ATP extracelular em
processos fisioldgicos e patolégicos como neurotransmissdo e neuromodulacéo no
sistema nervoso central e periférico (Boarder et al., 1995); nocicepc¢éo (Buell et al.,
1996); controle da secrecdo de glandulas endocrinas (Thorn e Jarvis, 1996);
transporte de CI" no epitélio das vias aéreas (Zimmermann, 1996); na funcéo renal
(Dzhandzhugazyan e Bock, 1993) e em doencas dos sistemas 0sseo e
cartilaginoso (Dzhandzhugazyan e Bock, 1997) nos exemplifica tal funcionalidade.
Estes processos relacionados aos nucleotideos da adenina, ATP e ADP, ocorrem
através da interacdo destas moléculas com 0s mais variados membros da familia
de receptores de membrana especificos (P2). Basicamente, os receptores P2
dividem-se em P2X, ionotrépicos que formam canais para passagem de ions
quando ativados e P2Y, receptores metabotrépicos acoplados a proteinas G.

Os receptores P2X contém dois dominios transmembrana e uma grande
alca extracelular, glicosilada contendo dez cisteinas conservadas (Idelson, 2001).
Atualmente, estdo descritos o0s subtipos de receptores P2X;; (Ralevic e
Burnstock, 1998) que se distribuem amplamente pelos tecidos desencadeando
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cascatas de sinalizacdo de diferentes vias. Seu principal agonista é o ATP,



embora outros nucleotideos como o ADP, UTP e UDP possuam uma afinidade
reduzida pelos receptores P2X. Assim, quando o ATP, por exemplo, liga-se a
esses receptores, ocorre a abertura de canais ndo seletivos de cétions, onde a
entrada de Ca®* é o principal mecanismo de sinalizag&o. Entre os receptores P2X,
0 subtipo P2X7; comporta-se um pouco diferente na medida em que é capaz de
abrir um poro na membrana plasmatica quando ativado permitindo a entrada de
moléculas com peso molecular maior que 900 Da. Além disso, ele préprio parece
interagir com diversas proteinas citoplasmaticas (DiVirgilio, 1995; Kim et al, 2001)
e sO é ativado em altas concentracdes de ATP na faixa de mM (Robertson et al,
2001).

Os receptores metabotrépicos P2Y possuem dominios que atravessam sete
vezes a membrana plasmatica, um dominio N-terminal extracelular e um C-
terminal intracelular. Acoplados a proteina G (Gip ou Gga11), estes receptores
agem via geracdo de IP; pela fosfolipase C e conseqiiente liberacdo de Ca®" dos
estoques intracelulares ou via estimulo/inibicdo da adenilato ciclase (von Kugelgen
e Wetter, 2000). Os véarios subtipos de receptores P2Y1 2 4 6, 11, 12 e13 distinguem-
se farmacologicamente pela ordem de efetividade dos agonistas, sendo que

alguns preferem pirimidinas a purinas (Tabelal.1).
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Tabela 1.1 — Agonistas preferenciais dos receptores P2 em mamiferos. Adaptado
de Di Virgilio e Solini, 2002.

Subtipo N°de Aminoacidos Agonistas preferenciais Transducgo de

Sinal
P2Y, 362 ADP IP3, AMPc
P2Y, 373 UTP,ATP IP3
P2Y, 352 UTP IP3
P2Ys 379 UDP P
P2Y 11 371 ATP IPs, AMPc
P2Y 1, 342 ADP AMPc
P2Y13 334 ADP IP3, AMPc
P2X, 399 ATP Correntes ibnicas
P2X, 472 ATP Correntes ibnicas
P2X3 397 ATP Correntes ibnicas
P2X4 388 ATP Correntes ibnicas
P2Xs 455 ATP Correntes ibnicas
P2Xe 379 ATP Correntes ibnicas
P2X- 595 ATP Correntes ibnicas

No sistema cardiovascular, os nucleotideos da adenina mono-, di- e
trifosfatados, ao se ligarem em seus receptores de membrana P2, modulam
eventos fisioldgicos de crescimento celular (Erlinge, 1998), contracdo/dilatacao
dos vasos, agregacao plaquetaria e modulacéo da transmissdo simpética (Ralevic
e Burnstock, 1991). Tais eventos, quando desregulados, podem trazer
desequilibrio ao sistema e ao organismo como um todo, tornando-o mais

suscetivel ao desenvolvimento de doencas cardiacas.

1.1.2 Ecto-Nucleosideo Trifosfato Difosfoidrolases (NTPDases)

Os niveis de nucleotideos/nucleosideos no meio extracelular sdo finamente

controlados por um sistema organizado de enzimas da familia das ecto-
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nucleotidases as quais atuam coordenadamente em sequéncia defosforilando os
nucleotideos, impermeaveis & membrana, até seu nucleosideo correspondente.

As NTPDases tém capacidade de hidrolisar as ligagdes dos fosfatos y e
de nucleosideos 5'-tri e difosfatos. Dessa maneira fazem parte de seu repertorio
de substratos ndo s6 os nucleotideos da adenina, mas também os nucleotideos da
guanosina, inosina e uridina. As diferentes especificidades por determinados
nucleotideos revelam caracteristicas importantes das NTPDases, associadas as
suas mais variadas fungdes e localizagdes.

As NTPDases compartilham cinco regifes altamente conservadas na
sequéncia de aminoéacidos, provavelmente relacionadas com o sitio catalitico
dessas enzimas, e a dependéncia a cations divalentes, em geral Ca** e /ou Mg**,
para sua atividade méaxima (Zimmermann, 2001). Embora inibidores classicos das
ATPases dos tipos P, F e V ndo afetem suas atividades, agentes quelante, azidas
e analogos ndo hidrolisaveis do ATP diminuem significativamente suas habilidades
hidroliticas.

Desde que foram descritas pela primeira vez por Meyerhof em 1945, as
NTPDases, que constituem uma familia de 8 membros ja clonados e
caracterizados, receberam diversas denominagfes. Inicialmente, foram
denominadas ATP-difosfoidrolase ou apirase, pela sua capacidade em hidrolisar
os dois ultimos fosfatos do ATP ou ainda ecto-ATPase, quando a preferéncia pelo
ATP era evidente (Komoszynski e Wojtczak, 1996; Martin-Romero et al., 1996).
Com o inicio das pesquisas moleculares e o seqiienciamento genémico humano,

pesquisadores da area como Wang e Guidotti, em 1996, identificaram a proteina
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CD39 de superficie celular de linfocitos como uma ecto-apirase. A identificagéo foi
realizada a partir da transfeccao do antigeno de ativacao linféide CD39 em células
COS-7, o que promoveu um aumento na atividade ATP&sica e ADPésica

dependente de Ca* e Mg**

. A partir dai as apirases e ATPases extra e
intracelulares comecaram a ser distinguidas também pela nomenclatura CD39
(ecto-apirase) e variagbes: CD39 L1 (ecto-ATPase).

Desde o “2° Workshop Internacional de Ecto-ATPases e Ectonucleotidases
Relacionadas” na Bélgica, em 1999, pesquisadores da area propuseram-se a
unificar as denominacdes dessas enzimas e atualmente, a nomenclatura mais
aceita € das NTPDases (ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase),
embora a denominagdo CD39 ainda seja muita usada no caso das NTPDases de

humanos. A Tabela 1.2 redne os nomes utilizados na literatura associados a nova

nomenclatura.
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Tabela 1.2 — Nomenclatura das NTPDases

NTPDases Primeiros nomes Primeiras Referéncias

Wang e Guidotti, 1996, Kaczmarek et

NTPDase 1 CD39/ ATPDase/ ecto-apirase al. 1996

Chadwick e Frischauf, 1997, Heine et

NTPDase 2 CD39L1/ ecto-ATPase al, 1999 e Mateo et al, 1999

NTPDase 3 CD39L3/ HB6 Smith et al, 1998

NTPDase 4 UDPase/ LALP70 Wang e Guidotti, 1998

Mulero et al, 1999, Trombetta e

NTPDase 5 CD39L4/ ER-UDPse/ PCPH Helenius, 1999 e Paez et al, 2001

Hicks-Berger et al, 2000 e Braun et al,

NTPDase 6 CD39L2 2000

NTPDase 7 LALP1 Shi et al, 2001

NTPDase 8

Bigonnesse et al, 2004

A NTPDasel, a NTPDase2, a NTPDase3 e a NTPDase8 possuem 2
dominios transmembrana proximos de cada porcao terminal N- e C- da proteina e
0 sitio catalitico voltado para o meio extracelular. Elas existem como homo-
oligbmeros (di-, tri- ou tetrameros) e sdo altamente glicosiladas sendo que seu
peso molecular altera de 55kDa de estrutura primaria para 70-80 kDa na proteina
glicosilada (Carl et al, 1998). A presenca de sitios de fosforilgdo para acdo da
proteina cinase C e para a proteina cinase dependente de AMPc na porgédo C-
terminal da NTPDasel, sugere que esta enzima possa ser regulada por
fosforilagéo citoplasmatica, estando envolvida em padrées de transducéo de sinal

através da membrana (Smith e Kirley, 1998). De fato, em nosso laboratério, Wink
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et al (2000) demonstraram evidéncias de fosforilagdo da NTPDasel de cérebros
de rato, o que d& suporte a hipétese de modulacédo da enzima por fosforilacéao.

Uma das caracteristicas importantes que tem sido utilizada para diferenciar
as NTPDases encontra-se na razao de hidrélise ATP/ADP que sédo 1:1, 30:1, 3:1 e
2:1 para as NTPDases 1, 2, 3 e 8 respectivamente, o que reflete suas preferéncias
de substrato.

Ja as NTPDase4, NTPDase5, NTDase6 e a NTPDase7 apresentam seu
sitio catalitico voltado para o limen de organelas intracelulares como aparelho de
Golgi e reticulo endoplasmatico. Entre estas, as NTPDase 5 e 6 podem localizar-
se também na membrana plasmética por somente um dominio transmembrana na
porcdo N-terminal, o que permite que elas sejam clivadas proteoliticamente e
liberadas para o meio extracelular (Mulero et al, 1999). Enfim, os membros dessa
familia estdo largamente distribuidas nos organismos pluricelulares desde plantas,
vermes (C.elegans) e animais invertebrados e vertebrados. Apesar de tantas
proteinas envolvidas na hidrolise de nucleotideos, séo as diferencas na velocidade
da reacao, localizacéo e preferéncia de substrato e a combinagéo entre elas que
as tornam ferramentas Uteis evolutivamente no controle dos niveis de nucleotideos
nas mais diversas situacdes e processos bioldgicos.

Por exemplo, dentro do proprio sistema circulatério, existem diferengas
entre artérias e veias de cdes quanto a remocdo do ATP liberado nos vasos
sanguineo sugerindo a expressao diferenciada dos membros das NTPDases
(Bobalova et al, 2003). Interessantemente, Sévigny et al em 2002 demonstraram

gue a NTPDasel esta mais expressa no endotélio e em menor extensao nas
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células musculares lisas, enquanto que a NTPDase2 estd associada com a
adventicia, pericitos microvasculares e outras células do espaco subendocardiaco.

