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1 Resumo

Objetivo: Os eventos intracelulares estimulados por angiotensina Il (Ang 1)
mediados por MAPKs estdo associados com a proliferacdo, apoptose,
diferenciacao celular e contracdo vascular. Estudos recentes sugerem que a
angiotensina-(1-7) pode antagonizar diretamente as vias intracelulares
estimuladas pela Ang Il. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do
tratamento com peptideos angiotensina sobre a expressao e fosforilagdo das
MAPKs ERK1 / 2 e p38, respectivamente, em células-tronco mesenquimais da
medula 6ssea de ratos.

Metodologia: As células-tronco mesenquimais foram isoladas a partir do
cultivo da frac&o de células mononucleares obtidas da medula 6ssea dos 0Ssos
fémur e tibia de ratos Wistar. Para confirmacdo da identidade das células,
foram investigadas a presenca de marcadores positivos (Colageno |,
Fibronectina e Integrina 1) e negativos (CD14 e CD45). A presenca dos
receptores angiotensinérgicos AT, AT, e MAS, foram investigadas por meio de
Western Blot, além de RT-PCR no caso de receptor MAS. Extratos protéicos de
culturas de células previamente estimuladas com peptideos da Ang-(1-7) e Ang
I, em diferentes concentracdes (10 - 10® mol / L) por 12 horas, foram
submetidas a técnica de Western Blot com anticorpos primarios para as
MAPKs ERK 1/ 2, fosfo p38 e p38 total.

Resultados: A presenca dos receptores AT, AT, e MAS em células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea foi documentada por Western Blot e o MAS
também por RT-PCR. O tratamento com Ang Il, na concentracdo 107°M,
estimulou a fosforilacdo da p38 MAPK. O tratamento com Ang I, na
concentracdo 10°M, induziu um aumento da expressdo da ERK 1/2 e este
efeito foi revertido pelo co-tratamento com Ang (1-7), na concentracdo de 107’
M.

Conclusao: Estes resultados sugerem que a Ang-(1-7) pode modular
negativamente os efeitos de Ang Il em células-tronco mesenquimais de medula

Ossea de ratos Wistar.



1 Abstract

Objective: The intracellular events stimulated by angiotensin Il (Ang II)
mediated by MAPKs are associated with proliferation, apoptosis, cell
differentiation and vascular contraction. Recent studies suggest that
angiotensin-(1-7) (Ang (1-7)) can directly antagonize the intracellular pathways
stimulated by Ang Il. This study aimed to evaluate the effect of treatment with
angiotensin peptides in bone marrow mesenchymal stem cells of Wistar rats on

the expression and phosphorylation of MAPKs ERK1/2 and p38.

Methodology: The mesenchymal stem cells were isolated from the cultivation
of the mononuclear fraction cells obtained from bone marrow of the femur and
tibia bones of rats. To confirm the identity of cells, we investigated the presence
of positive (collagen 1, fibronectin and integrin 1) and negative (CD14 and
CD45) markers. The presence of receptor AT1, AT2 and MAS in bone marrow
mesenchymal stem cells was investigated using Western Blot and RT-PCR
from MAS. The protein extracts from cell cultures previously stimulated with the
peptides Ang-(1-7) and Ang Il at different concentrations (10° - 10°® mol/L) for
12 hours, were subjected to Western Blot technique using primary antibodies
for MAPKs ERK 1/2, phospho p38 and total p38.

Results: The presence of AT1, AT2 and MAS in bone marrow mesenchimal
cells was documented by Western Blot and RT-PCR from MAS. Treatment with
Ang Il at concentration of 10*°M stimulated p38 MAPK phosphorilation.
Treatment with Ang 1l at a concentration of 10® M induced an increase in
ERKZ1/2 expression, and this effect was reversed by co-treatment with Ang (1-7)
at a concentration of 107"M.

Conclusion: These results suggest that Ang(1-7) can negatively modulate Ang

Il effects in bone marrow mesenchymal stem cells.



2 Glossario

AT1 — Receptor de angiotensina tipo 1

AT2 — Receptor de angiotensina tipo 2

Ang | — Angiotensina |

Ang Il — Angiotensina Il

Ang (1-7) — Angiotensina (1-7)

BK - Bradicinina

BSA — Albumina de soro bovino

cDNA — DNA complementar

DEPC — Dietil-pirocarbonato

DMEM-F12 - Dulbecco’s Modified Eagles Medium Nutrient Mixture F12
ECA - Enzima Conversora de Angiotensina
ECA2 — Enzima Conversora de Angiotensina 2

ERK — Proteina quinase regulada por sinais extracelulares/ Extracellular signal

regulated kinases

FBS - Soro fetal bovino

GEF - Fatores trocadores de nucleotideo
HBSS - Hank’s Balanced Salts

JNK - C-jun NH2-terminal quinases

MAPK - Proteina quinase ativada por mitdgenos/ Mitogen-activated protein

kinase

MAP2K - Mek MAP quinase quinase



MAP3K - Raf MAP gquinase quinase quinase

Mrg- receptor — Receptores de genes relacionados ao MAS
NEP - Endopeptidase neutra

NO — Oxido Nitrico

PEP - Prolilendopeptidase

PCP - Prolilcarboxipeptidase

PKC - Proteina quinase C

PLD — Fosfolipase D

ROS — Espécies reativas de oxigénio

SRA - Sistema Renina-Angiotensina
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4 Introducéao

4.1 Sistema Renina-Angiotensina

As primeiras descobertas referentes ao sistema renina-angiotensina
(SRA) ocorreram ha mais de um século e, desde entdo, muito se avancou na
compreensdao de sua fisiopatologia. Em 1898, Tiergersted e Bergman
verificaram, a partir da injecdo de extratos renais em coelhos, que estes
continham uma substancia pressoérica a qual denominaram de renina. Eles
sugeriram que o aumento de sua sintese poderia estar associado com aumento
da resisténcia vascular e com desenvolvimento de hipertrofia cardiaca

verificada em algumas patologias renais.

Somente 40 anos depois, Goldblatt et al. (1934), corroborando estes
dados, observaram que era possivel induzir hipertensdo persistente em caes
atraves da constricdo das artérias renais. Em 1940, um potente agente pressor
foi isolado do sangue venoso renal do rim isquémico do cao hipertenso de
Goldblatt, por Braun-Menéndez et al., na Argentina. Simultaneamente, Page &
Helmer (1940), nos Estados Unidos, fizeram a mesma observacdo apés a
infusdo de renina em um animal normal e concluiram que a renina ndo era a
substancia pressoérica de fato, mas sim uma enzima capaz de formar uma
substancia com acédo pressora a partir de um substrato plasmatico. O substrato
plasmatico da renina foi identificado, posteriormente, como sendo o
angiotensinogénio (Braun-Menéndez & Page, 1958). A substancia pressorica
inicialmente denominada de hipertensina pelo grupo argentino e de angiotonina
pelo grupo americano,quase dez anos depois, foi renomeada como
angiotensina em decisdo conjunta por Braun-Menéndez e Page. Em 1954,
Skeggs et al., descreveram as duas formas classicas da angiotensina,
Angiotensina | (Ang 1) e Angiotensina Il (Ang Il) e, posteriormente, em 1956 a
enzima conversora de angiotensina (ECA). Desde entéo, a importancia da Ang

Il no controle da homeostase cardiovascular foi comprovada e inameros
12



estudos permitiram a ampliacdo dos conhecimentos sobre esse complexo

sistema.

Atualmente o SRA é considerado um importante regulador das funcdes
renais e cardiovasculares, agindo, principalmente, na homeostase da pressao

arterial e balanco eletrolitico.

4.1.1 Angiotensinall

O octapeptideo Ang Il é o principal componente do SRA e sua formacéao
consiste em dois estagios. Inicialmente, ocorre clivagem da alfa-glicoproteina
angiotensinogénio, liberada pelo figado, através da acdo da enzima renina,
formando o decapeptideo Ang .

A renina € wuma aspartii protease secretada pelas células
justaglomerulares da arteriola aferente glomerular. Sua secrecdo é alterada
principalmente por quatro fatores interdependentes: queda na pressao de
perfusdo renal, reducdo nas concentracdes de sodio no tabulo distal do néfron,
estimulacdo do nervo simpatico renal e retroalimentacdo negativa por uma

acdo direta da Ang Il nas células justa glomerulares.

