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RESUMO

A O-Glicosilacdo com N-acetil-glucosamina (O-GIcNAc) é definida como uma
modificacdo pos-traducional que atua em varias vias de sinalizacdo, dentre estas temos
proteinas com importante papel na funcdo vascular. Por outro lado, diversos autores vém
demonstrando que a auséncia da interleucina-10 (IL-10) pode favorecer a disfuncéo vascular.
O objetivo deste estudo foi verificar se a O-GIcNAc promove alteracdo na vasoconstri¢cdo por
mecanismos moduladores da cinase regulada por sinais extracelulares (ERK 1/2) via IL-10.
Para isso, aorta de camundongos machos C57BL/6 (12 semanas) foram incubadas com
Thiamet G (1 uM, por 24 horas - inibidor seletivo da OGA capaz de aumentar os niveis global
de O-GIcNAc). Também foram utilizados camundongos knockout para IL-10 (IL-107/:
B6.129P2-1110tm1Cgn/J; 12 semanas). Realizaram-se testes de reatividade vascular (n=6) e
western blot para avaliar a expressdao proteica. Os vasos de camundongos IL-107/
apresentaram uma maior vasoconstri¢cdo para fenilefrina quando comparados com o controle
[Emax (%KCIl)= 203,6+£8,39 vs 163,0£10,64] e 0 mesmo pode ser observado em vasos
tratados com Thiamet G (Emax (%KCl)= 167,9+3,46 vs 126,1+3,23), porém a incubagdo com
um inibidor da ERK 1/2 preveniu estes efeitos (Emax (%KCIl)= IL-10/= 120,745,40;
Thiamet G= 144,2+1,89). As analises de western blot revelaram que o0s vasos de
camundongos IL-107/" apresentaram um aumento na expressdo de ERK 1/2 (p=0,0001), assim
como 0s vasos tratados com Thiamet G (p= 0,0119), os quais também expressaram mais
proteinas O-Glicosiladas (p= 0,0250). A enzima OGT permaneceu inalterada, enquanto a
expressao de OGA se encontra elevada (p= 0,0285). Em relacdo a via de sinalizacdo da IL-10,
observou-se que apesar da enzima JAK1 estar mais expressa (p= 0,0287) nos vasos incubados
com Thiamet G, a expressao da STAT3 encontra-se diminuida (p= 0,0048), o que resultou em
niveis teciduais de 1L-10 menores (p= 0,0001). Estes dados sugerem que o aumento da O-
GIcNAC & capaz de aumentar a atividade da ERK 1/2 e este efeito € mediado pela diminuicéo

na via de sinalizacdo da IL-10, o que pode resultar em uma disfuncéo vascular.

Palavras-chave: O-GIcNAc, reatividade vascular, I1L-10, ERK 1/2.
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ABSTRACT

O-Glycosylation with N-acetyl-glucosamine (O-GIcNAC) is defined as a post-translational
modification that acts on several signaling pathways, among which we have proteins with
important role in vascular function. On the other hand, several authors have demonstrated that the
absence of interleukin-10 (IL-10) may favor vascular dysfunction. The objective of this study was
to verify if O-GIcNAc promotes alteration in vasoconstriction by kinase modulators regulated by
extracellular signals (ERK 1/2) via IL-10. For this, aorta of male C57BL / 6 mice (12 weeks)
were incubated with Thiamet G (1 uM for 24 hours - selective OGA inhibitor capable of
increasing overall levels of O-GIcNAc). Knockout mice for IL-10 (IL-10 -/-: B6.129P2-
1110tm1Cgn / J; 12 weeks) were also used. Vascular reactivity (n= 6) and western blot tests were
performed to evaluate protein expression. The vessels of IL-10 -/- mice show a greater
vasoconstriction for phenylephrine when compared to the control [Emax (% KCI) = 203.6 + 8.39
vs 163.0 £ 10.64] and the same can be observed (Emax (% KCI) = 167.9 + 3.46 vs. 126.1 + 3.23),
but incubation with an ERK 1/2 inhibitor prevented these effects (Emax (% KCI) = IL-10 -/- =
120.7 + 5.40, Thiamet G = 144.2 + 1.89). Western blot analysis revealed that I1L-10 -/- mice
showed an increase in ERK 1/2 expression (p = 0.0001), as well as vessels treated with Thiamet
G (p = 0.0119), which also expressed more O-Glycosylated proteins (p = 0.0250). The OGT
enzyme remained unchanged, whereas OGA expression was elevated (p = 0.0285). Regarding the
IL-10 signaling pathway, it was observed that although the JAK1 enzyme is more expressed (p=
0.0287) in the vessels incubated with Thiamet G, STAT3 expression is decreased (p= 0.0048),
which resulted in lower IL-10 tissue levels (p= 0.0001). These data suggest that increased O-
GIcNACc is able to increase ERK 1/2 activity and this effect is mediated by the decrease in the IL-

