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O efeito antiproliferativo do 6xido nitrico (NO) na célula muscular lisa
vascular (CMLV) pode ser dependente ou independente de guanosina
monofosfato ciclico (cGMP), porém pouco se sabe acerca do seu efeito na
proliferacdo da célula muscular lisa uterina (CMLU). Portanto, investigamos o
efeito do NO na proliferacdo do musculo liso vascular e uterino e o envolvimento de
alguns mecanismos celulares. Doadores de NO (SNAP, GTN e GSNO) inibiram a
proliferacdo das células musculares lisas de maneira concentracdo e tempo
dependente sem induzir morte celular. A inibicdo da guanilil ciclase soltvel (sGC)
por ODQ preveniu o efeito antiproliferativo do NO na CMLV, entretanto néo
alterou tal efeito na CMLU. Além disso, a inibicdo da proteina quinase
dependente de cGMP (PKG) por KT-5823 preveniu o efeito inibitorio do NO, bem
como do analogo de cGMP permeavel & membrana, na proliferacdo da CMLV.
Entretanto, o KT-5823 néao interferiu no efeito antiproliferativo do NO na CMLU. O
efeito antiproliferativo do isoproterenol, um agonista beta-adrenérgico e ativador classico
da adenilil ciclase (AC), na CMLU foi similar ao do NO e ambos foram prevenidos por
inibidores da AC (SQ22536) e da proteina quinase dependente de cAMP (PKA), KT-
5720. Além disso, a inibicdo da proliferacdo da CMLU induzida pelo analogo de cAMP
permeavel a membrana foi prevenida por KT-5720. Assim, o efeito antiproliferativo do NO
na CMLV depende de cGMP e ativacédo de PKG, enquanto na CMLU tal efeito depende
de cAMP e ativacéo de PKA. A reversédo do efeito antiproliferativo do ativador classico da
sGC (BAY 41-2272) na CMLU por ODQ e KT-5823, e, a abundancia do mRNA da
enzima nas duas células, derrubou o paradigma NO/sGC/cGMP como mediador de
todos os efeitos do NO, ao menos no que se refere a proliferacdo. Outro mecanismo
celular estudado foi o canal de K* (CK), cujo bloqueio ndo-seletivo por tetraetilaménio
(TEA) preveniu o efeito antiproliferativo do NO nas células musculares lisas.
Seletivamente, o bloqueio de CK dependente de voltagem por 4-aminopiridina e
de subtipos de CK dependente de célcio por toxinas (caribdotoxina, iberiotoxina,
apamina) e clotrimazol, preveniram o efeito do NO em ambas as células.
Contudo, o blogueio de CK ATP-dependente por glibenclamida preveniu somente
o efeito do NO na CMLU. Ainda, a fosforilagéo parece ser o principal mecanismo pelo
gual o NO modula o CK para inibir a proliferacdo do musculo liso, uma vez que
concentragdes sub-efetivas de ODQ e TEA reverteram completamente o efeito do NO na
CMLV. Finalmente, o efeito antiproliferativo da nifedipina na CMLYV, similar ao do NO, foi
revertido por um iondforo de célcio (A23187), sugerindo que a modulacdo do CK
mediada por NO altera a sinalizac&o de calcio e inibe a proliferacdo da célula muscular
lisa. Em conjunto, nossos resultados demonstraram que o efeito antiproliferativo do NO
na célula muscular lisa € mediado por proteinas quinases especificas, as quais
fosforilam diferentes subtipos de canais de K*, de acordo com a origem do
tecido, alterando a sinalizacdo de calcio que esta diretamente relacionada com a
proliferacao celular.

Oxido nitrico, proliferacdo, célula muscular lisa, guanilil ciclase soltvel, adenilil
ciclase, canal de K.
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Resumo

O aumento da concentragdo intracelular de guanosina monofosfato ciclico (cGMP)
apos a ativagdo da guanilil ciclase soltvel (sGC) é o principal mecanismo mediador do efeito
antiproliferativo do oOxido nitrico (NO) em células musculares lisas vasculares (CMLV).
Entretanto, pouco se conhece sobre o efeito do NO na proliferacdo de células musculares
lisas uterinas (CMLU). Além disso, a importancia dos canais de potassio (CK) e de adenosina
monofosfato ciclico (CAMP) na proliferacéo celular, nos levou a investigar a relacdo entre o
NO, os nucleotideos ciclicos e CK na proliferacdo de células musculares lisas vascular e
uterina. Os doadores de NO (dois nitrosotidis, S-nitroso-N-acetil-D,L-penicilamina, SNAP, S-
nitrosoglutationa, GSNO, e um nitrato organico, propano-1,2,3-triol trinitrato, GTN) inibiram a
proliferacéo das células musculares lisas de maneira concentracdo-dependente sem induzir
morte celular. O efeito citostatico dos doadores pode ser inteiramente atribuido a liberacdo de
NO, uma vez que nem NAP nem GSH (precursores nao-nitrosilados dos nitrosotiois)
interferiram na proliferacéo celular. A prevencgado do efeito inibitdrio do NO na proliferacéo de
CMLV por ODQ, um inibidor seletivo da sGC e por KT-5823, um inibidor da proteina quinase
dependente de cGMP, PKG, bem como a prevencdo do efeito antiproliferativo do 8-Br-
cGMP, um analogo de cGMP permeéavel a membrana, pelo KT-5823, confirmaram que o NO
inibe a proliferacdo da CMLV por um mecanismo dependente de cGMP e que a PKG é o
alvo molecular mais importante deste nucleotideo ciclico. Em contraste, ambos os compostos
em nada interferiram com a inibicdo da proliferacédo de CMLU induzida por NO. A idéntica
abundancia do mRNA da sGC nos dois tipos de células musculares lisas e a prevencao do
efeito antiproliferativo do BAY 41-2272 (um ativador da sGC) na CMLU por ODQ e KT-5823,
demonstraram que o mecanismo de transdugcdo de sinal sGC/cGMP/PKG pode ser
mobilizado para reduzir a proliferacdo do musculo liso uterino, mas que o efeito do NO na
proliferacdo da CMLU néo esta correlacionado com ativacdo da sGC, nem com 0 aumento
da concentracao intracelular de cGMP nem com a ativacdo da PKG. A prevencao dos efeitos
antiproliferativos do NO e do isoproterenol (um agonista beta-adrenérgico e ativador classico
de adenilil ciclase, AC) na CMLU por SQ22536 (um inibidor seletivo de AC) e KT-5720 (um
inibidor seletivo da proteina quinase dependente de cAMP; PKA), assim como a prevencao
do efeito inibitorio do dibutiril-cAMP (um analogo de cAMP permeavel a membrana) por KT-
5720, mostraram que o efeito do NO na proliferacdo da CMLU é mediado por ativacdo da
AC, aumento da concentracao intracelular de cAMP e ativacdo da PKA. Uma fracéo
significativa do efeito antiproliferativo do NO nas células musculares lisas vascular e uterina
também é mediada por CK uma vez que o tetraetilaménio, um bloqueador ndo-seletivo de

CK, preveniu o efeito do NO. Contudo, o bloqueio do efeito inibitério do NO na proliferacéo
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Resumo

das células musculares lisas por 4-aminopiridina (um bloqueador seletivo de CK dependente
de voltagem) e por blogueadores de canais de potassio dependentes de calcio (iberiotoxina,
caribdotoxina, apamina e clotrimazol) mostrou que a modulacdo de CK voltagem- e célcio-
dependentes parece ter a mesma importancia para o efeito do NO na inibicdo da proliferacéo
de ambas as células. Este achado estd em contraste com a relevancia dos canais ATP-
dependentes apenas em CMLU, demonstrada pelo bloqueio do efeito do NO com a
glibenclamida, um bloqueador seletivo de CK ATP-dependente. O efeito antiproliferativo do
ativador de CK dependentes de calcio (NS1619), confirmou o envolvimento destes canais no
efeito inibitério do NO na proliferacdo da CMLV, da mesma forma que o cromakalim e o
diazoxido (ativadores de CK ATP-dependente), confirmaram a participacdo deste tipo de
canal no efeito inibitério do NO na proliferacdo de CMLU. Alem disso, a prevencéo completa
do efeito antiproliferativo do NO na CMLV por combinacéo de concentra¢des sub-efetivas de
ODQ e TEA, sugere que o NO inibe a proliferacdo do musculo liso através da fosforilacio de
CK. Assim, a reversao completa dos efeitos antiproliferativos de 8-Br-cGMP na CMLV e de
Db-cAMP na CMLU por bloqueadores de CK indica que a fosforilacdo de CK deve ser
relevante no efeito inibitorio do NO na proliferacdo de ambas as células. Nossos dados
também sugerem que CMLV incubadas com doadores de NO por um curto periodo de
tempo formam reservas de nitrosotidis que mantém a atividade da sGC e a modulagdo de
CK, causando um efeito antiproliferativo de longa duragdo do NO. Finalmente, o efeito
inibitério do NO na proliferacdo foi mimetizado por nifedipina (um bloqueador de canal de
célcio) e revertido por A23187 (um iondforo de calcio) na CMLV, sugerindo que a modulacéo
dos canais de potassio mediada por NO altera a sinalizagdo de célcio e inibe a proliferacdo
celular. Em resumo, nossos resultados mostram que o efeito antiproliferativo do NO na
CMLU depende de cAMP e ativacéo de PKA, apesar da presenca e da funcionalidade do
mecanismo de transducdo de sinal sGC/cGMP/PKG, sugerindo a ndo-universalidade do
paradigma NO/cGMP, pelo menos no que refere a inibicdo da proliferacdo de células
musculares lisas. Além disso, o efeito antiproliferativo do NO também mobiliza diferentes
subtipos de CK, através de mecanismos dependentes de nucleotideos ciclicos e/ou

nitrosilacao.
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Abstract

Soluble guanylate cyclase (sGC) activation followed by increases in cyclic
guanosine-3’-5’-monophosphate (cGMP) levels is the main pathway mediating nitric
oxide (NO) antiproliferative effects on vascular smooth muscle cell (VSMC).
However, little is known concerning the uterine smooth muscle cell (USMC). Taken
into account the importance of adenosine-3’-5-monophosphate (cAMP) and
potassium channels (KC) on cell proliferation; we investigated the relationship of NO,
cyclic nucleotides and KC in the proliferation of vascular and uterine smooth muscle
cells. NO donors (two nitrosothiols, S-nitroso-acetyl-DL-penicillamine, SNAP, S-
nitroso-glutathione, GSNO, and an organic nitrate, 1,2,3-propanotriol trinitrate, GTN)
concentration-dependently inhibited smooth muscle cell proliferation without inducing
cell death. NO donors inhibitory effects seem to be attributable to NO only, since
NAP and GSH (non-nitrosylated parent compounds of nitrosothiols SNAP and
GSNO, respectively) were devoid of any effect. ODQ, a selective inhibitor of sGC,
and KT-5823, an inhibitor of cGMP-dependent protein kinase; PKG, prevented NO
antiproliferative effect on VSMC. 8-Br-cGMP, a membrane-permeant analogue of
cGMP, inhibitory effect was blocked by KT-5823, thus confirming the dependence on
cGMP pathway in mediating NO effects, and that PKG is a key cGMP molecular
target. In contrast, both compounds failed in reversing NO-induced inhibition of
USMC proliferation, suggesting that NO antiproliferative effects on USMC is not
dependent on sGC activation, or increase in intracellular levels of cGMP or PKG
activation. The identical abundance of sGC mRNA in all smooth muscle cell types
and the finding that BAY 41-2272, a NO-independent activator of soluble guanylyl
cyclase, inhibitory effect on USMC proliferation was prevented by ODQ and KT-5823,
demonstrated that sGC/cGMP/PKG transduction pathway is present and functional
and its activation leads to inhibition in uterine smooth muscle proliferation. Selective
inhibitors of adenylyl cyclase (AC; SQ22536) or cAMP-dependent protein kinase
(PKA; KT-5720) prevented NO-induced inhibition of USMC proliferation, as well as
the inhibitory effect of the beta-adrenergic agonist isoproterenol (a classical activator
of adenylyl cyclase). Moreover, dibutiryl-cAMP (a membrane permeant analogue of
cAMP) antiproliferative effect was prevented by KT-5720, showing that NO inhibitory
effect on USMC is mediated by AC activation, rise in the intracellular levels of cAMP
and PKA activation. Part of NO antiproliferative effect in both cell types is mediated
through KC, since tetraethylammonium, a non-selective KC blocker, prevented NO

effects. However, 4-aminopyridine (a selective blocker of voltage-dependent KC) and

iX



Abstract

blockers of calcium-dependent KC (iberiotoxin, charybdotoxin, apamin and
clotrimazol), prevented NO inhibitory effects on smooth muscle, showing that NO rely
on voltage-dependent KC and calcium-dependent KC mobilization to exert its
antiproliferative effect in both cell types. On the other hand, ATP-dependent KC
seems to be relevant in the NO antiproliferative effect only in uterine muscle
sinceglibenclamide (a seletive blocker of ATP-dependent KC) blocked NO
antiproliferative effects on USMC but not on VMSC. The antiproliferative effect of
NS1619, an opener of calcium-dependent KC, confirmed the involvement of these
KC subtypes in mediating the inhibitory effects of NO on VSMC proliferation.
Similarly, cromakalin and diazoxide confirmed the involvement of ATP-dependent KC
in NO-induced antiproliferative effects on USMC. In addition, sub-effective
concentrations of ODQ and TEA synergized in blocking SNAP antiproliferative effects
on VSMC, suggesting that KC may be activated by phosphorylation. Besides, 8-Br-
cGMP antiproliferative effect on VSMC and Db-cAMP on USMC were blocked by
TEA, suggesting that NO phosphorylates KC to inhibit cell proliferation in both cell
types. Our results also suggest that NO released from pools of nitrosothiols activates
sGC and KC in VSMC, thus explaining NO long-lasting antiproliferative effects.
Finally, NO effects on VSMC were mimicked by nifedipine (a blocker of calcium
channel) or reversed by A23187 (a calcium ionophore), suggesting that NO mobilizes
KC, changes calcium signaling and inhibits cell proliferation. Our results show that,
contrary to the paradigma NO/cGMP, NO inhibits USMC proliferation by a cAMP-
dependent pathway, notwithstanding the presence of an intact and functional
sGC/cGMP/PKG pathway in this cell type. NO seems to mobilize different families of
KC to mediate its antiproliferative effect in smooth muscle cell from aorta and uterus.
Thus, NO antiproliferative effect seems to depend on cyclic nucleotides derived from
cyclase activation and cyclic nucleotide-dependent protein kinases, as well as to
potassium channels, either via phosphorylation or nitrosylation on the channel protein

backbone.
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1.1. JUSTIFICATIVA

A célula muscular lisa diferenciada possui proteinas contrateis, receptores
para agentes vasoconstritores, canais idnicos, além de moléculas de transducédo de
sinal, a fim de desempenhar a funcdo contratil em diversos 6rgdos. Contudo, a
contrapartida desta especializacdo € a manutencdo das atividades proliferativa e
sintética em niveis extremamente baixos. Estas atividades, via de regra, aumentam
em condicbes patologicas, sendo que o estudo sobre a proliferacdo da célula
muscular lisa contribui para o entendimento de varias patologias e nédo se limita
apenas aos vasos, embora pouco se conheca no que concerne a proliferacdo do
musculo liso ndo-vascular. Varios grupos de pesquisa mostraram que o 6xido nitrico
inibe a proliferacdo da célula muscular lisa vascular através de um mecanismo de
acdo dependente da producdo de guanosina monofosfato ciclico (cGMP).
Entretanto, estes dados ainda sdo objetos de controvérsias na literatura, permitindo
maior investigacdo acerca dos alvos a jusante do nucleotideo ciclico. Além disso, a
ativacdo de canais ibnicos na proliferacédo de células excitaveis e ndo-excitaveis e a
possivel regulacédo destes canais por mediadores endogenos durante a proliferacao
celular, permite investigar a participacdo de canais de potassio no efeito
antiproliferativo do 6xido nitrico em células musculares lisas de origem vascular e

nao-vascular.

1.2. OXIDO NiTRICO
1.2.1. Biossintese

A insercdo do 6xido nitrico (NO) na farmacologia ha apenas 25 anos atras
com a publicacdo do primeiro trabalho, demonstra que este mediador €
relativamente novo nesta area de estudo. Contudo, a referéncia que 75.000 artigos
cientificos fazem a respeito do NO pode medir a grandeza do seu impacto na
literatura. O NO, conhecido de longa data como um poluente ambiental, € um gas
muito reativo, produzido universalmente por organismos distribuidos em todos os
filos, desde bactérias a seres humanos, e exerce uma grande variedade de funcdes
biolégicas. ApOs a identificacdo das acdes do fator de relaxamento derivado do
endotélio (Furchgott & Zawadzki, 1980) com a liberacdo endoégena do Oxido nitrico
(Palmer et al., 1987; Ignarro et al., 1987; Khan & Furchgott, 1987), Moncada e
colaboradores, em 1989, mostraram a existéncia de uma via bioguimica

extremamente ubiqua para regulagcdo da funcdo e comunicacdo celular. Em
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mamiferos, o NO é sintetizado em varias células por uma familia de enzimas
chamadas de Oxido nitrico sintases (NOS) que inclui a NOS endotelial (eNOS ou
NOS3), a NOS neuronal (nNOS ou NOS1) e a NOS induzida (iNOS ou NOS2). Os
estudos biologicos que clonaram e caracterizaram as isoformas de NOS mostraram
gue cada uma é produto de um unico gene e todas tém alto grau de homologia, em
torno de 60%, com algumas enzimas do complexo citocromo P-450 redutase. A
comparacdo molecular entre as isoformas apresentou uma homologia de
aproximadamente 55% em humanos, e em torno de 90% em diferentes espécies
(para revisao ver Forstermann et al., 1995). Apesar de serem isoformas distintas,
estas enzimas compartilham algumas similaridades, como por exemplo, a reagéo
enzimatica para gerar NO ocorre a partir da reacdo de oxidacdo do aminoacido L-
arginina na presenca de oxigénio molecular (O,) com formacdo simultanea e
estequiométrica de L-citrulina (Esquema 1). Além disso, todas as NOS sdo heme
proteinas com estrutura molecular homodimérica na forma ativa, onde cada
mondmero apresenta um dominio C-terminal redutase com sitios de ligacado para
calmodulina (CAM), mononucleotideo de flavina (FMN), dinucleotideo de flavina e
adenina (FAD) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), e um outro
dominio N-terminal constituido por sitios de ligagdo para (6R)-5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (THB,) e ferro protoporfirina IX (heme) para catalisar a reacgéo.
Por outro lado, a semelhanca estrutural entre as NOS contribui para a baixa
seletividade dos inibidores sintéticos, os quais impedem a atividade da enzima
quando interagem com os sitios de ligacdo da L-arginina, da THB, e da CAM, ou
guando se ligam diretamente ao grupamento heme e as flavoproteinas (para reviséo
ver Alderton et al., 2001).
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Esquema 1: Biossintese do oxido nitrico (NO) a partir da L-arginina, catalizada pela

enzima NO sintase.

Geralmente, a eNOS e a nNOS sao enzimas expressas constitutivamente e a
producdo de NO é regulada por concentracfes micromolar de calcio (0,1 a 1 uM). As
oxido nitrico sintases constitutivas (cNOS) produzem e liberam NO em quantidade
nanomolar por um curto periodo de tempo (de segundos a minutos) em resposta a
interacdo de agonistas, tais como a acetilcolina, bradicinina e histamina, com
receptores acoplados a proteina G na membrana plasmatica ou em resposta a
estimulos fisicos, tal como o estresse de cisalhamento causado por alteracdes
hemodinamicas. Estes estimulos promovem a liberacdo do célcio intracelular via
trifosfato de inositol (IP3) que se associa a CAM para formar o complexo
calcio/CAM, o qual ativa as isoformas constitutivas de NOS (para revisdo ver
Forstermann et al, 1998). A sintese de NO em diferentes tecidos, devido a
localizacdo das isoformas de cNOS, confere uma ampla variedade de funcbes
fisiologicas a esta simples molécula gasosa. Quando sintetizado pela eNOS, o NO
exerce efeitos de protecdo e homeostase vascular, como a regulagcdo do tonus
vascular, da pressao arterial, da agregracao plaquetaria, da adeséo de leucécitos e
da proliferacdo da célula muscular lisa (Moncada et al., 1991; Palmer et al., 1987).

Por sua vez, quando sintetizado pela nNOS, o NO participa da plasticidade
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sinaptica, liberacdo de neurotransmissores, regulacdo de genes, neurorecaptacao e
desenvolvimento neuronal (Dawson & Dawson, 1998).

De outro modo, a expressao da iINOS depende de sintese protéica e ocorre
em resposta ao estresse causado em varios tipos celulares, incluindo os musculos
lisos vascular e uterino, fibroblasto, macréfago, neutréfilo, endotélio, hepatécitos,
neurdnios e astrécitos. Os agentes indutores da expressao da enzima induzida, tais
como citocinas pré-inflamatérias (IL-1 e TNF-a), virus, luz UV e varios mitdgenos,
agem sinergicamente com o interferon-y (INFy) ou com o lipopolissacarideo
bacteriano (LPS). A expressédo da iINOS também pode ser diminuida por citocinas
antiinflamatorias (IL-10, IL-13, IL-4), fatores de crescimento (fator de crescimento
tumoral B) e quimiocinas (MCP-1, proteina 1 quimiotatica para mondcito). A ativagcéo
da isoforma induzida requer concentracbes nanomolar de calcio (100 nM,
concentracdo equivalente ao nivel basal intracelular), classificando-a como
independente de calcio e persiste por mais de 24 horas. A grande quantidade de
NO, na ordem de micromolar, produzida e liberada pela iINOS estd na maioria das
vezes associada a efeitos citotoxicos e acdes que promovem diversas patologias
(para revisao ver Kleinert et al., 2003). No entanto, a expressao e a atividade da
INOS podem ser benéficas em determinadas circunstancias, como por exemplo, nas
células musculares lisas vasculares lesadas apds angioplastia ou na vasculopatia
apos transplante cardiaco, na tentativa de compensar a reducdo da sintese de NO
endotelial e prevenir a restenose (Hecker et al., 1999).