A Ang | é biologicamente inativa e, sob a acdo da ECA, forma o
octapeptideo Ang Il (Atlas, 2007; Lentz et al., 1956). Atualmente, é aceito que
Ang Il também pode ser formada a partir de vias independentes de renina/ECA,
e que Ang | e Ang Il podem ser convertidas em peptideos angiotensinérgicos
menores, biologicamente ativos, como a Ang lll, Ang IV e Ang-(1-7) (Santos,
2005).

A Ang Il medeia seus efeitos atuando diretamente através de dois tipos
de receptores: AT; e AT, Estes sdo receptores de sete dominios
transmembrana acoplado a proteina G que podem ser distinguidos através da

inibicdo com antagonistas especificos. Receptores AT; sdo antagonizados
13



seletivamente por bimefilmidazoles, enquanto tetra-hidroimidasopiridinas
inibem especificamente receptores AT,. Ang Il também pode exercer seus
efeitos atuando indiretamente através da liberacdo de outros fatores e através
de cross-talk com cascatas de sinalizacdo intracelulares de outros agentes

vasoativos, fatores de crescimento e citocinas (Berry, 2001).

Os receptores AT,, predominantes em adultos, medeiam a maioria das
acOes classicas da Ang Il nos tecidos dos sistemas cardiovascular e neuro-
endocrino, onde se encontram amplamente distribuidos. Dentre as principais
acOes via AT, a Ang Il induz vasoconstricdo vascular, retencéo renal de sodio
e agua (por acao direta ou via liberacdo de aldosterona ou vasopressina,
respectivamente), supressao da renina, diminuicdo da sensibilidade do reflexo
pressorreceptor, proliferacdo celular (angiogénese), remodelamento da matriz
extracelular, liberacdo de noradrenalina pelas termina¢cdes simpética e adrenal,
aumento da atividade simpética no sistema nervoso central, hipertrofia de
musculo liso e cardiomiocitos, estimulacdo de fibrose no miocéardio e vasos
sanguineos e formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Keidar et al.,
2007; Santos et al., 1995; Zhong et al., 2005).

O receptor AT,, por sua vez, € claramente distinto do receptor AT, na
expressdo, mecanismos de sinalizacdo intracelular e peso molecular. Presente
durante todo o desenvolvimento do individuo, ele parece ter um papel
fisioldgico importante no adulto, mediando véarias acdes da Ang Il (De Gasparo
et al.; 2000; Gallinat et al., 2000). E expresso no coracdo e nos vasos
sanguineos e pode desencadear uma resposta vasodilatadora, influenciando
no controle da pressédo arterial (Carey & Siragy, 2003). Outros importantes
efeitos de sua ativacdo sdo: antiproliferativo, inibicdo do crescimento e
diferenciacdo celular, desenvolvimento dos rins e trato urinario e protecao

contra isquemia cardiaca (Batenburg et al., 2004).

Estudos in vivo baseando-se na superexpressao ou delecdo genética do
receptor AT, demonstraram, ainda, que este receptor € capaz de inibir varias
acOes mediadas pelo receptor AT; (Hein, 1998). Abdalla et al. (2001)
demonstraram que o receptor AT, pode formar heterodimeros com o receptor
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AT, independentemente da ligacdo da Ang Il, sugerindo que a interacao entre
esses dois receptores possa promover uma alteragdo estrutural em AT,
impossibilitando a ativacao de suas vias de sinalizagéo.

4.1.2 Enzimas Conversoras de Angiotensinas

Duas formas distintas de ECA (dipeptidil — carboxipeptidase 1) séo
expressas em humanos: uma forma somatica, que € particularmente
abundante na superficie endotelial dos vasos pulmonares e uma forma
germinal, que é produzida exclusivamente nos testiculos (Fleming et al., 2006).

Ambas as formas séo expressas ha superficie externa da membrana celular.

Todas as enzimas ECA hidrolisam um espectro de peptideos circulantes,
por exemplo, podem inativar os peptideos vasodilatadores bradicinina (BK) e

calidina e clivar Ang I em Ang Il.

Em 2000, uma nova carboxipeptidase homéloga a ECA, a ECA 2, foi
descrita simultaneamente por Donoghue et al. e por Tipnis et al. Sua porc¢ao do
dominio amino-terminal exibe aproximadamente 40% de sequUéncia idéntica
com a ECA (Lambert et al., 2007). A ECA 2 é associada a membrana e
secretada nos tecidos cardiovasculares, neural e 6rgaos reprodutores (Ferrario
et al., 2005). Ela é capaz de hidrolisar com alta eficiéncia catalitica a Ang Il,
entretanto, outros componentes do SRA como, por exemplo, Ang |, Ang(1-9),

Ang(1-7) e Ang(1-5), sdo pobremente ou ndo sdo hidrolisados pela ECA 2.

4.1.3 Angiotensina (1-7)

A Ang-(1-7) é um heptapeptideo que pode ser formado diretamente da

Ang Il pela acédo da prolilendopeptidase (PEP), de carboxipeptidases como a
prolilcarboxipeptidase (PCP) (Santos et al., 2005) ou da ECA 2 (Vickers et al.,
15



2002). O peptideo pode também ser formado por via independente da ECA,
que corresponde a clivagem da ligacdo Pro’-Phe® da Ang | pelas enzimas PEP
e endopeptidase neutra (NEP) (Santos et al., 2005). A ECA2 também cliva a
Ang | em Ang-(1-9) podendo originar, posteriormente, Ang-(1-7) (Santos et al.,
2003).

Recentemente, Santos et al. (2003) caracterizaram 0 receptor MAS
acoplado a proteina G como o receptor de Ang-(1-7), que pode estar envolvido
em suas acles bioldgicas. A ligacdo da Ang-(1-7) ao receptor MAS pode ser
blogueada por um antagonista especifico, o A-779, mas nao pelos antagonistas
dos receptores AT; ou AT, da Ang Il, CV11974 e PD123319, respectivamente
(Tallant et al., 1997).

A Ang-(1-7) parece atuar como um peptideo contra-regulador da Ang Il
através da oposicdo aos seus efeitos, especialmente, vasoconstricdo e
proliferacdo celular. Enquanto um aumento crénico da Ang Il pode induzir
muitos efeitos deletérios no coracdo, Ang-(1-7) parece exercer um papel
cardioprotetor, podendo prevenir o remodelamento cardiaco, via redugédo da
hipertrofia e fibrose. Esse peptideo tem atividade vasodilatadora dependente
do endotélio. Pode estimular a producdo de oxido nitrico (NO) (Ferrario et al.,
1997; Santos et al., 2007) através de uma via dependente de AKT (Sampaio et
al., 2007), prostaglandinas ou fator relaxante derivado do endotélio, além de
potencializar a acdo da BK. Possui, também, efeito antiproliferativo em células
de musculo liso vascular e tecido fibrovascular, € antitrombdtico e
antiarritmogénico e inibe a expressao da ECA (Ferrario et al., 1997; Santos et
al., 2007). Além disso, pode atuar como um importante neuromodulador,
especialmente em &reas relacionadas com o controle ténico e reflexo da

presséao arterial (Santos et al., 2000).

O desequilibrio na interagéo entre Ang Il e Ang (1-7) parece contribuir
para o inicio e desenvolvimento de diversas patologias. De fato, tem-se
acumulado evidéncias que reforcam a hipétese de que as principais acdes do
SRA na regulacdo da pressao arterial sejam dependentes de um balanco entre
os efeitos da Ang Il e os da Ang (1-7), sugerindo um importante papel para a
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Ang (1-7) na manutencdo dos niveis pressoricos (Tallant et al., 1997; Ferrario
et al., 1997).

4.1.4 Vias de sinalizacdo envolvidas nas acdes do Sistema Renina-

Angiotensina

Cada vez mais, estudos tem se voltado para a compreensédo das vias
intracelulares  envolvidas nas acfes dos peptideos angiotensina,
principalmente, nos mecanismos moleculares advindos da interacdo da Ang Il
com o receptor AT;, uma vez que esta ligacdo possui maior relevancia

fisiopatoldgica.