CD3%90 cD39L10 CD39L30 cD39L2 CD39L4 CD3sLs0
E-NTPDase0 E-NTPaseO (Ecto-ATPDase) UDPase

(Ecto-ATPDase)  (Eclo-ATPase)
COOH . COOH

apyrased

mnservedlg

regions

-
2?7
NH,
NHz COOH COOH NH, COOH NH; NH; COOH
ATP - AMP + 2P0 ATP — ADP + PO ATP — ADP + PO nd n.d UDP — UMP + PO
ADP — AMP + PO (ADP — AMP +P)0  ADP — AMP + P, - - UTP __:UDF. :Pil

(ATP:ADP=1:0.8) (ATP:ADP=1:0.03) (ATP:ADP=1:03)

Figura 1.1 - Retirado de Zimmerman, 1999. Topografia de membrana dos
membros da familia das E-NTPases. As regides conservadas da apirase situam-
se na metade N-terminal de todas as seqiiéncias. Potenciais sitios de clivagem na
sequéncia hidrofébica das CD39L2 e L4, que poderiam liberar a forma soltvel da
enzima, estdo indicados com uma seta. As razdes indicam a preferéncia relativa

das ectonucleotidases para ATP e ADP.

1.1.3 Ecto-5'-nucleotidase

Complementando a acdo das NTPDases, encontra-se uma enzima
denominada ecto-5'-nucleotidase (5’-NT) que retira o fosfato (o) do AMP, liberando
adenosina. Sua atividade enzimatica ndo é dependente de cations divalentes
adicionados, mas pode ser aumentada pela adicdo de concentracdes milimores de
Mgz+ (Zimmermann, 1992). Contudo, agentes quelantes metalicos provocam uma

grande queda na sua atividade, provavelmente interferindo nos potenciais sitios de
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ligagdo ao zinco (Knofel e Strater, 1999). ATP, ADP na faixa de micromolar e o,f-
metileno-ADP na faixa de nanomolar (Naito e Lowenstein, 1985) também
constituem-se inibidores da ecto-5-NT. Presente em diferentes tipos celulares:
hepatdcitos, fibroblastos, células endoteliais, linfocitos, células gliais (Resta et al,
1973), a ecto-5'-NT ocorre como um homodimero de massa molecular entre 62 e
74 kDa ligado por pontes dissulfeto, essenciais para sua atividade (Knofel e
Strater, 1999), e esta ancorada a membrana através de um residuo glicosil-
fosfatidil-inositol, uma caracteristica que a permite estar associada a microregides
na membrana plasmatica denominada “rafts” de lipidios (Babiychuk e Draeger,
2000). Os “rafts” de lipidios proveém um ambiente favoravel a interagcbes
especificas, principalmente aquelas envolvidas na transducédo de sinal (Simons e
Toomre, 2000). Além da sua atividade enzimatica, a ecto-5'-NT é descrita como
uma importante molécula de adesao e interacao celular (Airas et al, 1997), bem
como molécula sinalizadora do sistema imune (Resta et al, 1994). Também
identificada como um antigeno de ativacéo linféide, a ecto-5’-NT também recebe a
denominacédo de CD73 (Airas et al, 1997). Sua importancia torna-se ainda maior a
medida que seu produto de hidrolise, a adenosina, € um importante nucleosideo
que tem dois destinos no meio extracelular: i) ligar-se aos seus receptores
especificos Al, A2a, A25 e A3 ou ii) ser recaptada para o interior celular através de
transportadores de nucleosideos, onde pode ser refosforilada na rota de salvacao
das purinas gerando mais ATP ou ainda seguir a via de degradacéo das purinas
até acido arico. Muitas acles tém sido associadas a esta versatil molécula:

vasodilatagdo (Marshall, 2000), pré-condicionamento e protecdo do coracéo contra
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sequelas da isquemia (Rongen et al, 1997), inibicdo da agregacdo plaquetaria
(Kawashima et al, 2000), aumento da producdo de Oxido nitrico pelas células
endoteliais (Li et al, 1995), liberacdo de superoxido pelos neutréfilos (Roberts et al,

1985), entre outras.

1.2 CELULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES

As células musculares lisas vasculares (CMLV) sdo as células que se
dispdem na camada média, direcionalmente organizadas entre a camada intima
composta de células endoteliais e a camada adventicia. Possuem morfologia
alongada e por sua caracteristica contratil, participam de muitos processos
fisiolégicos que incluem a contracdo e relaxamento dos musculos dos vasos

sanguineos.

Figura 1.2 - Representacao de um corte transversal de um vaso sanglineo
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A presenca de receptores purinérgicos (Erlinge, 1998) e membros da
familia das NTPDases na superficie das membranas destas células (Pearson et al,
1980 e Gordon et al, 1989) apontam para a existéncia de um sistema
adenosinérgico atuante e modulavel. De fato, as moléculas ATP e adenosina sao
consideradas potentes vasodilatadores, capazes de modificar parametros
hemodinamicos (Rongen et al, 1997). Tem sido sugerido que fatores externos
também contribuem para a modulagdo desse sistema atuando em conjunto com
os nucleotideos, como por exemplo, polifendis derivados da uva que podem atuar
na liberacdo de nucleotideos vasodilatores (Mendes et al, 2003). Além disso, este
tipo celular responde ao estimulo do ATP extracelular acionando eventos
importantes na proliferacdo celular como a sintese de DNA, a sintese de proteina,
a ativacdo dos genes de acdo imediata, a progressao do ciclo celular e a
fosforilagdo da tirosina (Erlinge, 1998). Ainda, esta agdo mitogénica do ATP
aumenta grandemente na presenca de outros fatores de crescimento: IGF, EGF,
PDGF e inclusive a insulina (Erlinge et al., 1993 e Wang et al, 1992). Tais efeitos
mitogénicos do ATP e ADP tornam-se relevantes uma vez que a proliferacdo das
CMLVs é um dos passos da formacao da placa de aterosclerose.

Estudos com agonistas de receptores P2 demonstraram que os efeitos
contrateis do ATP sdo mediados por receptores P2X (Ralevic e Burnstock, 1991)
enquanto que os efeitos mitogénicos seriam mediados pela ativacdo dos
receptores P2Y (Erlinge, 1998 e Di Virgilio e Solini, 2002).

Por fim, este tipo celular apresenta dois fendtipos. O fendtipo contratil,
encontrada principalmente em individuos adultos, apresenta-se como uma célula

diferenciada com proteinas do citoesqueleto necessarias para a
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contracdo/relaxamento celular. Em algumas circunstancias patolégicas, como a
lesdo aterosclerética ou restenose apds angioplastia, esta célula pode reverter
para o fenodtipo sintético, tornando-se uma célula menos diferenciada, mais
caracteristica ao estado fetal, adquirindo habilidade proliferativa e secretéria
(Gorsky e Walsh, 1995). Nesta fase, as CMLVs passam a secretar I1L-8, MCP-1,
TNFa, IL-1, TGFB (Watson et al, 1998) cuja interacdo com as células endoteliais
provoca respostas inflamatoérias, permitindo a adeséo de leucdcitos e diapedese e
sensibilizando-os as citoquinas liberadas pela circulacédo sistémica (Kiechl et al,
2001). Neste contexto, estudos com expressao de receptores P2 mostraram que
de acordo com o fendétipo da CMLV existe uma expressdo diferenciada dos
receptores P2 (Erlinge et al, 1998), apontando mais uma vez para o importante

envolvimento do sistema purinérgico neste tipo celular.

1.3 HORMONIOS TIREOIDEANOS

Os hormonios tireoideanos sdo fundamentais ndo somente durante o
periodo embrionario marcando um padrdo de desenvolvimento temporal
adequado, mas também na manuten¢do da qualidade da vida adulta regulando
crescimento, diferenciacdo e o metabolismo do organismo como um todo. Para
isso, a glandula tiredide, sob acdo do horménio tireotrofico (TSH) produzido pela
hipofise, secreta basicamente tiroxina (T4;) que é distribuida por todo o corpo
através da circulacdo sangiinea. A molécula de T, entdo é transformada em
triiodotironina (T3), o principal hormonio tireoideano, pela acdo das desiodases,
que retiram um iodo do T, conforme a regulacdo de cada tecido. As diferentes

isoformas de desiodases (D1, D2 e D3) também contribuem para o nivel

20



diferenciado de T3 em locais e tempos especificos (Nunes, 2003). A D1 esta
presente na glandula tiredide, no figado, no rim e muitos outros tecidos e mantem
0s niveis de T3 circulantes, enquanto que a D2 encontra-se em poucos tecidos
incluindo o sistema nervoso central e na gordura marrom de ratos e estd mais
relacionada a producéo local de Ts.

O mecanismo de acdo mais conhecido do T3 € a sua interacdo com
receptores nucleares (TRs) que sao eles proprios fatores de transcricdo capazes,
portanto, de ligarem-se a seqUéncias especificas de DNA que contenham um
elemento responsivo ao horménio tireoideo (TREs). Os receptores TRs estdo
subdivididos em TRal, TRa2, TRB1 e TRB2 e compdem uma familia de
receptores nucleares juntamente com o0s receptores de glicocorticoide,
mineralocorticoides, estrogénios, progestogénios, vitamina D e &cido retindico.
Esta ligagc&o do receptor ao DNA promove a ativacéo ou inibicdo da expressao das
proteinas codificadas pelos seus genes-alvo, muitas vezes com a participacao de
outras proteinas co-ativadoras e co-repressoras respectivamente. Diversos sao
0s genes alvos do horménio tiredideos T3, entre eles podem-se citar os genes: a)
do hormdnio do crescimento, participando ativamente do processo de crescimento
(Volpato e Nunes, 2001), b) das cadeias pesadas de miosina responsaveis pelo
aumento da velocidade de contracdo nos musculos cardiaco e esquelético (Santos
et al, 2001), c) do fator de crescimento neural NGF possibilitando a proliferacéo
neural, mielinizagcdo, sinaptogénese e vascularizacdgo do SNC e, portanto
essencial para o desenvolvimento neural (Smith et al, 2002), d) do TSH exercendo

“feedback” negativo (Shupnik, 2000) e das enzimas relacionadas ao metabolismo
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ajudando a manter o equilibrio metabdlico. A presenca das quatro isoformas dos
receptores TR nas CMLVs evidenciam que esta via de acdo dos hormdnios
tireoideanos € funcionante (Ojamaa et al, 1996).

Entretanto, alguns efeitos dos hormoénios tireoideanos tém sido observados
em tempos muito curtos para uma acdo nuclear ou ocorrem na presenca de
actinomicina, um bloqueador da transcricdo génica, ou ainda em células
anucleadas como as hemacias. Tais evidéncias apontam para uma acdo nao
gendmica destes hormonios, atribuindo inclusive diferentes rotas de sinalizacao
envolvendo AMPc, calmodulina, fosfatidilinositol e proteinas cinases (Davis e
Davis, 1996).