Embora a nomenclatura das isoformas das NOS encontre-se baseada nos
tecidos onde elas foram originalmente purificadas, hoje se sabe que existe uma
dispersédo da localizacdo destas enzimas. Além das células endoteliais, a eNOS
pode também ser encontrada em algumas populacbes neuronais no cérebro,
enquanto a nNOS pode ser encontrada no epitélio dos brénquios e da traquéia e no
musculo esquelético. A enzima induzida também pode estar constitutivamente
presente em alguns tecidos, tais como o epitélio brédnquico, rins e tecidos fetais (para
revisdo ver Moncada et al, 1997). E, mesmo com a identificacdo da nNOS nas
camadas adventicia e medial de vasos sangtiineos (Schwarz et al., 1999), as eNOS
e INOS sao consideradas as enzimas de maior importancia na biologia vascular,

sistema que agrega valor marcante neste trabalho.



Introducao

1.2.2. Vias de sinalizagdo celular e alvos moleculares

Os efeitos do NO nos sistemas biol6gicos sdo amplamente estudados embora
sejam de natureza paradoxal, apresentando beneficios em alguns casos e
acarretando prejuizos em outros, como discutido anteriormente. Neste sentido, as

reacdes guimicas do NO parecem definir qual o seu efeito no sistema biolégico, o

que depende também da sua concentracdo e dos alvos moleculares disponiveis

para interagirem com o NO na célula, como ilustrado no Esquema 2.

ATIVAGAO DE VIAS DE SINALIZAGAO CELULAR EM
FUNGCAO DA CONCENTRACAO DE OXIDO NITRICO

sGC cGMP
PKG PKA

Mitocondria <-< FeS

Canais ibnicos

Esquema 2: Concentracdo do NO e ativacdo de vias de sinalizacdo celular
(Modificado de Mc Andrew et al., 1987).

A combinacdo de um atomo de nitrogénio com um atomo de oxigénio resulta
na formacdo de uma espécie quimica com um elétron desemparelhado (NO)
definida como radical. A remocdo deste elétron do ultimo orbital do NO' forma o
cation nitrosonio (NO™) e a adicdo de um elétron no orbital forma o anion nitrosil (NO).
Estas trés formas redox de NO sdo extremamente reativas, possuem meia-vida
plasmatica bastante curta (< 30 s, Vaughn et al., 1998) e apesar de apresentarem

propriedades quimicas distintas, sao designadas como NO'.

Guanilil ciclase
Entre as reacdes de significado biologico reconhecido para ativar as vias de

sinalizacdo celular em funcdo da concentracdo do NO-, estd a formacdo do
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complexo com metal ligado ao grupamento prostético de proteinas/enzimas,
especialmente a guanilil ciclase soluvel (sGC) representada no Esquema 3. Esta
enzima € designada soluvel ou citosdlica para distingui-la de uma outra forma que
se encontra ligada a membrana plasmatica, por isso chamada de particulada (pGC).
As isoformas de pGC predominantes no musculo liso sdo a GC-A e a GC-B, as
quais sao ativadas por peptideos especificos, da mesma forma que a GC-C também
€ ativada. Aléem da GC-C, outras isoformas da guanilil ciclase ligada a membrana,
GC-D, GC-E, GC-F e GC-G, foram descritas em diversos tipos celulares, embora
seus ligantes ndo tenham sido identificados, designando essas enzimas como

receptores orfaos (para revisdo ver Kuhn 2003).

Oxido nitrico
? v
AC sGC
cAMP cGMP — PKG

l l

PKA PDEs Canais ibnicos

\ 4

Alvos moleculares

|

Efeitos celulares

Esquema 3: Mecanismos de transducdo de sinal do 6xido nitrico (NO). A
guanilil ciclase soluvel (sGC) catalisa a formacédo de guanosina monofosfato ciclico
(cGMP) a partir de GTP. O cGMP interage com canais idnicos (Cl), fosfodiesterases
(PDEs), proteina quinase G (PKG) ou proteina quinase A (PKA) que por sua vez
ativam outros alvos moleculares e resultam nos efeitos celulares do NO. A adenilil
ciclase (AC) forma adenosina monofosfato ciclico (CAMP) a partir de ATP com
subsequente ativacdo da PKA, PDE e modulacdo dos CIl. O NO também pode agir

diretamente com alvos moleculares por meio da reagao de nitrosilacao.
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A guanilil ciclase soluvel é ativada por baixas concentracbes de NO que
equivalem aquelas produzidas pelas NOS constitutivas, tornando-a o alvo
intracelular mais comum para os efeitos fisiolégicos do NO (Wink & Mitchell, 1998).
A expressdo da sGC é encontrada na maioria das células de mamiferos e medeia
varias funcdes fisiologicas importantes, tais como a vasodilatagdo, inibicdo da
agregacdo plaquetaria, neurotransmissdo, imunomodulacdo (Collier & Vallance,
1989) e o relaxamento da célula muscular lisa vascular e ndo-vascular (para revisao
ver Friebe & Koesling, 2003).

A sGC € um heterodimero formado por duas subunidades o e B que se
subdividem em subunidades al, a2, 1 e B2, cada uma codificada por um gene
diferente (Koesling et al., 1991). A distribuicdo tecidual do mRNA das subunidades
al, a2 e Bl da sGC humana é diferenciada, sendo que as subunidades al e 1 sédo
expressas na maioria dos tecidos, enquanto a subunidade a2 é expressa com maior
densidade no cérebro, placenta, baco e utero (Budworth et al., 1999). As evidéncias
de que a expressédo da subunidade 2 origina uma sGC que néo é sensivel ao NO e
gue o gene humano desta subunidade é incompativel com a sua ocorréncia na
expressdo da proteina, questionam o seu papel fisiologico. As isoformas alpl e
a2B1l da enzima apresentam-se como heterodimeros cataliticamente ativos que,
apesar de possuirem pequena homologia na sequéncia entre 0os dois dominios N-
terminais nas subunidades o, ndo diferem na atividade catalitica, no estimulo
causado pelo NO ou na afinidade pelo substrato (Denninger & Marletta, 1999). O
heterodimero a1p1 € amplamente distribuido nos tecidos e representa a isoforma de
sGC predominantemente expressa, enquanto o heterodimero o231 é encontrado
principalmente no cérebro.

Cada subunidade ainda pode ser dividida em trés dominios comuns: o
dominio catalitico C-terminal, a regido central e a regido N-terminal. Os dominios
cataliticos de cada subunidade da enzima possuem alto grau de homologia e sao
muito semelhantes as respectivas regides na guanilil ciclase particulada e na adenilil
ciclase (Wedel et al., 1995; Weitmann et al., 1999). A regido central possui grande
homologia com as enzimas particuladas e esta envolvida na dimerizacdo das
subunidades a e B. As regides N-terminais das subunidades da sGC contém o
dominio de ligacdo-heme, constituido por 5 nitrogénios, que formam uma estrutura

em anel com Fe*" posicionado centralmente. A ligagcdo do NO com o Fe?* forma o



Introducao

complexo ferro-nitrosil e ativa a enzima (Muller et al., 2002) que catalisa a formacao
de cGMP a partir de GTP. Existem pelo menos trés proteinas intracelulares
receptoras para o cGMP. Entre elas, encontram-se as fosfodiesterases reguladas
por cGMP (PDEs, Sonnenburg & Beavo, 1994) e os canais de cations abertos por
cGMP (McDonald & Murad, 1996). Todavia, grande parte dos efeitos do cGMP séo
mediados por uma proteina quinase dependente de cGMP (PKG) que pertence a
uma familia de proteinas quinases serina/treonina (Hofmann 2000). Estudos
moleculares identificaram dois genes distintos que codificaram as isoformas PKGII e
a PKGI. A segunda se subdivide nas enzimas soluveis, PKGloa e PKGIB, as quais
sao expressas no musculo liso, inclusive utero, vasos, intestino e traquéia (Keilbach
et al., 1992). Muitas informacdes disponiveis sobre o papel da PKG originaram de
estudos realizados em musculo liso, provavelmente devido a grande importancia do
mecanismo de sinalizacdo NO/cGMP/PKG na regulacdo de varias funcbes
fisiolégicas do musculo liso vascular e em outros érgéaos.

As primeiras investigacoes referentes ao cGMP foram realizadas com
musculo liso uterino, no entanto, o conhecimento que se obteve a cerca do papel do
cGMP no musculo liso apés duas décadas € maior na vasculatura do que no
miométrio. O relaxamento induzido por NO e peptideos atriais no musculo liso
vascular depende do aumento da concentragao intracelular de cGMP e ativacédo da
PKG. Entao, é razoavel pensar que o NO produzido no plexo nervoso, na decidua,
nas células residentes (macrofago), nas ceélulas musculares lisas vasculares e no
préprio miométrio, ativa a sGC e aumenta a concentracdo de cGMP que, em
seguida, relaxa o utero de modo similar ao efeito do NO na vasculatura. Todavia, a
correlagédo entre o aumento de cGMP e o relaxamento do musculo liso vascular ndo
parece ser o mesmo no musculo uterino. Varios estudos mostraram que o NO
exdgeno inibe contracbes espontaneas de utero humano e de rato, mas a
importancia do NO como um modulador do tdbnus miometrial é discutivel. Outros
trabalhos mostraram que o miométrio € pouco sensivel ao cGMP comparativamente
ao musculo liso vascular. Telfer & colaboradores (2001) mostraram que embora néo
exista diferenca na atividade basal da sGC no miométrio humano gravidico e néo-
gravidico, a atividade da sGC estimulada com doador de NO € menor no musculo
uterino gravidico quando comparado ao nao-gravidico. Além disso, o conteudo de
cGMP é maior no miométrio gravidico de pré-termo do que no miométrio de termo e

de parturiente. Possivelmente, existe uma modulacdo na atividade da sGC para
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explicar o aumento do conteddo de cGMP que parece garantir a quiescéncia uterina
durante a gravidez, e, a diminuicdo que deve ser necesséria para instalacdo do
parto. A relevancia fisiologica deste mecanismo regulatério ainda pode estar
relacionada com alteracdes fenotipicas das células miometriais que facilitam
adaptacdes do mdusculo liso uterino durante a gravidez, tais como, a hipertrofia

celular e o remodelamento da matriz extracelular.

Adenilil ciclase

A semelhanca estrutural e bioquimica entre a enzima guanilil ciclase solavel e
a sua correlacionada, a adenilil ciclase (AC), aliada a importancia dos nucleotideos
ciclicos como segundos mensageiros intracelulares, sugere que estas enzimas
tenham papéis analogos no controle das funcdes celulares como representado no
Esquema 3. Contudo, o nimero de publicacdes pertinentes a cada ciclase nas
Gltimas duas décadas, observado na Figura 1, nos leva a pensar que O
conhecimento do significado fisiolégico do mecanismo de sinalizacdo celular
sGC/cGMP é comparativamente baixo. O interesse na AC foi sempre invariavel,
sendo que os trabalhos sobre a sGC tiveram um aumento significativo somente apos
a descoberta do fator relaxante derivado do endotélio e a sua identificagdo como
NO. Apesar disso, 0 interesse desperto pela sGC ndo aumentou de forma
expressiva 0 numero de trabalhos nos anos posteriores, sendo sempre menor do
que o numero de trabalhos sobre a AC e incomparavel a investigacéo acerca do NO.

A AC catalisa a reacdo de formagcao de cAMP a partir da converséo de ATP
(Klein 2002). Esta enzima € composta por trés componentes: um receptor, uma
subunidade catalitica e proteina G. As proteinas G existem como heterodimeros
formados a partir das subunidades o, B e y, sendo que a subunidade o liga e
hidroliza o GTP, conferindo especificidade na interacdo do efetor com o receptor. A
atividade da AC é modulada por hormdnios e neurotransmissores e mediada pela
proteina G estimulatéria (Gsa) e proteina G inibitéria (Gia), as quais regulam a
concentracéo intracelular de cAMP (Neer 1995). Foram clonadas e caracterizadas
nove isoformas de adenilil ciclases em mamiferos que integram de maneira diferente
ao sinal extracelular recebido através dos receptores acoplados a proteina G, devido
a concentracao e regulacdo das isoformas expressas no tecido ou célula (Tang &
Hurley, 1998). O sistema AC/CAMP é um dos mecanismos bioquimicos que regulam

as funcdes cardiovasculares, tais como o tdnus arterial, reatividade e proliferacéo
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celular. Alteragbes na expressdo da proteina G, na atividade da AC e na
concentragdo intracelular de cAMP foram encontradas no tecido cardiovascular de
ratos com hipertensdo espontanea (Anand-Srivastava 1991) ou induzida
experimentalmente (Anand-Srivastava et al., 1993). Além disso, estudos mostraram
o papel da proteina Gi na proliferacao celular (Mckillop et al., 1999) e um aumento
da sua expressdo em células musculares lisas vasculares proliferativas de ratos
espontaneamente hipertensos. Ainda, o papel antiproliferativo do cAMP no musculo
liso in vitro e a reducdo do desenvolvimento da camada neointima apds lesao
vascular in vivo (Southgate & Newby, 1990; Indolf et al, 2000) também s&o
conhecidos. Embora sejam poucos os estudos sobre a modulagéo direta do NO na
atividade da AC, pois sdo restritos a analise de preparacdes de membranas
plasmaticas e ndo em células intactas, os protocolos experimentais descritos na
literatura sugerem a S-nitrosilacdo de residuos de cisteina como base para a
inibicdo da atividade da enzima induzida pelo NO (Hill et al., 2000; Goldstein et al.,
2002). Desta forma, o mecanismo de sinalizacao proteina G/AC/cCAMP modulado por
NO com a finalidade de regular a presséo arterial (Bassil & Anand-Srivastava, 2006)

pode ser um mecanismo potencial para outros efeitos fisiolégicos do NO.
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Figura 1. Publicacdes (1980-2005) pertinentes a guanilil ciclase solavel (branco),
adenilil Ciclase (cinza) e oxido nitrico (preto) (Modificado de Hobbs 1997). Fonte:
Medline.
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Tiois

A reacdo do NO com grupamentos sulfidrila (-SH) presentes em residuos de
cisteina da cadeia polipeptidica de proteinas forma compostos S-nitrosotiois
(RSNO), verdadeiros reservatérios bioativos de NO, que resultam em estoques
endoégenos de NO plasmatico (Stamler 1994) ou tecidual (Gaston et al.,, 1993). Os
RSNO possibilitam a transferéncia de NO do préprio composto formado para tidis
vicinais da mesma estrutura molecular ou para tiois livres como, por exemplo, a
glutationa reduzida (GSH), causando modificacdo pds-translacional que modula a
funcdo de varias proteinas (Hess et al., 2005).

Os canais de potassio dependentes de calcio (Kca) e sensiveis a
caribdotoxina na musculatura lisa vascular, além de serem exemplos de proteinas
cuja funcdo pode ser modificada por nitrosilacdo (Bolotina et al, 1994), estdo
envolvidos na proliferacdo celular (Wonderlin & Strobl, 1996) que € o foco deste
estudo. A reacédo direta do NO com grupamentos tiois de proteinas ou canais i6nicos
despertou grande interesse de investigacdo, principalmente porque a base
bioquimica desta interacdo pode levar ao conhecimento de alternativas sobre a
sinalizagdo do NO. Além do mais, a estabilidade e meia-vida (acima de 40 minutos
ou dias, Gaston 1999) dos compostos S-nitrosotidis qualificam-nos como
transportadores de NO circulante por longas distancias até atingir alvos moleculares

e produzir efeitos relevantes em sistemas bioldgicos (Stamler et al., 1992).

Espécies reativas

Altas concentracfes de NO produzidas em tecidos onde a enzima NOS é
induzida reagem com espécies reativas, tais como oxigénio molecular (O,) e 0 anion
superéxido (Oy”), resultando nos efeitos indiretos do NO (para revisdo ver Wink &
Mitchell, 1998). O NO reage com o O, formando o diéxido de nitrogénio (NO,) que
por sua vez pode dimerizar e formar o N,O4 ou reagir com outra molécula de NO e
formar a espécie nitrosante N,O3z. Ambas hidrolisam rapidamente a nitrito (NO;) e a
primeira também produz quantidade equimolar de nitrato (NO3). O NO gera o anion
peroxinitrito (ONOQO") na presenca de altas concentragcdes de O,  que pode ser
decomposto a nitrato ou formar o NO; e radical hidroxil (OH’). A formac¢édo de ONOO
em condicOes fisioloégicas é baixa, devido a remocdo do O, através da enzima
superoxido dismutase. Contudo, leucdcitos e outros tipos celulares podem produzir

grande quantidade de O, em processos inflamatérios, por exemplo. O ONOO™ é um
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potente agente oxidante de biomoléculas, indutor de peroxidagdo lipidica,
hidroxilacdo e oxidacdo de proteinas (Stamler et al, 1992). O radical OH' reage e
modifica qualquer estrutura celular que esteja préoxima, alterando a atividade
enzimatica, a membrana ou acidos nucléicos. Desta forma, os efeitos do NO e suas
consequéncias patofisiologicas podem ser indiretamente mediados, potencializados
ou inibidos por meio da disponibilidade de espécies de oxigénio. Na aterogénese,
por exemplo, a perda de funcdo do endotélio causa a diminuicdo do NO produzido
atravées da eNOS, mas a inducdo da iINOS na camada muscular gera grande
guantidade de NO que reage com o superéxido formado pelo infiltrado celular e
forma o0 ONOO'. A reacdo do NO, um produto da reacdo do NO com O, ou um
derivado do ONOO, reage com residuos de tirosina presentes em proteinas
formando a 3-nitro-L-tirosina, um produto relevante em condicdes patoldgicas (Radi
2004).

A reversibilidade das reac0bes, incluindo a liberagdo do NO dos complexos
NO/grupamento prostético heme de proteina (Koesling et al., 2004), desnitrosilacéo
dos grupamentos RSNO (Hess et al., 2005) e a desnitracdo de residuos de 3-nitro-L-
tirosina em proteinas (Koeck et al, 2004), confere o significado fisiolégico destes
processos representados no Esquema 4.

Os trabalhos que mostraram o efeito do NO na proliferacdo celular nos
altimos anos e a descoberta de novos alvos para as acdes do NO realcam a

complexidade do mecanismo de acao deste biomodulador pleiotroprico.
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Esquema 4: Oxido nitrico, alvos celulares e metabdlitos (Modificado de Villalobo
2006).

1.3. PROLIFERACAO CELULAR

A magnitude da proliferacdo de espécies unicelulares tais como fungos,
leveduras e bactérias, restringe-se a disponibilidade de nutrientes e, eventualmente,
ao acasalamento sexual. Nestas espécies cada divisdo gera um novo individuo,
favorecendo-o naturalmente, de acordo com a sua velocidade de crescimento e
divisdo, sobrevivendo o melhor. Além de nutrientes, as espécies multicelulares como
sdo mais complexas dependem da estimulacao celular adequada por meio de uma
série de fatores mitogénicos que se ligam a receptores ha membrana plasmatica,
desencadeando cascatas de sinais intracelulares que sdo integrados no nucleo e
resultam na expresséo de proteinas necessarias a diviséo e proliferacao celular.

Para ocorrer divisdo é imprescindivel que a célula atravesse um ciclo que é
composto de quatro fases distintas, G;, S, G, e M, as quais sdo governadas por
complexos proteicos formados por ciclinas e proteinas quinases dependentes de
ciclinas (CdK, cyclin dependent kinase) que exercem o0 seu controle pela ativacéo e
desativacdo destas quinases em pontos estratégicos do ciclo celular, culminando
com a duplicacdo do DNA e segregacdo dos cromossomos (Murray 1992) como
mostrado no Esquema 5. As interrupcdes nestes pontos estratégicos sdo chamadas

de pontos de checagem e permitem que sinais provenientes do meio ambiente
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regulem o ciclo celular e impecam que a célula acione a préxima fase sem que a
anterior tenha terminado. Assim, fatores mitogénicos também sdo capazes de agir
em determinados pontos de checagem e anular controles negativos que restringem
o crescimento e bloqueiam a transicéo do ciclo celular como, por exemplo, fosforilar
residuos de serina e treonina da proteina retinoblastoma (Rb). A proteina Rb é
abundante no nucleo de células de mamiferos e quando é desfosforilada (ativa)
durante a fase G, interage com proteinas que regulam a transcricdo de genes que
favorecem a transicao do ciclo celular para fase S, mantendo-as isoladas e fora de
acdo, ou ainda restringe a saida da célula da fase Gy (repouso) quando o ambiente
se torna desfavoravel a proliferacdo. Dessa forma, € compreensivel que uma
levedura bem nutrida prolifera continuamente, a menos que receba um sinal
negativo para entrar em repouso, enquanto uma célula animal encontra-se em
repouso, a menos que receba um sinal positivo para proliferar (Alberts et al., 1997).