10 signaling pathway, which may result in vascular dysfunction.

Keywords: O-GIcNAc, vascular reactivity, 1L-10, ERK 1/2.
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1. REVISAO DE LITERATURA

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) sdo as principais causas de
morbimortalidade no mundo, correspondendo a 72% das causas de mortes (BORBA,
LEMOS; HAYASIDA, 2015). Entre as principais DCNT pode-se citar a hipertenséo arterial,
insuficiéncia cardiaca, diabetes mellitus (DM), acidente vascular cerebral, aterosclerose,
sindromes metabdlicas, insuficiéncia renal, entre outros. A fisiopatologia mais comum para
esses problemas sdo as alteragcdes vasculares, que vem se tornando cada vez mais foco de
estudos (BORGES et al., 2009; SAFAR; BOUDIER, 2005).

A disfuncdo endotelial é uma das alteracGes vasculares mais significativas por
resultarem em modificagdes no tonus vascular (CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006).
Este altimo € controlado pelas células do musculo liso vascular (CMLV), sendo capazes de
responder a estimulos hormonais e hemodinamicos. O estudo destas células é importante para
0 entendimento dos processos de sinalizacdo que controlam o ténus vascular ja que sao
altamente especializadas e expressam uma grande variedade de proteinas contrateis, canais
idnicos e moléculas de sinalizacdo (CAHILL; REDMOND, 2016; CAIRRAO et al., 2009).

Dentre as substancias que promovem a vasoconstricdo pode-se citar fatores como a
adrenalina e noradrenalina; neurotransmissores ndo adrenérgicos e ndo colinérgicos;
angiotensina Il (Ang Il), vasopressina, entre outros; além dos fatores contrateis derivados do
endotélio como a endotelina-1 (ET-1), tromboxano A2, prostaglandinas D2 e E> Como
substancias que promovem vasodilatagdo encontram-se neurotransmissores como a
acetilcolina, os neurotransmissores ndo adrenérgicos e ndo colinérgicos e as cininas. Tem-se
também o déxido nitrico, as prostaglandinas e o fator hiperpolarizante dependente de endotélio
(EDHF), os quais sdo definidos como os fatores dependentes do endotélio envolvidos na
vasodilatacdo (LIMA, 2012; VILA; SALAICES, 2005).

Além disso, ha fatores intrinsecos como receptores, canais idnicos e moléculas de
sinalizacdo que estdo relacionados com as alteragdes do tonus vascular. Estes fatores podem
ser modulados por modificagdes pds-traducionais (MPTSs), que se refere a adi¢do ou remogéo
enzimatica de residuos de um grupamento quimico em proteinas ja sintetizadas. Essas
modificacbes sdo reversiveis e podem promover alteragdes fisico-quimicas envolvendo

interacdo com efetores, localizagéo, estabilidade, agregacéo, entre outros (LIMA et al., 2012).
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Existem varios tipos de MPTSs, sendo as principais: a fosforilagdo (adicdo de um grupo
fosfato — PO4), acetilacdo (adi¢do de um grupo acetila — CH3CO), metilacdo (substituicdo de
um grupo hidrogénio — H por um grupo metil — CHs) e a glicosilagéo (adi¢do de sacarideos)
(LIMA, 2012; YU et al., 2012). Dentre os tipos de glicosilacdo, as mais estudas sdo a O-
glicosilagdo, onde sacarideos se ligam ao radical hidroxila das cadeias laterais de serina,
treonina e tirosina da proteina e a N-glicosilacdo, onde carboidratos sdo ligados quimicamente

ao nitrogénio das cadeias laterais da asparagina ou da arginina (VARKI et al., 2009).