Inicialmente, foram identificados os mensageiros intracelulares derivados
de fosfolipases envolvidos na sinalizagdo do receptor AT;. Alexander et al.
(1985), observaram que a ligacdo da Ang Il ao receptor AT; induz a rapida
hidrélise do fosfatidilinositol-3,4-bifosfato pela PLC, produzindo 1,4,5-inositol
trifosfato e culminando na mobilizagdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico.

Este processo medeia o efeito vasoconstritor da Ang |Il.

A sinalizacdo mediada pela fosfolipase D (PLD), por sua vez, esta
envolvida na proliferagcdo vascular e hipertrofia, bem como na regulacdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzida pela Ang Il (Dhalla
et al., 1997; Touyz & Schiffrin, 1999). A PLD hidrolisa a fosfatidilcolina gerando
colina e &cido fosfatidico. Este é convertido em diacilglicerol, através da
fosfohidrolase, que por sua vez ativa a proteina quinase C. Os metabdlitos da
PLD também ativam tirosina quinases e modulam os niveis de célcio
intracelular (Touyz & Schiffrin, 1999).

A Ang Il induz, ainda, a ativacdo de proteinas quinases ativadas por
mitdgenos (MAPKs). As MAPKs pertencem a familia das quinases de

serina/treonina e possuem estrutura bi-lobular, sendo um Iébulo amino-terminal
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e um lébulo-carboxil-terminal, entre os quais repousa o sitio catalitico. Os dois
dominios adotam diferentes conformacgdes e orienta¢des estruturais, regulando
a exposicao do sitio catalitico de acordo com estado ativo ou inativo da enzima.
(Huse & Kuriyan, 2002).

A Ang Il ativa as trés principais subfamilias das MAPKs: Extracellular
signal-regulated kinases (ERK1/2), c-jun NH2-terminal quinases (JNK) e
p38MAPK (Garrington & Jhonson, 1999). Sabe-se que as MAPKs medeiam
mecanismos intracelulares que culminam, principalmente, na ativacdo de
fatores de transcricdo, no aumento da expressdo génica e em respostas
troficas. Dessa maneira, estdo associadas a proliferacdo, apoptose, e
diferenciacdo celular (Kolch, 2000). Usualmente, a via de sinalizacdo das
MAPK’s JNK e p38 medeiam, principalmente, as acbes em resposta a lesdes e
ao estresse, enquanto a ERK 1/2 é ativada pela estimulacdo de fatores de
crescimento e mitogénicos (Keshet & Seger, 2010).

A cascata de ativacdo das MAPKs melhor caracterizada é a da
Ras/Raf/Mek/ERK1/2 que transmite sinais advindos da membrana celular para
0 nucleo em resposta a fatores de crescimento e estresse celular. Quando um
agente estimulante como a Ang Il se liga ao seu receptor, este se associa a
fatores trocadores de nucleotideos (GEFs) e, através da troca GDP/GTP,
converte a proteina Ras-GTP a sua conformacgdo ativa, favorecendo a
interacdo com proteinas efetoras subsequentes (Kolch, 2000).

Estudos sugerem que a ERK-1 e a ERK-2 (também conhecidas como
p44 e p42 MAPK’s) agem como a quinase terminal numa cascasta de trés
quinases. A Raf MAP quinase quinase quinase (MAP3K) fosforila e ativa a Mek
MAP quinase quinase (MAP2K), que por sua vez ativa a MAPK ERK 1/2, via
fosforilagdo do sitio Thr-Glu-Tyr encontrado na alca de ativacdo (Pearson et al.,
2001; Kolch, 2000) (Figura 1). Estudos demonstraram que tanto a ERK-1

guanto a ERK-2 sao funcionalmente equivalentes (Molkentin, 2004).
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Figura 1: Cascata de ativacdo da MAPK ERK1/2. Figura modificada de Kolch, 2000.

Membrana

A fosforilacdo da ERK 1/2 desencadeia sua liberacdo e, eventualmente,
sua translocac¢ao para o nucleo celular. Uma vez no ndcleo, a ERK 1/2 é retida
por uma proteina de ancoragem induzida pela propria MAPK (Kolch, 2000) e
induz a ativacdo de fatores de transcricdo e proto-oncogenes, assim como

proteinas citoplasmaticas relacionadas a progressao do ciclo celular e

proliferacéo (Chen et al., 2000).

Além da cascata da ERK1/2, a Ang Il também ativa a p38 MAPK, que
parece ter ligacdo importante com vias de sinalizacdo de oxi-reducao ativadas
pelo peptideo (Ushio-Fukai et al., 1998). O aumento dos niveis de Ang Il
contribui para a disfungcdo vascular endotelial ao induzir a diminuicdo da
producdo de o6xido nitrico e 0 aumento da formacgéo de espécies reativas de
oxigénio. Estes efeitos séo inibidos na presenca de um inibidor da p38 MAPK
(Shatanawi et al., 2010; Bao M. et al, 2007). Em fibroblastos adrticos de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), ocorre a fosforilagdo da p38 MAPK
induzida pela Ang Il (Beltran, et al., 2009). Além disso, a via p38 MAPK
também medeia respostas inflamatdrias, fibrose e apoptose, associando-se,
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portanto, a varios processos patoldégicos como isquemia, hipertrofia cardiaca,
aterosclerose e remodelamento arterial (Schieven, 2005; Clerk & Sugden,
2006).

Por outro lado, alguns trabalhos demonstram que a Ang-(1-7) pode
antagonizar diretamente as vias intracelulares estimuladas pela Ang Il (Zhu et
al., 2002; Zhang, et al., 2010; Su et al., 2006). Uma vez que as respostas da
Ang 1l sdo mediadas por inumeros e complexos sistemas efetores e que vias
intracelulares, como a Ras/MAPK/ERK, transmitem o sinal até o ndcleo,
regulando a expresséo génica e estimulando a proliferacdo celular (Touyz &
Schiffrin, 2000; Kolch, 2000), antagonistas que possam inibir a ativacdo dessas
cascatas intracelulares podem ser considerados uma importante estratégia

terapéutica para patologias mediadas pela Ang Il.

4.2 Células-tronco adultas

Células-tronco adultas podem ser isoladas de uma diversa quantidade
de tecidos. Acredita-se que elas possam agir localmente como uma ferramenta
de reparo tecidual, pronta para se mobilizar e diferenciar em resposta a sinais
extracelulares ou lesbes (Raff, 2003). Dentre suas capacidades, destaca-se a
de auto-renovacao, transformacdo em células progenitoras ou diferenciacao

em células de tecidos especializados.

Acreditava-se que células-tronco adultas diferenciavam-se unicamente
em determinadas linhagens celulares, todas relacionadas ao seu tecido de
origem. No entanto, a partir de 1998, cada vez mais estudos apontaram para
uma maior plasticidade destas, dando um fim a esta crencga. Atualmente, sabe-
se que elas podem se diferenciar em tipos celulares fora de sua linhagem
original em resposta a estimulos do meio extracelular (Ferrari et al., 1998;
Wollert et al., 2005).
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Na medula éssea coexistem diferentes populacbes de células-tronco e
progenitoras, entre elas as células-tronco hematopoéticas, mesenquimais e
progenitoras endoteliais. Teoricamente, todos os tipos podem ser usados para
terapia celular, sendo que cada tipo celular possui suas vantagens e limitacoes

no uso em pesquisas clinicas (Wollert et al., 2005).

A plasticidade das células-tronco adultas € menor do que a das células-
tronco embrionarias, entretanto, seu uso terapéutico ndo enfrenta o problema
ético que envolve o uso das células-tronco embrionarias, advindas da
destruicdo de embrides humanos (Raff, 2003). Além disso, ha uma reducédo no
risco de formacao de tumores, fato que ocorre com freqiéncia quando células-
tronco embrionarias sdo transplantadas em camundongos adultos
histocompativeis (Martin, 1980; Smith, 2001). O fato das células poderem ser
retiradas do proprio paciente também é benéfico, pois evita que se desenvolva
um quadro de rejeicdo imunoldgica (Raff, 2003).

4.2.1 Células-tronco Mesenquimais

As células-tronco mesenquimais representam um grupo distinto de
populacao de células-tronco encontrado na medula 6éssea. Foram identificadas
pela primeira vez em 1966, por Friedenstein e Petrakova, num estudo pioneiro
em que isolaram células progenitoras da medula éssea de ratos. Atualmente,
elas podem ser isoladas da medula facilmente e expandidas in vitro sem
qualquer aparente modificacéo no fendtipo ou perda da fungéo pluripotente (Shi
et al., 2008).