A proliferacdo celular é importante no desenvolvimento embrionario, porém
no organismo adulto é necessaria no crescimento e substituicAo de células
danificadas, de células funcionalmente deficientes ou perdidas durante a apoptose
(morte programada). No adulto algumas células normalmente ndo se dividem, como
por exemplo, os neurbnios e 0 musculo esquelético, enquanto outras se dividem
mais de uma vez ao dia, como as células epiteliais do intestino para renovar
continuamente o epitélio intestinal. Contudo, a maioria das células maduras situa-se
entre estes dois extremos, exibindo uma plasticidade que as permite dividir quando
necessario, mas nao o fazem freqientemente.

A diferenca da capacidade proliferativa entre as células
maduras/diferenciadas, as células de origem embrionaria e as células de linhagem
em cultura, demonstra que da mesma forma que os fatores ambientais externos, as
caracteristicas internas de cada tipo celular também influenciam na proliferagéo. Por
isso, quando uma populagdo celular envelhece, sofre transi¢cdes aleatorias para
reduzir a capacidade de divisdo e a maioria das células normais de mamiferos
resiste em proliferar para sempre, mesmo quando bem nutrida /n vitro. Este
fendbmeno é chamado de senescéncia celular e relacionar-se com a idade do
organismo como um todo, acreditando-se que ocorra pela redugdo progressiva do
namero de seqiéncias repetitivas nas extremidades dos cromossomos (telébmeros)
nas células somaticas (em contraste com as células embrionarias) deficientes em

telomerase (enzima que sintetiza os teldmeros) (Alberts et al., 1997).
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Esquema 5: Controle do ciclo celular. Os complexos constituidos por ciclinas
(proteinas sintetizadas e degradadas em cada ciclo celular que controlam a
capacidade de fosforilacdo das quinases) e proteinas quinases dependentes de

ciclinas (Cdk, fosforilam proteina alvos) coordenam o ciclo celular.

1.4. CELULA MUSCULAR LISA

A célula muscular lisa (CML) varia entre diferentes fenétipos de acordo com
0s sinais locais no ambiente onde ela esta inserida, representados pelas setas em
duplo sentido que se encontram entre os dois extremos no Esquema 6, e executa
multiplas funcbes nestas condi¢bes, sendo que a contracdo € a principal funcao da
CML diferenciada/madura no individuo adulto. As células musculares lisas sao
mononucleadas, fusiformes e apresentam um citoplasma repleto de feixes de
filamentos de actina e miosina, com uma das extremidades ancorada em sitios da
membrana plasmatica e a outra extremidade ligada a feixes né&o-contrateis de
filamentos intermediarios, através de corpusculos densos de citoplasma. Os feixes
contrateis de actina e miosina estédo orientados de forma obliqua em relacdo ao eixo
mais longo da célula e a sua contracdo reduz o comprimento da célula. As células
musculares lisas formam as porc¢fes contrateis do estbmago, do intestino, do Utero,
das paredes das artérias e de outras estruturas, onde a contracao lenta e sustentada

€ necessaria (Guyton 2002).
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Esquema 6: Fatores extrinsecos que controlam a diferenciagdo/maturacao da célula
muscular lisa vascular (modificado de Owens 1995).

Por outro lado, todos os musculos do corpo podem se adequar a outras
funcbes que Ihes competem desempenhar, remodelando-se fisiologicamente por
meio de alteracbes que ocorrem no diametro, comprimento, forca e suprimento
vascular. A massa total de um musculo pode aumentar por meio de dois processos:
i) o primeiro € denominado de hipertrofia muscular onde o aumento no niamero de
moléculas de actina e de miosina em cada fibra muscular resulta no aumento do
tamanho das fibras individualmente, ii) o segundo é denominado de hiperplasia das
fibras onde o numero real de fibras musculares aumenta por meio da divisdo linear
das fibras previamente aumentadas.

A diversidade fenotipica da CML sugere que a composicao celular e funcional
é distinta em diferentes érgdos e mesmo que a contracdo seja a principal funcao
desta célula no fendétipo diferenciado, a sua capacidade plastica em resposta a
estimulos mitogénicos pode ser traduzida como vantagem a sobrevivéncia do
organismo. Por exemplo, quando uma artéria é lesada algumas células musculares
lisas contrateis sdo moduladas para o fendtipo sintético e/ou proliferativo em
resposta ao fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), na intengdo de
reparar o dano vascular. De outro modo, a célula muscular lisa vascular (CMLV)
também pode adaptar-se a um fendtipo caracterizado por aumento da proliferacéo

celular, migragdo e sintese de matriz extracelular, contribuindo para o
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desenvolvimento de patologias como, por exemplo, da aterosclerose (Ross 2003).

Para desempenhar a funcéo contratil e em contrapartida manter a proliferacédo
e a atividade sintética em niveis extremamente baixos, a CML possui um conjunto
de proteinas contrateis, receptores para agentes vasoconstrictores, canais idnicos e
moléculas de transducgéo de sinal (para revisdo ver Owens 1995). O NO encontra-se
entre os mediadores locais liberados no ambiente onde a CML esta inserida, sendo
considerado um importante regulador fisiolégico do relaxamento do musculo liso
vascular e ndo-vascular. No caso do musculo liso vascular, o relaxamento induzido
por NO ocorre por mecanismos dependentes e independentes de cGMP que
respectivamente fosforilam (Archer et al., 1994) e nitrosilam (Bolotina et al., 1994)
proteinas fisiologicamente relevantes na regulacédo da atividade contratil do musculo
liso, como por exemplo, os canais Kca. Os canais de potassio (K*) exercem um papel
importante na vasculatura por mediarem a hiperpolarizacdo das células através da
aberutra dos canais K¢, e reducéo da concentracdo de célcio intracelular que levam
ao relaxamento e vasodilatacao (Nelson & Quayle, 1995).

E importante ressaltar que embora todos os componentes da via de
sinalizacdo mediada por NO/cGMP estejam presentes no miométrio, tecido visceral
estudado neste trabalho, o relaxamento ocorre somente apos inducdo de altas
concentracbes de cGMP, quando comparado ao musculo liso vascular, quer seja por
agentes que aumentam as concentracdes do nucleotideo ciclico ou por seus
analogos permeantes a membrana celular. S&o circunstanciais as evidéncias que
demonstram o papel do NO na regulagdo do tdbnus muscular, ou na inibicdo da
proliferacdo da CML vascular (CMLV). Por isso o estudo do mecanismo de
transducdo de sinal NO/cGMP/PKG no controle do fendtipo e da proliferacdo da
CMLYV tornou-se foco de atencao nos ultimos dez anos (para revisédo ver Lincoln et
al., 2001).

Recentemente, Browner e colaboradores, 2004, sugeriram que existe um
mecanismo de expressdo coordenada das enzimas sGC e PKG no musculo liso
vascular em que a ativacéo prolongada de uma enzima diminui a expressao da outra
e que este evento deve integrar um mecanismo adaptativo, o qual permite o
crescimento e a sobrevivéncia da CMLV in vitro. Outros estudos demonstraram que
a expressao da PKG diminui no musculo liso apés dano vascular produzido por
cateterismo in vivo (Anderson et al., 2000; Sinnaeve et al., 2002). Assim, foi proposto

um papel regulatério para 0 mecanismo de sinalizagdo NO/cGMP/PKG no controle
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do fenétipo da CMLV.

O estudo sobre a proliferagdo celular em mamiferos é normalmente
realizado em cultura celular, pelo facil acesso a observacdo detalhada,
diferentemente do estudo em animal intacto. Porém, existem algumas desvantagens
no primeiro método: i) a senescéncia celular limita o niumero de expansdes das
células originadas de tecidos normais de mamiferos; ii) algumas células podem
escapar da senescéncia e se dividir continuamente de modo similar ao de uma
linhagem celular; iii) existe um alto risco de contaminacao celular, ja que os tecidos
consistem de uma mistura de tipos celulares que precisam ser removidos. No caso
do tecido visceral (ducto deferente, ureter e utero), a ampla distribuicdo dos
fibroblastos aumenta o risco de contaminacao celular nas culturas de CML. Por outro
lado, nos vasos sanguineos a camada média € constituida exclusivamente de
células musculares lisas (Pease & Paule, 1960), garantindo uma cultura pura com a
simples remogdo das camadas adventicia e intima. Entretanto, o risco de
contaminacgao celular persiste devido a remoc¢ao incompleta dos tecidos adjacentes
a camada constituida apenas de CML, especialmente em animais muito jovens. Este
problema pode ser amenizado com a marcagdo de proteinas que caracterizam o
aparato contratil do muasculo liso através do método de imunocitoquimica, o qual
identifica estas células em cultura e diferencia o fenétipo (Worth et al., 2001).

A cultura de muasculo liso € uma ferramenta utilizada para estudar o
crescimento celular, geralmente acompanhado da perda do fenétipo contratil e do
desenvolvimento de caracteristicas celulares menos diferenciadas, resultando em
populacdes de ceélulas musculares morfologicamente diferentes (Chamley-Campbell
et al, 1979) que apresentam alteracdo da resposta eletrofisiologica. As células
vasculares apos um curto periodo em cultura ainda sdo alongadas e diferem na
resposta do potencial de membrana a agonistas quando comparadas as células
epitelibides apds varias subculturas (Neylon et al, 1994). Uma das possiveis
explicacbes para este fato € que a plasticidade celular do musculo liso esta
associada a mudanca na expressdo de canais idnicos em células mantidas em
cultura para que estes canais redirecionem a atividade bioquimica a fim de definir a

nova identidade funcional fisiologica destas células (Neylon et al, 1999).
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1.5. CANAIS DE POTASSIO

Os canais de K* fazem parte de uma diversificada familia de canais idnicos de
membrana que exerce varias funcdes fisiologicas, tais como a regulacdo da
frequéncia cardiaca, contracdo muscular, liberagdo de neurotransmissores,
excitabilidade neuronal, secre¢cdo de insulina, transporte de eletrolitos, regulagéo do
volume celular e proliferacdo celular (para uma revisédo ver Miller 2000). A andlise da
forma e funcdo dos canais de K" é importante para o entendimento da fisiologia de
células excitaveis, principalmente aquelas que fazem parte dos sistemas nervoso,
cardiovascular e muscular esquelético. Por outro lado, os canais de K* exercem um
papel fundamental na regulacéo da excitabilidade da membrana, sendo esperado
gue anormalidades nesses canais ocasionem doencas genéticas e adquiridas que
envolvam alteracdo da funcdo de neurénios, masculo liso e células cardiacas. Entéo,
o entendimento da funcdo e da modulacdo dos canais de K* permite uma melhor
avaliacdo do seu papel em desordens neurodegenerativas e de musculo liso (Shieh
et al., 2000), bem como na fisiologia de células excitaveis.

O mdsculo liso € uma célula que estd constantemente exposta a fatores
vasoativos como, por exemplo, o éxido nitrico, que podem alterar a atividade do
canal de K" e influenciar o potencial elétrico da membrana plasmatica mantido por
estes canais. Assim, a modulacdo dos canais de K* reguladores do tdnus muscular
deve ser importante no tratamento de desordens como a hipertensdo, angina,
hipertensdo pulmonar, asma, incontinéncia urinaria e parto prematuro.

A atividade dos canais de K" pode ser regulada de forma intrinseca, quando
mudancas na atividade dependentes de tempo sdo causadas por mudancas
conformacionais na molécula do canal, ou extrinseca, quando a regulacdo da
atividade é causada por meio da ligacdo de substancias regulatérias ou modificacédo
covalente da proteina do canal. Contudo, estes dois modos de regulacdo podem se
sobrepor quando, por exemplo, a ligacdo de um fator extrinseco (fosforilagdo do
canal) pode modificar mecanismos regulatorios intrinsecos. Alguns canais de K* s&o
constitutivamente ativos, mas a maioria deles é transitoriamente ativada em resposta
a mudangas na voltagem da membrana celular ou nas concentragdes intracelulares
de ligantes, tais como calcio, ATP e subunidades a ou By da proteina G, ou ambos.
Os ligantes intracelulares sdo gerados através da ativagdo de receptores
pertencentes a superfamilia dos receptores com sete dominios transmembranares,

tais como receptores muscarinicos, opidides, glutamatérgicos metabotrépicos, e
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adrenérgicos. A ativacdo destes receptores leva ao aumento da concentracao
intracelular de calcio e consequente ativacao de proteinas quinases dependentes de
calcio que por sua vez fosforilam seus substratos. Aléem disso, as subunidades das
proteinas G podem ativar diretamente alguns subtipos de canais de K* ou iniciar
uma cascata de sinalizacdo celular que resulta na ativagdo de proteina quinase
dependente de cAMP e fosforilagdo dos canais de K*, além de modular a sua
atividade. Apesar de diferentes mecanismos estarem envolvidos na modulacdo dos
canais de K por segundos mensageiros, os eventos de fosforilagcdo/defosforilagéo
sao os mais usuais (Catterall et al., 1991).

O compéndio IUPHAR (Uniéo Internacional de Farmacologia) dos canais ibnicos
abertos por voltagem de 2005 faz referéncia a 75 genes diferentes de canais de K e
somente 9 ou 10 diferentes genes de canais de célcio ou sodio. Os subtipos de
canais de K* podem ser encontrados em diferentes sistemas bioldgicos, inclusive em
uma unica célula (para uma revisédo ver Latorre & Miller, 1983) e as suas variagbes
funcionais sédo importantes na fisiologia da proliferacdo de células normais e
tumorais, porém nem todos os subtipos contribuem neste processo. O aumento da
concentracdo intracelular de calcio através dos canais de calcio esta envolvido na
resposta mitogénica de algumas células e a atividade dos canais de K" parece
modular esta resposta através da reducao intracelular de calcio, mediada por canais
de calcio operados por voltagem. Contudo, mesmo que a despolarizacao resultante
do bloqueio do canal de K' possa inibir a proliferacdo celular através da
subseqiente reducéo do influxo de célcio, o bloqueio e abertura dos canais de K*
por determinados compostos apenas indicam que a modulacédo na atividade destes
canais resulte em efeitos variaveis de acordo com o tipo celular. Em razdo disso,
alguns trabalhos mostram que o blogqueio destes canais inibe a proliferacdo de
células de melanoma (Lepple-Wienhues et al., 1996), células leucémicas (Smith et
al, 2002), carcinoma de collon (Abdul & Hoosein, 2002) e cancer de mama
(Woodfork et al.,, 1995), enquanto outros indicam que o aumento da sua atividade
diminuiu a proliferacéo de células tumorais (Lee et al., 1994).

A participacdo dos canais de K* na regulacédo da proliferacdo celular deve ser
diferente daquela onde o canal est4 envolvido na sinalizacdo elétrica de células
excitaveis, cuja modulacdo é transitéria e realizada principalmente por receptores
acoplados a proteinas G. A proliferacio é um evento celular complexo e

temporalmente prolongado que conta com a capacidade de regulagcéo dos canais de
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K" na amplitude e duragéo do sinal de célcio, pois somente o aumento sustentado
de calcio induz a expressdo de genes promotores da divisdo e proliferagdo celular.
Por isso, o entendimento da regulacio da expresséo e atividade dos canais de K*
por longo periodo é tdo importante quanto identificar os moduladores da abertura
transitéria do canal. A superfamilia dos receptores tirosina quinases desencadeia
uma cascata de transducgéo de sinal que parece regular os canais de K* por longos
periodos e influenciar a proliferacdo de células excitaveis e nao-excitaveis. Os
fatores de crescimento interagem com os receptores tirosina quinases e modulam as
propriedades dos canais de K* através do aumento da concentragdo intracelular de
calcio e fosforilagdo protéica. No primeiro, o acoplamento do receptor do fator de
crescimento ao mecanismo de sinalizacao do fosfoinositidio resulta na formacéo de
IP3;, desencadeando a liberacdo de calcio a partir de vesiculas de estoques
intracelulares que por sua vez estimula os canais de K™ sensiveis a alteracdo da
concentracgdo intracelular de calcio. No segundo, as mudancas nas propriedades dos
canais de K* induzidas por fatores de crescimento sdo mediadas por moléculas de
sinalizacao intracelulares tais como a p21Ras, Src e outras tirosina quinases, as
quais fosforilam diretamente os canais de K' e resultam em sinais de célcio que
regulam o crescimento celular, distintos daqueles que promovem outras fungdes
celulares como, por exemplo, a contracdo muscular.

Depois do primeiro trabalho de DeCoursey et al., (1984) em linfécitos, outras
evidéncias surgiram e mostraram que os canais de K* tém um papel decisivo no
controle do ciclo celular (Wonderlin & Strobl, 1996) e na proliferacdo de varios tipos
celulares (Strobl et al., 1995; Lepple-Wienhues et al., 1996; Pappas & Ritchie, 1998;
Rane 1998), inclusive do musculo liso vascular (Neylon, 2002). Um cenéario diverso
de canais de K" desempenha uma ampla variedade de efeitos. Alguns canais de K",
como por exemplo, os canais dependentes de voltagem (K,), aumentam a atividade
com a despolarizagdo e participam ativamente da fase de repolarizacdo da
membrana celular. Existem dois subgrupos destes canais, os de baixa condutancia
(condutancia média de 7 pS) e os de média condutancia (condutancia média de 70
pS), cuja a inibicdo é mediada por Ca?* ou Mg?* intracelulares. Foram identificados
canais K, na musculatura lisa de artérias coronaria, cerebral, renal, mesentéria e
pulmonar. Compostos seletivos como a 4-aminopiridina (Glover 1982) e néao-
seletivos como o TEA (Stanfield 1983) ou Ba** bloqueiam a atividade dos K,. Além

disso, 0 NO modula a atividade dos canais K, por meio de mecanismos dependentes
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e/ou independentes de cGMP, causando a hiperpolarizagdo da membrana celular e
0 vasorelaxamento (para uma revisao ver Brayden 1996).

Outros canais de K* sdo ativados por elevacido da concentragio intracelular de
célcio (canais de K' dependentes de Ca®" Vergara et al, 1998). Estes canais
impedem o influxo excessivo de célcio e estdo envolvidos no relaxamento do
musculo liso e liberacdo de neurotransmissor. Os canais K¢, dividem-se em trés
classes distintas de acordo com sua condutancia ao potassio, sendo que a primeira
refere-se aos canais de alta condutancia (BKc,, condutancia média de 250 pS)
distribuidos em diferentes tecidos que podem ser ativados por proteinas quinases
dependentes de cAMP ou cGMP e/ou diretamente pela proteina G (para uma
revisdo ver Brayden 1996) e bloqueados por toxinas animais (Miller et al., 1985;
Candia et al, 1992). A segunda classe é constituida por canais de condutancia
intermediaria (IKca, condutancia média 60 pS) que sdo encontrados em células
normais e derivadas de tumores (Rane 2000). Estes sédo bloqueados pelo TRAM-34
(Wulff et al., 2000), pela caribdotoxina (Ishii et al., 1997) e por bloqueadores né&o-
seletivos como, por exemplo, o clotrimazol (Brugnara et al, 1995). A terceira é
formada por canais de baixa condutancia (SKc,, condutancia média da ordem de 15
pS) que também tém ampla distribuicdo nos tecidos e podem ser inibidos de forma
nao-seletiva pela tubocurarina, além daqueles que sédo sensiveis a apamina (Blatz &
Magleby 1986).

Uma outra classe de canais de K* , os retificadores de influxo (inward rectifier,
Kir), participa ativamente durante a diminuicdo e o aumento do potencial de
membrana celular da musculatura lisa arterial, produzindo influxo e efluxo de ions
K*, respectivamente. A abertura de alguns canais Kgr € regulada através da
concentracgéo intracelular de ATP, canais de K™ ATP-dependentes (Katp), fornecendo
um elo de ligagdo entre o metabolismo celular e o potencial de membrana. A
concentracgéao intracelular de ATP, geralmente tamponada no citoplasma, remanesce
na ordem de milimolar e decai substancialmente quando a célula passa por
condicbes de comprometimento metabolico severo. Por isso, acredita-se que além
do ATP, outros fatores intracelulares metabdlicos também modulam a atividade dos
Katp, tais como nucleosideos difosfatos e pH, sendo que a fosforilacdo € importante
para manutencdo do estado operante destes canais. Ativadores e inibidores
seletivos dos canais Karp, 0S quais incluem o diazoxido e sulfaniluréias (Trube et al.,

1986; Standen 1989), respectivamente, permitem a modulacdo farmacoldgica da
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atividade destes canais. O NO destaca-se entre o0s fatores vasoativos que
influenciam o potencial de membrana e alteram a atividade do canal de K,
exercendo suas acfes através da proteina quinase dependente de cGMP (Archer et
al, 1994) ou da S-nitrosilacdo (Bolotina et al, 1994), mecanismos estes que

recentemente emergiram o NO como importante regulador deste tipo de canal.

1.6. OXIDO NITRICO E PROLIFERAGAO DA CELULA MUSCULAR LISA

O NO foi utilizado em varios trabalhos na forma de doadores com diferentes
estruturas quimicas e mecanismos de acdo e mostrou acdo antiproliferativa em
vérias células derivadas de tecidos normais e tumorais sem causar citotoxicidade. A
diversidade celular susceptivel ao efeito inibitério do NO exdgeno sugere que este
modulador também estenda o seu efeito antiproliferativo in vivo. Desta forma, a
proliferacdo pode sofrer regulacdo inibitéria autdcrina ou paracrina pelo NO
endogenamente produzido no meio celular. A primeira, através da disponibilidade da
L-arginina, o substrato da NOS (Albina & Henry, 1991), e a segunda, devido a
expressado da isoforma induzida da NOS mediada através da interacdo de citocinas,
como por exemplo, o INF-y e o fator de necrose tumoral-a. (TNF-a), ou LPS
bacteriano, com seus receptores na superficie celular (Stein et al., 1995, Kenagy &
Clowes, 2000, Kawada et al., 1998).