1.1.  O-Glicosilacdo com N-Acetil-Glucosamina

O sacarideo utilizado pela O-glicosilacdo é o N-acetil-glucosamina, sendo essa
modificagdo entdo chamada de O-glicosilagdo com N-acetil-glucosamina (O-GIcNAc). Esta
modificacdo foi relatada pela primeira vez em 1984, sendo caracterizada pela adicdo
enzimatica de sacarideos em sitios especificos de proteinas e lipidios (TORRES; HART,
1984). Até os dias atuais, quase mil proteinas citoplasmaticas e nucleares ja foram relatadas
como alvo das modificagcbes por O-GIcNAc, sendo que tais modificacbes podem ser
encontradas em quase todos os compartimentos intracelulares (HART et al., 2011; LUBAS;
HANOVER, 2000; WELLS; VOSSELLER; HART, 2001; WELLS et al., 2002; TORRES;
HART, 1984). Dentre estas proteinas incluem cinases, enzimas metabdlicas, proteinas do
citoesqueleto, fatores de transcricdo e a classe de proteinas produzidas no estresse térmico, as
chaperonas (ROGACKA et al., 2010).

O-GIcNACc esta envolvida em processos de regulacdo do controle do ciclo celular,
protecdo contra estresse, localizacdo subcelular de moléculas de sinalizacéo e transcri¢do de
genes (SLAWSON; HOUSLEY; HART, 2006). Além disso, permite o correto modelamento
de proteinas; confere estabilidade, evitando a degradacdo de certas proteinas; colabora para a
adesdo celular; modula vias de sinalizagdo intracelulares, podendo aumentar ou inibir sua
atividade de acordo com o promotor e outras proteinas associadas (LIMA, 2012; SPIRO,
2002). Em varios aspectos, O-GIcNAc é similar a fosforilacdo de proteinas, podendo competir
entre si pelo mesmo sitio de ligacéo proteico (HARTWECK; SCOTT; OLSZEWSKI, 2002).

Entretanto, se diferem pelo fato da fosforilagdo ser controlada por diversas cinases e
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fosfatases especificas, enquanto O-GIcNAc é controlada apenas por O-GIcNAC transferase
(OGT; uridina difosfo-N-acetil glucosamina; polipeptideo B-N-acetilglucosaminil transferase
ou UDP-NAc transferase) e O-GIcNAcase (OGA,; B-N- acetilglucosaminidase). A primeira
enzima catalisa a adicdo de N-acetil-glucosamina no grupo hidroxila dos residuos de serina,
treonina ou tirosina das proteinas alvo e a segunda catalisa a remocdo hidrolitica de O-GlcNac
das proteinas modificadas (Figura 1) (LIMA, 2012).
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Figura 1. Via de Biossintese de Hexosamina. Demonstragdo das enzimas envolvidas na formagdo de proteinas
glicosiladas por O-GIcNAc a partir da sintese de UDP-GIcNAc. (Adaptado de Lima et al, Am J Physiol Regul
Integr Comp Physiol, 2011).

O gene da OGT em humanos encontra-se no cromossomo X (Xq13.1) (SHAFI et al.,
2000). Ela é uma proteina soltvel encontrada preferencialmente no ndcleo, podendo estar
presente também no citosol e em mitocondrias (LUBAS; HANOVER, 2000). Pode possuir
trés isoformas, duas subunidades de 110 kDa e uma subunidade de 78 kDa (LAZARUS;
LOVE; HANOVER, 2006; LUBAS; HANOVER, 2000). Estudos em knockout revelam que a
falta de O-GIcNACc leva a perda da funcdo da célula, se referindo ao fato de OGT viabilizar
células-tronco embrionarias, assim, sua auséncia resulta em morte (O’DONNELL et al.,
2004).