No sistema cardiovascular, muitos sdo os efeitos dos hormdnios
tireoideanos, entre eles, alteracbes nos parametros hemodinamicos: diminuicdo da
resisténcia vascular sistémica, aumento do relaxamento diastolico, aumento da
contratilidade e da taxa cardiaca, causando a elevacdo no “output” cardiaco
(Levey e Klein, 1990). Em nivel molecular, os horménios tireoideanos regulam
uma série de genes midcitos-especificos e portanto, a expressdo das seguintes
proteinas: cadeia pesada da miosina (MHC), ATPase calcio-ativada do reticulo
endoplasmatico (SERCA), fosfolambam, receptores a- e B-adrenérgicos, adenilato
ciclase, proteina cinase C, e uma variedade de canais idnicos (Sussman, 2001).
Os hormonios tireoideanos sdo vasodilatadores bastante conhecidos na clinica
diminuindo a resisténcia vascular cardiaca quando administrados apés cirurgia
cardiaca (Klemperer et al, 1995) ou ainda, em estudos in vitro atuando

diretamente no relaxamento de CMLVs cultivadas sobre uma matrix deformavel
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(Ojamaa et al, 1996). Embora ambos os hormonios tireoideanos T3 e T4 relaxem
artérias pré-contraidas, o T3 é muito mais efetivo (Park et al, 1997). Além disso,
Mizuma et al, 2001, mostraram a expressao da desiodase tipo Il nesse tipo celular,
dando suporte ao envolvimento direto das CMLVs no relaxamento muscular de
vasos tratados com hormonio tireoideanos, entretanto 0 mecanismo de agcéo deste

processo ainda é desconhecido.

1.4 HORMONIOS ESTEROIDES SEXUAIS

Os hormonios esterodides, sintetizados a partir do colesterol, atuam por todo
0 organismo participando em diversos processos fisiolégicos. Dentre essa grande
familia, os horménios esterbides sexuais tém sob sua regulagdo o
desenvolvimento dos 6rgdos e caracteristicas sexuais desde a embriogénese até
a vida adulta. Os hormobnios esterbides sexuais femininos estrogénio e
progesterona sdo produzidos pelos ovarios estimulados pelo horménio foliculo
estimulante (FSH) liberado da glandula pituitaria anterior. Uma vez na circulacao,
os horménios esterdides atingem todos 6rgdos e atuam sobre as células que
possuem o0s receptores especificos para eles. Os receptores mediadores dos
efeitos dos horménios esterdides sexuais podem ocorrer em trés niveis celulares:
de membrana, citosdlico e nuclear. Os sitios alvos de membrana e citosélico
envolvem sinalizagbes via cascatas de cinases e por isso o0s efeitos séo
denominados ndo-gendmicos. Os receptores nucleares ERa e ERp, por sua vez,
desencadeiam mecanismos gendmicos classicos no qual o complexo hormdnio-
receptor ativa diretamente a transcricdo de genes que contenham, na sua regido

promotora, um elemento responsivo a esterodides (SRE) (Valverde e Parker, 2002).
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Independente do mecanismo de acdo, os horménios esteréides podem
influenciar  diversos processos fisiolégicos e patoldégicos no sistema
cardiovascular, evidenciado principalmente por estudos comparativos entre 0s
periodos pré-menopausa, no qual os horménios esteréides sdo sintetizados
ciclicamente, e pdés-menopausa, quando essa sintese é praticamente nula. Por
muitas décadas os hormonios esterdides tiveram seu papel cardioprotetor bem
documentado: provocando mudancas nos perfis de lipidios no plasma, diminuindo
colesterol total (Farish e tal, 1996), atuando como potentes anti-oxidantes,
diminuindo a peroxidacéo lipidica e a formac&o de espécies reativas de oxigénio
(Ayers et al, 1998) e também como vasodilatador, via liberacdo de 6xido nitrico
(Collins et al, 1994). Nas CMLVs, os estrogénios promovem diminuigcdo da
proliferacdo celular, rapida vasodilatacdo e podem reduzir a secrecao de colageno
e a deposicdo de matrix extracelular (Farhat et al, 1996),

Por outro lado, recentes testes clinicos randomizados dos grupos de
pesquisa HERS (The Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study) de Hulley
et al, 1998, o ERA (Estrogen and Atherosclerosis) de Herrigton et al, 2000 e o
WHI-HRT (Women’s Health Initiative Hormone Replacement Trial) em 2002
alertaram para os dados controversos obtidos com a terapia de reposicéo
hormonal. Este tratamento aumentou o risco de doencas cardiacas, derrame,
cancer de mama invasivo e tromboembolismo venoso. Nesse sentido, varios
trabalhos surgiram na tentativa de explicar os mecanismos envolvidos nessa
contradicdo. He e colaboradores, em 2001 mostraram a elevagédo de fatores pro-
coagulantes FVlla (fator VII ativado), FVIII (fator VIII) e VWF (fator von Willebrand)

no plasma do grupo que recebia altas doses de estradiol (E,). No estudo da WHI,
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mulheres que desenvolveram doencas cardiacas coronarianas tinham niveis
basais de IL-6, uma citoquina envolvida na etiologia dessas doencas, maiores que
0 grupo controle.

Inclusive o sistema purinérgico tem sido investigado e alguns trabalhos ja
evidenciam sua ligacdo com os hormonios esterdides sexuais. Exposi¢cdes ao
estradiol regulam positivamente uma Ca®*-ATPase de membrana via sinalizacdo
da PI3K/Akt (Pedram et al, 2002) e inibem as correntes idnicas de ativacado do
receptor P2X; (Cario-Toumaniantz et al, 1998). Enquanto que a privacdo de
hormonios esterdides por ovariectomia causa um aumento da expressao da ecto-
ATPase em determinadas regides cerebrais (Nedeljkovic et al, 2000) e da ecto-5-
NT de sinaptossomas de coértex (Riicker et al, 2005).

Tantas controvérsias advém, em parte, da diversidade das doses de
hormonio, do tempo de tratamento, da forma de administracdo dos hormoénios, da
expressao diferenciada dos receptores ER e das espécies de animais utilizados
em cada estudo. Nakamura e colaboradores, em 2004, mostraram que o efeito
inibitério na proliferacdo de CMLVs era mediado por receptores ERa, receptor
ativado com baixas concentracdes de E, e que estes receptores estdo diminuidos
em CMLVs de mulheres com aterosclerose. A proteina reativa-C (CRP) utilizada
como marcador inflamatério de altos riscos de doencas cardiovasculares, por
exemplo, encontra-se aumentada em tratamentos com estradiol oral (Pradham et
al, 2002), mas nao com o estradiol administrado transdermicamente (Decensi et
al, 2002). A elevacdo desta mesma proteina foi inibida dose-dependentemente

pela co-administracdo de progestinas ao tratamento de CEE (estrogénios equinos
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conjugados), sugerindo que as progestinas poderiam inibir os efeitos pro-
inflamatorios dos estrogénios (Wakatsuki et al, 2002). Muitos estudos ainda sé&o
necessarios para melhor entender os mecanismos pelos quais os hormdénios
esteroides atuam e para que num futuro ndo tao distante as terapias de reposi¢ao
hormonal possam ser direcionadas de acordo com a forma de hormdnio
administrado, as ocasifes necessarias, as doses e o tempo de tratamento e
principalmente de acordo com o perfil da paciente em questao.

Considerando os efeitos fisiologicos dos horménios tireoideanos e estradiol
no sistema cardiovascular e a0 mesmo tempo considerando a possibilidade de os
nucleotideos serem lancados ao meio externo para serem ainda clivados por
ectonucleotidases até a formacao de adenosina, o principal objetivo deste trabalho
é investigar o efeito do tratamento com hormdnios tireoideano e estradiol sobre a
hidrélise dos nucleotideos em células musculares vasculares lisas. Antes disto,
considerando que em nosso laboratério nao trabalhdvamos com células
musculares lisas, a primeira etapa deste trabalho se constituiu na padronizagéo da
extracdo e do cultivo destas células assim como as condigbes de ensaio das

ectonucleotidases nestas culturas.
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OBJETIVOS

Desta forma, os objetivos especificos deste trabalho séo:

1) Padronizar o preparo e as condi¢cdes de cultivo de célula musculares
lisas de aorta de rato;

2) Padronizar a hidrolise dos nucleotideos ATP, ADP e AMP por células
musculares lisas em cultura;

3) ldentificar a expressao das NTPdases (1,2,3,5 e 6) nestas células;

4) Investigar o efeito dos hormdnios tireoideanos (Ts; e T4) e do 17-B-
estradiol sobre a hidrolise dos nucleotideos;

5) Investigar o efeito dos horménios tireoideanos (T; e T4) e do 17-B-

estradiol sobre a expressao das ectonucleotidases nestas células.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAIS

2.1.1 Animais

Nesse estudo foram utilizados ratos Wistar adultos, de 60 dias de idade,
procedentes do Biotério do Departamento de Bioquimica da UFRGS. Para

anestesiar os animais foi utilizado Tiopental S6dico da Abbott.

2.1.2 Reagentes
2.1.2.1 Cultura de células

As garrafas e placas de 24 pocos foram adquiridas da TPP. Os reagentes
para as solucdes da cultura seguem-se listados juntamente com sua devida
marca: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/DMEM (Gibco), NaHCO3; (Nuclear),
HEPES (Sigma), Glicose (Reagen), Penicilina/Streptomicina (Gibco), Soro Fetal
Bovino (Cultilab), Tripsina (Gibco), NaCl (Nuclear), KCI (Reagen), Na;HPO,
(Merck), KH,PO,4 (Merck). O meio de cultura DMEM foi preparado com DMEM
1%, HEPES 8,39 mM, NaHCO; 23,8 mM, 100 U Penicilina/Streptomicina e
suplementado com 10% de soro fetal bovino ou 30% quando indicado, sendo seu
pH ajustado para 7,3. A solugcdo de CMF-BSS (Calcium- and Magnesium-Free
Balanced Salt Solution), pH 7,4, utilizada para lavar as células antes da
tripsinizacdo, continha NaCl 137 mM, KCI 5,36 mM, Na;HPO,4 0,27 mM, KH,PO4
1,1 mM e glicose 6,1 mM. Todas as solu¢des utilizadas na cultura de células foram
preparadas em agua do aparelho MilliQ e esterilizadas por filtragcdo em membrana

de 0,2 mm de poro da Millipore.
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Para o tratamento com os hormoénios, foram utilizados 3,3,5-triiodotiroxina
(Ts), tiroxina (T,4) e 17-B-estradiol (E;) encapsulado por ciclodextrina, todos da

Sigma.