Em 1989, Garg & Hassid demonstraram que o Oxido nitrico gerado por
vasodilatadores inibiu de forma concentracdo-dependente a proliferacdo de células
musculares lisas de aorta de rato em cultura, quantificadas pelo método de
incorporacao de timidina tritiada. A relevancia deste efeito citostéatico in vitro poderia
ser questionada porque as concentracdes efetivas de doadores de NO, na ordem de
10 a 1000 uM, necessérias para inibir a proliferacdo de células musculares lisas em
cultura (Garg & Hassid, 1989; Sarkar et al., 1997; Costa & Assreuy, 2005) foram
maiores do que aquelas utilizadas para induzir o relaxamento do musculo liso, além
de causar apoptose em varios tipos celulares (Messmer et al.,, 1994). Contudo, a
reversibilidade da inibicdo da proliferagcdo por meio da remoc¢éo de doadores de NO
associada a sintese protéica e respiracdo mitocondrial inalteradas comprovam que o
efeito inibitério do NO na proliferacdo das células musculares lisas ndo decorre da
citotoxicidade (Sarkar et al., 1997). Além disso, a diferenca na sensibilidade celular

aos doadores de NO deve ser considerada no estudo sobre o efeito inibitério do NO
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em preparagcbes de musculo liso, devido a refratariedade relacionada ao fenétipo
celular. Células musculares lisas no estado contratil parecem ndo responder ao
efeito inibitério do NO diferentemente das células que se encontram no estado
sintético e/ou proliferativo.

O significado fisioldgico da inibicdo da proliferagdo induzida por NO exdgeno
pode ser reforgado por publicagbes posteriores ao trabalho de Garg & Hassid (1989)
que demonstraram a expressao da iINOS em células musculares lisas e deteccdo
sistémica do NO apos dano arterial (Hansson et al, 1994), além da reducdo da
proliferacdo do musculo liso e da hiperplasia da camada intima através do método
de transferéncia génica da enzima no local do dano vascular (Shears e/ al., 2000). O
uso da iNOS na terapia génica é uma alternativa interessante para o0 aumento da
producédo local de NO de forma sustentada, tendo em vista a hipotensdo causada
pela administracao sistémica de doadores de NO, além do sucesso da utilizagédo das
trés isoformas. Entretanto, INOS tem algumas vantagens em relacdo a eNOS e
NNOS pois a primeira produz grande quantidade de NO de maneira sustentada e
independente de calcio e as demais exigem modificacdo poés-translacional para
ativacdo. A farta producao de NO pela NOS induzida proporciona menor utilizagcao
de adenovirus comparado as enzimas constitutivas, beneficiando a resposta
imunologica do hospedeiro e possibilitando um maior periodo de transfeccdo do
gene.

Muitos grupos de pesquisa investigam 0s mecanismos intracelulares
mediadores da inibicdo da proliferagcdo do musculo liso induzida por NO que séo
demonstrados em varios aspectos da progressdo do ciclo celular. Sarkar e
colaboradores (1997) sugeriram um mecanismo dual para o efeito do NO no ciclo
celular em células musculares lisas vasculares de aorta de rato. As células tratadas
com doadores de NO separadamente, S-nitroso-D,L-penicilamina (SNAP) e S-
nitrosoglutationa (GSNO), apresentaram uma reducéo de 50% nas fases de sintese
e G,/M do ciclo celular que correspondeu ao aumento na fase Go/G; e foi mediada
por cGMP. Contudo, a adicdo dos dois doadores de NO juntos inibiu a replicacao
celular na fase de sintese de forma independente de cGMP, mas consistente com a
ligacdo do direta do NO a enzima ribonucleotideo redutase. A S-Nitrosilacdo de
diversas proteinas chaves relevantes para a proliferacédo celular parece ser um dos
mecanismos que medeiam os efeitos NO independente de cGMP, como por

exemplo da ornitina descarboxilase e da arginase (Blachier et al., 1996; Buga et al.,
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1998). Os estudos com o analogo de cGMP permeavel a membrana celular refere
que o NO inibe a proliferagdo da CMLV por ativar a proteina quinase G (Costa &
Assreuy, 2005). No entanto, 0 aumento de cGMP induzido por NO em musculo liso
vascular também pode ativar a proteina quinase dependente de cAMP (Cornwell et
al., 1994), um potente inibidor da proliferacdo da CMLV. O efeito do NO interfere na
sinalizacdo molecular que controla a progressao no ciclo celular através do aumento
da expresséao e da atividade da proteina p21, um inibidor da cdk2. A proteina p21 se
liga ao complexo cdk2/ciclina A inativando-o0 e prevenindo a hiperfosforilacao da
proteina Retinoblastoma, um evento celular importante na transicdo para fase S
(Ishida et al., 1997). A proliferagdo da CML depende de estimulagcdo adequada por
fatores mitogénicos que se ligam aos seus receptores na membrana celular e
desencadeiam uma série de eventos intracelulares que resultam na expresséo de
proteinas necessarias para proliferagdo. Fatores de crescimento tais como o PDGF
e 0 bFGF (fator basico de crescimento de fibroblasto) induzem a fosforizacdo de
receptores tirosina quinases e mecanismos efetores acoplados, os quais incluem a
fosfolipase C, Ras e Raf-1, e proteinas tirosina quinases soluveis c-src, c-yes e c-
fyn. A fosfolipase C gera célcio e DAG que ativam a PKC. Ras e Raf-1 ativa a
cascata proteina quinase ativada por mitdbgeno (MAPK) que resulta na transcrigéo e
ativacdo de genes c-fos e c-jun, enquanto as tirosina quinases soluveis induzem a
transcricdo nuclear de c-myc. Assim, o sucesso da proliferacdo regulada por NO
depende do seu efeito na transdugcdo de sinal neste contexto (para revisdo ver
Jeremy et al., 1999).

A maior parte dos estudos realizados sobre o efeito do NO na inibicdo da
proliferacdo de CML e na hiperplasia foi descrita em musculo liso vascular, como
pode ser visto na linha temporal representada no Esquema 7. Talvez a exposicédo da
camada endotelial a fatores agressivos, tais como a hiperlipidemia, hipertenséao,
diabetes melitus, tabagismo e isquemia, torne a camada muscular vascular mais
susceptivel a lesdo do que qualquer outro 6rgao. Contudo, da mesma forma que a
célula muscular lisa vascular madura, o musculo uterino apresenta baixo indice
proliferativo que em determinadas circunstancias também pode proliferar, como por
exemplo, durante a gravidez, na formagcao e na progressdo de tumores miometriais
benignos, conhecidos como leiomiomas (Nowak 2001), e na disfun¢cdo menstrual.

A vasculatura uterina, bem como as fibras nervosas expressam NOS, cuja

atividade parece modular os efeitos contrateis de agentes vasoativos. Além dos
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vasos e neurbnios, a expressdo da NOS também foi demonstrada em outras
estruturas uterinas, tais como, no epitélio glandular, nas células do estroma
endometrial, nas células musculares lisas e em mastocitos (Telfer et al., 1995). Uma
outra caracteristica quase impar deste 6rgao € a expressao constitutiva da iNOS nas
células musculares lisas miometriais, as quais também expressem eNOS, segundo
alguns trabalhos (Telfer et al, 1997). As isoformas de NOS s&o expressas em
diferentes estruturas uterinas de acordo com a espécie e com o estado fisioldgico,
inclusive no utero humano, sugerindo que o NO desempenha uma funcéo fisiolégica
neste 6rgdo. A vasodilatacao uterina, por exemplo, é essencial para a implantagéo e
placentacdo, enquanto a inibicdo da agregacao plaquetaria € crucial para prevencgao
de adesdes intrauterinas.

Véarios estudos mostraram que o NO é um potente relaxante miometrial
utilizando modelos animais e humano (Rosselli et al, 1998). Além disso, o
relaxamento uterino induzido pelo NO é dependente do estado gestacional, sendo
que este tecido é mais sensivel ao NO durante a gravidez quando comparado ao
estado ndo gravidico ou a instalagdo do parto. Por esta razdo, os hormoénios
esteréides devem regular o sistema NO durante a gravidez, garantindo a
quiescéncia miometrial e impedindo o nascimento de pré-termo. O mecanismo de
acao que medeia o relaxamento do musculo liso vascular difere do uterino, pois
existe uma insensibilidade do muasculo uterino ao cGMP que também é
acompanhado de diminuicdo da atividade da PKG nestas células, quando
comparado a outros tecidos que relaxam em resposta ao aumento da concentracao
de cGMP. Logo, a sensibilidade do musculo liso ao cGMP e a atividade da PKG sé&o
maiores na aorta, seguido do miométrio ndo gravidico e do miométrio gravidico,
aspecto que nos faz pensar que este mecanismo de transducéo de sinal é passivel
de regulacdo hormonal. Além disso, a PKG pode mediar processos fisiologicos ainda
nao caracterizados no musculo liso uterino como a hipertrofia que acompanha a
gravidez e o remodelamento da matriz extracelular como ocorre em outros tecidos.

O efeito do NO na funcédo da célula muscular lisa uterina (CMLU) € uma area
relativamente inexplorada na biologia do NO até o momento e em razdo desta
lacuna o presente trabalho se preocupou em descrever o seu efeito na proliferacao

de células musculares lisas uterinas e vasculares.
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Objetivos

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi analisar a via de sinalizacao celular
responsavel pelo efeito do 6xido nitrico na proliferacdo de células musculares lisas
vasculares e de origem ndo-vascular, através de estudos farmacolégicos e técnicas

de biologia molecular.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obter culturas primérias de células musculares lisas de aorta e Utero de rato.

2. Comparar o efeito de doadores de NO na proliferagdo de células musculares lisas
de aorta e utero de rato.

3. Avaliar a participacdo do mecanismo de sinalizacao celular sGC/cGMP/PKG no
efeito do NO na proliferacdo de células musculares lisas de aorta e Utero de rato.

4. Avaliar a participagdo do mecanismo de sinalizagédo celular AC/cAMP/PKA no
efeito do NO na proliferacédo de células musculares lisas de aorta e utero de rato.

5. Investigar o envolvimento de canais de potassio no efeito do NO na proliferacéo
de células musculares lisas de aorta e utero de rato.

6. Investigar o envolvimento de processos de fosforilacdo proteica no efeito do NO
na proliferacdo de células musculares lisas de aorta e Utero de rato.

7. Avaliar a reversibilidade do efeito inibitério do NO na proliferacdo de células
musculares lisas de rato e mecanismos envolvidos (guanilil ciclase solavel e canais
de potassio).

8. Determinar a influéncia do aumento da concentracdo intracelular de calcio no
efeito do NO na proliferacédo de células musculares lisas de rato.

9. Determinar a expressdo do mRNA de proteinas relevantes no efeito do NO na

proliferacdo de células musculares lisas de aorta e utero de rato.
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Materiais e Métodos

3.1. ANIMAIS
Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas, com 21 dias de idade apos
o desmame, pesando entre 80 e 100 gramas, criados no Biotério Central da

Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 horas a uma temperatura de (22 + 2°C) e com acesso a agua e

racao ad libitum. Os experimentos foram executados de acordo com as orientagdes
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e do General Guidelines
for the Use of Animals in Scientific Research - National Institudes of Health

(NIH/USA) e o protocolo de experimentacéo foi aprovado pelo CEUA/UFSC.

3.2. PREPARACAO DAS CELULAS MUSCULARES LISAS

Para obter células musculares lisas vasculares e uterinas, ratos machos e
fémeas foram sacrificados por deslocamento cervical e a pelagem umedecida com
alcool 70%. O restante do procedimento foi feito em camara de fluxo laminar e com
instrumentos cirdrgicos estéreis. A aorta toracica e 0s cornos uterinos foram
dissecados e abundantemente lavados com salina tamponada com fosfato sem
calcio e sem magnésio (PBS, em mM: NaCl 137, KCI 2,7, KH,PO4 1,5 e NaHPO,
8,1; pH 7,4 PBS) estéril. Os 6rgaos foram colocados em placas de Petri para retirada
do tecido conjuntivo e abertos longitudinalmente com tesoura para remocédo das
camadas endotelial e endometrial através de leve raspagem da parte interna da
aorta ou do utero com bisturi. Cortes superficiais nos sentido longitudinal e
transversal feitos no lado interno com auxilio de bisturi permitiram a retirada de
fragmentos da camada muscular medial e miometrial com uma pinca de ponta fina.
Os fragmentos foram transferidos para placas limpas e picados exaustivamente até
formar ficarem com a consisténcia de “papa”. Este material foi transferido para tubos
plasticos (tipo Falcon) de 15 mL contendo cada um deles 1 mL de solugcdo de
colagenase (2 mg/mL em DMEM:F-12 (1:1), suplementado com penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml, glutamina 2 mM e HEPES 10 mM; pH 7,4; sem soro fetal)
e incubadas a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO, por 2 horas. Os tubos
foram centrifugados (250 x g, 10 min, temperatura ambiente), os sobrenadantes
descartados, os precipitados ressuspensos em 1 mL de meio de cultura com 20% de
soro fetal bovino e transferidos para garrafas de cultura de 25 cm? contendo 10 mL
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de meio de cultura completo. As células foram mantidas a 37 °C em atmosfera
umida com 5% de CO, até atingirem confluéncia (7-15 dias).

Apbs confluéncia os repiques foram realizados por remocéo completa do meio
de cultura, lavagem da garrafa (3 vezes) com PBS estéril e adicdo 1 mL de solucéo
de tripsina (0,25%)/EDTA (0,03%) pré-aquecida a 37°C, seguida de forte agitacdo da
garrafa. Em seguida, o conteudo da garrafa foi transferido para tubo com 5 mL de
DMEM:F12 com 20% de soro fetal bovino. O tubo foi centrifugado (250 x g, 10 min,
temperatura ambiente), o sobrenadante descartado e uma aliquota do precipitado
ressuspenso em 1 mL de meio de cultura completo, foi transferida para uma garrafa
guarnecida com 10 mL de meio fresco. A garrafa foi incubada a 37 °C em atmosfera
umida com 5% de CO,. As células musculares lisas vasculares e uterinas foram

cultivadas e utilizadas da 2° até a 8° passagem com uma taxa de repique de 1:4.

3.3. LINHAGEM CELULAR

Neste estudo foi utilizada a linhagem celular de musculo liso vascular de aorta
toracica de embrido de rato, A7r5, obtida do banco de células da UFRJ. As células
foram mantidas em garrafas plasticas para cultura contendo DMEM (Dulbecco’s
Modlfied Eagle Médium, suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina 100
U/ml, estreptomicina 100 pg/ml, glutamina 2 mM e HEPES 10 mM; pH 7,4) a
temperatura de 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO,. As células foram
cultivadas até a 15 passagem com uma taxa de repique de 1:4.

O repique foi realizado a cada 4-5 dias ap0s as células atingirem confluéncia,
por remocao completa do meio de cultura, lavagem da garrafa (3 vezes) com PBS
estéril e adicdo de solucao de tripsina (0,25%)/EDTA (0,03%) pré-aquecida a 37 °C,
seguida de agitacdo da garrafa. Apos a digestdo enzimética, o contetdo da garrafa
foi transferido para tubo Falcon contendo DMEM. O tubo foi centrifugado (250 x g,
10 min, temperatura ambiente), o sobrenadante descartado e o uma aliquota do
precipitado ressuspenso em DMEM foi transferida para outra garrafa guarnecida
com meio fresco. A garrafa foi incubada a 37°C em atmosfera iamida contendo 5%
de COa.
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3.4. IMUNOCITOQUIMICA

Com o objetivo de avaliar o grau de pureza de culturas primarias de células
musculares lisas vasculares e uterinas, foi realizado o ensaio de imunocitoquimica
para marcacdo da proteina contratil a-actina, uma isoforma expressa somente na
célula muscular lisa madura (Worth et al., 2001).

Uma baixa densidade de células (2 x 10* células/ml) cultivadas em
DMEM/F12 (1:1) em laminas de vidro foi fixada com acetona (p.a.) a temperatura de
4 — 8 °C por 10 minutos. Imediatamente, ap0s a secagem da lamina a temperatura
ambiente, as membranas celulares foram permeabilizadas com Triton X-100 (0,2%)
por 5 minutos e lavadas com PBS por 3 min sob agitacdo até 3 vezes. As células
foram incubadas com BSA (5%) por 30 min para bloquear os sitios inespecificos. Em
seguida, 50 pl de anticorpo primario de coelho anti-a-actina (Sigma Chemical Co, St
Louis, MO, USA) diluido em BSA (1%) foi adicionado e a lamina foi incubada em
camara umida a temperatura de 4 — 8°C durante a noite. No dia seguinte, foram
realizadas lavagens como as descritas acima e 50 ul de anticorpo secundario de
cabra anti-lgG-B de coelho conjugado com biotina (Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA) diluido em BSA (1%) foi adicionado. A lamina foi Incubada em camara umida a
temperatura ambiente por 1 hora e lavada como descrito anteriormente. A marcagao
foi realizada com a adicdo de 50 pl de estreptoavidina conjugada com Cy3 (Zymed,
Invitrogen Corporation, CA, USA) diluida em BSA (1%) e as lavagens foram
realizadas depois da incubagao a temperatura ambiente por 1 hora, ao abrigo da luz.
A reacdo foi montada através da adicao de 3 ul de N-propilgalacto entre lamina e
laminula e visualizada em microscopia de fluorescéncia (excitacdo 552 nm/emissao
568 nm).

3.5. ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

Para investigar o efeito do 6xido nitrico na proliferacdo celular, determinamos
a viabilidade das células obtidas por centrifugacdo apds repique, pelo método de
exclusao de Azul com Trypan. Para tal, uma aliquota de 20 pl da suspenséo celular
foi diluida (1/10) em uma solugéo de Azul de Trypan (0,5%) e a proporcao de células
viaveis (que nao apresentavam coloracdo intracitoplasmatica) foi avaliada em
camara de Neubauer e microscéopio o6tico comum (aumento de 400 vezes).
Suspensbes celulares de 200 pl em DMEM com 98% de viabilidade foram
plagueadas em triplicata em placa estéril de 96 pocos. Apos 24 horas 0s compostos
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ou veiculos foram adicionados em volume de 20 pl e as placas foram incubadas a
37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO,. O final do periodo experimental foi
determinado pela subconfluéncia das culturas de células musculares lisa vascular e
uterina, demonstradas respectivamente nas curvas de crescimento abaixo (A, B). Ao
final deste periodo, cada poco da placa foi lavado 2 vezes com PBS com posterior
adicdo de 100 pl de uma solucéo de tripsina pré-aquecida a 37°C e as placas foram
incubadas por 30 min em estufa (37°C). A seguir, a enzima foi inativada com adi¢ao
de 10 pl de soro fetal bovino por poco e a suspenséo celular foi quantificada em
camara de Neubauer com os resultados expressos como numero de células/poco,
enquanto a viabilidade foi avaliada como descrito anteriormente (Esquema 8). O
namero total de células por poco foi obtido através da contagem de células
existentes nos 4 quadrantes da camara, multiplicado pela diluicdo utilizada de
suspensao celular (no caso 1, uma vez que a aliquota de suspensao celular foi
retirada diretamente do volume contido no poc¢o para preencher a camara), dividido
por 0,4 mm? (capacidade de volume dos 4 quadrantes) e multiplicado por 100 mm?
(equivalente ao volume de 100 pl de suspenséo celular contido em cada poco).
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Figura 2. Curvas de crescimento de células musculares lisas de aorta (A) e utero de
rata (B) cultivadas em DMEM:F-12 (1:1) com 20 % de soro fetal bovino. Ambas
exibiram curvas de crescimento rapidas a partir da 2 passagem atingindo a
confluéncia no entre o 4° e 5° dia, sem perda da viabilidade. Cada ponto representa

a media da contagem celular de trés pocos.
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Células Compostos Proliferacao/Viabilidade
0 24 96 (h)

Esquema 8: Protocolo experimental para determinacéo da proliferacéo e viabilidade

celulares.

3.6. DETERMINAGAO DA EXPRESSAO DO mRNA PELA REAGAO EM CADEIA
DA POLIMERASE-TRANSCRIPTASE REVERSA (RT-PCR)

A fim de confirmar a expressdo da enzima guanilil ciclase soluvel nos
musculos lisos utilizados neste estudo, o RNA total foi extraido das culturas
celulares de acordo com o protocolo do fabricante usando reagente TRIzol
(Invitrogen, SP, Brasil) e quantificado por espectrofotometria pela absorbancia de
260 nm. O RNA foi aliquotado e estocado em freezer a —70 °C até o momento do
uso. A reacdo da transcri¢cdo reversa (RT) foi realizada através da enzima Moloney
Murine Leukimia Virus (M-MULV; Invitrogen). Amostras contendo 1 pug de RNA total
foram incubadas com 2 U de inibidor de RNase (RNAsin, PROMEGA), dNTPs 0,5
mM, 10 U da enzima e agua-DEPC para completar o volume. A mistura foi incubada
a temperatura de 20°C por 10 min, 42°C por 45 min e 95°C por 5 min. A
concentracdo do cDNA de cada amostra foi determinada por espectrofotometro em
absorbancia a 260 nm. Os produtos de cDNA obtidos pela técnica de RT foram
amplificados com a enzima Taq DNA polimerase, juntamente com dNTPs e MgCl,
0,5 mM e os primers especificos para cada subunidade da enzima guanilil ciclase.
As condi¢Oes da reacdo foram as seguintes: 95°C por 90 s, 35 ciclos a 95°C por 30
s, 45°C por 60 s, e 72°C por 26 s. para amplificar o cDNA da subunidade al da
guanilil ciclase sensivel ao NO foram utilizados as seguintes sequéncias: (GenBank
n° acesso. U60835): sense, 5-GAAATCTTCAAGGGTTATG-3’ (1527-1545), e anti-
sense, 5’-CACAAAGCCAGGACAGTC-3’ (2335-2352). O tamanho esperado para 0s
produtos do PCR foi de 825 pares de base para a subunidade al. As sequéncias
para gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foram usadas para validar cada

reacado de cDNA e para estimativa final de mRNA. Os produtos finais do PCR foram
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separados por eletroforese em gel de agarose a 3,5% visualizado por exposi¢cao ao
ultravioleta no transluminador. Os produtos finais foram fotografados para a analise

dos resultados. O experimento foi repetido trés vezes.