A enzima OGT adiciona a porcao de aglcar em proteinas alvo, utilizando Uridina 5°-
difosfato-N-acetil-glucosamina (UDP-GICNAc) que é um produto final de alta energia
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sintetizado através da via da biossintese da hexosamina (VBH) (Figura 1), com sua enzima
limitante da velocidade Glutamina: frutose-6-fosfato aminotransferase (GFAT). Cerca de 2-
5% do total da glicose é metabolizado pela VBH. Esta via compartilha seus dois primeiros
passos com a glicdlise, iniciando-se com a hexoquinase fosforilando glicose produzindo
glicose-6-fosfato (Glicose-6-P), que é entdo convertida em frutose-6-fosfato (Frutose-6-P). As
vias se divergem, uma sendo encaminhada para glicélise e outra, que por meio de GFAT, ira
converter frutose-6-fosfato utilizando glutamina como doadora do grupamento amino em
glucosamina-6-fosfato (GICNH2-6-P), que posteriormente é convertida em N-acetil-
glucosamina-6-fosfato (GIcNAc-6-P) e por fim, se converte em UDP-GIcNAc (SLAWSON,;
COPELAND; HART, 2010). OGT é controlada pelos niveis celulares de UDP-GIcNAc do
citosol e do ndcleo, servindo como um sensor de nutrientes, promovendo alteracfes rapidas
no nivel de O-GIcNAc (ZHANG et al., 2014; ZACHARA et al., 2004; KREPPEL; HART,
1999).

O gene da enzima OGA estd localizado no cromossomo 10q24.1-924.3 [62]. Sua
localizagdo é principalmente no citosol, possuindo duas isoformas distintas de 130 kDa (OGA
longa) e 75 kDa (OGA curta), diferindo pelo C-terminal (LIMA et al., 2011). A analise de
fracionamento celular mostrou que a isoforma “OGA longa” se localiza predominantemente
no citoplasma, enquanto “OGA curta” se encontra no nlcleo (WELLS; WHELAN; HART,
2003; COMTESSE; MALDENER; MEESE, 2001; WELLS; VOSSELLER; HART, 2001). O
polimorfismo de um Unico nucleotideo no gene MGEA5S da OGA tem sido associado com 0
desenvolvimento de diabete tipo Il em uma populacdo mexicana (LEHMAN et al., 2005).

Na maioria das células, a OGT é encontrada principalmente no interior do nicleo, e a
OGA ¢ predomina dentro do citosol. No entanto, ambas as enzimas sdo encontradas em todo
0s compartimentos intracelulares e pouco se sabe sobre a regulamentacdo do seu trafego
intracelular. Embora a OGT seja principalmente nuclear, ela € excluida do nucléolo, e a OGA
que é expressa principalmente no citosol, é altamente encontrada dentro do nucléolo (HART
etal., 2011).

Inibidores potentes e seletivos de OGA foram desenvolvidos nos ultimos anos, gracas
a disponibilidade de ensaios enzimaticos de alto rendimento, capazes de identificar tanto suas
estruturas como seus mecanismos (KIM, 2011). Ja em relacdo ao desenvolvimento de

inibidores eficazes para OGT, os estudos ainda sdo limitados, ja que dentre o numero
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reduzido de inibidores descritos na literatura, alguns ndo sdo comercializados ou ndo foram

bem caracterizados, podendo apresentar algum grau de toxicidade (NGOH et al., 2010).

1.2.  Acéo da O-GIcNAc sobre a vasculatura

A homeostase de O-GIcNAc é essencial para a funcdo celular normal e seus niveis
devem estar dentro de uma faixa estreita, pois pequenas mudancas podem levar a efeitos
deletérios (ASADULLAH; STERRY; VOLK, 2003). O aumento de O-GIcNAc é
particularmente relevante em doencas cronicas como DM, doencas cardiovasculares,
desordens neurodegenerativas e cancer (VARKI et al., 2009).