As células-tronco mesenquimais tem despertado o interesse do meio
cientifico, pois pesquisas evidenciaram sua capacidade de se diferenciarem
em ceélulas cartilaginosas, musculares, tendineas, adiposas, além de outras
linhagens mesenquimais (Pereira et al., 1995; Prockop et al., 1997; Ferrari et
al., 1998; Pittenger et al., 1999). Estudos demonstram ainda seu potencial para
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a diferenciacdo em células de outros tipos teciduais, como o hepatico
(Pettersen et al., 1999), o renal (Poulson et al., 2003), o cardiaco (Orlic et al.,
2001) e o neural (Mezey et al., 2000; Brazelton et al., 2000). Por este fato, o
transplante de células-tronco mesenquimais vem emergindo como uma terapia

potencial na medicina regenerativa (Shi et al., 2008).

Gussoni et al. (1999) demonstraram que, quando injetadas no musculo
quadricepes de camundongos mdx, as células-tronco mesenquimais de medula
O0ssea passam a expressar distrofina em associacdo com o sarcolema da fibra
muscular, tornando-as uma potencial terapia para a distrofia muscular. Toma et
al. (2002) observaram que células-tronco mesenquimais expressando [3-
galactosidase humana, quando injetadas no ventriculo esquerdo de
camundongos CB17 SCID/beige, se dispersaram pelo miocardio e passaram a
expressar desmina, troponina-T e a-actina, todas indicativas de diferenciacéo

em células de miocardio maduras.

Um importante obstaculo para o sucesso da terapia com células-tronco,
entretanto, é a dificuldade de sobrevivéncia e diferenciacdo celular nos tecidos
ou Orgaos lesados. A reducdo da apoptose das células-tronco mesenquimais
transplantadas € essencial para viabilizar esse tratamento (Shi et al., 2008).

Wang et al. (2008) observaram que a idade do animal doador das
células influencia na taxa apoptética apds transplante em modelo de leséo
isquémica do miocardio em ratos Sprague-Dawley. Por outro lado, a atividade
pardcrina das células transplantadas também é outro fator importante; células-
tronco mesenquimais derivadas de animais jovens, por exemplo, melhoraram
significativamente a func@o cardiaca ao induzir angiogénese e diminuir a

apoptose de cardiomiécitos quando transplantadas para areas infartadas.
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4.2.2 Sistema Renina-Angiotensina e Células-tronco

As acOes de peptideos vasoativos do SRA sobre as células-tronco da
medula Ossea tem sido motivo de interesse crescente nos ultimos anos.
Rodgers et al. (2000) demonstraram que a Ang Il induz a proliferagcdo de
células-tronco progenitoras hematopoeticas, via receptor AT;. A mesma acao
proliferativa foi observada por Imanishi et al. (2004) em células progenitoras
endoteliais, acdo que pode potenciar o remodelamento vascular. Bahlmann et
al. (2005), no entanto, demonstraram que o tratamento com antagonistas do
receptor AT, de Ang Il aumenta o niumero de células progenitoras endoteliais
em pacientes com diabetes mellitus tipo 2. Estudos demonstram, ainda, que a
Ang Il estimula a eritropoese, via receptor AT;, em culturas de células
progenitoras de eritrdides na presenca de eritropoetina (Rodgers et al., 2000;
Mrug et al., 1997).

Em 2004, Willian et al., demonstraram que células-tronco mesenquimais
da medula 6ssea de ratos Lewis expressavam constitutivamente os receptores
AT, e AT,, bem como ECA, angiotensinogénio e renina.Também constataram
que estas células produziam Ang Il, sugerindo a presenca de um mecanismo
autocrino-paracrino para a regulacao da hematopoese mediada por um sistema

Renina- Angiotensina local.

Ja os efeitos da estimulacdo com Ang (1-7) em células indiferenciadas é
pouco conhecido. Recentemente, Qian et al. (2008) observaram que o0
peptideo, em baixas doses, estimula o aumento do numero de células
progenitoras hematopoéticas e endoteliais in vivo e in vitro, via receptor MAS.
O mesmo efeito foi observado em células progenitoras hematopoéticas
humanas por Whalter et al. (2009), indicando que a Ang (1-7) possa ter funcéo
importante no processo de hematopoese. Entretanto, o transplante de células
estimuladas com Ang (1-7) em ratos transgénicos para a fosfatase alcalina

humana (R26 Fischer 344 (F344)), submetido a infarto agudo do miocérdio,
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nao produziu maior remodelamento cardiaco do que as células progenitoras

nao tratadas com o peptideo (Qian et al., 2008).

A possibilidade do isolamento de células-tronco seja da medula 6ssea
ou de outros tecidos, bem como sua capacidade de diferenciagéo, nos permite
antever inameras perspectivas terapéuticas. Neste projeto, pretendemos
explorar os possiveis efeitos da Ang (1-7) e de Ang Il na sinalizacao intracelular
de células-tronco mesenquimais de ratos. Esses dados poderdo abrir nova
perspectiva em relacdo ao papel fisiologico, farmacolégico e terapéutico das

angiotensinas.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos dos peptideos Angiotensina Il e Angiotensina (1-7) sobre a
sinalizacao intracelular mediada por MAPK’s das células-tronco mesenquimais

derivadas da medula 6ssea de ratos Wistar.

5.2 Objetivos especificos

- Caracterizar fenotipicamente as células-tronco mesenquimais da medula

Ossea de ratos Wistar;

- Avaliar a presenca dos receptores AT;, AT, e MAS em células-tronco

mesenquimais de medula 6ssea de ratos Wistar;

- Avaliar o efeito dos tratamentos com Angiotensina Il e Angiotensina (1-7)
sobre a expressao e ativacao das proteinas de sinalizacao intracelular ERK 1/2
e p38 MAPK.
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6 Metodologia

6.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 250-350g, mantidos sob
dieta normal e com livre acesso a agua, obtidos no Centro de Bioterismo
(CEBIO) do Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB-UFMG. Os animais
foram sacrificados pelo método de deslocamento cervical apds anestesiamento
por Tiopentano. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA - UFMG), protocolo n°®: 233/2010.

6.2 Isolamento de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea

ApoOs o sacrificio do animal, a medula 6ssea foi imediatamente extraida
do fémur e tibia esquerdos e direitos, mediante a lavagem do canal medular
com o meio Dulbecco’'s Modified Eagle Médium: Nutrient Mixture F-12
(DEMEM/F12, Gibco, Invitrogen Corporation), a 37°C (Figuras 2 e 3). As
células-tronco mesenquimais foram selecionadas e expandidas através de
cultura da fragcdo de células mononucleares isoladas por centrifugagdo em
gradiente de densidade (Figura 4). A centrifugacéo foi a 1500 rpm, por 30
minutos, em temperatura ambiente, na presenca de Histopaque 1083 (Sigma-
Aldrich, Inc.).

Figura 2. Ossos fémur e tibia extraidos de rato Wistar.
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Figura 3. Lavagem do canal medular com DMEM F12 para extragdo da medula 6ssea.

mononucleares

Figura 4. Anel de células-tronco mononucleares formado por centrifugacdo em gradiente de
densidade.

As células extraidas foram entdo ressuspendidas em meio DMEM F12,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab Mat. Cult. Cel
LTDA) e 1% de solugdo de penicilina/estreptomicina/ anfotericina B (Cultilab
Mat. Cult. Cel LTDA) e depositadas em uma garrafa de cultura celular de 25

cm? (TPP) previamente tratada com Poli-Lisyne (Sigma-Aldrich, Inc.).
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Apoés estes procedimentos, as células foram mantidas em estufa com
injecdo de CO, 5% e temperatura de 37° C, durante trés dias. Apos este
periodo, as células-tronco mesenquimais encontravam-se aderidas a garrafa
de cultura e os outros tipos celulares retirados através de lavagem com
Hanks’balanced salts (HBSS, Sigma Aldrich, Inc.). Foi novamente adicionado o
meio DMEM F12 suplementado & cultura e este procedimento foi entdo
repetido a cada dois dias até ser alcangada confluéncia igual ou superior a

90%.