3.7. COMPOSTOS E REAGENTES

Para este estudo utilizamos cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KCI),
fosfato de potassio (KH,PO,) e fosfato de sodio (NaHPO,) adquiridos da Merck (Sao
Paulo, Brasil). Meios de cultura, soro fetal bovino, antibioticos e colagenase tipo Il
(GIBCO, Séo Paulo, Brasil). S-nitroso-N-acetil-D,L-penicillamina (SNAP) e S-
nitrosoglutathiona (GSNO) sintetizados em nosso laboratério respectivamente pelos
métodos de Field et al. (1978) e Rockett et al. (1991). Trinitrato de glicerila (GTN) foi
gentilmente doado pelo Laboratoério Cristalia (Sado Paulo, Brasil). 8-Bromo-cGMP (8-
Br-cGMP; anélogo permeante de cGMP), dibutirii cAMP (Db-cAMP; anéalogo
permeante de cAMP), ODQ (inibidor seletivo de guanilil ciclase), SQ22536 (inibidor
seletivo de adenilil ciclase), KT-5823 (inibidor seletivo de PKG, proteina quinase
dependente de cGMP), KT-5720 (inibidor seletivo de PKA, proteina quinase
dependente de cAMP), NS1619 (ativador seletivo de canais de potassio dependentes
de calcio), cromakalim e diazéxido (ativadores de canais de potassio ATP-
dependentes), isoproterenol (agonista beta-adrenérgico), tetraetilaménio (TEA;
bloqueador ndo-seletivo de canais de potassio), 4-aminopiridina (4-AP; bloqueador
seletivo de canais de potassio dependentes de voltagem), glibenclamida (GBN;
blogueador seletivo de canais de potassio ATP-dependentes), clotrimazol (CLT,;
bloqueador de canais de potassio dependentes de calcio de condutancia
intermediaria), tripsina, ionoforo de calcio (A23187), nifedipina e acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) foram adquiridos da Sigma Chemical Co, MO, USA.
Caribdotoxina, iberiotoxina e apamina (boqueadores de canais de potassio
dependentes de célcio de média, alta e baixa conduténcia, respectivamente) foram
compradas da Alomone Laboratories (Jerusalem, Israel). BAY 41-2272 (ativador de
guanilil ciclase soluvel) foi doado pela Bayer AG, (Wuppertal, Germany). A maior
parte dos compostos foi diluida para o uso em meio de cultura. Glibenclamida, KT-
5823, KT-5720, BAY 41-2272, SQ22356, NS-1619, A23187 e clotrimazol foram
diluidos em DMSO. GTN foi dissolvido em HCI (1 mM) e as toxinas foram preparadas

em PBS contendo albumina sérica bovina livre de proteases (1 mg/ml).
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3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo expressos como a media + erro padrdo da média (EPM)
de triplicatas. Cada experimento foi repetido pelo menos duas vezes com resultados
similares (n total de 6 a 9). Para a analise estatistica foi utilizada a analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste t de Bonferroni. Um valor de P

menor que 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.
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Resultados

4.1. MUSCULO LISO VASCULAR

4.1.1. DETERMINAGCAO DO GRAU DE PUREZA DE CULTURAS PRIMARIAS DE
CELULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES E UTERINAS DE RATO.

Os estudos sobre proliferacdo celular que sao realizados em cultura
possibilitam observacbes detalhadas feitas pelo experimentador quando
comparados aos estudos realizados em animal intacto. Contudo, as culturas
celulares originadas de tecidos musculares que foram utilizadas neste trabalho
poderiam apresentar contaminacdo por outros tipos de células, tais como
fibroblastos. Desta forma, com a finalidade de identificar as células musculares lisas
em culturas primarias de aorta e de Utero de rato, utilizamos o método de
imunocitoquimica para marcacao da proteina contrétil alfa-actina. A comparacgéo das
micrografias das células musculares lisas primarias de aorta e utero com as da
linhagem de mdusculo liso vascular, A7r5 mostrou que a homogeneidade celular
encontrada nas culturas primarias € apropriada para o emprego destas no estudo

sobre o efeito do 6xido nitrico na proliferacéo da célula muscular lisa (Figuras 3A-F).
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(A) (B)

(E) (F)

Figura 3. A, B: Micrografia de fluorescéncia de células musculares lisas obtidas por

digestdo enzimatica de utero de rata com 21 dias de idade, 10 dias em cultura
primaria. C, D: células musculares lisas obtidas por digestdo enzimatica da camada
média de aorta toracica de rato com 21 dias de idade, 10 dias em cultura primaria. E,
F: linhagem celular de musculo liso de aorta toracica de rato, A7r5 (20X e 40X
respectivamente). A pureza das células musculares lisas em cultura foi determinada
por imunocitoquimica com anticorpo de coelho anti-a-actina, seguido da incubacao
com anticorpo de cabra anti-IgG-B de coelho conjugado com biotina e marcacao com

estreptavidina conjugada com CY3 (excitacao 552/ emissao 568 nm).
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4.1.2. EFEITO DO OXIDO NITRICO NA PROLIFERAGAO DE CELULAS
MUSCULARES LISAS VASCULARES DE RATO.

Nos ultimos 15 anos, uma grande quantidade de trabalhos mostrou que
doadores de NO com estruturas quimicas e mecanismos de acéo diferentes inibem
a proliferacdo de varios tipos celulares, incluindo células oriundas de tecidos normais
e tumorais, sem causar citotoxicidade. Em 1989, Garg & Hassid descreveram o
efeito inibitério do NO na proliferacdo de células musculares lisas vasculares de
aorta de rato em cultura. Com o objetivo de estudar melhor este efeito, as células da
linhagem A7r5 foram incubadas com trés doadores de NO pertencentes a duas
classes quimicamente distintas (Figura 4A). Os compostos nitrosotidis, SNAP (ICsp ~
90 pM) e GSNO (ICsp ~ 500 pM) e um nitrato orgéanico, GTN (ICso ~ 70 uM) inibiram
de forma concentracdo-dependente a proliferacdo celular, sendo que o efeito
citostatico nitido foi produzido na faixa de concentracdo de 100 a 1000 pM. Os
compostos precursores nao-nitrosilados dos nitrosotidis SNAP e GSNO, o NAP e
GSH, respectivamente nao alteraram a proliferacdo celular. A perda da viabilidade
celular tornou-se evidente apenas quando concentracdes maiores do que 100 uM
foram utilizadas para o SNAP e GTN e de 1000 pM para o GSNO (Tabela 1). A
viabilidade celular foi estimada pelo percentual de células vivas em relagdo ao
namero total de células (viaveis e n&o-viaveis) em cada grupo de tratamento.
Portanto, a faixa de concentracdo de 1 a 1000 uM de diferentes doadores de NO foi
escolhida para ser empregada nos demais experimentos, devido ao efeito citostéatico
e auséncia de citotoxicidade. A inibicdo de aproximadamente 50% da proliferacdo da
célula muscular lisa de aorta de cultura primaria com as mesmas concentracoes de
SNAP empregadas no estudo com a linhagem celular, confirmou a relevancia do

efeito antiproliferativo do NO no musculo liso vascular (Figura 4B).
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Tabela 1. Efeito dos doadores de NO S-nitroso-N-acetil-DL-penilamina (SNAP), S-
nitroso-glutationa (GSNO) e trinitrato de glicerila (GTN) na viabilidade da linhagem
celular A7r5.

Compostos (UM) Numero de células viaveis Viabilidade (%)

(x 10%/poco)

Controle 44,50 + 2,00 100
SNAP (100) 20,00 + 1,00" 100
SNAP (300) 23,50 + 5,00 53*
GSNO (1000) 10,00 + 1,00" 100
GSNO (1500) 15,50 + 2,50 35*
GTN (100) 16,00 + 2,00 # 100
GTN (1000) 2,00 + 5,00 4,5*

Células A7r5 foram plaqueadas em triplicata (3,5 x 10° células por poco) em placa
de 96 pocos e apos 24 h os doadores de NO foram adicionados a cultura. Ao final do
periodo experimental de 96 h cada poco foi lavado com PBS e as células foram
incubadas a 37 °C por 20 min com 100 pl de uma solucéo de tripsina (0,25%)/EDTA
(0,03%). A tripsina foi inativada com soro fetal bovino e uma aliquota foi transferida
para a camara de Neubauer para contagem celular e avaliacdo da viabilidade pelo
método de exclusdo com Azul de Trypan como descrito em “Materiais e Métodos”.
Os dados representam a média + EPM, repetido no minimo duas vezes. * P< 0,05
guando comparado com o grupo controle (auséncia de composto; ANOVA seguida
pelo teste t de Bonferroni). ¥ O nimero de células viaveis no grupo de tratamento é
igual ao namero total de células dentro do mesmo grupo, diferindo dos demais
grupos de tratamento em que o numero de células viaveis € apenas parte do niumero

de total de células dentro do mesmo grupo.
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Figura 4. Efeito de doadores de NO na proliferagdo de células musculares lisas
vasculares de rato. A: As células da linhagem de musculo liso de aorta toracica de
rato, A7r5 foram plaqueadas em triplicata (3,5 x 10° células por poco) em placa de
96 pocos e apos 24 horas os compostos foram adicionados a cultura (SNAP, GTN e
NAP 1-100 pM e GSNO e GSH 10-1000 puM). B: As células musculares lisas
vasculares de cultura priméaria foram plaqueadas em triplicata (5,0 x 10° células por
poco) e o SNAP (1-100 uM) foi adicionado apds 24 h. Ao final de 96 horas apdés
plagueamento, cada poco foi lavado duas vezes com PBS e as células foram
incubadas a 37 °C por 20 min com 100 pl de uma solucéo de tripsina (0,25%)/EDTA
(0,03%). Em seguida, a tripsina foi inativada com soro fetal bovino e uma aliquota foi
transferida para a camara de Neubauer para contagem celular e avaliacdo da
viabilidade pelo método de exclusdo com Azul de Trypan como descrito em
“Materiais e Métodos”. Cada ponto representa a média + o desvio padrao de 1
experimento em triplicata, repetido no minimo duas vezes. * P< 0,05 quando
comparado com o grupo controle (auséncia de composto; ANOVA seguida pelo teste

t de Bonferroni).
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4.1.3. PARTICIPACAO DO MECANISMO DE SINALIZACAO CELULAR
SGC/cGMP/PKG NO EFEITO ANTIPROLIFERATIVO DO OXIDO NITRICO EM
CELULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES DE RATO.

A guanilil ciclase soluvel € um potencial alvo para o efeito antiproliferativo do
NO em células musculares lisas vasculares e sua ativagdo resulta no aumento da
concentragdo intracelular de cGMP. Os efeitos do cGMP sao mediados em parte
pela ativacao da proteina quinase G. Contudo, estudos mostram que a expressao da
sGC e da PKG séao alteradas em cultura primaria de célula muscular lisa vascular,
devido as mudancas fenotipicas que ocorrem apds algumas passagens (Browner et
al., 2004). Para avaliar a participagdo do mecanismo dependente de cGMP no efeito
antiproliferativo do NO na linhagem A7r5, as células foram incubadas com SNAP (1-
100 uM) apods o tratamento com o inibidor seletivo da guanilil ciclase solavel (ODQ,
1uM). O ODQ sozinho ndo alterou a proliferacdo da linhagem celular (44 + 5 x 103
células por poco tratadas comparadas ao grupo sem tratamento 47 + 5 x 10° células
por poco, n=3). No entanto, o ODQ preveniu o efeito antiproliferativo do SNAP
(Figura 5A). O 8-Br-cGMP (1-100 pM), um anélogo do cGMP permeavel a
membrana celular, inibiu de forma concentracdo-dependente a proliferagdo da
linhagem A7r5 (ICso ~ 70 uM), produzindo uma curva concentragao-resposta muito
similar a do SNAP (Figura 5B). As Figuras 5A e 5B também mostram que os efeitos
antiproliferativos do SNAP e do 8-Br-cGMP foram mediados através da proteina
quinase G, devido a prevencgéao destes efeitos pelo inibidor da PKG (KT-5823, 1 uM).
O KT-5823 sozinho nao alterou a proliferacéo celular (51 + 5 x 10° células por poco
tratadas comparadas ao grupo controle 47 + 5 x 10° células por poco, n=3). O
envolvimento de um mecanismo dependente de cGMP no efeito antiproliferativo do
NO na linhagem A7r5 foi confirmado quando a adicdo de ODQ preveniu o efeito
inibitério do SNAP na proliferacdo da célula muscular lisa de aorta em cultura

priméria (Figura 5C).
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Figura 5. Efeito da inibicdo da guanilil ciclase solivel e da proteina quinase
dependente de cGMP na inibicdo da proliferacdo induzida por NO em células
musculares lisas vasculares de rato. A: A linhagem A7r5 foi plaqueada em triplicata
(3,5 x 10° células/poco) e apés 24 horas o SNAP (1-100 pM ou veiculo, barras
abertas) foi adicionado a cultura. Outros grupos de células receberam ODQ (1 pM,
barras fechadas) ou KT-5823 (1 uM, barras hachuradas) além do SNAP. B: 24 h
apos plagueamento, as células da linhagem A7r5 receberam 8-Br-cGMP (1-100 uM
ou veiculo, barras abertas) e outro grupo recebeu KT-5823 (1 upM, barras
hachuradas) além do 8-Br-cGMP. C: As células musculares lisas vasculares
primarias foram plaqueadas em triplicata (5,0 x 10° células/poco) e apés 24 horas o
SNAP (1-100 uM ou veiculo, barras abertas) foi adicionado a cultura. Outro grupo
também recebeu ODQ (1 puM, barras hachuradas). As células foram contadas em
camara de Neubauer e a viabilidade celular foi determinada com Azul de Trypan
como descrito em “Materiais e Métodos”. Cada barra representa a média + o desvio
padrdo de 1 experimento, repetido duas vezes. *P< 0,05 quando comparado com o
grupo controle (auséncia de composto; ANOVA seguida pelo teste tde Bonferroni). #
diferenca estatistica quando comparado com o controle tratado com SNAP ou 8-Br-
cGMP.
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4.1.4. ENVOLVIMENTO DE SUBTIPOS DE CANAIS DE POTASSIO NO EFEITO
ANTIPROLIFERATIVO DO OXIDO NITRICO NA LINHAGEM CELULAR A7r5.

Os canais de potassio mantém o potencial elétrico da membrana plasmatica e
exercem um importante papel na regulacdo de diversos processos celulares no
musculo liso, inclusive na proliferacdo. Além disso, o NO pode interferir na atividade
do canal de potéassio, alterando as propriedades funcionais da célula muscular lisa.
Portanto, investigamos o envolvimento dos canais de potassio e alguns subtipos no
efeito antiproliferativo do NO na linhagem A7r5. O tetraetilamébnio (TEA), um
blogueador ndo seletivo de canais de potdssio e a 4-aminopiridina (4-AP), um
blogueador de canais de potassio dependente de voltagem (Kv), reverteram
completamente o efeito antiproliferativo do SNAP em baixas concentracdes deste
doador de NO (10 pM). O efeito do bloqueio do TEA e do 4-AP foi parcial quando o
doador de NO foi utilizado em maiores concentragdes (100 uM) (Figuras 6A, B). Por
outro lado, a glibenclamida (GBN), um bloqueador seletivo de canais de potassio
dependentes de ATP, néo alterou a inibicdo da proliferacdo induzida por NO (Figura
6C). A iberiotoxina (IbTx), um blogueador seletivo de canal de potassio dependente
de calcio de alta condutancia (BKCa), reverteu totalmente o efeito de baixa
concentragdo de SNAP, porém a reversao do efeito inibitorio de alta concentracéo
de NO foi parcial (Figura 6D). A apamina, um bloqueador seletivo de canal de
potassio dependente de calcio de baixa condutancia (SKCa) e a caribdotoxina
(ChTx), um bloqueador seletivo de canal de potassio dependente de célcio de
condutancia intermediaria (IKCa), bloquearam apenas o efeito de baixa
concentracdo de SNAP (Figuras 6E, F). Nenhum dos bloqueadores de canais de

potassio alterou a proliferacdo ou causou citotoxicidade quando utilizados s6zinhos.
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Figura 6. Efeito dos bloqueadores dos subtipos de canais de potassio na inibi¢do da
proliferagcéo da linhagem celular A7r5 induzida por NO. A células da linhagem celular
AT7r5 foram plaqueadas em triplicata (3,5 x 10° células/poco) e apés 24 horas foram
incubadas com SNAP na auséncia (barras abertas) ou na presenca de
tetraetilamoénio (TEA, 300 pM, A), 4-aminopiridina (4-AP, 100 uM, B), glibenclamida
(GBN, 1 pM, C), iberiotoxina (IbTx, 100 nM, D), apamina (100 nM, E) ou
caribdotoxina (ChTx, 100 nM F). DMSO 0,05% foi utilizado como veiculo para
glibenclamida, todas as toxinas foram preparadas em PBS com BSA (1 mg/ml) e os
demais compostos em PBS. Ao final do periodo experimental as células foram
contadas em camara de Neubauer e a viabilidade celular foi determinada por
exclusdo com Azul de Trypan como descrito em “Materiais e Métodos”. Cada barra
representa a média + o desvio padrdo de um experimento em triplicata, repetido no
minimo duas vezes. * P< 0,05 quando comparado com o grupo controle (auséncia
de composto; ANOVA seguida pelo teste tde Bonferroni) e # significa que os valores
sao estatisticamente diferentes do respectivo controle tratado com SNAP.
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4.1.5. ENVOLVIMENTO DE SUBTIPOS DE CANAIS DE POTASSIO NO EFEITO
ANTIPROLIFERATIVO DO OXIDO NITRICO EM CELULAS MUSCULARES LISAS
VASCULARES.

O TEA (300 uM) reverteu o efeito inibitorio do SNAP na proliferacdo da célula
muscular lisa de aorta de cultura priméria, confirmando a importancia da modulacéo
dos canais de potassio no efeito antiproliferativo do NO no musculo liso vascular
(Figura 6A). Em seguida, investigamos os subtipos de canais envolvidos sendo que
a iberiotoxina (100 nM), o clotrimazol (CLT, 10 nM) e a apamina (500 nM),
reverteram o efeito antiproliferativo do NO, tal como a caribdotoxina (100 nM)
(Figuras 7B-E). A 4-aminopiridina (10 pM) reverteu parcialmente a inibicdo da
proliferacdo induzida pelo NO (Figura 7F). Por outro lado, o efeito inibitério do NO
nao foi alterado pela glibenclamida (100 nM; Figura 7G). Nenhum dos bloqueadores
de canais de potdssio alterou a proliferacdo ou causou citotoxicidade nas
concentracgdes utilizadas. Os resultados demonstram que parte do efeito inibitorio do
NO na proliferacdo da ceélula muscular lisa vascular depende da modulacdo de
alguns subtipos de canais de potassio, principalmente das familias dependentes de

calcio e de voltagem.
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Figura 7. Efeito de bloqueadores de subtipos de canais de potéssio na inibicdo da
proliferacdo da célula muscular lisa vascular priméaria induzida por NO. As células
foram plaqueadas em triplicata (5,0 x 10 células/poco) e ap6és 24 h foram incubadas
com SNAP na auséncia (10-100 uM ou veiculo, barras abertas) ou na presenca de
tetraetilamoénio (TEA, 300 uM, A), iberiotoxina (IbTx, 100 nM, B), clotrimazol (CLT, 10
nM, C), apamina (500 nM, D), caribdotoxina (ChTx, 100 nM, E), 4-aminopiridina (4-
AP, 10 uM, F) ou glibenclamida (GBN, 100 nM, G). DMSO 0,05% foi utilizado como
veiculo para glibenclamida e clotrimazol. Ao final do periodo experimental as células
foram contadas em camara de Neubauer e a viabilidade celular foi determinada por
exclusdo com Azul de Trypan como descrito em “Materiais e Métodos”. Cada barra
representa a média + desvio padrdo de um experimento, repetido no minimo duas
vezes. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle (auséncia de composto;
ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni) e # significa que os valores sao
estatisticamente diferentes do respectivo controle tratado com SNAP.
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4.1.6. EFEITO DA ATIVACAO DO CANAL DE POTASSIO DEPENDENTE DE
CALCIO NA PROLIFERAGCAO DA LINHAGEM CELULAR A7r5.