A O-Glicosilacdo aumentada pode ter sua significancia na vasculatura, fato justificado
pela sua capacidade de interferir nos mecanismos constritores e dilatadores, promovendo um
funcionamento anormal da regulacéo da resisténcia periférica total o que leva a um aumento
da pressdo arterial e perfusdo anormal de 6rgdos. Alem disso, muitas vezes simultaneamente
com hipertensdo, hd& DM. Tal relagdo pode ocorrer ja que nas anormalidades metabdlicas
relacionadas a resisténcia insulinica e diabetes mellitus, os niveis de O-GIcNAc se encontram
elevados (LIMA et al., 2011).

Ha proteinas contrateis importantes que sdo alvo de O-Glicosilacao, dentre elas pode-
se citar a proteina quinase C (PKC), que promove a fosforilagdo da enzima CPI-17,
responsavel por inibir a miosina fosfatase, prolongando assim a fosforilagdo da miosina de
cadeia leve (MLC) que consequentemente vai permitir a interacdo actina-miosina, resultando
na contracdo (NUNES; RIGSBY; WEBB, 2010; BUDZYN et al., 2006; WOODSOME et al.,
2001). Tem-se também interferéncia por O-GIcNAc diminuindo a expressdo de SERCA
(Ca2+-ATPase do reticulo sarcoplasmatico), que se encontra na membrana do reticulo
sarcoplasmatico e é capaz de promover o retorno do célcio do citosol para o interior do
reticulo (FEITOSA, 2012; HART et al., 2011; PEREZ-ZOGHBI et al., 2009).

Outro alvo de O-GIcNAc é a enzima fosfolipase C (PLC), que é especifica para o
lipidio de membrana fosfatidilinositol 4,5 — bifosfato (PIP2) que catalisa a formacdo de dois
potentes segundos mensageiros: IP3 e 1,2 — diacilglicerol (DAG) (HALL et al., 2006). O

DAG por sua vez, ativa juntamente com o célcio a PKC que fosforila proteinas especificas,
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promovendo a contracdo (WEBB, 2003). Além disso, a fosfatidilinositol 3-quinase (P13K)
que atua na fosforilacdo do fosfatidilinositol presente nas membranas celulares também sofre
alteracdo por O-glicosilacao (LIMA, 2012).

O-GIcNAC elevada estimula a expressdo do gene da angiotensina Il, importante
vasoativo envolvido na vasoconstricdo (HSIEH et al., 2002). Vias de sinalizagcdo importantes
como a das proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKS), p38 e cinase regulada por
sinais extracelulares (ERK 1/2), foram relatadas sofrerem fosforilacdo em resposta ao
aumento de O-GIcNAc (LACZY et al., 2009; KNEASS; MARCHASE, 2005). Além destas, a
quinase RhoA/Rho quinase também podem ser reguladas por esta MPT. Quando ativada, esta
via favorece a contragdo por meio da inibicdo da miosina fosfatase, permitindo assim a
interacdo da actina com a miosina (LIMA, 2012). Esta modificacdo ndo s6 modula muitas
respostas celulares como também desempenha um papel importante na fun¢do anormal de
cinases envolvidas na disfungdo vascular (LIMA; TOSTES, 2012).

Consequentemente, niveis aumentados de O-GIcNAc na vasculatura aumentam a
reatividade vascular aos estimulos contrateis e diminuem a vasodilatacdo dependente do
endotélio, o que estd associado a modificacdo da O-GIcNAc na sintase de déxido nitrico
endotelial (eNOS) (LIMA et al., 2009, LIMA et al., 2008). Em condicGes de hiperglicemia, a
eNOS, responsavel pela producdo de 6xido nitrico (NO), pode ser modificada por O-GIcNAc.
Essa modificacdo ocorre por meio da O-Glicosilacdo da Akt, proteina cinase responsavel pela
fosforilacdo de eNOS para producdo de 6xido nitrico, que ao ser alterada perde a capacidade
de ativar eNOS. Sendo assim, a diminuicdo da fosforilacdo de eNOS reduz sua atividade em
cerca de 67%, interferindo nos niveis de NO (LIMA et al., 2009; FEDERICI et al., 2002; DU
et al., 2001). A menor biodisponibilidade do NO dificulta a promoc¢édo da vasodilatacdo, o
comprometimento da agregacdo plaquetaria e contribui para 0 aumento do estresse oxidativo
(NGOH et al., 2010). O dano crénico na eNOS tem sido associado, por exemplo, ao aumento
da aterosclerose em pacientes diabéticos (ZACHARA; HART, 2004). N&o é apenas em meio
hiperglicémico que a atividade da eNOS ¢é prejudicada, em condi¢des de hipertensdo arterial,
esta se encontra diminuida, enquanto O-GIcNAc apresenta aumento (LIMA et al., 2012).