2.1.2.2 Ensaio da Atividade Enzimatica das Ectonucleotidases

Para estes experimentos foram utilizados:

a) meio de incubacao das células contendo, na concentracao final, CaCl,
(Merck) 2 mM, para incubacdo com ATP e ADP ou MgCl, (Merck) 2 mM, para
incubar AMP, NaCl 120 mM, KCI 5 mM, glicose 10 mM, Hepes 20 mM, pH 7,4. Os
nucleotideos ATP, ADP e AMP foram adquiridos da Sigma. O &cido tricloroacético
(TCA) foi proveniente da Nuclear.

b) Os reagentes para o preparo do reagente de cor: Verde Malaquita
0,812% (Sigma), Molibdato de Aménio 5,7% (Nuclear) e Alcool Polivinilico 23,6%
(Vetec) foram preparados separadamente e misturados por 30 minutos antes do
uso na proporcdo de 2:2:1:1 de verde de malaquita, agua milliQ, molibdato de
amonio e alcool polivinilico, respectivamente. Como padréo de fosfato inorganico
foi utilizada uma solucéo de KH,PO,4 200nmol/mL.

c) Para a dosagem da proteina utilizaram-se os reagentes NaOH 1M
(Synth) para solubilizar as amostras; reagente de cor: 1g de Comassie Brilliant
Blue G (Sigma) dissolvido em 50 mL de alcool etilico 95% e 100 mL de é&cido
ortofosforico 85% (Quimex) em 1000mL de agua, filtrado 2 vezes em papel filtro; e

Albumina Bovina da Sigma como padrao de proteina.
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2.1.2.3 Imunocitoquimica

As células foram plagueadas em laminulas de vidro (coverslips)
(Glasstécnica) e incubadas em placas de Petri de 6 cm de diametro da TPP. Os
demais reagentes utilizados na imudeteccdo foram: Tampdo Fosfato (PBS)
(NazHPO, 1,5 mM, NaCl 138 mM, KCI 2,68 mM, pH 7,4) Alcool Metilico (Vetec),
Albumina Bovina, Triton X-100 (Nuclear), anticorpos primarios feitos por
imunizacdo de coelhos com um peptidio correspondente a cada proteina relatada
neste estudo, anticorpos secundarios Alexafluor 594 (anti-soro de camundongo) e
488 (anti-soro de coelho) da Invitrogen na concentracdo de 2 mg/mL, 4'.6'-
diamidino-2-fenilindole hidrocloride (Dapi) da Molecular Probes e Fluoromount-G

da Southern Biotechnology Associates.

2.1.2.4 RT-PCR - Reagéo em Cadeia da Polimerase precedida de Transcri¢cao
Reversa

Reagentes para extracdo de RNA: Trizol (Invitrogen), Cloroformio (Merck),
Alcool Isopropilico (Merck) e Alcool Etilico 75% (Quimex).

Nas reacOes de RT-PCR foram utilizados: Enzima Transcriptase Reversa
(Promega), Primers OligodT (RW Genes), dNTPs (Gibco), Enzima Tag Polimerase
(CenBiot-UFGRS) e Primers Especificos construidos pela Invitrogen.

O gel de eletroforese foi feito de Agarose (Promega) com Brometo de Etidio
(Gibco) diluidos em Tampdo TAE (Tris-acetato 40 mM e EDTA 1mM) e as
amostras preparadas para a corrida com tampao de amostra composto de Glicerol
30% (USB) e Azul de Bromofenol 0,25% (Merck). O Padrdo de 100 pares de base

foi proveniente da Promega.
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2.2 METODOS

2.2.1 Cultura de Células

Para extracdo das células musculares lisas vasculares foi utilizada a técnica
de explante na qual os ratos, 2 ou 3 animais, anestesiados com 1mL de Tiopental
Sadico, tiveram suas cavidades abdominais abertas longitudinalmente e a artéria
aorta dissecada, colocadas em uma placa de Petri contendo DMEM
suplementado com 30% SFB (DEMEM 30% SFB), em gelo e levadas para a
capela de fluxo laminar. Todos os passos seguintes foram realizados dentro da
capela sob condi¢des assépticas. Retirado o tecido conjuntivo que envolve o vaso,
a artéria foi cortada em 4 ou 5 fragmentos de 1cm aproximadamente. Os
fragmentos foram abertos longitudinalmente, expondo o interior do vaso. Com
auxilio de uma pequena espatula, o endotélio foi retirado por raspagem. Apés este
procedimento, os fragmentos abertos foram transferidos para outra placa de Petri,
para cultura de células, com o interior voltado para baixo em contato direto com a
superficie da placa e em cima deles adicionado 30 uL de DMEM 30% SFB. As
placas foram levadas a estufa de 37°C, com atmosfera enriquecida com 5%CO..
Os fragmentos foram incubados por aproximadamente dois dias nestas condi¢des,
com constantes adi¢cdes de 30 uL de DMEM 30% SFB, suficientes para formar
uma pequena poca ao redor deles. Nesse periodo, espera-se que as CMLVs pelo
estimulo da alta concentragédo de soro proliferem e fagcam adeséo a placa. Ao final
deste periodo, os fragmentos foram retirados com uma pingca estéril e a placa
totalmente preenchida com DMEM 30% SFB para permitir o crescimento das

células. Apos aproximadamente duas semanas, as celulas foram tripsinizadas e
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transferidas para uma garrafa de cultura de 25 cm2. A partir dai as células foram
utilizadas para os diversos experimentos respeitando o limite de 3 a 4 passagens

e 0 soro do meio DMEM reduzido para 10%.

2.2.2 Tratamento com os hormonios

Placas de 24 pocos contendo CMLVs confluentes foram submetidas ao
tratamento com 50 nM de T3 ou 50 nM de T4 ou 1 uM de estradiol dissolvidos em
DMEM suplementado com 0,5% de soro fetal bovino até 72 horas. As

concentracdes e o tempo foram variados em experimentos especificos.

2.2.3 Ensaio da Atividade Enzimatica das Ectonucleotidases

As placas de 24 pocos contendo as CMLVs foram lavadas com o meio de
incubacao livre de fosfato por trés vezes a 37°C. A incubagéo iniciou-se com a
adicdo de 1mM de nucleotideo ATP, ADP ou AMP dissolvidos nos seus
respectivos meios de incubacdo. Apos 10 minutos de reacdo a 37° C, uma
aliguota de 150 uL de cada poco foi transferida para um tubo eppendorf contendo
150 uL de TCA 10% em gelo. Controles sem a adicdo de nucleotideos e na
auséncia de células foram devidamente realizados. Quando necessarias, diluicbes
foram feitas a partir dos eppendorfs para a coloracdo de verde malaquita. Esta
técnica, descrita por Chan, 1986, mede a quantidade de fosfato inorgénico, neste
caso, proveniente da hidrélise dos nucleotideos oferecidos as enzimas. Em cada
amostra foi adicionado entdo 1mL do reagente de cor e apos 20 min foram lidas
em espectrofotometro a 360nm. Como padréao foi utilizada uma solucéo de fosfato
inorganico. Ap6s medida da proteina conforme descrito a seguir, as atividades

especificas foram expressas em nmol de Pi/min/mg de proteina.
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2.2.4 Determinacdo da proteina

Apés as incubacdes, a camada celular foi solubilizada em NaOH 1M e a
proteina total quantificada pelo método do Coomassie Blue (Bradford,1976),

considerando como proteina padrao albumina bovina sérica 1mg/mL.

2.2.5 Imunocitoquimica

Para confirmar a extracao do tipo celular deste estudo e também no intuito
de identificar quais enzimas da familia das NTPDases estavam presentes nas
CMLVs, estas células foram semeadas sobre laminulas de vidro estéreis. Durante
0 experimento, as células foram lavadas trés vezes com tampao fosfato (PBS),
fixadas com metanol absoluto por 20 min a —20°C e lavadas novamente. Uma vez
permeabilizadas e bloqueadas com triton X-100 0,1% diluido em solucdo de
albumina 3% por 10 min, as laminulas foram incubadas durante uma noite a 4°C
separadamente com os anticorpos primarios especificos para cada proteina: anti-
a-actina e anti-vimentina (monoclonal, Sigma); C10 anti-NTPDasel de rato, BZ3
anti-NTPDase2 de rato, anti-NTPDase3 de humano, anti-NTPDase5 de humano e
anti-NTPDase6 de humano (policlonais). As diluicdes foram de 1:400 para a anti-
o-actina e de 1:200 ou 1:100 para os anticorpos das demais proteinas. Apds este
periodo, seguiu-se a incubacdo com o anticorpo secundario acoplado a um
fluoréforo (molécula que emite fluorescéncia quando excitada por um determinado
comprimento de onda), neste estudo: rodamina (anti-lgG de camundongo) e
fluoresceina (anti-lgG de coelho), na diluicdo de 1:500 por 2 horas a temperatura
ambiente. Por fim, as células foram incubadas com DAPI 300 nM por 5 minutos

para marcacdo do ndcleo e montadas em laminas de microscopio sobre uma
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substancia que mantém a fluorescéncia denominada Fluoromount. A visualizacdo
das laminas foi feita em microscépio de fluorescéncia nos filtros para fluoresceina
525 nm, para rodamina 488 nm e para DAPI 400 nm. As fotos das células foram
tiradas em filme fotografico de 24 poses, asa 400. As fotos digitalizadas foram

sobrepostas com o programa Image J.

2.2.6 RT-PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase precedida de Transcricao
Reversa

Para estudar a expressdo das ecto-nucleotidases, garrafas contendo as
CMLVs com ou sem tratamento, foram lavadas em gelo com tampéao fosfato PBS
gelado e lisadas com 500 uL de TRIZOL. O homogeneizado foi raspado com um
raspador de células estéril e recolhido em um tubo livre de RNAses. O RNA total
foi extraido seguindo o seguinte protocolo: adicionou-se 300 uL de cloroféormio e
apos trés minutos de agitacdo a temperatura ambiente, centrifugou-se por 15 min
a 12.000 rpm. Separada a fase aquosa, adicionou-se 750 pL de isopropanol, com
agitacdo de 10 min seguida de centrifugacdo por 10 min a 12.000 rpm. O
sobrenadante desta centrifugacao foi descartado e o sedimento lavado com 1 mL
de etanol 75% gelado e centrifugado novamente por 10 min a 12.000 rpm. O
sobrenadante mais uma vez foi descartado e o tubo foi deixado aberto por
aproximadamente 10 min para evaporacao do etanol remanescente. As amostras
foram solubilizadas em 20 uL de &gua livre de RNAses e aliquotas foram retiradas
para leitura em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 260 nm. Iguais
quantidades de RNA (2,5 ug) foram separadas para a reacdo da transcriptase

reversa, realizada segundo as recomendac¢Oes do fabricante (Promega). Neste
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passo, 0 RNA serve de molde para a sintese de uma fita de DNA complementar
ao RNA (cDNA).

O cDNA de interesse foi amplificado pela Taq Polimerase na reacao de
PCR com o anelamento de primers especificos para um determinado fragmento
do gene em questdo. Neste estudo foi utilizado 1 uL do produto da reacao de RT
(cDNA), 0,5 uM de cada par de primer e 0,5 U de Taq Polimerase em um volume
final de 20 uL. Os primers utilizados nesse estudo basearam-se no artigo de

Vollmayer et al, 2001 e estéo listados na Tabelal.