Para confirmar o envolvimento dos canais de potassio dependentes de calcio
como mediadores do efeito antiproliferativo do NO, avaliamos a agédo de um ativador
de canal de potassio de alta condutancia (NS1619, 1-100 uM) na proliferacdo da
linhagem A7r5. O NS1619 inibiu de forma concentracdo dependente (ICso ~ 70 uM)
a proliferagcdo da linhagem A7r5, produzindo uma curva concentragao-resposta
similar a do SNAP (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da ativacdo do canal de potassio dependente de calcio na
proliferacdo da linhagem celular A7r5. As células foram plaqueadas em triplicata (3,5
x 10° células/poco) e apds 24 horas SNAP (1-100 uM, barras abertas) ou NS1619 (1-
100 uM, barras fechadas) foram adicionados a cultura. DMSO 0,05% foi utilizado
como veiculo para 0 NS1619 e PBS para o SNAP. Ao final do periodo experimental
as células foram contadas em camara de Neubauer e a viabilidade celular foi
determinada por exclusdo com Azul de Trypan como descrito em “Materiais e
Métodos”. Cada barra representa a média + desvio padrdo de um experimento,
repetido no minimo duas vezes. * P < 0,05 quando comparado com 0 respectivo

grupo controle (auséncia de composto; ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.1.7. EFEITO COMBINADO DO BLOQUEIO DA GUANILIL CICLASE SOLUVEL E
DOS CANAIS DE POTASSIO NO EFEITO ANTIPROLIFERATIVO DO OXIDO
NITRICO NA LINHAGEM CELULAR ATr5.

A guanill ciclase € um alvo relevante para o efeito inibitéric do NO na
proliferacdo do musculo liso vascular, porém o0s eventos que ocorrem apts a
formagédo do CGMP néo s&o totalmente conhecidos. A fim de investigar se os canais
de potéssio sdo alvos a jusante do cGMP, as células foram simultaneamente
tratadas com inibidor seletivo da guanilil ciclase solGvel e bloqueador ndo seletivo de
canais de potdssio. A combinagdo de concentragdes sub-efetivas de ODQ {1 nM) e

TEA (10 uM) preveniu completamente o efeito antiproliferativo do SNAP {Figura 9).
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Figura 9. Efeito do blogueic concomitante da guanilil ciclase soliivel e dos canais de
potassio na inibicdo da proliferacio da linhagem celular A7r5 induzida por NO. As
células foram plaqueadas em triplicata (3,5 x 10° células/poco) e apds 24 horas
foram incubadas com SNAP na auséncia ou na presenca de ODQ (1 nM), TEA (10
HM) ou da combinagdo de ODQ e TEA. Ao final do periodo experimental as células
foram contadas em camara de Neubauer e a viabilidade celular foi determinada por
exclusdo com Azul de Trypan como descrito em “Materiais e Métodos”. Cada barra
representa a media + desvio padrdo de um experimento, repetido ne minimo duas
vezes. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle {auséncia de composto;

ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.1.8. EFEITO DOS BLOQUEADORES DE CANAIS DE POTASSIO NA INIBICAO
DA PROLIFERAGCAO DA LINHAGEM CELULAR A7r5 INDUZIDA POR 8-Br-CGMP.
O efeito inibitério do NO na proliferacdo da célula muscular lisa vascular &
mediado por um mecanismo de sinalizacao celular dependente de cGMP e parte do
efeito do nucleotideo ciclico € mediado através da ativagdo da PKG. O NO relaxa o
musculo liso vascular através da ativacdo da PKG e fosforilagdo de canais de
potassio (Archer 1994). Neste sentido, varios estudos mostram que a PKG tem um
importante papel na regulacédo da contracdo e do ténus vascular, entretanto pouco
se sabe a respeito do seu papel na proliferacdo da célula muscular lisa vascular.
Analisamos indiretamente o mecanismo dependente de fosforilagdo dos canais de
potassio no efeito antiproliferativo do NO na linhagem A7r5. As células foram
incubadas com 8-Br-cGMP (1-100 puM) apo6s o tratamento com bloqueadores de
canais de potassio. O TEA e a 4-AP preveniram completamente o efeito
antiproliferativo do 8-Br-cGMP na linhagem celular A7r5 (Figuras 10A, B). A
iberiotoxina e apamina também preveniram de forma eficiente o efeito
antiproliferativo do 8-Br-cGMP (Figuras 10C, D). Nenhum dos bloqueadores de
canais de potassio alterou a proliferagdo ou causou citotoxicidade nas

concentracOes utilizadas.
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Figura 10. Efeito dos bloqueadores dos subtipos de canais de potassio na inibigao
da proliferacdo da linhagem celular A7r5 induzida por 8-Br-cGMP. A linhagem celular
AT7r5 foi plaqueada em triplicata (3,5 x 10° células/poco) e apds 24 horas foram
incubadas com 8-Br-cGMP na auséncia (barras abertas) ou na presenca de
tetraetilamoénio (TEA, 300 uM, A), 4-aminopiridina (4-AP, 100 uM, B), iberiotoxina
(IbTx, 100 nM, C) e apamina (100 nM, E). Ao final do periodo experimental as
células foram contadas em céamara de Neubauer e a viabilidade celular foi
determinada por exclusdo com Azul de Trypan como descrito em “Materiais e
Métodos”. Cada barra representa a média + desvio padrédo de um experimento,
repetido no minimo duas vezes. * P< 0,05 quando comparado com 0 grupo controle
(auséncia de composto; ANOVA seguida pelo teste ¢t de Bonferroni) e # significa que
os valores séo estatisticamente diferentes do respectivo controle tratado com 8-Br-
cGMP.
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4.1.9. EFEITO DE LONGA DURAGAO DO OXIDO NITRICO NA INIBIGAO DA
PROLIFERACAO DA LINHAGEM CELULAR A7r5.

Embora o NO possua meia-vida bastante curta (Vaughn et al,, 1998), a sua
reacdo com grupos tidis de proteinas gera compostos S-nitrosotidis estaveis que
garantem o transporte por longas distancias e o estoque local de NO (Hess et al.,
2005). Além de este mecanismo explicar os efeitos de longa duracdo do NO nos
sistemas biolégicos, a reversibilidade da reacdo de nitrosilacdo tem relevante
significado fisiologico. Para investigar se a inibicdo da proliferacdo do musculo liso
vascular induzida por NO encontra-se na categoria dos efeitos de longa duragao
deste mediador, dois grupos de células da linhagem A7r5 foram plaqueados e apds
24 h incubados com SNAP (1-100 pM). No primeiro grupo, as células foram
incubadas com o doador de NO até o final do periodo experimental de 96 h. No
segundo grupo, o SNAP permaneceu incubado por apenas 4 h e em seguida foi
removido por lavagem, conforme mostrado no esquema 9. Como mostra a Figura
11A, a exposicdo das células ao SNAP por apenas 4 h foi suficiente para causar o
efeito inibitério equivalente aquele obtido no grupo de células em contato com SNAP
durante todo o periodo experimental. O procedimento experimental também foi
reproduzido para os doadores de NO, GSNO (10-1000 uM) e GTN (1-100 uM),
resultando no mesmo padréo inibitorio da resposta proliferativa entre os grupos de
células que receberam os doadores por todo o tempo (96 h) e os grupos que foram

tratados no pequeno intervalo de tempo de 4 h (Figuras 11B, C).

1 Grupo de Células Compostos Proliferacao/Viabilidade

2 Grupo de Células Compostos Lavagem Proliferacao/Viabilidade
i 5 |

0 24 28 96 (h)

Esquema 9: Protocolo experimental para avaliar o efeito inibitério de longa duracéo
do NO na proliferagao celular.
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Figura 11. Reversibilidade do efeito antiproliferativo do NO na linhagem celular A7r5.
As células foram plaqueadas em triplicata (3,5 x 10° células/poco) e ap6s 24 horas
os doadores de NO nas concentra¢cfes indicadas foram adicionados a cultura.
Grupos de células foram lavados com PBS apés 4 h para remocdo do composto
(barras fechadas), seguido de incubacéao até o final do periodo experimental de 96 h.
Outros grupos permaneceram com o0s doadores de NO até o final do periodo
experimental (barras abertas). As células foram contadas em camara de Neubauer e
a viabilidade celular foi determinada por exclusdo com Azul de Trypan como descrito
em “Materiais e Métodos”. Cada barra representa a média + desvio padrdao de um
experimento, repetido no minimo duas vezes. * P< 0,05 quando comparado com o
grupo controle (auséncia de composto; ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.1.10. PARTICIPACAO DOS CANAIS DE POTASSIO E DA GUANILIL CICLASE
NO EFEITO INIBITORIO DE LONGA DURAGAO DO OXIDO NITRICO NA
PROLIFERAGAO DA LINHAGEM CELULAR A7r5.

O NO liberado da decomposicdo de S-nitrosotidis reage com proteinas de
membrana, tais como os canais de potéssio, produzindo efeitos de longa duracéo no
sistema cardiovascular (Muller et al., 2002). Além disso, o NO também pode ativar a
sGC através da ligacdo com grupamentos —SH presentes em residuos de cisteinas,
0s quais sdo independentes do grupamento heme (Tseng et al., 2000). Desta forma,
utilizamos o protocolo experimental de curta incubacdo com SNAP, representado no
Esquema 10, para investigar a participacdo dos canais de potassio e da guanilil
ciclase no efeito antiproliferativo de longa duracdo do NO na linhagem A7r5. Quando
o TEA ou ODQ foram adicionados nas células que estiveram em contato com SNAP
por apenas 4 h, reverteram efetivamente o efeito antiproliferativo do NO ao final do
periodo experimental como demonstrado nas Figuras 12A e B, respectivamente.

Células SNAP Lavagem TEA ou ODQ Proliferacado/Viabilidade
5«  r ¥ |

0 24 28 48 96 (h)

Esquema 10: Protocolo experimental para avaliar o mecanismo de acao do NO na

inibicdo de longa duracao da proliferacéo celular.
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Figura 12. Participacdo dos canais de potassio e da guanilil ciclase solavel na
reversibilidade do efeito antiproliferativo do NO na linhagem celular A7r5. A linhagem
AT7r5 foi plaqueada em triplicata (3,5 x 10° células/poco) e apés 24 h o SNAP (barras
abertas) foi adicionado a cultura nas concentragfes indicadas. Depois de 4 h de
tratamento, as células foram lavadas com PBS para remocédo do doador de NO e
deixadas em estufa até completar 96 h de periodo experimental para avaliacdo da
proliferacdo. Outros grupos receberam TEA (100 uM, barras fechadas, A) ou ODQ (1
uM, barras fechadas, B) 20 h apds a remocdo do SNAP. Ao final do periodo
experimental (96 h) as células foram contadas em camara de Neubauer e a
viabilidade celular foi determinada por exclusdo com Azul de Trypan como descrito
em “Materiais e Métodos”. Cada barra representa a média + desvio padrdao de um
experimento, repetido no minimo duas vezes. * P < 0,05 quando comparado com o
grupo controle (auséncia de composto; ANOVA seguida pelo teste ¢ de Bonferroni) e
# significa que os valores sao estatisticamente diferentes do respectivo controle
tratado com SNAP.
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4.1.11. A MODULACAO DOS CANAIS DE POTASSIO INDUZIDA PELO OXIDO
NITRICO ALTERA A SINALIZACAO DE CALCIO NA LINHAGEM CELULAR A7r5.
Os canais de potassio encontram-se abundantemente expressos na
membrana da célula muscular lisa e quando s&do ativados por substancias
vasoativas alteram as propriedades elétricas da célula proliferativa (Neylon et al.,
1994, Neylon et al.,, 1999). Além disso, 0s canais de potassio regulam a amplitude e
a duracao da sinalizacédo de célcio que é critica no processo de proliferacéo celular.
Com a intencao de avaliar se a modulacao dos canais de potassio induzida pelo NO
na inibicAo da proliferacdo da célula muscular lisa vascular estaria associada a
sinalizagdo de calcio, utilizamos o desenho experimental de curta incubagdo com
SNAP, acima representado. Na Figura 13A a adicdo do ionoforo de calcio (A23187,
1 nM) nas células que estiveram em contato com SNAP por apenas 4 h, reverteu o
efeito antiproliferativo do NO no final do periodo experimental. A realizacdo da curva
concentragcdo resposta para nifedipina (10-1000 nM), um bloqueador de canal de
calcio, inibiu de forma concentracdo dependente a proliferacdo da linhagem A7r5
(ICs0 ~ 500 uM, Figura 13B). Os resultados sugerem que mudancas na sinalizacao
de célcio facilitam o mecanismo de sinalizacdo celular produzido pelo NO, tais como
a fosforilacdo e a nitrosilagcdo de canais de potassio, para regular a proliferacdo do

musculo liso vascular.
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Figura 13. Efeito do bloqueador de canal de célcio na reversibilidade do efeito
antiproliferativo do NO e do iondéforo de célcio na proliferacdo da linhagem celular
AT7r5. A: A linhagem A7r5 foi plaqueada em triplicata (3,5 x 10° células/poco) e apds
24 h SNAP (barras abertas) foi adicionado a cultura nas concentra¢des indicadas.
Depois de 4 h de tratamento, as células foram lavadas com PBS para remoc¢ao do
doador de NO e deixadas em estufa até completar o periodo experimental (96 h).
Outros grupos também receberam A23187 (1 nM, barras fechadas) 20 h apés a
remocado do SNAP e a proliferacao foi avaliada ao completar 96 h. B: A linhagem
A7r5 foi plaqueada e apds 24 horas a nifedipina (10-1000 nM) foi adicionada a
cultura. DMSO 0,05% foi utilizado como veiculo para o A23187 e nifedipina. Ao final
do experimento as células foram contadas em camara de Neubauer e a viabilidade
celular foi determinada por exclusdo com Azul de Trypan como descrito em
“Materiais e Métodos”. Cada barra representa a média + desvio padrdo de um
experimento, repetido no minimo duas vezes. * P < 0,05 quando comparado com o
grupo controle (auséncia de composto; ANOVA seguida pelo teste ¢ de Bonferroni) e
# significa que os valores sao estatisticamente diferentes do respectivo controle
tratado com SNAP.
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4.2. MUSCULO LISO UTERINO

4.2.1. EFEITO DO OXIDO NITRICO NA PROLIFERAGAO DA CELULA MUSCULAR
LISA UTERINA DE RATA.

Existe uma extensa literatura a respeito do efeito antiproliferativo do NO no
musculo liso vascular que auxilia o entendimento da modulagéo fisioldégica da
proliferacdo e dos processos patologicos onde este evento encontra-se alterado. Por
outro lado, apesar da presenca do NO e da importancia das condicfes proliferativas
no ambiente uterino, o efeito do NO na proliferacdo da célula muscular lisa uterina
ainda é uma area inexplorada. Este fato nos levou a avaliar o efeito do NO na
proliferacdo da célula muscular lisa de utero de rata de cultura primaria. O SNAP
(ICs0~ 90 uM) e 0 GTN (ICso ~ 80 uM) inibiram de forma concentracdo dependente a
proliferacdo celular (Figura 14A, B), a qual permaneceu inalterada apos o tratamento
com o NAP (100 pM, 79 + 7 x 10° células por poco tratadas comparadas ao grupo
sem tratamento 74 + 3 x 103 células por poco, n=3). O efeito do NO na viabilidade
celular avaliado pelo método de exclusdo com azul de Trypan mostrou que a
citotoxicidade sO tornou-se evidente quando concentracdes de doadores de NO

maiores que 300 uM foram utilizadas.

4.2.2. PARTICIPACAO DO MECANISMO DE SINALIZACAO sGC/cGMP/PKG NO
EFEITO ANTIPROLIFERATIVO DO OXIDO NITRICO NA CELULA MUSCULAR
LISA UTERINA DE RATA.

O inibidor da guanilil ciclase soluvel ODQ foi utilizado para investigar se a
inibicdo da producdo de cGMP reverteria o efeito antiproliferativo dos doadores de
NO na célula muscular lisa uterina, assim como ocorreu no musculo vascular. O
ODQ (1 uM) sozinho nédo alterou a proliferacdo celular e ndo conseguiu prevenir o
efeito inibitério dos doadores de NO SNAP e GTN (10-100 uM, Figura 14A, B). A
concentracédo de 10 uM de ODQ também néo alterou a proliferacéo celular (71,00 x
103 células por poco tratadas comparadas ao grupo sem tratamento 72 x 10° células
por poco, n=3) e ndo preveniu o efeito antiproliferativo do SNAP (100 uM, 19 x 10°
células por poco tratadas comparadas ao grupo que recebeu apenas SNAP 30,00 x
10® células por poco, n=3). O préximo passo foi avaliar se o efeito do NO foi

dependente da proteina quinase G, um dos alvos intracelulares do cGMP. Contudo,
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o inibidor da PKG (KT-5823, 1 uM) néo alterou a proliferagéo celular e ndo preveniu
o efeito antiproliferativo do NO no masculo liso uterino (Figura 14A, B). Os
resuitados mostraram que o mecanismo de sinalizagdo celular dependente de
cGMP, mesmo sendo o mais comum para o efeito antiproliferativo do NO, ndo

parece mediar a agdo inibitéria do NO na proliferagée da célula muscutar lisa uterina.
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Figura 14. Efeito de doadores de NO na proliferagdo da célula muscular lisa uterina
de cultura primaria. As células musculares lisas de Utero de rata foram plaqueadas
am triplicata (5,0 x 10° células por pogo) em placa de 96 pocos & apds 24 h SNAP ou
GTN (1-100 uM ou veiculo, barras abertas) foram adicionados & cultura em A e B
respectivamente. Outros grupos de células receberam ODQ (1 uM, barras
hachuradas) ou KT-5823 {1 uM, barras fechadas) além dos doadores de NO. Ao
final do periodo experimental (120 h) as células foram contadas em camara de
Neubauer e a viabilidade celular foi determinada por axcius_éo com Azul de Trypan
como descrito em “Materiais e Métodos”. Cada barra representa a média + desvio
padréo de um experimento, repetido no minimo duas vezes. * P < 0,05 quando

comparado com o grupo controle (auséncia de composto; ANOVA seguida pelo teste
t de Bonferroni).
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4.2.3. EXPRESSAO DO mRNA DA SUBUNIDADE ALFA-1 DA GUANILIL CICLASE
SOLUVEL EM CELULAS MUSCULARES LISAS DE RATO.

A auséncia do mecanismo dependente de cGMP no efeito antiproliferativo do
NO na célula muscular lisa uterina nos induziu a avaliar a presenca da sGC atraves
da andlise de RT-PCR para o mRNA da subunidade alfa-1 desta enzima em células
de musculo liso. A Figura 15 mostra que a abundancia de mRNA foi inclusive maior
no musculo uterino quando comparada as células do muasculo liso vascular e da

linhagem A7r5.
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Figura 15. Andlise por RT-PCR da expressdo do mRNA da subunidade alfa-1 da
guanilil ciclase solivel em células musculares lisas de rato. A fluorografia acima
mostra géis de agarose corados com brometo de etidio contendo os produtos de RT-
PCR do mRNA da sGC-oy e da gliceraldeido fosfato desidrogenase (GAPDH)
amplificados a partir de 2 pg do RNA total (imagem negativa em relacdo a original).
A intensidade da banda da sGC-a; (826 bp) da célula muscular lisa uterina (CMLU)
foi comparavel a banda da linhagem celular de musculo liso de aorta A7r5 e da
célula muscular lisa vascular priméaria (CMLV). A analise densitométrica representa o

resultado de trés experimentos normalizado pela intensidade da banda da GAPDH.
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4.2.4. EFEITO DA ATIVACAO DA GUANILIL CICLASE SOLUVEL E DO ANALOGO
DE cGMP NA PROLIFERACAO DA CELULA MUSCULAR LISA UTERINA DE
RATA.

Para investigar a funcionalidade da guanilil ciclase soluvel na proliferacdo da
célula muscular lisa uterina, utilizamos o ativador da enzima (BAY 41-2272, 0,1-10
uM) como ferramenta farmacologica, na auséncia ou na presenca do ODQ. O BAY
41-2272 inibiu de forma concentragdo-dependente a proliferacédo celular, o que foi
prevenido pelo ODQ (1 uM, Figura 16A). A presenca da PKG no musculo uterino
nao foi diretamente avaliada, a exemplo da sGC, mas a prevencéao do efeito inibitorio
do BAY 41-2272 pelo KT-5823 (1 uM) indica a existéncia de PKG funcional nesta
célula (Figura 16A). Os resultados demonstraram que a sGC é expressa e pode ser
ativada no musculo uterino. Em seguida, avaliamos o efeito do 8-Br-cGMP para
confirmar o envolvimento do cGMP na proliferacdo celular. O analogo de cGMP
inibiu de forma menos eficiente a proliferacdo do musculo uterino (ICsp ~1400 puM,
Figura 16B) quando comparado com o musculo vascular (ICso ~ 70 uM, Figura 5B).
A Figura 16B também mostra que o efeito antiproliferativo do 8-Br-cGMP foi
prevenido pelo KT-5823. Alguns trabalhos sugerem que o cGMP pode ativar a
proteina quinase A e mediar a inibicdo da proliferacdo da célula muscular lisa
vascular induzida por NO (Cornwell et al, 1994). Isto ndo ocorreu no musculo
uterino, pois o inibidor da PKA (KT-5720, 1 uM) néo reverteu o efeito do 8-Br-cGMP
na proliferacéo celular (Figura 16C). Quando analisados em conjunto, os resultados
sobre musculo uterino sugerem que o efeito do NO nesta célula ndo esta
correlacionado com a ativagdo da sGC, nem com o aumento do nivel intracelular de
cGMP e consequente ativacdo da PKG, mesmo que a mobilizacdo deste mecanismo

de transducao de sinal reduza a proliferacdo do musculo liso uterino.
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Figura 16. Efeito do ativador da guanilil ciclase solGvel e do andlogo de ¢GMP na
proliferagdo da célula muscular lisa uterina de cultura priméaria. A: As células
musculares lisas de Gtero de rata foram plaqueadas em ftriplicata (5,0 x 10°
células/pogo) e apos 24 h o BAY 41-2272 (0,1-10 uM ou veiculo, barras abertas) foi
adicionado & cultura. Qutros grupos de células receberam ODQ (1 uM, barras
fechadas) ou KT-5823 (1 pM, barras hachuradas) além do BAY 41-2272. B: 24 h
apos plaqueamento, as células receberam 8-Br-cGMP (100-1000 uM ou veiculo,
barras abertas) e outro grupo recebeu KT-5823 (1 yM, barras hachuradas) além do
8-Br-cGMP. C: 24 h apds plagueamento, as células receberam 8-Br-cGMP (100-
1000 pM ou veiculo, barras abertas) e outro grupo recebeu KT-5720 (1 uM, barras
hachuradas) alem do 8-Br-cGMP. Ag final do periodo experimental as células foram
contadas em camara de Neubauer e a viabilidade celular foi determinada por
exclusdo com Azul de Trypan comao descrito em “Materiais e Métodos”. Cada barra
representa a media * desvio padréo de um experimento, repetido no minimo duas
vezes. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle (auséncia de composto;
ANOVA seguida pelo teste f de Bonferroni) e # significa que os valores sdo

estatisticamente diferentes do respectivo controle tratado com SNAP ou 8-Br-cGMP.
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4.2.5. PARTICIPACAO DO MECANISMO DE SINALIZACAO AC/cAMP/PKA NO
EFEITO ANTIPROLIFERATIVO DO OXIDO NITRICO NA CELULA MUSCULAR
LISA UTERINA DE RATA.