A modificagdo por O-GIcNAc também esté relacionada com a modulagédo do processo
inflamatorio, importante no desenvolvimento das alteragdes vasculares. Os niveis aumentados
de O-GIcNACc séo capazes de aumentar a quimiotaxia tanto induzida por agonista, quanto em

auséncia de estimulos (LIMA et al., 2009). A ativacdo de linfocitos T em proteinas nucleares
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e citoplasméticas ativam dinamicamente a O-GIcNAc, mostrando a importancia dessa
modificacdo na fase de ativacdo da resposta imune (BANERJEE; LAGERLOF; HART,
2016). Também é capaz de modificar o fator nuclear kappa B (NF-kB) ligando-se diretamente
a OGT, causando sua translocacdo para o nudcleo, ativando a expressdo de interleucina-6,
TNF-0 ¢ VCAM-1 (GOLKS et al., 2007). Ao ser O-glicosilado, 0 NF-kB reduz a interacdo
com o inibidor do fator nuclear kappa B (IkB) causando maior expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias (YANG et al., 2008).

O aumento de O-GIcNAc interfere no funcionamento de diversas atividades do
organismo. Proteinas responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos quando modificadas por
O-GIcNACc tém sua capacidade de indugdo aumentada (KNEASS; MARCHASE, 2004, 2005).
A hiperexpressdo de OGT em musculo e tecido adiposo resulta na hiperleptinemia em ratos,
caracterizada quando receptores de leptina sofrem alteracdo causando resisténcia a ela. A
leptina € uma proteina secretada por adipdcitos que age no sistema nervoso central,
controlando a ingestdo de alimentos (MCCLAIN et al., 2002; EMILSSON et al., 2001;
CONSIDINE et al., 2000).

A superexpressdao de GFAT na musculatura esquelética e no tecido adiposo de
camundongos transgénicos desenvolvem resisténcia a insulina (HEBERT et al., 1996; LIMA,
2012). O-glicosilagdo no substrato para receptores de insulina reduz a interagdo destes com a
enzima PI3K, bloqueando a via de sinalizacdo da insulina (FEDERICI et al., 2002;
VOSSELLER et al., 2002). Niveis elevados de O-GIcNAc bloqueiam o efeito neuroprotetor
da insulina, além de aumentar a susceptibilidade a apoptose em células beta pancreéticas
(ZHANG et al., 2004).

Por outro lado, este aumento de O-Glicosilacdo também esta associado com atividade
anti-inflamatoria, aumentando a tolerancia ao estresse. Em condi¢cbes de estresse agudo, 0
aumento de O-GIcNAc eleva a sobrevida dos cardiomidcitos, reduzindo os niveis circulantes
de TNF-a, NF-kB, IL-6 e ICAM-1, melhorando assim a funcéo cardiaca (LIMA et al., 2012).

As caracteristicas cardioprotetoras durante o estresse agudo ndo ocorrem na exposi¢do
cronica, contribuindo para a disfun¢do. Meios hiperglicémicos que sdo acompanhados do
aumento de O-GIcNAc apresentam maior expressdo de OGT, prolongando a saida de Ca* do
reticulo sarcoplasmatico, levando a uma disfuncéo dos cardiomiécitos (CLARK et al., 2003;
HU et al., 2005). Em animais diabéticos ou em cardiomidcitos normais incubados com

glucosamina ou meio hiperglicémico hé alteragdo nos mecanismos de excita¢cdo do miocérdio,
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diminuindo a atividade da SERCA, ocorrendo menor relaxamento (LIMA, 2012). Sendo
assim, O-Glicosilagdo aumentada em condi¢Ges agudas pode promover uma melhora na
condicdo fisioldgica; enquanto, seu aumento cronico causa efeitos patologicos (LIMA et al.,
2009).