Tabela 2.1 - Pares de primers das ectonucleotidases e da B-actina de rato

Tamanho
Primer Sequéncia do produto
NTPDasel sense 5-GATCATCACTGGGCAGGAGGAAGG-3
NTPDasel antisense 5-AAGACACCGTTGAAGGCACACTGG -3 543 pb
NTPDase2 sense 5-GCTGGGTGGGCCGGTGGATACG -3’
NTPDase2 antisense 5-ATTGAAGGCCCGGGGACGCTGAC -3 331 pb

NTPDase3 sense 5'- CGGGATCCTTGCTGTGCGTGGCATT-3
NTPDase3 antisense 5-TCTTTCTAGAGGTGCTCTGGCAGGAATCAGT -3’ 267 pb

NTPDase5 sense 5'- GGGATCCTTTGAGATGTTTAACAGCACT-3

NTPDase5 antisense 5- GAATTCTTGGTTACCACCATACTGGTA-3’ 210 pb
NTPDase6 sense 5-GAATTCCTTGTCGGGGATGACTGTGTT-3

NTPDase6 antisense 5-ATCTGAGTGGATCCTCCGCCCAA-3' 156 pb
5'-NT sense 5'-CCCGGGGGCCACTAGCACCTCA-3

5'-NT antisense 5-GCCTGGACCACGGGAACCTT-3’ 403 pb
B-actina sense 5-TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG-3

-actina antisense 5-TACTCCTGCTTCCTGATCCACAT-3 210 pb

Os passos dos ciclos foram estabelecidos em: 1 min a 95°C, 1 min a 94°C,

1 min a 60°C (temperatura de anelamento dos primers), 1 min a 72°C e uma
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extensao final de 10 min a 72°C. Terminada a reagdo, as amostras foram
preparadas com a adicdo de tampao de amostra (glicerol e azul de bomofenol) na
proporcdo de 1.5 de tampdo e amostra, respectivamente. Dez microlitros dos
produtos do PCR foram analisados em gel de agarose 1% contendo 1 uL de
Brometo de Etidio para cada 100 mL juntamente com um padrdo de 100 pares de
bases. O brometo de etidio € um corante fluorescente que se intercala entre as
bases do DNA e, sob radiagdo ultravioleta permite a visualizagdo e a fotografia
digital do DNA em aparelho transluminador. A corrida foi realizada em tampéao
TAE com corrente elétrica de voltagem constante de 100 V, 80 mA por

aproximadamente 40 minutos.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados deste trabalho foram analisados utilizando-se o teste T de
Student ao comparar controle e tratamentos. No caso de verificacdo de
dependéncia de dose ou tempo realizou-se uma analise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey em conjunto com regressdo linear. O programa
estatistico utilizado foi o SPSS para Windows e foram considerados significativos
valores de p < 0,05; p < 0,01 e F > 4. O valor do “n” variou com 0s experimentos,

estando sempre indicado nas figuras.
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3 RESULTADOS
3.1 CELULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES E ECTONUCLETIDASES

3.1.1 Padronizacdo da cultura e identificacao do tipo celular extraido

Inicialmente, foram objetivos desta dissertacdo a implementacdo e a
padronizacdo da extracdo das Células Musculares Lisas Vasculares (CMLV) a
partir da dissecacdo da artéria aorta de ratos adultos pela técnica de explante.
Uma vez obtida uma cultura de células com as caracteristicas morfolégicas
descritas para estas células, a saber: formato alongado e disposicdo ordenada
qguando em confluéncia, utilizamos uma proteina marcadora de células musculares
lisas a fim de confirmar nosso processo de extracao e verificar a pureza da cultura
obtida. Para tanto, as células extraidas foram plagueadas em laminulas de vidro,
fixadas e submetidas a imunodeteccéo utilizando-se anticorpo monoclonal anti-a-
actina. A Figura 3.1 mostra que as células extraidas por explante apresentam uma
intensa marcacgao para este anticorpo, podendo-se observar as fibras de estresse
espalhadas por toda célula, confirmando a prevaléncia deste tipo celular nas
culturas. A falta de marcacdo na imunodeteccdo com anticorpo anti-vimentina,
proteina marcadora de fibroblasto, nos permite excluir contamina¢des com estas
células na cultura de CMLV. Células incubadas somente com o0 anticorpo

secundario ndo apresentaram fluorescéncia (dado ndo mostrado).
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Figura 3.1 - Imunocitoquimica de uma CMLV marcada com anticorpo anti-a-actina
em vermelho; os nucleos estdo marcados em azul. Aumento de 4000x. Figura

representativa de 3 experimentos independentes.
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3.1.2 Padronizacdo das condicdes de ensaio das ectonucleotidases em CMLVs

Uma vez estabelecidas as condi¢bes de cultura das CMLVs, iniciamos a
padronizacao das condi¢des de ensaio das ectonucleotidases neste material. Para
tanto, foram realizadas curvas de tempo e substrato para determinar o tempo e a
concentracdo dos respectivos substratos a fim de garantir a linearidade da reacao.
Primeiramente, monocamadas de CMLVs foram incubadas com os substratos das
ectonucleotidases por diferentes tempos de reacdo. Os resultados estdo
representados na Figura 3.2A que mostra a quantidade de fosfato inorganico
liberado na reacdo por minuto. Entre os tempos 5 e 20 minutos as trés atividades
de hidrolise sé@o lineares com o tempo, demonstrando que a enzima estda em
velocidade inicial nas condi¢cbes de estabelecidas. Na Figura 3.2B pode-se
verificar que entre as concentracfes de 1,0 e 5,0 mM, a quantidade de fosfato
inorganico liberado néo foi significativamente diferente, 0 que nos assegura que
nessas concentragbes de substrato, as enzimas devem estar saturadas nas
condicbes de incubacgao utilizadas. A partir desses resultados, escolhemos o
tempo de incubacao de 10 minutos e a concentracdo de 2,0 mM de substrato para

0S proximos experimentos.

39



=
E
=
=]
=
i
-
=
=
g 1
25
=
E
=
=
=
i
=]
_.E
s
o
= a T T 1
0 2 4 ]
NHucleotideo [mM)

Figura 3.2 - Curva de tempo (A) e de substrato (B) das atividades ATPasica
(losango), ADPasica (quadrado) e AMPasica (triangulo) de CMLVs. As culturas de
células foram incubadas como descrito em Material e Métodos com diferentes

concentracdes de nucleotideos por tempos variados. h = 3
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3.1.3 Investigacao das NTPDases expressas em CMLVs

Embora a existéncia de ectonucleotidases em CMVLs tenha sido descrita ja
h& algum tempo, nada se sabe acerca da expressdo das diferentes enzimas da
familia das NTPDases nestas células. Desta forma, a fim de investigar quais
enzimas da familia das NTPDases estariam presentes nas CMLVs foi realizada
imunodecteccdo com anticorpos especificos contra pelo menos seis das diferentes
NTPDases responséaveis pela hidrolise de ATP e ADP. Novamente, as células
foram submetidas a experimentos de imunocitoquimica utilizando-se anticorpos
primarios policlonais. Os resultados, agrupados na Figura 3.3 mostram que as
CMLVs expressam as NTPDases 1, 2, 3, 5 e 6. Controles de incubacdo com

somente o anticorpo secundario ndo apresentaram nenhuma marcacao.
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Figura 3.3 — Imunodeteccdo das NTPDases expressas nas CMLVs. Foram
utilizados anticorpos primarios policlonais, em verde, contras as seguintes
proteinas: (A) NTPDase 1, (B) NTPDase 2, (C) NTPDase 3, (D) NTPDase 5 e (E)
NTPDase 6. Em azul, tem-se a marcacéo do nucleo. Aumento de 1000x nas fotos
A, B e D e 4000x em C e E. Figura representativa de 3 experimentos

independentes.
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3.2 TRATAMENTO HORMONAL NAS CULTURAS DE CMLVS

3.2.1 Tratamentos com hormonios tireoideanos e estradiol alteram a hidrélise de
ATP e AMP

Diversos trabalhos tém evidenciado o envolvimento tanto dos horménios
tireoideanos quanto do estradiol na modulacdo do sistema cardiovascular. No
intuito de verificar se as enzimas ectonucleotidasicas estariam participando, pelo
menos em parte, desta modulagéo exercida pelos hormonios, culturas de CMLVs
foram submetidas a um tratamento de 50nM de T3 ou T4 ou de 1 uM de E; por 72
h. Logo apés esse periodo, incubagbes com o substrato das ectonucleotidases
permitiram medir a atividade dessas enzimas. Estas doses farmacoldgicas foram
escolhidas a partir da literatura, de maneira que fossem suficientes para podermos
verificar a existéncia ou ndo de um efeito hormonal. Nessas concentragcfes, 0s
hormonios tireoideanos néo alteraram a hidrolise de ATP e ADP (Fig 3.4 e 3.5).

Por outro lado, o estradiol causou um aumento de 50% na hidrélise do ATP
(controle: 50,02 + 13,87 nmol Pi liberado/min/mg), mas ndo na degradacdo de
ADP. Ja a atividade da ecto-5'NT (AMPasica) foi aumentada pelos trés horménios.
Os horménios T3, T4 e E; aumentaram a hidrolise do AMP em 75%, 75% e 36%,
respectivamente, em relacdo aos seus controles (59,06 + 39,36 nmolPi/min/mg)

(Fig 3.6) .
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Figura 3.4 — Atividade ATPasica das CMLVs com o tratamentos dos horménios Ts,
T4, e E; por 72 h. As células foram incubadas com 2 mM de ATP por 10 min. A
atividade especifica estéd representada como % da AE do controle 100% + EP

(50,02 £ 13,87 nmolPi/min/mg) ; n = 5; teste T, * vs controle com p<0,05.
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Figura 3.5 — Atividade ADPasica das CMLVs tratadas com os hormdnios T3, T4 €
E, por 72 h. As células foram incubadas com 2 mM de ADP por 10 min. A

atividade especifica estd representada como % da AE do controle 100% + EP

(24,63 + 2,77 nmolPi/min/mg); n = 4.
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Figura 3.6 - Atividade AMPasica das CMLVs tratadas com os horménios T3, T4 €
E, por 72 h. As células foram incubadas com 2 mM de AMP por 10 min. A
atividade especifica estéa representada como % da AE do controle 100% + EP
(59,06 + 39,36 nmolPi/min/mg); n = 6; teste T, * vs controle com p<0,05, # vs

controle com p<0,01.

45



3.2.2 O efeito dos hormonios T3, T4 e E, sobre as atividades ATPasica e
AMPasica é dependente do tempo de tratamento

Para melhor investigar os efeitos causados pelos hormdnios sobre a
hidrélise de ATP e AMP, foram realizadas curvas de tempo de tratamento com os
horménios T3 e T4 (50 nM) e E, (1uM) por 24, 48 e 72 h. Apés cada periodo, as
culturas de CMLVs foram incubadas com ATP 2 mM (Fig. 3.7) e AMP 2 mM (Fig.
3.8) por 10 min e o fosfato inorganico liberado medido conforme descrito em
Material e Métodos. Confirmando os resultados anteriores, nenhum dos horménios
tireoideos alterou a hidrolise de ATP e somente o estradiol foi capaz de aumentar
a degradacdo deste nucleotideo. Pode-se observar que este efeito parece
aumentar com o tempo de tratamento, tornando-se significativamente diferente do
controle apods o ultimo dia de tratamento (72h).