Os nucleotideos ciclicos controlam a proliferacdo celular, mas uma atencao
especial é dada ao cGMP porque a sGC é o efetor preferencial da maioria dos
efeitos do NO. O cAMP é outro nucleotideo ciclico formado a partir da converséo de
ATP pela enzima adenilil ciclase e inibe a proliferacdo do musculo liso in vitro e in
vivo (Southgate & Newby, 1990; Indolf et al, 2000). Para examinar se o efeito
antiproliferativo do NO no musculo uterino seria mediado pelo cAMP, as células
foram incubadas com SNAP (10-100 uM) apés o tratamento com o inibidor seletivo
da AC (SQ22536, 50 uM). O SQ22536 sozinho nao alterou a proliferacéo, no entanto
preveniu o efeito antiproliferativo do SNAP (Figura 17A). O Db-cAMP (1-30 uM), um
analogo do cAMP permeével a membrana celular, inibiu a proliferacdo da célula
muscular lisa uterina (ICsp ~ 50 pM), confirmando a presenca do mecanismo
dependente de cAMP capaz de mediar o efeito inibitorio do NO (Figura 17B). Nas
Figuras 17A e 17B, a reversdo dos efeitos antiproliferativos do NO e do Db-cAMP
pelo KT-5720 (1 uM) demonstra que tais efeitos sdo mediados através da PKA. O
isoproterenol, um agonista beta-adrenérgico e ativador classico da AC, inibiu a
proliferacdo do musculo liso uterino. O SQ22536 (50 uM) e o KT-5720 (1 uM)

reverteram completamente o efeito antiproliferativo do isoproterenol (Figura 17C).
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Figura 17. Efeito da inibigdo da adenilil ciclase e proteina quinase dependente de
AMP ciclico na inibicho da proliferacdio induzida por NO na célula muscular lisa
uterina de rata. A: Células musculares lisas de Utero de rata foram plagueadas em
triplicata (5,0 x 10° celulas/pogo) e apds 24 horas o SNAP (10-100 uM ou veiculo,
barras abertas) foi adicionado a cultura. Qutros grupos de células receberam
SQ22536 (50 UM, barras fechadas) ou KT-5720 (1 M, barras hachuradas) além do
SNAP. B: 24 h apés plaqueamento, as células musculares uterinas receberam
isoproterenol (1-30 uM ou vejculo, barras abertas) e outros grupos tambem
receberam SQ22536 (50 pM, barras fechadas) ou KT-5720 (1 uM, barras
hachuradas). C: As céluias musculares lisas uterinas receberam Db-cAMP {1-30 pM
ou veiculo, barras abertas) 24 h apds plagueamento e outro grupo também recebeu
KT-5720 (1 uM, barras hachuradas). Ao final do perfodo experimental as células
foram contadas e a viabilidade celular foi determinada como descrito em “Materiais e
Melodos™ Cada barra representa a média + desvio padrio de um experimento,
repetido no minimo duas vezes. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle
(auséncia de composto; ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni) e # significa que
os valores sao estatisticamente diferentes dos respectivos grupos controles, SNAP,
isoproterenot ou Db-cAMP,
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4.2.6. ENVOLVIMENTO DE SUBTIPOS DE CANAIS DE POTASSIO NO EFEITO
ANTIPROLIFERATIVO DO OXIDO NITRICO NA CELULA MUSCULAR LISA
UTERINA DE RATA.

Os canais de potassio estdo envolvidos no controle da proliferacdo celular e
podem ser direta (Bolotina et al, 1994) ou indiretamente (Archer et al, 1994)
ativados por NO. Para avaliar a participacdo dos canais de potassio no efeito
antiproliferativo do NO no masculo uterino, as células foram incubadas com SNAP
apos o tratamento com TEA (100 uM). O TEA reverteu o efeito inibitério do NO na
proliferacdo da célula muscular lisa uterina (Figura 18A), confirmando que a
modulagéo dos canais de potassio no efeito antiproliferativo do NO no musculo liso
uterino € importante, assim como no musculo vascular. Em seguida, investigamos o0s
subtipos de canais envolvidos sendo que a iberiotoxina (100 nM), o clotrimazol (CLT,
10 nM) e a apamina (1 pM) reverteram o efeito antiproliferativo do NO (Figuras 18B-
D). A caribdotoxina (100 nM) néo alterou o efeito inibitério do SNAP na proliferacao
da celular (Figura 18E), ao contrario da 4-aminopiridina (10 uM) e da glibenclamida
(1 uM) que reverteram a inibicdo da proliferacao (Figura 18F-G). Quando usados na
auséncia de outros compostos, nenhum dos bloqueadores de canais de potassio

alterou a proliferacéo ou causou citotoxicidade nas concentracdes utilizadas.
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Figura 18. Efeito dos bloqueadores dos subtipos de canais de potéssio na inibi¢gdo
da proliferacdo da célula muscular lisa uterina induzida por NO. As células
musculares lisas uterinas foram plaqueadas em triplicata (5,0 x 10° células/poco) e
apos 24 h foram incubadas com SNAP na auséncia (10-100 uM ou veiculo, barras
abertas) ou na presenca de TEA (100 uM, A), IbTx (100 nM, B), clotrimazol (CLT, 10
nM, C), apamina (1 puM, D), ChTx (100 nM, E), 4-AP (10 pM, F) ou GBN (1 pM, G).
DMSO 0,05% foi utilizado como veiculo para glibenclamida e clotrimazol. Ao final do
periodo experimental as células foram contadas em camara de Neubauer e a
viabilidade celular foi determinada por exclusdo com Azul de Trypan como descrito
em “Materiais e Métodos”. Cada barra representa a média + desvio padrao de um
experimento, repetido no minimo duas vezes. * P < 0,05 quando comparado com o
grupo controle (auséncia de composto; ANOVA seguida pelo teste ¢ de Bonferroni) e
# significa que os valores sao estatisticamente diferentes do respectivo controle
tratado com SNAP.
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4.2.7. EFEITO DA ATIVAGAO DO CANAL DE POTASSIO DEPENDENTE DE ATP
NA PROLIFERAGAO DA CELULA MUSCULAR LISA UTERINA DE RATA.

Para confirmar o envolvimento dos canais de potassio dependentes de ATP
como mediadores do efeito antiproliferativo do NO, avaliamos a agdo de dois
ativadores de canal de potassio dependentes de ATP. O cromakalim (3-30 uM) e o
diazoxido (3-30 pM) inibiram a proliferagdo da célula muscular lisa uterina sem
causar morte celular (Figura 19).
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Figura 19. Efeito da ativagdo do canal de potassio dependente de ATP na
proliferagéo da célula muscular lisa uterina de rata. As células foram plaqueadas em
triplicata (5,0 x 10° células/pogo) e apds 24 horas veiculo (barras abertas),
cromakalim (1-100 pM, barras fechadas) ou diazéxido (1-100 pM, barras
hachuradas) foram adicionados a cultura. DMSO 0,05% foi utilizado como veiculo
para o cromakalim e diazéxido. Ao final do periodo experimental as células foram
contadas em camara de Neubauer e a viabilidade celular foi determinada por
exclusdo com Azul de Trypan como descrito em “Materiais e Métodos”. Cada barra
representa a média + desvio padrdo de um experimento em triplicata, repetido no
minimo duas vezes. * P < 0,05 quando comparado com o respectivo grupo controle

(auséncia de composto; ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.2.8. EFEITO DO BLOQUEIO DE CANAIS DE POTASSIO NA INIBICAO DA
PROLIFERACAO DA CELULA MUSCULAR LISA UTERINA INDUZIDA POR Db-
CAMP.

O efeito inibitorio do NO na proliferagcdo da célula muscular lisa uterina foi
mediado por um mecanismo de sinalizag&o celular dependente de cAMP e parte do
efeito do nucleotideo ciclico foi mediado através da ativagdo da PKA. Analisamos
indiretamente 0 mecanismo dependente de fosforilagdo dos canais de potassio no
efeito antiproliferativo do NO no musculo uterino. As células foram incubadas com
Db-cAMP (10-100 uM) apéds o tratamento com o bloqueador ndo seletivo de canais
de potéassio. O TEA preveniu parcialmente o efeito antiproliferativo do Db-cAMP no
musculo liso uterino (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do tetraetilaménio na inibicdo da proliferacdo da célula muscular
lisa uterina induzida por Db-cAMP. As células foram plaqueadas em triplicata e apés
24 horas incubadas com Db-cAMP na auséncia (10-100 uM ou veiculo, barras
abertas) ou na presenca de tetraetilamonio (TEA, 100 uM, barras cheias). Ao final do
experimento as células foram contadas como descrito em “Materiais e Métodos”.
Cada barra representa a média + desvio padrdao de um experimento, repetido no
minimo duas vezes. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle (auséncia
de composto; ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni) e # significa que os valores

sao estatisticamente diferentes do respectivo controle tratado com Db-cAMP.

72



5 - DISCUSSAO




Discussao

O oxido nitrico desempenha vérias fun¢des biolégicas que envolvem uma
ampla variedade de processos fisiologicos em diversos 6rgaos e sistemas. Esta
simples molécula gasosa participa de processos que abrangem o controle da
pressdo sanguinea, a imunomodulacdo e a neurotransmissao. Além disso, o NO é
um mediador importante no sistema vascular, no qual contribui para regulacdo da
atividade contratil, da adeséo e agregacao plaquetéaria, da permeabilidade vascular e
da proliferacdo da célula muscular lisa, exercendo um papel central na homeostase
vascular. A falta de controle na proliferacdo da célula muscular lisa gerada muitas
vezes por reducdo da disponibilidade de NO ocorre em condigfes fisiopatoldgicas
gue ndo se limitam apenas aos vasos, sendo que o seu estudo contribui para o
entendimento de desordens proliferativa vascular e ndo-vascular. Apesar da
presenca do NO e da importancia das condi¢des proliferativas no ambiente uterino,
0 seu efeito na proliferacdo da célula muscular lisa uterina ainda € uma éarea
relativamente inexplorada quando comparada a vascular.

A demonstracdo do efeito inibitério do NO na proliferacdo de células
musculares lisas vasculares de aorta de rato em cultura feita por Garg & Hassid, em
1989, foi sucedida por varios estudos, como podemos observar na linha temporal
(Esquema 7) desenhada para localizar alguns destes trabalhos, que in vivo
demonstraram a prevencdo do desenvolvimento da hiperplasia da camada intima
vascular por este mediador. Desta forma, néo existe duavida a respeito da
participacdo do NO no controle da proliferacdo da célula muscular lisa vascular,
entretanto nem todos os efeitos do NO sdo mediados através da ativacdo da sGC e
do aumento da concentracdo intracelular de cGMP. O NO também pode reagir
diretamente com grupamentos sulfidrila presentes em residuos de cisteina da cadeia
polipeptidica de proteinas como, por exemplo, os canais de potassio e formar
compostos S-nitrosotiois que exercem efeitos nos sistemas biologicos. Na verdade,
a lacuna no conhecimento sobre os alvos a jusante do nucleotideo ciclico e os
mecanismos independentes de cGMP nos permite fazer maiores investigacdes a
respeito dos mecanismos de acdo que medeiam o efeito do NO na proliferacdo da
célula muscular lisa.

Assim sendo, analisamos a via de sinalizacdo celular responsavel pelo efeito
do oxido nitrico na proliferacdo de células musculares lisas vascular de aorta e
uterina de rato, através de estudos farmacolégicos e técnicas de biologia molecular.

A cultura da linhagem celular de muasculo liso vascular de aorta toracica de embrido
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de rato, A7r5, e as culturas primarias de células musculares lisas de aorta e de utero
de rato foram utilizadas como ferramentas no estudo sobre proliferacéo, apesar da
possivel contaminacao celular que pode ocorrer nas culturas originadas de tecidos
musculares. Contudo, este artefato foi excluido através da realizacdo sistematica do
método de imunocitoquimica para marcacao da proteina contratil com anticorpo anti-
alfa-actina nas células musculares lisas obtidas das culturas primarias, garantindo a
homogeneidade celular no estudo sobre proliferacéo.

Nossos primeiros resultados mostraram que 3 doadores de NO pertencentes
a diferentes classes quimicas inibiram a proliferacéo celular. O composto nitrosotiol,
SNAP, inibiu de forma concentragdo-dependente a proliferagcdo da linhagem celular
A7r5 e da CMLV, exibindo um efeito citostético nitido na concentracédo de 100 uM e
uma ICsp da ordem de 90 pM. Observamos que o0 GSNO (ICso ~ 500 puM), um outro
composto nitrosotiol, apresentou essencialmente o0 mesmo efeito antiproliferativo do
SNAP, embora menos potente, provavelmente devido a lenta cinética de liberacéo
do NO pelo GSNO (ty» de varias horas) quando comparado ao SNAP (t;, de 1,3 h;
Arnelle & Stamler, 1995). A deteccdo de S-nitrosotidis na circulacdo sugere que
estes compostos transportam o NO para locais distantes da sua sintese até atingir
alvos moleculares e produzir efeitos relevantes em sistemas biolégicos dependente
ou independente da sua liberagdo (Stamler et al, 1992). Todavia, a inibicdo da
proliferacdo do musculo liso vascular pode ser exclusivamente atribuida ao NO, uma
vez que o NAP e o GSH, compostos precursores nao nitrosilados dos nitrosotiois
SNAP e GSNO, respectivamente, foram destituidos de qualquer efeito. A maioria
dos estudos que refere o efeito antiproliferativo do NO na célula muscular lisa
vascular utilizaram compostos nitrosotidis como doadores de NO. Contudo, o efeito
observado nestes estudos também foi reproduzido por outras classes de doadores
de NO. Assim, a inibicdo da proliferacdo da linhagem celular A7r5 induzida por GTN
(ICso ~ 70 pM), um nitrato organico utilizado na clinica com acdo vasodilatadora
exclusivamente dependente da liberacdo de NO (Feelisch 1998), confirma que a
acdo do NO na proliferacdo da CMLV ndo pode ser atribuida a um efeito néo-
seletivo dos nitrosotiois.

Nas mesmas condi¢cdes experimentais (tempo-dependente, concentracdo-
dependente, concentracao efetiva, etc) da demonstracdo do efeito antiproliferativo
do NO no mdusculo liso vascular, a utilizacdo de dois doadores de NO
estruturalmente distintos, SNAP (IC5o ~ 90 uM) e GTN (ICsp ~ 80 uM), também inibiu
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a proliferacdo da célula muscular lisa uterina. Deste modo, o0 primeiro aspecto
original neste estudo foi o efeito inibitério do NO na mesma ordem de poténcia (ICsg
~ 70-90 uM) na proliferacédo das células musculares lisas vascular e uterina.

A célula muscular lisa uterina apresenta baixo indice proliferativo como
qualquer outra célula muscular lisa madura/diferenciada, embora ocorra hipertrofia e
hiperplasia durante a gravidez e na disfuncdo menstrual, além da falta de controle
proliferativo na formacgéo e progressao de tumores miometriais benignos conhecidos
como leiomiomas (Nowak 2001). Apesar da importancia da hiperplasia da CMLU em
condicdes fisioldgicas e patoldgicas, existem poucos estudos sobre a fungcdo do NO
na proliferacdo desta célula. Cornwell e colaboradores (2003) demonstraram que
compostos nitrosotidis inibiram diretamente a proliferacdo da linhagem celular de
musculo liso uterino isolado de leiomioma de rata, ETL-3, independente da liberacao
de NO. Em nosso trabalho, a auséncia de qualquer efeito do NAP (100 puM) na
proliferacédo da CMLU (79 + 7 x 10° células por poco tratadas comparadas ao grupo
controle 74 + 3 x 10° células por poco) indica que a acdo inibitéria do SNAP é
atribuida unicamente a liberacdo de NO, como ocorreu na CMLV. Além disso, o
mesmo padrdo antiproliferativo do SNAP no musculo uterino foi apresentado por um
doador que ndo € um nitrosotiol, o GTN, o que mostra que o NO inibe a proliferacao
da CMLU, assim como € bem documentado na CMLV.

A diminuicéo da viabilidade dos tipos celulares estudados tornou-se aparente
somente quando foram utilizadas concentracdes de doadores de NO maiores do que
aguelas para inibir a proliferacdo. Desta maneira, 0 emprego de concentracdes
citostaticas de doadores de NO e o acompanhamento sistematico da viabilidade
celular durante o0s experimentos assegurou a existéncia somente do efeito
antiproliferativo do NO. A natureza paradoxal dos efeitos citostatico e citotéxico do
NO é similar a outros efeitos antag6nicos desta molécula nos sistemas biolégicos e
parece depender da sua concentracdo. A relevancia destes efeitos controversos
achados in vitro pode ser respectivamente associada /n vivo a baixa concentracéo
de NO produzida e liberada fisiologicamente pelas enzimas NOS constitutivas e a
alta concentracéo produzida pela NOS induzida. Parte desta disparidade pode ser
explicada pela combinagdo da utilizacdo do modelo in vitro para o estudo de
proliferacdo, o qual extrai a célula de seu ambiente natural suprimindo a acao de
alguns mediadores que potencializam a acado dos demais e a pequena concentracao

intracelular de sGC e cGMP.
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Até o final dos anos 70 pensava-se que a biossintese do NO era restrita as
bactérias, deixando de lado a importancia do significado fisiolégico do NO em
mamiferos. A capacidade de sintese celular desta molécula em mamiferos foi
mostrada somente depois da identificacdo do EDRF como NO (Furchgott &
Zawadzki, 1980), nascendo assim o mecanismo de transducdo NO/sGC/cGMP. A
sensibilidade da guanilil ciclase solavel a baixas concentracdes de NO produzidas
pelas NOS constitutivas aumenta a concentracao intracelular de cGMP e a torna
responsavel por grande parte das acdes fisiologicas do NO. Os efeitos do cGMP
podem ser exercidos por fosfodiesterases reguladas por cGMP (Sonnenburg &
Beavo, 1994), canais de cations abertos por cGMP (McDonald & Murad, 1996) ou
proteinas quinases, principalmente a proteina quinase dependente de cGMP
(Hofmann 2000). A importancia do NO e do cGMP no mecanismo de inibicdo da
proliferacdo do musculo liso inicialmente observada por Garg & Hassid (1989) é
melhor estudada atualmente, formando inclusive a base de possiveis aplicacfes
clinicas (Do et al, 2004). O envolvimento do mecanismo de sinalizacdo celular
sGC/cGMP/PKG no efeito antiproliferativo induzido por NO em células musculares
lisas vascular e uterina foi pormenorizado em nosso trabalho, onde a prevencao do
efeito do SNAP por um inibidor seletivo da sGC, ODQ (Garthwaite et al., 1995),
demonstrou que a inibicdo da proliferacéo da linhagem celular A7r5 induzida por NO
depende da ativacdo da enzima e da formacdo de cGMP. A veracidade destes
dados foi confirmada através da prevencgéo do efeito inibitorio do NO na proliferacéo
da célula muscular lisa vascular de aorta de rato em cultura primaria por ODQ. Além
disso, o 8-Br-cGMP, um analogo de cGMP permeavel a membrana, inibiu a
proliferacdo da linhagem celular A7r5 de forma concentracdo-dependente (ICso ~ 70
UM) similar ao efeito antiproliferativo dos doadores de NO nestas células. Os
resultados obtidos em CMLV de aorta de rato em cultura priméria, além de
confirmarem, estendem a literatura a respeito do efeito antiproliferativo do NO em
células musculares lisas por verificar que a linhagem celular A7r5 é idéntica a célula
muscular lisa de origem primaria, a0 menos no que se refere a ativagcao da guanilil
ciclase soluvel e ao efeito do segundo mensageiro. O trabalho de Browner e
colaboradores (2004) descreveu a alteracdo da expressédo das enzimas sGC e da
PKG em cultura primaria de CMLV, devido a mudancas fenotipicas que ocorrem
apos algumas passagens, enquanto outros descreveram o aumento intracelular dos
niveis de cGMP e a ativacdo da PKG (Garg & Hassid, 1989; Cornwell et al., 1994;

77



Discussao

Nakaki et al., 1990) como o mecanismo mediador mais comum do efeito inibitério do
NO na proliferacéo destas células. Os resultados de nosso trabalho mostraram que
um inibidor seletivo da proteina quinase G, KT-5823, preveniu completamente o0s
efeitos antiproliferativos do SNAP e do 8-Br-cGMP na linhagem celular A7r5,
destacando a PKG como a proteina receptora mais importante em mediar a inibicdo
da proliferacdo da CMLV induzida por NO e descartando a participacdo dos canais
abertos por cGMP e/ou das fosfodiesterases.