6.3 Imunofenotipagem de células-tronco mesenquimais de medula 6ssea

de ratos

Células cultivadas sobre laminulas de vidro (Glasscyto) previamente
tratadas com Poli-Lisyne (Sigma-Aldrich, Inc.), e com confluéncia igual a 80%
foram fixadas com solucédo 4% paraformaldeido em PBS 1x e bloqueadas com
soro de carneiro (5% normal goat serum, 0,3% Triton x-100 em PBS 1x),

overnight, a 4°C.

No dia seguinte, as células foram incubadas com o0s anticorpos
primarios que compde o Kit para caracterizacdo de células-tronco
mesenquimais de ratos Wistar (Millipore®): anti-integrin B1, anti-colageno |,
anti-fibronectina, anti-CD45 e anti-CD14 (nas diluicdes indicadas pelo
fabricante). Pocos controles foram incubados com os anticorpos mouse IgG e

rabbit IgG. A incubacdo com os anticorpos primarios foi overnight, a 4°C.

No dia seguinte, no escuro, as células foram incubadas com os
apropriados anticorpos secundarios ALEXA 488, anti-mouse ou anti-rabbit, na
diluicdo de 1:200, por 2 horas em temperatura ambiente. As laminulas foram
montadas em uma lamina de vidro contendo 10ul de meio de montagem para
fluorescéncia contendo DAPI (Vectashield® mountin medium with DAPI, Vector
Laboratories.) para a visualizagcdo dos nuacleos celulares. Entdo, foram
visualizadas em microscoépio de fluorescéncia (Zeiss, Axio Vision).
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6.4 Protocolo experimental e extracdo de proteinas

Para a caracterizacdo das células-tronco mesenquimais da medula
O0ssea de rato quanto a presenca dos receptores de membrana AT, AT, e
MAS, as células, previamente plagueadas em placas de cultura de 100/20mm
e com confluéncia maior ou igual a 90%, foram submetidas a extracdo de
proteinas. Também se verificou a expressdo das proteinas marcadoras de
sinalizacdo intracelular ERK1/2, p38 total, p38 fosforilada, em culturas
estimuladas por 12 horas com os peptideos Ang (1-7) e Ang Il, nas
concentracdes 1x 10° 1x10% 1x10™*° molar ou concomitantemente nas
concentracdes 1x107 e 1x10® molar, respectivamente. Para interromper o

estimulo, as células foram lavadas com PBS gelado.

Para a extracdo de proteinas, as células foram homogeinizadas em
tampao de lise (0,5% Triton X-100, 50mM Na Pyrophosphate, 50mM NaF, 5mM
NaCl, 5mM Na, EDTA, 5mM EGTA, 10mM Hepes, 2ul/ml de leupeptina,
1,2ul/ml de aprotinina, 2ul/ml de Pepstatina A preparada em metanol, 40ul/ml
de orthovanadato de sodio, 20ul/ml de PMSF preparado em Isopropanol). O
material extraido foi coletado e submetido a ultrasom. A concentracdo das
proteinas totais foi determinada em espectrofotbmetro através da comparacéao
com curva de solugdo de albumina (BSA), em concentracdes conhecidas,

coradas com Comassie Blue.

6.5 Western Blot

O volume referente a 40 ug dos extratos protéicos foram aplicados em
gel de poliacrilamida/SDS 10% e fracionados em aparelho de eletroforese a
100V por 1,5 h. Apés este procedimento, o gel foi submetido a nova corrida
eletroforética para que as proteinas fossem transferidas para uma membrana
de nitrocelulose. Em seguida, as ligacées nao especificas foram bloqueadas

com Tris-Base 1M pH 7,6 (1x) contendo 0,1% de Tween 20 (TBS-T), contendo
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5% de leite em pO desnatado. ApOs o bloqueio, as membranas foram
incubadas com os anticorpo primarios para as proteinas desejadas, AT1(Rabbit
Anti-Angiotensin Il Receptor Type-1, 1:1000, Alamone Lab.), AT2 (Rabbit Anti-
Angiotensin |l Receptor Type-2 (extracellular), diluicdo de 1:1000, Alamone
Labs.), MAS (Mice anti-MAS, diluicdo de 1:500), ERK 1/2 (Mouse monoclonal
[MAPK-YT] to ERK 1+ ERK 2 (phospho T183 +Y185), diluicdo de 1:500, Abcam
Inc.), p38 total (Rabbit p38 MAP Kinase, diluicdo de 1:500, Cell Signaling
Technology®.) e p38 fosforilada (Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (28B10)
Mouse monoclonal antibody, diluicdo de 1:500, Cell Signaling Technology®.),
suspenso em TBST 1x, over night, a 4°C. Lavou-se entdo as membranas com
TBS-T 1x e estas foram incubadas com o anticorpo secundario (IRDye® 680
Conjugated Goat(polyclonal) Anti-Mouse IgG (H+L) e IRDye® 680 Conjugated
Goat(polyclonal) Anti-Rabbit IgG (H+L), diluicdo 1:10.000, Li-cor Biosciences.)
diluido em TBS-T 1x por 1 hora. Apdés nova lavagem com TBS-T 1x, as

membranas foram visualizadas e quantificadas no aparelho scanner Odissey.

6.6 Retrotranscricao e PCR

Para caracterizar as células-tronco mesenquimais quanto a presenca do
RNA mensageiro dos receptores MAS, culturas de células foram mantidas em

garrafas de cultura até alcancarem confluéncia maior ou igual a 90%.

Para a extracdo do RNA total foi utiizado o método
guanidinoisotiocianato-fenol-cloroférmio. Retirou-se o meio DMEM e lavou-se
rapidamente com PBS gelado cada garrafa, acrescentando em seguida 1 mL
de Trizol (Invitrogen laboratories). As amostras foram homogeinizadas com
movimentos manuais vigorosos, transferidas para eppendorfs e mantidas a 4°C

por 5 minutos.

ApoOs esse procedimento, foi adicionado cloroformio (Merck®) a cada
eppendorf e estes foram levemente agitados. Apds certo tempo de repouso,

estes foram centrifugados a 12.000 rpm por 15 minutos. A camada superior
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(fase aquosa) foi retirada e acondicionada em novo eppendorf, com
subsequente adicao de isopropanol. As amostras passaram por Novo repouso
seguido de centrifugacédo a 12.000 rpm por 10 minutos, ap6s a qual descartou-
se 0 sobrenadante e adicionou-se etanol 75%, gelado (solucdo manufaturada
em agua tratada com dietil-pirocarbonato - DEPC). Foi feita nova centrifugacéo,
desta vez a 9.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e
os eppendorfs mantidos a temperatura ambiente até a secagem das amostras.
A redissolucdo do RNA total foi realizada acrescentando-se agua tratada com
DEPC.

Apbs os procedimentos descritos acima, as amostras de RNA foram
diluidas 50X e analisadas em espectofométro a 260nm (HITACHI® UV 160 A)

para estimar-se sua concentracao.

Para a sintese de DNA complementar (cDNA) foram utilizados volume
referente a 1ug de RNA total, 0,2 ug de hexadesoxinucleotideos, tampao para
RT, 5 pyl de MgCl2 50 mM, DTT 15 mM, dNTPs 1,8 mM e 150Ul de
transcriptase reversa. O cDNA foi sintetizado em termociclador durante um
periodo de 60 minutos, a 37°C.

As reacdes de PCR foram feitas utilizando primer especifico para o
cDNA do gene MAS (Tabela 1) de rato, sintetizados pela empresa Integrated

Technologies®.

Proteina Sequéncia Sense Sequéncia Anti-sense

MAS 5 ACT GTC GGG CGG TCATCATC 3’ | 5 GGT GGA GAA AAG CAAGGAGA Y

Tabela 1 - Sequéncias do primer especifico para o cDNA de receptor MAS de rato utilizado.
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6.7 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como médiaterro padrdo da média.
Comparacbes foram realizadas utilizando teste One-Way anova, seguido do
pos-teste de Newman-Keuls. O critério para significancia estatistica foi fixado

em p<0.05.
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7 Resultados

7.1 Caracterizacao das células-tronco mesenquimais de rato.

Para confirmar a identidade das células utilizadas no presente estudo,
bem como a auséncia de contaminac¢do por outros tipos celulares nas culturas,
verificou-se a expressdo de alguns marcadores positivos (colageno tipo |,
fibronectina e integrina 1) e negativos ( CD45 e CD14) de células-tronco de
rato. Como mostrado nas figuras 5 e 6, as células utilizadas ndo expressam 0s
marcadores de células tronco hematopoiéticas CD45 e CD14. J& nas figuras 7,
8 e 9, é possivel observar a expressdo dos marcadores fibronectina, coladgeno

tipo1 e integrina B1.

|20 pm,

Figura 5 - Ensaio de imunocitoquimica para verificacdo da expressao do marcador CD45 em
células-tronco mesenquimais de medula 6ssea de rato Wistar. Aumento: 200x. Escala = 20pum.