Este mesmo efeito pdde ser observado na hidrolise de AMP, no qual o
aumento na degradacdo de AMP acompanhou os dias de tratamento dos trés
hormoénios estudados. Entre os hormonios tireoideanos, o T3 mostrou-se mais
eficaz que o T, em modular a atividade da ecto-5-nucleotidase, uma vez que a
diferenca significativa apareceu apds 24h de tratamento. O estradiol manteve o

mesmo perfil de aumento encontrado na hidrélise de ATP.
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Figura 3.7 — Curva de dias de tratamento com os horménios T3, T4 € E; na
hidrélise de ATP. Apos os tempos indicados, as culturas tratadas foram incubadas
com 2 mM de ATP por 10 min como descrito em Material e Métodos. A atividade
especifica esta representada como % da AE do controle 100% + EP (24h = 111,28
+ 34,77; 48h = 111,09 + 37,46; 72h = 115,92 + 44,72 nmolPi/min/mg); n = 4;
ANOVA, * vs controle com p < 0,05, ANOVA.
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Figura 3.8 - Curva de dias de tratamento com os hormdnios T3, T4 e E; na hidrdlise
de AMP. Apés os tempos indicados, as culturas tratadas foram incubadas com 2
mM de AMP por 10 min como descrito em Material e Métodos. A atividade
especifica esta representada como % da AE do controle 100% + EP (24h = 152,62
+28,91; 48h = 150,20 + 33,20; 72h = 130,01 + 28,91 nmolPi/min/mg); n = 6; * vs
controle com p<0,05; # vs controle com p<0,01, ANOVA.
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3.2.3 A ativacao da ecto-5-nucleotidase é dose dependente para o estradiol, mas
nao para os hormonios tireoideanos

Diante do resultado anterior, tornou-se interessante também investigar se a
atividade da ecto-5-NT variava também com concentracdes menores dos
horménios em questédo. Para tanto, as culturas de CMLVs receberam 0,01, 0,1, 1,
10, 30, 50 e 100 nM de T3 ou T4 por 72 h, j& que neste periodo os efeitos na
degradacdo de AMP sdo maiores. A Figura 3.9 mostra que os hormonios
tireoideanos comportaram-se da mesma maneira: desde as concentracbes mais
baixas pode-se constatar um aumento da atividade AMPA&sica que atingiu seu
efeito maximo na concentracdo de 1 nM. Nas concentracdes de maiores de 10,
30, 50 e 100 nM, a atividade retorna a niveis de ativacdo das primeiras
concentracdes, evidenciando um possivel efeito bifasico tanto do T3 quanto do T4
sobre a atividade da ecto-5'-nucleotidase.

J& o tratamento de culturas de CMLVs com E, nas concentracdes de 0,01,
0,1, 1, 10, 100, 1.000 e 10.000 nM por 72 h (Fig. 3.10), apontou um tipo de
ativacdo da hidrélise de AMP dependente da dose testada. Assim, concentracfes

maiores de hormonio levaram a hidrélises maiores de AMP.
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Figura 3.9 - Hidrélise de AMP pelas CMLVs sob diferentes concentracbes de
horménio Tz (A) ou T4 (B). Culturas de CMLVs foram tratadas com diferentes
concentracdes de T3 ou Ty, citadas no grafico, por 72 h e incubadas com 2 mM de
AMP por 10 min. A atividade especifica esta representada como % da AE do
controle 100% + EP (CT3 = 304,06 + 84,27; CT,= 186,11 + 33,11 nmolPi/min/mg);
n=3.
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Figura 3.10 — Hidrolise de AMP pelas CMLVs sob diferentes concentracdes de
estradiol. Culturas de CMLVs foram tratadas com diferentes concentracdes de E;,
citadas no grafico, por 72 h e incubadas com 2 mM de AMP por 10 min. A

atividade especifica estéd representada como % da AE do controle 100% + EP

(318,35 + 23,52 nmolPi/min/mg); ANOVA; n = 3, * vs controle p< 0,05.
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3.2.4 Os tratamentos com T3 e E; aumentam a expresséo génica da ecto-5'-
nucleotidase

Para melhor elucidar o efeito dos hormdnios estudados sobre as
ectonucleotidases em CMLVSs, o proximo passo deste estudo foi verificar se o Tg,
o T4 e o estradiol estariam atuando via mecanismos classicos para eles descritos,
0 que incluiria sua interacdo com receptores nucleares cuja funcdo seria o
estimulo da transcricdo de genes alvos desses hormdnios. Focando este objetivo,
culturas de CMLVs foram novamente submetidas ao tratamento de 50 nM de T;
ou 1 uM de E; por 72 h e, ao final deste tempo, o RNA total foi extraido e o cDNA
sintetizado. Utilizando-se os primers especificos para a ecto-5-NT e para a B-
actina, curvas de ciclos foram realizadas a fim de identificar os ciclos em que a
enzima Taq Polimerase ndo estivesse saturada permitindo a comparacao entre as
células tratadas e as controle. Dessa maneira, foram escolhidos como n&o-
saturados o ciclo 33 para o primer da ecto-5-NT e o ciclo 25 para B-actina. O
PCR, entéo foi realizado novamente com esses nimeros de ciclos e os produtos
dessas reacOes separados em gel de agarose 1% e corados com brometo de
etidio. Na Fig. 3.11(A), podemos observar que os tratamentos tanto com o T3
quanto com o E; aumentaram a quantidade de RNAm da ecto-5’-NT sem alterar o
controle interno da B-actina. Em (B) tem-se a razdo do RNAm da ecto-5-NT/p-
actina pela quantificacdo das intensidades das bandas obtidas, demonstrando um

acréscimo de 4,5 e 9 vezes desta razdo para o Tz e 0 E; respectivamente.
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Figura 3.11 - Expresséo da ecto-5'-nucleotidase (CD73) em CMLVs por RT-PCR.
O RNA total de células controle e tratadas com 50 nM de T3 ou 1 uM de E; por 72
h foi extraido e submetido ao PCR com primers especificos para a ecto-5-NT e
para a B-actina. (A) Foto dos produtos do PCR separados em gel de agarose 1%;
(B) Densitometria das bandas do PCR na razdo 5'NT/Pactina em unidades

arbitrarias. Experimento representativo de 2 com resultados semelhantes.
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3.2.5 Tratamento com os hormonios T3, T4 € E; alteraram a expressao das
NTPDases.

Também as NTPDases parecem ser alteradas pelo tratamento com o0s
horménios aqui estudados. Confirmando os dados obtidos com a
imunocitoquimica, a Figura 3.12 demonstra que as CMLVs de fato expressam
todas as NTPDases investigadas pois pode-se verificar, por RT-PCR, a presenca
do RNAm dessas proteinas nos lisados deste tipo celular, evidenciando uma
expressao maior das NTPDases 5 e 6. Além disso, resultados preliminares sobre
o efeito dos horménios sobre a expressdo do RNAm das ectonucleotidases
estudadas neste trabalho por RT-PCR com 35 ciclos, mostram que entre as
NTPDases estudadas, a NTPDase 5 tem a expressdo génica regulada pelo
tratamento com T3 e estradiol. Entretanto sd0o necessarios mais experimentos a
fim de que nado haja conclusfes precipitadas e se possa confirmar os resultados

obtidos.
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Figura 3.12 — Expressao das NTPDases de CMLVs sob tratamento de T3, T4 e E;
por RT-PCR. O RNA total de células controle e tratadas com 50 nM de T3 ou T4
ou ainda 1 uM de E; por 72 h foi extraido e submetido ao PCR com primers
especificos para as NTPDases 1, 2, 3, 5 e 6. Os produtos do PCR foram

separados em gel de agarose 1%.

55



4 DISCUSSAO

4.1 PRESENCA DE ECTONUCLEOTIDASES NAS CELULAS MUSCULARES
LISAS VASCULARES

As atividades ectonucleotidasicas na vasculatura foram sugeridas pela
primeira vez por Binet e Burnstein, em 1950, ao constatarem que o ATP era
degradado durante uma Unica passagem através de um vaso capilar. Desde
entdo, estas atividades de hidrélise de nucleotideos tém sido observadas em
diversas preparacfes celulares isoladas como as células endoteliais e as células
musculares lisas (Pearson et al. 1980). Entretanto, a identificacdo de quais
enzimas eram responsaveis por esta atividade nas CMLVs nao foi explorada tanto
quanto nas ceélulas endoteliais. Confirmando dados anteriores de CMLVs de
porcos (Gordon et al, 1989), as culturas de CMLVs extraidas da artéria aorta de
ratos adultos apresentaram atividade de hidrélise para ATP, ADP e AMP.

Os experimentos de imunocitoquimica mostraram que a maioria das
enzimas da familia das NTPDases esta presente nas CMLVs, sendo que todas
elas (NTPDases 1, 2, 3, 5 e 6) podem estar envolvidas na hidrolise dos
nucleotideos observadas. A falta de inibidores especificos para cada enzima ainda
ndo permite verificar a contribuicdo de cada uma nas hidrélises de ATP e ADP
observadas, desta forma, experimentos com a tecnologia de RNA de interferéncia
seriam ferramentas Uteis nesta analise.

A atividade AMPésica observada nestes experimentos provavelmente deve-
se a proteina ecto-5’-nucleotidase (CD73), uma conhecida enzima produtora de
adenosina. A imunodetec¢cdo desta enzima neste trabalho foi impedida pela falta

de anticorpos anti-CD73 para as técnicas de Western Blot e Imunocitoquimica.
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Porém, a andlise de RNAm da CD73 na segunda parte deste trabalho certifica a
presenca desta enzima. A adenosina gerada pela acdo da ecto-5-NT, além de
atuar em seus receptores especificos P1, pode estar sendo captada. De fato, ja foi
demonstrado em CMLVs, sob condi¢cdes controles, a existéncia de um gradiente
de concentracdo transmembrana de adenosina direcionado de fora para dentro da
célula, resultado de uma rapida refosforilacdo da adenosina intracelular (Mattig e
Deussen, 2001).

Estas atividades de defosforilagdo do ATP em cascata, cujo produto final é
a adenosina, parecem estar organizadas de modo que os nucleotideos exercam
seus efeitos mais nas proprias CMLVs do que nas células vizinhas. O papel
fisiolégico destas enzimas, portanto, tem sido postulado em relacdo aos diversos

sinais desencadeados pelo ATP, ADP e pala adenosina nas CMLVs.