Nas mesmas condi¢cdes experimentais da investigacdo do efeito do NO na
proliferacdo do musculo liso vascular, nossos dados mostraram que os inibidores da
sSGC e da PKG néo alteraram a inibicdo da proliferagdo do musculo liso uterino
induzida por NO. Embora a literatura cite o mecanismo de transducdo de sinal
sGC/cGMP/PKG como mediador de varios efeitos do NO, inclusive do relaxamento
das células musculares lisas, atualmente esta informacéo parece ndo ser mais tdo
universal. Existe uma variagao entre os resultados laboratoriais de experimentos in
vitro que avaliam a contratilidade do musculo uterino, além de serem altas as
concentracbes de NO para ativar o mecanismo sGC/cGMP/PKG e induzir o
relaxamento deste tecido. Por outro lado, o adesivo de GTN € usado na prevencao
de parto de pré-termo com sucesso. Assim, o relaxamento induzido por doadores de
NO e analogos de cGMP demonstraram que o tecido uterino € responsivo ao
mecanismo de sinalizacdo dependente de cGMP, porém a mesma responsividade
pode n&o ocorrer no contexto da inibicdo da proliferacdo. No nosso estudo o 8-Br-
cGMP foi vinte vezes menos potente em diminuir a proliferacdo da CMLU (ICsp ~
1400 pM), poténcia esta similar a vista para o relaxamento do musculo uterino
humano induzido por NO (Bradley et al., 1998). Varios estudos mostraram que 0
relaxamento do musculo liso uterino induzido por NO pode ser independente da
ativacao da sGC (Kuenzli et al., 1996; Bradley et al., 1998; Kuenzli et al., 1998; Word
and Cornwell 1998; Buxton et al, 2001; Tichenor et al, 2003). Além disso, a
regulacdo dinamica do mecanismo NO/cGMP no utero € ilustrada por uma
diminuicdo da expressao deste mecanismo no contexto do relaxamento (Word &
Cornwell 1998; Telfer et al, 2001). A primeira hip6tese para explicar a falha no
dogmético mecanismo de transducdo de sinal sGC/cGMP/PKG no mdusculo liso
uterino foi a possivel auséncia da sGC nas células uterinas. Entretanto, a
abundancia do mRNA da subunidade alfa-1 da guanilil ciclase soltuvel foi muito

semelhante entre as células musculares lisas uterinas, as células de linhagem A7r5
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e as células vasculares de origem primaria. Em seguida, a reducéo da proliferacao
celular do musculo uterino de forma concentracdo-dependente induzida por um
ativador direto da sGC, BAY 41-2272, demonstrou que a funcionalidade da sGC
podia ser prevenida por ODQ. A expressdo da PKG no musculo uterino ndo foi
diretamente avaliada em nosso trabalho, mas a prevencéo do efeito inibitorio do
BAY 41-2272 e do 8-Br-cGMP por um inibidor da enzima, KT-5823, demonstrou que
ela existe e pode ser ativada na CMLU. A formacdo de cGMP induzida por NO em
musculo liso vascular pode ativar a proteina quinase dependente de cAMP (Cornwell
et al, 1994), um potente inibidor da proliferacdo do musculo liso in vitro e do
desenvolvimento da camada neointima apos lesdo vascular in vivo (Southgate &
Newby, 1990; Indolf et al.,, 2000). Por outro lado, o inibidor da proteina quinase A,
KT-5720, nao reverteu o efeito inibitorio do 8-Br-cGMP na proliferacdo das células
musculares lisas vascular (controle 58 + 1,5; (1 uM) KT-5720 59,5 + 3; (100 uM) 8-
Br-cGMP 32 + 1; 8-Br-cGMP + KT-5720 34,5 + 4,5 x 10° células por poco) e uterina.
Quando analisados em conjunto, este bloco de resultados sugere que o efeito
antiproliferativo do NO nas células musculares lisas uterinas apresenta importantes
diferencas quando comparado com as vasculares, ou seja, a associacédo da
inibicdo da proliferacdo do musculo liso vascular com a ativacao da guanilil ciclase
soluvel, o aumento da concentracdo intracelular de cGMP e ativacdo da proteina
quinase dependente de cGMP néo se correlaciona com o efeito antiproliferativo do
NO no musculo liso uterino, mesmo que a mobilizagdo deste mecanismo de
transducédo por outros ativadores reduza a proliferacdo da CMLU. Alias, a presenca
do mecanismo sGC/cGMP/PKG no utero de rata é capaz de fosforilar substratos
fisiologicos importantes como por exemplo a VASP, proteina estimulatoria
vasodilatadora (Tichenor et al., 2003), entretanto nao participa do efeito
antiproliferativo do NO no musculo uterino. A diferenca entre 0s mecanismos
ativados por NO na inibicdo da proliferacéo de células musculares lisas vasculares e
uterinas, surge como um dos principais achados deste trabalho.

A semelhancga estrutural e bioquimica entre as enzimas guanilil ciclase soluvel
e a adenilil ciclase sugere que estas enzimas tenham papéis analogos no controle
das funcdes celulares, aliados a importancia dos nucleotideos ciclicos como
segundos mensageiros intracelulares que controlam, por exemplo, a proliferacédo
celular. No entanto, uma aten¢do especial € dada ao cGMP pois a sGC é o alvo
efetor preferencial da maioria dos efeitos do NO (Krumenacker et al., 2004). Quando
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examinamos o efeito antiproliferativo do NO no masculo liso uterino em presenca de
antagonistas seletivos das enzimas adenilil ciclase e da proteina quinase A,
SQ22536 e KT-5720 respectivamente, constatamos a prevencéo do efeito inibitorio
do NO. Ao contrario aos parcos estudos sobre o efeito do NO na modulacédo da
atividade da AC (Klein 2002), o efeito antiproliferativo do NO no musculo uterino
parece ser mediado através da ativacdo da AC (Hill et al., 2000; Goldstein et al.,
2002). Nosso resultado foi reforcado atraves do bloqueio do efeito antiproliferativo do
isoproterenol, um agonista beta-adrenérgico e ativador classico da AC, por SQ22536
e KT-5720. Embora a inibicdo da PKA demonstre a importancia do mecanismo de
sinalizacdo AC/cCAMP/PKA na reducdo da proliferagdo da CMLV no modelo de
transferéncia génica da eNOS (D’Souza et al., 2003), 0 SQ22536 e 0 KT-5720 foram
ineficientes em reverter o efeito antiproliferativo do NO na CMLV em cultura (controle
58 + 1,5; (50 uM) SQ22536 54 + 3; (1 uM) KT-5720 59,5 + 3; (100 uM) SNAP 24 + 2;
SNAP + SQ22536 23 + 1; SNAP + KT-5720 21 + 2 x 10° células por poco). A inibicdo
da proliferacdo do musculo liso uterino causada por um aumento da concentracéo
intracelular de cAMP induzido por um analogo do nucleotideo ciclico permeavel a
membrana, Db-cAMP, admite a presenca do mecanismo dependente de cAMP. O
efeito do Db-cAMP parece ser mediado por PKA, uma vez que o antagonista da
enzima reverteu a inibicdo da proliferacdo induzida pelo analogo ciclico. Se
acreditarmos que 0 acesso ao compartimento intracelular dos elementos integrantes
dos mecanismos de transducdo de sinal é idéntico para ambos os analogos de
nucleotideos, a diferenca na efetividade da inibicdo da proliferacdo da CMLU (8-Br-
cGMP ICsp > 1 mM versus Db-cAMP ICsp ~ 50 pM) assinala maior importancia ao
mecanismo dependente de cAMP no controle da proliferacdo do musculo uterino e
no efeito antiproliferativo do NO nas células musculares lisas miometriais. A reacao
do NO com sulfidrilas (-SH) presentes em proteinas de baixo peso molecular ou
residuo de cisteina de proteinas estruturais (Hess et al, 2005) pode causar
modificacdo pos-translacional, funcionando como um mecanismo regulador que
pode ser revertido dependendo do estado redox da célula. Se for levado em
consideracao que o potencial redox pode interferir com mecanismos de transducéo
de sinais envolvidos no controle da proliferacdo e morte celular (Powis et al., 1997),
a S-nitrosilacado poderia explicar o efeito do NO na proliferacdo da CMLU, porém

trabalhos adicionais sdo necessarios para esclarecer esta possibilidade.

80



Discussao

Quando falamos sobre nitrosilagdo naturalmente podemos pensar nos canais
de K" que podem ser modulados por NO através da reacéo direta com grupamentos
tiois (Bolotina et al., 1994) ou por fosforilacdo (Archer et al., 1994). Os canais de K*
exercem um importante papel na regulacéao da proliferacao celular (DeCoursey et al.,
1984; Strobl et al., 1995; Wonderlin & Strobl, 1996; Lepple-Wienhues et al., 1996;
Pappas & Ritchie, 1998; Rane 1998), inclusive do musculo liso (Neylon, 2002; Kohler
et al., 2003). A relacéo entre o 6xido nitrico, proliferacdo da CML e canais de K ndo
€ encontrada na literatura e a partir de um trabalho prévio de nosso laboratorio, onde
bloqueadores de canais de K' reverteram o efeito antiproliferativo do NO em
linhagens tumorais (Costa & Assreuy, 2002), decidimos investigar o envolvimento
destes canais na inibicdo da proliferacdo das células musculares lisas vascular e
uterina induzida por NO. A prevencao do efeito antiproliferativo do NO nas células
musculares lisas vascular e uterina por um blogueador n&o-seletivo de canais de K”,
TEA, mostrou que uma fracdo significativa deste efeito € mediada por canais de K.
Entdo utilizamos as ferramentas farmacoldgicas que tinhamos em maos e iniciamos
a investigacdo dos subtipos de canais de K" envolvidos no efeito inibitério do NO na

proliferacdo do musculo liso, como pode ser vizualizado na Tabela 2.

Tabela 2. Subtipos de canais de K" envolvidos no efeito inibitério do NO na
proliferacdo das células musculares lisas vascular e uterina.

Canais de potassio Célula muscular lisa vascular Célula muscular lisa vascular

Ky + ++
BKca ++ ++
IKca ++ ++
SKca ++ ++
Katp - ++

O nuamero de cruzes indica 0 menor (+), maior (++) ou nenhum (--) grau de
participacdo dos subtipos de canais de potassio no efeito antiproliferativo do NO no

musculo liso vascular ou uterino.
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Os canais de K* dependentes de voltagem foram o primeiro subtipo analisado. Estes
canais sdo amplamente expressos no musculo liso vascular (Michelakis et al., 1997)
e importantes na regulacdo do ténus (Jackson 2000) e da proliferacdo desta célula
(Platoshyn et al., 2000), existindo, entretanto poucos relatos sobre este subtipo de
canal no miométrio (Khan et al, 2001). Nossos dados demonstraram que o efeito
inibitério do NO na proliferacdo da CML é mediado por canais K,, sendo que o
bloqueio completo deste efeito por 4-AP no musculo uterino e o bloqueio parcial no
muasculo vascular indica uma maior participacdo destes canais no efeito
antiproliferativo do NO no musculo uterino.

O segundo subtipo de canais de K* estudado foi o dependente de calcio, o
qual é constituido dos canais de K' de alta condutancia (BKca), de condutancia
intermediaria (IKca) e de baixa condutancia (SKca). Os canais BKc, s80 0s mais bem
caracterizados e sdo expressos de forma ubiqua (Khan et al., 2001) inclusive na
CML, onde apresenta maior relevancia na funcdo contratil do que na proliferativa
(Masuo et al., 1991). A iberiotoxina € o bloqueador seletivo para este tipo de canal
(Candia el al., 1992) que também é bloqueado por caribdotoxina (Miller et al., 1985).
A reversdo do efeito antiproliferativo do NO induzida por IbTx nas células
musculares lisas vascular e uterina mostrou que os canais BKCa sao modulados da
mesma forma nos dois tipos musculares. Os canais IKca S80 0 subtipo predominante
na regulacdo do potencial de membrana na CML proliferativa (Neylon et al., 1994,
Neylon et al., 1999; Koéhler et al,, 2003), mas também sdo encontrados em células
recém-isoladas (Van Renterghem & Lazdunski 1992). O bloqueio ineficiente do
efeito do NO na CMLU por caribdotoxina foi diferente do bloqueio na CMLV,
sugerindo que os canais IKc, ndo participam da mesma forma e com a mesma
relevancia na inibicdo da proliferacdo induzida por NO em ambas as células.
Contudo, este resultado ndo representa a verdade absoluta se eliminarmos outros
efeitos do clotrimazol que né&o sejam apenas 0 bloqueio dos canais K¢, pois este
agente antifingico reverteu igualmente o efeito inibitério do NO na proliferacdo das
células musculares lisas vascular e uterina. O bloqueio do relaxamento vascular
dependente do endotélio por apamina (Brayden 1996) descreveu os canais SKc, na
CMLV, porém nado estdo bem descritos no miométrio (Khan et al, 2001). Nossos
dados mostraram que os canais SKc, estdo igualmente envolvidos no efeito do NO

nas células musculares lisas vascular e uterina. Portanto, concluimos que os trés
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subtipos de canais de K’ dependentes de calcio sdo mediadores importantes no
efeito antiproliferativo do NO nas CML vascular e uterina. Embora nossa
argumentacio esteja baseada no uso de bloqueadores de canais de K', a
disponibilidade de um ativador de canais de K* dependentes de célcio, NS1619,
permitiu comprovar diretamente o papel inibitério deste subtipo de canais na
proliferacdo da CMLV.

O Ultimo subtipo de canal de K* estudado foi o canal de potassio ATP-
dependente que pode ser expresso em musculo liso (Quayle et al, 1997) e suas
propriedades variam de acordo com os tecidos onde sao encontrados. O canal Katp
é regulado metabolicamente por vasodilatadores enddgenos que estimulam a
formacdo de cAMP e aumentam a atividade da proteina quinase dependente deste
nucleotideo (Brayden 2002). A reversédo do efeito antiproliferativo do NO no musculo
uterino induzida por glibenclamida foi diferente do que foi observado no musculo
vascular, mesmo quando maiores concentracdes de glibenclamida foram utilizadas,
demonstrando que a principal diferenga no envolvimento dos canais de K* entre as
duas células esta na participacdo dos canais Karp ha inibicdo da proliferacéo
induzida por NO. A reversdo do efeito antiproliferativo do NO na CMLU com a
concentragdo de 1 mM de glibenclamida foi desprovida de morte celular,
despertando a idéia do envolvimento dos canais Katp também no controle da
apoptose da CMLV. A utlizacdo de ativadores de canais Katp, diazoxido e
cromakalim, comprovaram diretamente o papel inibitério deste subtipo de canais de
K" na proliferagcdo da CMLU. Antes de concluir este bloco de resultados é preciso
considerar que a diferenca na concentragido dos subtipos de canais de K' nas
células estudadas pode ser responsavel pela participacdo de canais de K* distintos
no efeito antiproliferativo do NO nos musculos vascular e uterino. Excluindo esta
limitacdo, os resultados sugerem que o NO mobiliza diferentes subtipos de canais de
K" para inibir a proliferacdo da célula muscular lisa derivada de tecidos distintos. Os
canais de K, e canais K¢, parecem ter a mesma importancia para o efeito do NO,
entretanto os canais Karp Sao relevantes para o efeito antiproliferativo do NO nas
células musculares lisas uterinas diferente das células musculares vasculares.

Como discutido anteriormente, o NO pode nitrosilar canais de K,
representando um mecanismo alternativo para modulacéo destes canais na inibicao
da proliferacdo da célula muscular lisa, principalmente por altas concentracdes de

NO produzidas em situacdes de lesdo vascular, por exemplo, apds angioplastia.
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Contudo, a prevencdo completa do efeito antiproliferativo do NO no musculo liso
vascular com a combinacéo de concentracdes sub-efetivas de ODQ e TEA, sugere
que a fosforilacdo é o mecanismo de maior relevancia para mediar a modulagcéo dos
canais de K’ na inibicdo da proliferacdo celular induzida por NO. Além disso, a
reversdo completa do efeito antiproliferativo do analogo de cGMP no musculo liso
vascular por bloqueadores de subtipos canais de K® corrobora indiretamente o
mecanismo de fosforilagdo dos canais de K* para mediar o efeito inibitério do NO na
proliferacdo da CMLV, do mesmo modo que a inibicdo da proliferacdo da CMLU
induzida por Db-cAMP foi revertida por um blogueador ndo-seletivo de canais de K”.
De qualquer forma, as consequéncias da S-nitrosilagdo na ativacéo/fosforilagdo dos
canais de K" ndo sdo conhecidas, entdo ndo podemos excluir a possibilidade da
ativacdo dos canais de K* também por S-nitrosilacdo. O NO bloqueia em varios
aspectos a transicdo do ciclo celular no muasculo liso através de um mecanismo
dependente da formacdo de cGMP e ativacdo da proteina quinase G que culmina
com a inibicdo da proliferacéo celular (para revisédo ver Sarkar & Webb, 1998). Além
disso, a expressdo e ativacdo de canais de K* sdo determinantes na progressdo do
ciclo celular. Logo, podemos também sugerir que o NO pode modular direta ou
indiretamente os canais de K*, os quais medeiam a progressdo do ciclo e a
proliferacéo celular.

Uma das consequéncias transducionais da S-nitrosilacdo € o efeito de longa
duracdo do NO nos sistemas biologicos e a reversibilidade desta reacdo tem
relevante significado fisiolégico, como por exemplo, na inibicdo da agregacgéo
plaguetaria e no relaxamento do musculo liso vascular. O procedimento
experimental que resultou no mesmo padrao de reducéo da proliferacdo das células
vasculares tratadas com doadores de NO por um curto intervalo de tempo (4 h),
onde a presenca fisica do NO ndo mais existia ou durante todo o tempo (96 h) foi
bloqueado por ODQ e TEA. Assim, demonstramos que: i) o efeito antiproliferativo do
NO em célula muscular lisa vascular esta na categoria dos efeitos de longa duracéo
do NO; ii) a guanilil ciclase soluvel esta envolvida no efeito antiproliferativo de longa
duracdo do NO na CMLV, bem como os canais de K e iii) o NO pode interagir com
sulfidrilas de proteinas citoplasméaticas ou de membrana e gerar reservas cuja
decomposicéo e liberacdo de NO ao longo do tempo mantém os alvos celulares
relevantes ativados para induzir a inibicdo da proliferacdo. Os mecanismos de

sinalizacao celular desencadeados por NO, tais como fosforilagdo e S-nitrosilagéo,
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podem induzir mudancas conformacionais que conserva a abertura dos canais de
K*. A abertura dos canais de K" hiperpolariza a membrana plasmatica, induzindo o
fechamento dos canais de célcio dependentes de voltagem e como a proliferacéo
celular € modulada por processos sensiveis a alteracdo da concentracéo intracelular
de célcio, a modulagdo dos canais de K" induzida por NO pode estar associada a
sinalizacdo de calcio. Com o mesmo desenho experimental acima mostramos que
mudancas na sinalizacdo de calcio promovidas por um ionoforo de calcio, A23187,
integram 0 mecanismo de transducdo de sinal que inibe a proliferacdo da CMLV
induzida por NO. Da mesma forma, a nifedipina, um bloqueador de canal de célcio,
inibiu a proliferacdo das células musculares vasculares (para revisdo ver Schmitz et
al., 1991) corroborando que a diminuicdo na sinalizacdo de calcio poderia explicar

pelo menos parte dos efeitos do NO.
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Um resumo de nossos dados, representado no Esquema 11, mostra que o efeito
antiproliferativo do NO em musculo liso ocorre por um mecanismo de transducéo de
sinal dependente de cGMP no vaso e dependente de cAMP no utero, ambos
culminando com a ativacdo de proteinas quinases especificas e fosforilacdo de
diferentes subtipos de canais de K' de acordo com a origem de cada tecido
muscular, garantindo uma boa seletividade para o efeito do NO. Nossos dados
também sugerem que reservas de nitrosotidéis (R-SH) podem manter o efeito
inibitério de longa duracdo do NO na proliferacdo de células musculares lisas
vasculares mediado por guanilil ciclase solivel e canais de K*. E por dltimo, a
mudanca na sinalizacdo de calcio pode ser o passo posterior a modulagdo dos
canais de K" mediada por fosforilagao e/ou nitrosilac&o na inibicio da proliferagdo do
musculo liso vascular induzida por NO. Sendo assim, o reconhecimento dos canais
de potassio como mediadores da inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas
pode originar novas e interessantes medidas terapéuticas para o tratamento de
doencas vasculares e nao-vasculares que envolvam a falta de controle na

proliferacao celular.

doador ' S"I\‘O 7
\[e] 2

¢ Prollferagao<_
celular

Esquema 11: Hipotese do mecanismo de acdo do oxido nitrico na proliferacdo de

células musculares lisas.
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