A modificagdo por O-GIcNAC esta presente em varios tecidos e interfere em diversas
proteinas envolvidas na transcricéo, sinalizag¢do e fungdo cardiovascular (LIMA et al., 2009).
Estudos mostram que ratos hipertensos por acetato de desoxicorticosterona (DOCA) possuem
aumento de O-GIcNAc e da reatividade vascular para estimulos contrateis tanto em artérias de
resisténcia (mesentérica) como de condutancia (aorta) (LIMA et al., 2009, 2008). Apesar do
seu envolvimento na regulacdo da funcdo de vérias proteinas, mais estudos sdo necessarios

para avaliar se os impactos do aumento de O-GIcNAc interferem na funcdo vascular.

1.3. Contracdo Vascular

1.3.1. Contracéo do Musculo Liso Vascular dependente da concentracdo de Ca?*

O musculo liso vascular apresenta cinases e fosfatases que controlam processos de
fosforilacdo responsaveis pela atividade contratil e sensibilizacdo ao célcio (Ca?*). As
proteinas reguladoras importantes na contracdo sdo a cinase das cadeias leves de miosina
(MLCK), a fosfatase das cadeias leves de miosina (MLCP), a calmodulina, a caldesmona e a
calponina (CLARK; PYNE-GEITHMAN, 2005).

O processo de contracdo € iniciado por meio de um sinal elétrico, quimico ou
hormonal. Ocorre através da ativacdo de receptores especificos presentes na superficie das
células, por transducdo de sinal e/ou por canais i6nicos (FEITOSA, 2012). O célcio (Ca?")
necessario para que haja contracdo pode ter origem do meio extracelular, adentrando o meio
intracelular pelo canal de Ca?" e/ou oriundos dos estoques do reticulo sarcoplasmatico (RS)
(MCCARRON et al., 2004).

O Ca?* extracelular flui para 0 meio interno por diversos mecanismos, sendo eles: a
despolarizacdo da membrana, resultando em sua entrada via canais para calcio operados por
voltagem (VOCCs) (JANSSEN et al., 2001), canais de calcio operados por receptor (ROCCs)

(YAMAKAGE et al., 2001), canais catidnicos ndo seletivos como 0s canais para calcio
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operados por estoques (SOCCs) (SETOGUCHI et al., 1997); e por mecanismo que n&o
depende de alteracdo do potencial de membrana, ocorrendo através da ativacdo de um
receptor de membrana por um agonista (BERGNER; SANDERSON, 2002). Frequentemente
0s receptores de membrana estdo acoplados a uma proteina G que atua como reguladora de
muitas atividades intracelulares (VARKI et al., 2009).

A atividade contratil do musculo liso vascular esta relacionada com a estrutura e
organizacdo dos seus filamentos de actina e miosina. Ha diversos tipos de filamentos onde se
encontram as proteinas envolvidas neste processo. Os filamentos finos sdo compostos por
actina e tropomiosina que estdo envolvidas na interagdo com moléculas de miosina I, além de
caldesmona e calponina que se ligam a actina bloqueando o local de ligacdo a miosina. Os
filamentos grossos sao compostos por miosina e sua fosforilacao é o principal fator que regula
a contracdo do musculo liso (ROD; STEPHENS; TATE, 2003; ROSS; KAYE; PAWLINA,
2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