Nucleo corado com DAPI. Anticorpo para CD45 Alexa Fluor 488.
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Figura 6 - Ensaio de imunocitoquimica para verificacdo da expressdo do marcador CD14 em
células-tronco mesenquimais de medula 6ssea de rato Wistar. Aumento: 200x. Escala = 20um.

Nucleo corado com DAPI. Anticorpo para CD14 Alexa Fluor 488.

FIBRONECTINA
DAPI

Figura 7 - Ensaio de imunocitoquimica para verificacdo da expressdao do marcador
Fibronectina em células-tronco mesenquimais de medula 6ssea de rato Wistar. Aumento: 200x.

Escala = 50um. Nucleo corado com DAPI. Anticorpo para Fibronectina Alexa Fluor 488.

COLAGENO
DAPI

Figura 8 - Ensaio de imunocitoquimica para verificacdo da expressdo do marcador Colageno

tipol em células-tronco mesenquimais de medula éssea de rato Wistar. Aumento: 200x. Escala

= 50um. Nucleo corado com DAPI. Anticorpo para Colageno tipo 1 Alexa Fluor 488.
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|
INTEGRINA B1
DAPI

Figura 9 - Ensaio de imunocitoquimica para verificagéo da expressao do marcador Integrina 31
em células-tronco mesenquimais de medula 6ssea de rato Wistar. Aumento: 200x. Escala =

50um. Nucleo corado com DAPI. Anticorpo para Integrina 1 Alexa Fluor 488.

bY

7.2 Caracterizacdo das células-tronco mesenquimais quanto a presenca
dos receptores MAS, AT, e AT,.

Para caracterizar as células-tronco mesenquimais quanto a expressao
dos receptores angiotensinérgicos MAS, AT, e AT, , foi utilizada a técnica de
Western Blot na presenca de controles positivos adequados para cada receptor
(testiculo ou ventriculo esquerdo), acrescido de retrotranscricdo seguido por
PCR para o receptor MAS. Foi constatado que as células-tronco de medula
O0ssea de rato Wistar expressam constitutivamente os receptores MAS (Figuras
10 e 11), AT, (Figura 12) e AT, (Figura 13).

—_— T -

MAS (37kDa)

Células-tronco mesenquimais Controle Positivo

(Testiculo)

Figura 10 - Western Blotting para caracterizacdo da expressado do receptor MAS em células-

tronco mesenquimais de medula 6ssea de rato Wistar.
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MAS (300bp) —»

Marker Células-tronco Branco

Figura 11 - PCR para caracterizacdo da presenca do mRNA do receptor MAS em células-

tronco mesenquimais de medula 6ssea de rato Wistar.

AT} (40 kDa)

Células-tronco mesenquimais Controle positivo

(Ventriculo esquerdo)

Figura 12 - Western Blotting para caracterizagédo da expressao do receptor AT; em células-

tronco mesenquimais de medula 6ssea de rato Wistar.

i

AT, (45 kDa) — o

Células-tronco mesenquimais Controle positivo

(Ventriculo esquerdo)

Figura 13 - Western Blotting para caracterizacdo da expressao do receptor AT, em células-

tronco mesenquimais de medula 6ssea de rato Wistar.
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7.3 A Ang Il estimula a ativacdo de ERK 1/2.

Para avaliar o efeito Ang Il sobre a ativagdo da ERK 1/2 em células-
tronco mesenquimais de medula, estas foram tratadas com o peptideo em
diferentes concentracdes (1x10™° - 1x10° M, 12h de incubacdo). Como mostra
a Figura 14, a presenca de Ang ll, na concentracdo 1x10® M, estimula a
ativacdo de ERK 1/2 nas células-tronco mesenquimais de medula 6ssea de

ratos Wistar.

Erk 1/2 fosforilada ~
(44 e 42 kDa)

T— —— G — _—
__..-- - ——

Controle Angll x10° Angll x10®  Angll x10™°
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©
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Controle  10° 108 1010

ERK 1/2 fosforilada/ B - actina (U.A.)

Ang Il

Figura 14 - Efeito da Ang Il na ativacdo da ERK 1/2 em células-tronco mesenquimais.
Exemplo de western blotting realizado no lisado de células-tronco mesenquimais de medula
6ssea tratadas com Ang Il (1x10™'° — 1x10°® M, 12h de incubac&o). A Ang Il estimula a ativagao
da ERK1/2 na concentracdo de 1x10°M. O grafico de barras representa a média + EPM de 3

experimentos. * P< 0.05 vs controle.
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7.4 A Ang(1-7) inibe a ativacdo de ERK1/2 estimulada pela Ang II.

Para avaliar o efeito de Ang (1-7) sobre a ativacdo da ERK 1/2
estimulada pela Ang Il, as células-tronco foram tratadas com Ang Il (1x10® M,
12h de incubacdo). Em alguns experimentos, as células foram
concomitantemente tratadas com Ang (1-7) (1x107'M, 12h de incubac&o).
Como mostra a Figura 15, a presenca de Ang-(1-7) reduz significativamente a
ativacdo da ERK1/2 estimulada pela Ang Il (na concentracdo 1x10°M) nas
células-tronco mesenquimais de medula. O uso do antagonista do receptor
MAS, A779, ndo reverte o efeito inibitério da Ang (1-7). O tratamento apenas
com Ang-(1-7) ndo estimula a ERK 1/2, como observado na figura 16.

—_— - ERK 1/2 fosforilada
g — (44 e 42 kDa)
Controle  A779x10° Ang(1-7)x107 A779 x10®

+Ang Il x10® +Ang(1-7)x107
+Ang Il x10-8

U —

- B- actina
:::\ EZ3 Controle
2 157 * &2 A779 x10°
©
f= B3 Anglix10®
@ D Ang I x10® + Ang (1-7) x10”
o 107
g Angli10®+Ang(1-7)107+ A779 10°®
©
5 0.5-
1,—, #
L S #
N S
5ol e 72
T 0.0 : ,
o
L

Figura 15 - Efeito da Ang (1-7) na ativagdo da ERK 1/2 estimulada pela Ang Il em células-
tronco mesenquimais. Exemplo de western blotting realizado no lisado de células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea incubadas ou ndo com Ang (1-7) (1x10” mol/L, 12h de
incubacéo) e expostas a Ang |l (1x10'8 mol/L, 12h de incubacédo). A Ang Il estimula a ativacéo

da ERK1/2, sendo esse efeito completamente revertido pela presenca de Ang (1-7). O uso do
antagonista da Ang (1-7), A779, nao reverte este efeito inibitorio.O grafico de barras representa

a média £ EPM de 3 experimentos. * P< 0.05 vs controle. # P<0.05 vs Ang |l x10°.
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Figura 16 - Efeito da Ang (1-7) na ativacdo da ERK 1/2. Exemplo de western blotting
realizado no lisado de células-tronco mesenquimais de medula 6ssea incubadas com Ang (1-7)
(1x10'10 - 1x10°® mol/L, 12h de incubacéo). A Ang (1-7), per si, ndo ativa a ERK 1/2. O grafico

de barras representa a média + EPM de 3 experimentos. * P< 0.05 vs controle.
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7.5 A Ang Il ndo altera a expressédo da p38 MAPK total.

Para avaliar o efeito de Ang Il sobre a expresséo da enzima p38 MAPK
total em células-tronco mesenquimais de medula, estas foram tratadas com o
peptideo em diferentes concentracdes (1x10™"° - 1x10° M, 12h de incubacao).
Como mostra a Figura 17, a presenca de Ang Il ndo altera a expressao da p38
MAPK nas células-tronco mesenquimais de medula éssea de ratos Wistar.

p38 MAPK total (42 kDa) _

Controle Ang 11x10°® Ang 11x10® Ang 11x10™°
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Figura 17 - Efeito da Ang Il na expresséo da p38 MAPK em células-tronco mesenquimais.
Exemplo de western blotting realizado no lisado de células-tronco mesenquimais de medula
6ssea tratadas com Ang Il (1x10™ — 1x10® M, 12h de incubacdo). A Ang Il ndo altera a
expressdo da p38 MAPK. O grafico de barras representa a média + EPM de 3 experimentos.