4.1.1 Nucleot(s)ideos da adenina na vasodilatacdo mediada por CMLVs

Na parede vascular, a fonte de ATP é bastante variada: pode ser liberado
por células endoteliais, pelas proprias CMLVs (Di Virgilio e Solini, 2002), por
trombdcitos agregados e por terminais nervosos simpaticos, onde é co-liberado
com a noradrenalina (Burnstock e Sneddon, 1985). Esta fonte variada de ATP
associada aos diferentes tipos de receptores P2 nas células dos vasos
sangliineos acaba por conferir uma acdo dupla vasodilatador/vasoconstritor ao
ATP. Quando interage com o0s receptores P2Y das células endoteliais, o ATP
estimula a liberacdo de fatores de relaxamento endotélio-derivados causando
vasodilatacdo. Varios trabalhos tém descrito o envolvimento desses receptores

utiizando o antagonista especifico para P2Y (Reactive Blue 2) para inibir a
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vasodilatacdo causada por analogos nao-hidrolizaveis de ATP em anéis adrticos
(Mendes et al 2003). Entretanto, nas CMLVs, ao interagir com receptores do tipo
P2X, este ATP promove uma vasoconstricdo. O principal receptor envolvido no
mecanismo de vasoconstricdo do ATP nas CMLVs, parece ser o P2X;, cujo
agonista o,3-Me ATP potencializa esse efeito (Erlinge et al, 1998) via influxo de
Ca**. Outros trabalhos tém demonstrado um efeito direto de relaxamento do ATP
endotélio-independente em células musculares sugerindo a interagdo com
receptores P2Y das proprias células musculares (Rongen et al, 1997). Portanto, se
a camada endotelial se mantiver intacta, o ATP luminal acarretard uma
vasodilatacdo e ndo chegara a alcancar as células musculares lisas. Ja o ATP co-
liberado como neurotransmissor ir4 potencializar a resposta vasoconstritora da
noradrenalina (Burnstock e Sneddon, 1985). Também o ATP proveniente das
células endoteliais pode causar vasoconstricdo via receptor P2X; nas células
musculares, ja que este receptor € o mais expresso nas CMLVs em comparacao
com os demais receptores P2X e P2Y (Wang et al, 2003). Por isso, mesmo que 0s
receptores P2Y, cuja ativacdo provoca vasorelaxamento, estejam presentes nas
CMLVs, como o receptor P2X;, mediador da vasoconstricdo, € mais expresso
entdo a resposta primeira € uma vasoconstricdo. Nestas situacdes, as
ectonucleotidases tém a importante funcdo de acabar com este sinal no espaco
intersticial, apés o ATP ter exercido seu efeito evitando uma contracédo
permanente das CMLVs, e liberando adenosina.

A adenosina, além de liberada por cardiomidcitos, células musculares lisas

e células endoteliais, pode ser também gerada extracelularmente pela degradacéo
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do ATP via ectonucleotidases presente nestes tipos celulares. Ao interagir com 0s
receptores A2 das CMLVs, a adenosina, que chegou a ser proposta como um
hormonio local (Pearson et al, 1980), provoca uma forte vasodilatacdo. Seu efeito
relaxador também pode ser mediado por mecanismos endoteliais e por isso o local
de formacdo de adenosina, intersticial ou luminal, € que determina se a
vasodilatagdo é direta ou indireta. Em resposta ao insulto isquémico os niveis
desta molécula encontram-se elevados no sangue e no tecido do miocardio
(Mubagwa et al, 1996), mostrando que ambas as vias contribuem para papel
cardioprotetor atribuida a adenosina. Além disso, a adenosina inibe a liberacéo de
noradrenalina por modulacdo pré-singptica dos terminais nervosos simpaticos
(Burnstock e Sneddon, 1985) como mecanismo regulatério negativo, inibindo

consequentemente a contragdo muscular.

4.1.2 Nucleot(s)ideos da adenina na proliferacdo de CMLVs

O ATP extracelular é um conhecido fator mitogénico para as CMLVs com a
habilidade de estimular diversos eventos da proliferacéo celular: sintese de DNA e
consequentemente a progresséao do ciclo celular, sintese de proteina, ativacdo de
genes de resposta imediata, entre outros (Erlinge, 1998). Em combinacdo com
outros fatores de crescimento conhecidos, o ATP age sinergisticamente,
potencializando de 2 a 4 vezes o efeito de fator de crescimento epidermal (EGF),
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de
fibroblasto (FGF) e fator de crescimento insulina-relacionada 1(IGF-1). Também o
ADP é capaz de levar a proliferacdo celular. Embora a adenosina tenha sido

citada no trabalho de Erlinge, 1998 como um fator mitogénico fraco, Dubey e
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colaboradores em 1996 e 1998 estabeleceram a adenosina como inibidor do
crescimento celular via ativacao de receptores A2B.

Os receptores candidatos a serem mediadores desta acdo proliferativa dos
nucleotideos da adenina estdo na classe P2Y. Estudos de RT-PCR em células
musculares vasculares demonstraram a presenca dos subtipos P2Y1, P2Y,, P2Y,,
P2Ys P2Y1;, sendo o P2Y, expresso em maior quantidade que os demais (Wang
L. et al, 2002). Evidéncias do envolvimento deste receptor na proliferacdo das
CMLVs mediada por ATP vieram do mesmo grupo que demonstrou que este
receptor quando regulado positivamente por citoquinas aumentou as respostas
mitogénicas do ATP e UTP (Hou et al, 2000).

A funcédo dos nucleotideos purinérgicos, principalmente o ATP, nas células
musculares lisas depende das suas quantidades no meio extracelular e, portanto,
das atividades ectonucleotidasicas e dos receptores purinérgicos presentes neste
tipo celular. Interessantemente, a expressao dos receptores P2 varia de acordo
com os fenotipos contratil e sintético das células musculares lisas. O fenotipo
contratil, encontrado nos organismos adultos, caracteriza-se por uma célula
diferenciada que expressa proteinas do citoesqueleto especificas que as tornam
capazes de contrair. As ectonucleotidases nesse fenotipo, como discutido
anteriormente, teriam entre as suas func¢des principais terminar com a sinalizacéo
para a contracdo exercida pelo ATP extracelular. Em algumas circunstancias, a
CMLV pode reverter para o fendtipo sintético na qual torna-se proliferativa e
secretéria similar ao estado encontrado no feto durante a vasculogénese. Esta
mudanca de fenétipo € um dos pré-requisitos para o desenvolvimento de doencas

cardiovasculares, entre elas as placas ateroscleréticas, restenose e possivelmente
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hipertenséo (Burnstock, 2002). Com a transi¢cao de contratil para sintético, a célula
muscular lisa diminui a quase nada a expressao de P2X; (receptor mediador da
vasoconstricdo) e aumenta a expressao dos receptores P2Y; e P2Y,, efetores da
proliferacdo celular (Erlinge et al, 1998). Esta modificacdo de expressdo de
receptores P2 pode ser verificada também quando se aplica um shear stress de
maior intensidade (Wang et al, 2003). Neste estudo, o receptor contratil P2X; é
regulado negativamente e os P2Y, e P2Ys, positivamente. Com estes exemplos,
verifica-se claramente como uma mudanca de expressdo dos receptores
purinérgicos das CMLVs confere a uma mesma molécula sinalizadora, ATP,
diferentes efeitos. Assim, as mesmas ectonucleotidases teriam no fendtipo
proliferativo o papel fisiologico de controle da proliferacdo celular das CMLVs
através dos niveis de nucleotideos extracelulares. Esta transicdo também ocorre
com as CMLVs durante o cultivo celular. Estudos na literatura mostram que a
partir da 52 passagem, elas ja adquirem um fenétipo sintético (Erlinge et al, 1998).
Os experimentos realizados neste estudo foram feitos com CMLVs até a 42
passagem, provavelmente durante a transicdo entre um fenotipo e outro e talvez
esta seja a causa de grande variagdo encontrada nas atividades ecto-
nucleotidasicas entre os experimentos. Estudos estdo em andamento para

investigar a expressao e atividade das ectonucleotidases nos diferentes fenétipos.

4.2 HORMONIOS TIREOIDEOS E ESTRADIOL E ECTONUCLEOTIDASES

4.2.1 Efeito dos hormonios T3, T4 € E, sobre as atividades das NTPDases

Os hormadnios tireoideanos T3 e T4 nas concentracdes de 50 nM nao

alteraram as hidrolises de ATP e ADP nas CMLVs, embora possa ser observado
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um pequeno aumento nao significativo na defosforilacdo do ATP (Fig. 3.4). Esta
hipétese pode ser reforcada pelos resultados preliminares apresentados na Fig
3.12, na qual observa-se uma banda de intensidade um pouco mais forte que a do
controle na linha da NTPDase 5, relacionada as CMLVs tratadas com Ts.
Entretanto, estudos mais detalhados sdo necessarios para investigar melhor a
acao tiroideana sobre as NTPDases.

Ja o hormdnio estradiol alterou a hidrélise do ATP extracelular, sem exercer
mudangas nos niveis de fosfato liberado a partir do ADP oferecido. Este
comportamento sugere um desequilibrio na cascata enziméatica ATP-ADP-AMP-
adenosina nas células tratadas com 1 uM de estradiol, que possibilita que o ADP
acumule ou que pelo menos, permaneca por mais tempo no meio extracelular. A
NTPDase envolvida nesta regulacdo ainda é uma incégnita. Teoricamente, todas
as NTPDases expressas nas CMLVs podem estar sujeitas a regulacao tanto
gendmica como ndo-gendmica (Knowles e Chiang, 2003). A Figura 3.12 parece
apontar para um aumento de expressao das NTPDases 5 e talvez da NTPDase 6.
O que nao satisfaz os resultados das hidrolises de ATP (aumentada) e ADP (ndo
alterada), porque as NTPDases 5 e 6 ocorrem no meio intracelular ou na forma
soluvel secretada para 0 meio extracelular e tém preferéncia por nucleotideos
difosfatados. Como as culturas de células eram lavadas 3 vezes antes da
incubacdo para retirar o fosfato do meio de cultura, as enzimas solaveis
provavelmente teriam sido descartadas e o tempo de 10 minutos de incubagé&o
seria limitante para a liberacdo de proteina suficiente para a deteccéo da atividade

enzimatica. Mesmo que isso fosse possivel, seria observado uma modificacdo na
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hidrélise de ADP, o que n&do aconteceu nas CMLVs sob tratamento com estradiol.
Também um possivel aumento na NTPDase 1 ndo explicaria 0 aumento somente
na atividade ATP&sica, uma vez que esta proteina, mesmo que ancorada a
membrana, hidrolisa ATP e ADP com as mesmas velocidades, sem preferéncias
de substrato. Na verdade, este aumento Unico da quebra de ATP aponta para uma
possivel modulacdo de outras enzimas da familia: as NTPDases 2, 3 e 8. Estas
enzimas além de estarem presas a membrana plasmatica posicionando seus
sitios cataliticos para o meio extracelular, apresentam preferéncia por substratos
trifosfatados numa razéo de velocidade de hidrolise ATP:ADP de 30:1, 3:1 e 2:1,
respectivamente. Por conseguinte, uma regulacéo positiva dessas enzimas estaria
mais de acordo com os resultados obtidos com a liberacdo de fosfato inorganico.
Estudos focados mais nas NTPDases 2, 3 e 8 ja estdo sendo desenhados para
esclarecer essa duvida. Também uma regulacdo direta do estradiol na proteina
(ndo-gendmica) ndo deve ser descartada, embora menos provavel jA& que o
hormoénio ndo foi adicionado durante o ensaio enzimatico. Outros possiveis alvos
de investigacdo, ndo abordados neste trabalho, seriam as enzimas da familia das
fosfodiesterases, capazes de hidrolisar ATP em outras condicdes de ensaio.
Desta forma, qual enzima sofre a regulacdo exercida pelo estradiol permanece
como uma questéo a ser melhor avaliada.