* P< 0.05 vs controle.

40



7.6 A Ang Il estimula a fosforilacdo de p38 MAPK.

Para avaliar o efeito de Ang Il sobre a fosforilacdo da enzima p38 MAPK
em células-tronco mesenquimais de medula, estas foram tratadas com o
peptideo em diferentes concentracdes (1x10™"° - 1x10° M, 12h de incubacao).
Como mostra a Figura 18, a presenca de Ang Il aumenta significativamente a
fosforilagdo da p38 MAPK (na concentracdo 1x107°) nas células-tronco

mesenquimais de medula 6ssea de ratos Wistar.

WP e — - —
p38 MAPK fosforilada (42 kDa)

Controle Ang 1Ix10°Ang I1x10®Ang 11x10™
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Figura 18 - Efeito da Ang Il na fosforilagdo da p38 MAPK em células-tronco
mesenquimais. Exemplo de western blotting realizado no lisado de células-tronco
mesenquimais de medula éssea tratadas com Ang Il (1x10™° — 1x10° M, 12h de incubac&o). A
Ang |l estimula a fosforilagdo da p38 MAPK na concentracdo de 1x10°M. O gréfico de barras

drepresenta a média + EPM de 3 experimentos. * P< 0.05 vs controle.
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7.7 A Ang (1-7) ndo altera a expresséao de p38 MAPK total.

Para avaliar o efeito de Ang (1-7) sobre a expressao da enzima p38
MAPK total em células-tronco mesenquimais de medula, estas foram tratadas
com o peptideo em diferentes concentragdes (1x10™° - 1x10° M, 12h de
incubacédo). Como mostra a Figura 19, a presenca de Ang (1-7) ndo altera a
expressdo da p38 MAPK total nas células-tronco mesenquimais de medula

Ossea de ratos Wistar.

p38 MAPK total (42 kDa) _
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Figura 19 - Efeito da Ang (1-7) na expressdo da p38 MAPK em células-tronco
mesenquimais. Exemplo de western blotting realizado no lisado de células-tronco
mesenquimais de medula éssea tratadas com Ang (1-7) (1x10™ — 1x10° M, 12h de incubac&o).
A Ang (1-7) n&o altera a expressdo da p38 MAPK. O gréfico de barras representa a média +
EPM de 3 experimentos. * P< 0.05 vs controle.
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7.8 A Ang (1-7) ndo altera a fosforilacdo da p38 MAPK.

Para avaliar o efeito da Ang (1-7) sobre a fosforilagdo da enzima p38
MAPK em células-tronco mesenquimais de medula, estas foram tratadas com o
peptideo em diferentes concentracdes (1x10™° - 1x10° M, 12h de incubacao).
Como mostra a Figura 20, a presenca de Ang (1-7) nao altera a fosforilagao da
p38 MAPK nas células-tronco mesenquimais de medula 6ssea de ratos Wistar.

Controle Ang(1-7) Ang(1-7) Ang(1-7)
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Figura 20 - Efeito da Ang (1-7) na fosforilacdo da p38 MAPK em células-tronco
mesenquimais. Exemplo de western blotting realizado no lisado de células-tronco
mesenquimais de medula éssea tratadas com Ang (1-7) (1x10‘lo —1x10° M, 12h de incubacéo).
A Ang (1-7) ndo altera a fosforilagdo da p38 MAPK. O gréafico de barras representa a média +

EPM de 3 experimentos. * P< 0.05 vs controle.
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7.9 O tratamento concomitante com Ang (1-7) e Ang Il ndo altera a

expresséo da p38 MAPK total ou a fosforilagdo da p38 MAPK.

Para avaliar o efeito do tratamento concomitante da Ang (1-7) e Ang Il
sobre a expressdo da p38 MAPK total em células-tronco mesenquimais de
medula, estas foram tratadas com os peptideo nas concentracdes 1x10" M e
1x10® M (12h de incubacéo) respectivamente. Como mostram as figuras 21 e
22, a presenca dos peptideos nao altera a expressao da p38 MAPK total, assim
como néo altera a fosforilacdo da p38 MAPK nas células-tronco mesenquimais

de medula, respectivamente.

p38 MAPK fosforilada (42 kDA)

Controle A779x10°® Ang(1-7)x10” A779 x10°®
+Ang 11 x10®  +Ang(1-7)x10”
+Ang Il x10°®
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Figura 21 - Efeito do co-tratamento com Ang (1-7) e Ang Il na expressédo da p38 MAPK em
células-tronco mesenquimais. Exemplo de western blotting realizado no lisado de células-
tronco mesenquimais de medula 6ssea tratadas com Ang (1-7) (1x10'7M) e Ang Il (1x10'8 M),
12h de incubacao. O co-tratamento ndo altera a expressédo da p38 MAPK. O gréfico de barras
demonstra a média + EPM de 3 experimentos. * P< 0.05 vs controle.
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p38 MAPK fosforilada (42 kDA)

Controle A779x10° Ang(1-7)x107 A779 x10°
+Ang 11 x10°® +Ang(1-7)x10”
+Ang Il x10°®

p38 MAPK total (42 kDA)

Controle

A779 x10°®

Ang 11 x10®

Ang lIx10®+ Ang(1-7) x10”

NBDHE

Ang Il x10® + Ang (1-7) X107+
A779 x10°

p38 MAPK fosforilada/p38 MAPK total (U.A))

Figura 22 - Efeito do co-tratamento com Ang (1-7) e Ang Il na fosforilacdo da p38 MAPK
em células-tronco mesenquimais. Exemplo de western blotting realizado no lisado de
células-tronco mesenquimais de medula 6ssea tratadas com Ang (1-7) (1x10'M) e Ang Il
(1x10'8 M), 12h de incubacdo. O co-tratamento ndo altera a fosforilacdo da p38 MAPK. O

grafico de barras demonstra a média + EPM de 3 experimentos. * P< 0.05 vs controle.
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8 Discusséao

Células-tronco mesenquimais sdo conhecidas por sua capacidade de
auto-renovacdo e diferenciacdo em varias linhagens celulares. Em
experimentos in vitro, foi demonstrada sua diferenciagdo em células de
linhagem mesenquimal, como células tendineas, musculares, ostedcitos,
condrocitos e adipdécitos (Pereira et al., 1995; Prockop et al., 1997; Ferrari et
al., 1998; Pittenger et al., 1999), bem como em células de outros tipos
teciduais, como o hepatico (Pettersen et al., 1999), renal (Poulson et al., 2003),
cardiaco (Orlic et al., 2001) e neural (Mezey et al., 2000; Brazelton et al., 2000).

Historicamente, as células-tronco mesenquimais de medula 6ssea tem
sido isoladas por sua capacidade de aderéncia ao plastico, ndo presente em
outros tipos celulares da medula, como as células-tronco hematopoéeticas e as
derivadas destas. Entretanto, células isoladas apenas por aderéncia de células
totais da medula 6ssea se mostraram bastante heterogéneas, podendo conter
osteoblastos, fibroblastos, adip6citos e macréfagos, entre outros tipos celulares
(Alhadlag & Mao, 2004). O uso de um gradiente de densidade para isolamento
de fracdo de células mononucleares durante a selecdo das células tronco
mesenquimais diminui significativamente essa contaminagdo, bem como a
submisséo das células isoladas a um maior nimero de passagens (Pittenger et
al., 1999). Entretanto apenas a caracterizacdo fenotipica das células-tronco

mesenquimais pode garantir sua pureza.

Ao contrario de outros tipos celulares que expressam marcadores
especificos de membrana, a identificacdo fenotipica das células-tronco
mesenquimais € baseada na expressao concomitante de multiplos marcadores

e na ndo expressao de outros.

Células-tronco mesenquimais podem apresentar um grande numero de
marcadores de membrana, moléculas de adesao e receptores de citocinas, que
incluem CD166, CD54, CD121a e b, CD123, CD 29 (Integrina 1), CD124 e
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CD49, assim como moléculas de matriz extracelular, como fibronectina e
coladgeno tipo 1. (Pittenger et al., 2001; Alhadlaq & Mao, 2004; Prockop, 1997).

Por outro lado, células-tronco mesenquimais ndo possuem 0S
marcadores CD31 (células endoteliais), CD14 (mondcitos e macréfagos),
CD11a/LFALl (linfocitos), CD45 (leucécitos), CD3, CD19, CD34, CD 38 e CD66
(outras células hematopoeticas), entre outros (Alhadlag & Mao, 2004). A
presenca de qualquer um destes marcadores numa cultura de células-tronco

mesenquimais indica contaminacdo por outro tipo celular.

No presente estudo constatou-se, por imunocitoquimica, a presenca dos
marcadores positivos Integrina B1, Colageno tipo 1 e Fibronectina, bem como a
auséncia dos marcadores CD45 e CD14. Desta maneira, pode-se confirmar a
identidade das culturas primarias estabelecidas e utilizadas nos demais

experimentos como células-tronco mesenquimais de medula éssea.

Em 1996, Haznedaroglu et al., sugeriu a hipotese da existéncia de um
SRA atuando localmente na medula éssea, afetando o crescimento de coldnias
hematopoética e a producdo, proliferacdo e diferenciacdo de células sob
condicBes fisiolégicas ou patoldgicas. Trabalhos recentes corroboram esta
hip6tese ao mostrar que os peptideos Ang Il e Ang (1-7) exercem um efeito
regulatério na regeneracéo tecidual e proliferacédo celular em diversos modelos
experimentais. Estudos in vivo tém demonstrado que ambos os peptideos
aumentam a recuperacdo hematopoética apds mielosupressao e transplantes
de células progenitoras (Ellefson et al., 2004; Rodgers et al., 2003). O aumento
no numero de células é particularmente significante e duradouro na medula
Ossea e este efeito parece atingir multiplas linhagens sanguineas. Juntamente
a estimulacdo da regeneracdo da medula éssea in vivo, a Ang Il demonstrou
estimular a proliferacédo de células progenitoras hematopoéticas em culturas
isoladas da medula O0ssea de camundongos e corddo umbilical humano
(Rodgers et al., 2002; Rodgers et al., 2003).

Os experimentos de caracterizagcédo das células-tronco mesenquimais de

medula 0ssea de ratos Wistar, verificando expresséo dos receptores do SRA,
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mostram que essas células expressam constitutivamente os receptores AT; e
AT, resultado similar ao descrito por Willian, et al. (2004), que observaram a
presenca destes receptores em células-tronco mesenquimais da medula 6ssea
de ratos Lewis. Nosso estudo, por outro lado, € o primeiro a demonstrar a
presenca do receptor MAS nas células-tronco mesenquimais, tanto por
Western Blot como por PCR. A presenca dos receptores angiotensinérgicos

nestas células corroboram a hipétese de um SRA atuante na medula 6ssea.

Estudos tem demonstrado que muitas das a¢des da Ang Il sdo mediadas
via p38, ERK 1/2 e JNK, MAPKs da familia serina/treonina que transmitem
sinais advindos da membrana celular para o nicleo em resposta a fatores de
crescimento e estresse celular. Desta maneira, essas vias de transducdo de
sinal estdo envolvidas em inUmeros processos bioldgicos, entre eles a

proliferacéao e diferenciagéo celular (Kolch, 2000).

Dados recentes na literatura apontam que a Ang-(1-7), alem de produzir
um efeito vasodilatador que se op8e a vasoconstricdo estimulada pela Ang I, é
capaz de modular diretamente as vias intracelulares estimuladas pelo peptideo.
As fosforilacfes das MAPKs ERK 1/2, p38 e JNK, induzidas pela Ang II, foram
observadas em células do tubulo proximal de ratos Sprague—Dawley, por Su, et
al (2006). Este efeito foi completamente inbido apés o pré-tratamento das
células com Ang (1-7) e esta inibicao foi revertida na presenca do antagonista
do receptor MAS, A779.

Em células de musculo liso vascular, o tratamento com Ang Il induziu a
ativacdo da ERK 1/2 enquanto estimulava a proliferagdo e migracdo celular via
receptor AT; (Zhang, et al., 2010). Na presenca da Ang (1-7) estes efeitos
foram suprimidos, sugerindo que o efeito inibitério da Ang (1-7) na migracao e
proliferacdo induzidas pela Ang Il estdo, parcialmente, ligadas a modulacao
negativa da atividade da ERK1/2 induzida pela Ang II.

No presente estudo, foi observado que, em células-tronco de medula
0ssea, a Ang Il estimula a fosforilagdo de p38 MAPK, assim como a ativagado
de ERK 1/2. O tratamento com Ang (1-7) ndo produziu efeito sobre a expresséo
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destas MAPKs. Entretanto, a incubacdo com Ang (1-7) inibiu a ativacdo da
ERK1/2 induzida pela Ang Il. Estes resultados estdo de acordo com 0s
trabalhos citados acima e sugerem que o balanco Ang Il / Ang (1-7) pode estar
implicado na expressao/ativacdo dessas quinases, também em células-tronco
mesenquimais.

No entanto, ao contrario do encontrado na literatura, o tratamento com o
antagonista do receptor MAS, A779, ndo reverteu o efeito inibitorio da Ang (1-7)
sobre a fosforilacdo da ERK 1/2 induzida pela Ang Il. Pelo menos duas
hipétese poderiam ser consideradas para explicar esse achado: 1) O A779
poderia sofrer degradacédo num periodo de tempo menor que a Ang (1-7); desta
maneira o bloqueio do receptor MAS nao seria efetivo durante as 12 horas de
tratamento, permitindo que a Ang(1-7) continuasse a modular os efeitos da Ang
[I. 2) Outra hipotese envolve a acdo da Ang (1-7) através da ligacdo a um
receptor diferente do MAS, por exemplo AT,. Essa hipGtese merece ser testada
no futuro, considerando que alguns efeitos da Ang (1-7) podem ser bloqueados
pelo antagonista do receptor AT,, PD123319 (Santos et al., 2000). Além disso,
na ultima década foram identificados receptores que possuem 30% a 41% de
homologia com o receptor MAS. Esses receptores, 6rfdos em sua maioria,
foram reunidos na familia dos genes relacionados ao MAS (Mrg-receptor
family). Gembardt et al. (2008) observaram que, ainda que menos pronunciado
do que via receptor MAS, dois de seis receptores Mrg estudados iniciaram
significante liberacdo de &cido aracdbnico apds estimulacdo com Ang (1-7).
Este resultado abre a possibilidade de que o peptideo possa exercer seus
efeitos também através de receptores pertencentes a esta familia e que podem

nao ser bloqueados por A779.

Em resumo, neste estudo mostramos pela primeira vez que células-
tronco mesenquimais da medula 6ssea expressam o receptor MAS. Os dados
obtidos em nosso estudo também demonstram que a Ang Il estimula a
fosforilacdo da p38 MAPK e a ativacdo da ERK1/2 em células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea, sendo este ultimo efeito inibido pela Ang(1-7).

Este fato reforca o conceito de que o peptideo Ang (1-7) estd envolvido nos
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mecanismos de modulacdo das a¢des da Ang I, agora também abrindo uma

perspectiva no ambito das células-tronco.
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9 Conclusodes

e Células-tronco mesenquimais de medula Ossea de ratos Wistar
expressam constitutivamente os receptores angiotensinérgicos MAS,
ATl e AT2.

e A Ang Il estimula a ativacdo da MAPK ERK 1/2 e a fosforilagcdo da p38
MAPK em células-tronco mesenquimais de medula 0ssea de ratos
Wistar.

e A Ang (1-7) inibe a ativagdo da MAPK ERK1/2 induzida pela Ang II.

e A Ang (1-7) ndo tem efeito sobre a ativacdo da MAPK ERK 1/2 ou da
p38 MAPK.

e O antagonista da Ang (1-7), A779, ndo bloqueou a modulacdo negativa
da Ang (1-7) a ativacdo da MAPK ERK 1/2 induzida pela Ang II,
sugerindo que o receptor MAS ou néo foi efetivamente bloqueado ou

gue os efeitos observados ocorreram via outro receptor que ndo o MAS.
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