A maior concentracdo de ADP, gerado pelo aumento na atividade
ATPasica, pode atuar como um sinal de agregacao plaquetéria, principalmente em
casos de lesbes endoteliais onde as CMLVs poderdo estar em contato com a luz
dos vasos sanguineos. Ou ainda, ativar os receptores P2Y;, cujo agonista

preferencial € o ADP (Tabela 1.1), podendo proporcionar efeitos proliferativos dos
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nucleotideos de adenina nas CMLVs. Mesmo quando o ATP é co-liberado com a
noradrenalina dos terminais nervosos simpaticos, a demora da producdo da
adenosina poderia acarretar um atraso no feedback negativo realizado por esta
molécula. Deste modo, este resultado poderia constituir a contribuicdo negativa do
sistema purinérgico para a pré-disposicdo das mulheres que tomam hormoénios
esteroidais ao desenvolvimento de problemas circulatorios e de tromboses nos

controversos resultados da terapia de reposicdo hormonal.

4.2.2 Hormonios T3, T4 € E, regulam positivamente a ecto-5-nucleotidase

Neste estudo, a enzima ecto-5-nucleotidase se mostrou a mais responsiva
aos tratamentos realizados com os hormoénios Tz e T4 50 nM e E> 1 uM. Nessas
concentracdes as atividades enzimaticas da ecto-5’-NT aumentaram 75%, 101% e
105%, respectivamente. Estes aumentos foram tempo-dependente para os trés
hormonios estudados, contudo mostrou-se dose-dependente somente no caso do
tratamento com estradiol. J& as concentracfes crescentes de T3 e T4 resultaram
numa curva em forma de sino, onde uma concentragdo intermediaria de 1 nM
provocou um aumento maximo que diminui nas concentracdes maiores. Estas
respostas diferenciadas a concentracdes crescentes de hormonios tireoideanos e
estradiol aplicadas apontam para vias de sinalizacdo diferentes entre si, mas que
causam o mesmo efeito de aumentar a atividade da ecto-5’-nucleotidase.

O aumento da atividade enzimatica acompanhada pela elevacédo dos niveis
de RNAmM da ecto-5’-NT permite propor que o T3z e 0 E, estejam interagindo em

seus respectivos receptores tireoideanos (TRs) e receptores de estradiol (ERS),
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pertencentes a mesma superfamilia de receptores esterdides, ativando a
transcricdo do gene correspondente a esta proteina.

Resultados semelhantes foram descritos pelo nosso grupo mostrando que o
T3 era capaz de regular positivamente a ecto-5-NT em nivel transcricional em
células de glioma C6 de rato (Wink et al, 2003), o que suporta a idéia de que a
ecto-5’-NT esta sob regulacdo dos hormoénios tireoideanos genomicamente. De
fato, estudos no promotor da ecto-5-NT revelaram diversos sitios de ligacao ao
SP1, fator de transcricdo que pode ser recrutado pelo complexo hormdonio-
receptor. Este fator SP1 interage com os TAFs (TBP-associated factors) que
recruta outras proteinas estabilizadoras da maquinaria de transcrigcdo estimulando
a transcricdo (Hansen et al., 1995; Kim et al.,1999; Spychala et al., 1999). A
presenca da enzima desiodase do tipo Il nas CMLVs (Mizuma et al, 2001) e a
identificacdo de RNAm das quatro isoformas dos receptores dos hormdnios
tireoideanos (Ojamaa et al, 1996) demonstram que estas sdo células-alvo da acao
do T3 e que dispbem de mecanismos classicos da ativacao de transcricdo nuclear.
Assim, acredita-se que os resultados verificados com o horménio T4 s&o reflexos
da acao do T3, molécula ativa que se liga com muito mais afinidade aos receptores
tireoideanos.

Como resultado desta regulacdo positiva ocasionada pelos hormoénios
tireoideanos encontra-se a maior disponibilidade de niveis de adenosina. Essa
condicdo poderia ter diversas consequéncias. Primeiramente estaria atuando
como feedback negativo para mais liberacdo de ATP dos terminais nervosos
simpéticos evitando sinais de contragdo muscular. Atuando sobre os receptores

A2 das CMLVs desencadearia cascatas de sinalizagdo da vasodilatagéo. Por fim,
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interagindo também com seus receptores especificos, causaria uma inibicdo da
proliferacao celular. Em conjunto, esses efeitos poderiam explicar, pelo menos em
parte, a protecdo cardiovascular encontrada em pacientes hipertireoideos, 0s
quais apresentam aumentadas taxa cardiaca e output cardiaco e diminuida
resisténcia vascular sistémica devido ao relaxamento das CMLVs (Klein e Ojamaa,
2001). Nao-genomicamente, a exposicdo de CMLVs ao T3 tem provocado um
relaxamento rapido destas células cultivadas em matrizes deformaveis. Este efeito
foi seletivo para o T3 e ndo foi mediado por AMPc ou oxido nitrico (Ojamaa et al,
1996).

Ha muito tempo, os estrogenos tém sido descritos como fatores benéficos
do sistema cardiovascular. Esta protecdo cardiovascular é derivada da
constatacdo de uma certa protecdo das mulheres no periodo pré-menopausa a
problemas cardiacos em comparacdo com mulheres pés-menopausa ou homens
da mesma idade. Terapias de reposicdo hormonal logo se tornaram como uma
solucéo para mulheres na menopausa. Entretanto, nos ultimos anos, estudos com
estas pacientes evidenciaram riscos maiores de cancer de mama invasivo (WHI,
2002), choque cerebrovascular (Viscoli et al, 2001), doenca de Alzheimer (Mulnard
et al, 2000) e doencas cardiovasculares (Hulley et al, 1998).

Dentre as células da parede vascular, as CMLVs sdo alvo também do
estradiol possuindo os dois receptores de estrogénio descritos sendo ambos ERa
e ERPB mediadores desses efeitos (Rubanyi et al, 2002). Estudos in vivo, em
humanos e animais experimentais, mostram que estrdgenos promovem

vasodilatagdo. Ja in vitro, o 17-p estradiol inibe a proliferacéo celular de CMLVs e
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melhora as lesdGes que ocorrem na ateriosclerose (Tostes et al, 2003). Tanto
mecanismos gendmicos quanto ndo gendmicos tém sido descritos para os efeitos
dos estrogénios.

Neste estudo o 17p-estradiol parece estar modulando a ecto-5-NT
genomicamente. Como no promotor da ecto-5-NT n&o foi descoberto um
elemento responsivo aos esteroides, a interagdo com outros fatores de transcricao
deve acontecer, poréem a identificacdo de qual molécula estaria envolvida aqui
ainda permanece obscura.

Por fim, a participacdo da ecto-5-nucleotidase per se como fator
proliferativo e seu envolvimento em processos de interacao célula-célula e célula-
matrix (Zimmermann, 1992) vem complementar a resposta proliferativa da
adenosina quando a ecto-5’NT é aumentada sob acdo dos trés hormonios
estudados.

Assim, neste trabalho foi demonstrado que culturas de CMLVs de artéria
aorta de ratos expressam as ecto-nucleotidases NTPDases 1, 2, 3, 5 e 6 e a ecto-
5-nucleotidase responsaveis pelo controle dos niveis de nucleotideos e
nucleosideos extracelulares. O tratamento com os horménios T3, T4 € E, nestas
células mostrou que a ecto-5-NT estd sob regulacéo positiva desses hormonios
apontando para vias de acdo gendmicas. Por outro lado, somente a atividade
ATPasica parece ser regulada por estradiol, sendo que o mecanismo de acédo e a
enzima envolvida necessita de investigacdes mais detalhadas. Tendo em vista as
diferentes respostas desencadeadas pelos nucleotideos de adenina

extracelulares, a expressdo dos receptores com 0s quais interagem e a
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modulacdo enzimatica observada, os resultados aqui apresentados podem
contribuir para as explicacdes da acdo dos hormoénios T3, T4 e E,, especialmente
nas terapias de reposicdo hormonal ou no uso farmacoldgico do T3 em cirurgias

cardiacas.
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5 CONCLUSOES

a. CMLVs, extraidas da artéria aorta de ratos adultos, em cultura sdo capazes
de hidrolisar os nucleotideos purinicos ATP, ADP e AMP, liberando fosfato
inorganico.

b. As provaveis enzimas responsaveis por esta hidrélise pertencem a familia
das NTPDases, sendo que foram identificados os membros 1, 2, 3, 5 e 6.
Ja a hidrélise de AMP deve-se a presenca da ecto-5’-nucleotidase.

c. CMLVs tratadas com os hormoénios T3 e T4 na concentracao de 50 nM por
72 h ndo alteraram a hidrélise de ATP e ADP medido pela liberacdo de
fosfato inorgéanico. O tratamento com E, 1 uM, no mesmo periodo, conferiu
um aumento na hidrolise de ATP, mas ndo na de ADP.

d. O mesmo tratamento, acima citado, permitiu a observacédo de uma hidrolise
de AMP aumentada, significativamente, em relagdo ao controle.

e. A elevacao das atividades enzimaticas nestas situacdes foi dependente do
tempo de tratamento realizado.

f. O efeito dos horménios tireoideos sobre a hidrolise de AMP mostrou-se
independente da dose, mas apresentou um comportamento bifasico. Ja no
caso do estradiol, o aumento da atividade hidrolitica acompanhou o
aumento das concentragdes de hormonio estudadas.

g. Os tratamentos com T3 e E, aumentaram os niveis de RNAm da ecto-5'-
nucleotidase, o que permite a conclusdo de que os aumentos encontrados
na hidrolise de AMP sob o tratamento com estes hormoénios s&o

consequéncias da ativacdo da transcricdo do gene da ecto-5-nucleotidase.
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6 PERSPECTIVAS

a. Verificar se o tratamento com o estradiol é capaz de aumentar
guantidades de RNAmM dos membros da familia das NTPDases.

b. Estudar o perfil de hidrélise de ATP nas culturas de CMLVs sob os
tratamentos realizados neste estudo para identificar os metabdlitos
gerados desta degradacgédo através da técnica de HPLC.

c. Averiguar se a expressao dos receptores P1 e P2 é modificada sob o
tratamento de hormonios tireoideos e estradiol, a fim de melhor
entender a sinalizacéo iniciada pelos nucleotideos e nucleosideos do
sistema purinérgico.

d. Investigar se as ecto-nucleotidases estariam envolvidas na mudanca
de fendtipo destas células, podendo assim contribuir para o
desenvolvimento de doencas cardiacas dependentes desta

conversao.
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