No meio intracelular, como o musculo liso ndo expressa troponina, o Ca®* liga-se a
calmodulina, formando o complexo calcio-calmodulina (4 ions de célcio + calmodulina). Esse
complexo € capaz de ativar a MLCK, que por sua vez fosforila as cadeias leves de miosina,
aumentando a atividade da ATPase da miosina ativada por actina que hidrolisam ATP,
permitindo a ligacdo actina-miosina, resultando em contracdo (Figura 2) (MARIANA, 2013).
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Figura 2. Contragdo do musculo liso vascular dependente da concentragdo de Ca?*. O aumento de célcio
intracelular seja pela entrada no canal de Ca®* ou pela liberagdo do reticulo sarcoplasmatico forma o complexo
Ca®* + calmodulina. Este complexo ativa a cinase de cadeia leve de miosina (MLCK) que fosforila as cadeias
leves de miosina, permitindo a interagdo actina-miosina e promovendo a contragdo (Adaptado de WEBB, 2003).

1.3.2. Contracéo do Musculo Liso Vascular independente da concentragéo de Ca?*

Durante a estimulagio continua, hd uma reducdo gradual da concentracdo de Ca*
intracelular, porém, a contracdo é mantida. Tal fato € explicado por mecanismos contrateis
independentes dos niveis de Ca?*, caracterizado pelo aumento da sensibilizacio ao calcio
frente a seus niveis constantes (KARAKI et al., 1997; XIONG; SPERELAKIS, 1995).
Existem agonistas capazes de provocar contracdo por estes mecanismos. Essa sensibilizacéo
ao Ca?* envolve principalmente a inibicdo da atividade da MLCP (SOMLYO; SOMLYO,
2003). Quando esta ativada, a MLCP é responsavel por desfosforilar a cadeia leve de miosina,
desligando a interagdo actina-miosina (WEBB, 2003). Ao ser inibida, tal atividade regulatéria
ndo acontece e 0 processo contratil se prolonga. Duas vias principais fazem o uso dessa
estratégia: a via da RhoA/Rho cinase e a via da PKC (MIZUNO et al., 2008).
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O presente estudo tem como foco a via independente da concentracdo de célcio
denominada cinase regulada por sinais extracelulares, a ERK 1/2. Esta via interfere em outras
proteinas reguladoras da contracdo: a caldesmona e a calponina (JE et al., 2001; ROKOLYA,
SINGER, 2000; LEINWEBER et al., 1999). A caldesmona é uma proteina de ligacao a actina,
possui quatro dominios na sua estrutura e locais de ligagdo para miosina, actina, tropomiosina
e Ca®*" + Calmodulina (ALAHYAN et al., 2006). O C-terminal do dominio 4 é o responsavel
pelas propriedades inibitorias da ATPase em que, na auséncia de célcio ou de calmodulina,
interage fortemente com a actina e inibe a atividade da actina-miosina ATPase (amATPase),
ndo ocorrendo a ligacdo entre actina e miosina (GUSEV, 2001). J& a calponina possui
diversas isoformas, sendo a a-calponina (calponina bésica) a mais abundante no masculo liso.
Ela interage com a actina, tropomiosina, miosina e calmodulina, e tem capacidade de inibir a
atividade da Mg-ATPase da actomiosina, impedindo assim como a caldesmona, a interacao
actina-miosina (GUSEV, 2001; STULL, 2001). A ERK 1/2 é capaz de fosforilar a
caldesmona e a calponina. Ao serem fosforiladas, perdem seu efeito inibitério da ligacdo de
actina com miosina, permitindo a contracdo (Figura 3) (JE et al., 2001; ROKOLYA,;
SINGER, 2000; LEINWEBER et al., 1999). Além disso, ela também medeia a fosforilacdo da
MLCK, o que aumenta a sua atividade (ROSKOSKI, 2012).

Um estudo em transmissdes sinapticas demonstrou que esta via € ativada pelo aumento
de O-GIcNAc (TALLENT et al., 2009). Tal fato sugere a importancia de verificar-se uma
possivel relacdo entre as alteracbes na contracdo vascular por mecanismo dependente da
atividade da via da ERK 1/2.
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Figura 3. Contracéo do musculo liso vascular independente da concentracdo de Ca?* via ativacdo de ERK
1/2. Mesmo em niveis intracelulares reduzidos de calcio, a contragdo é mantida. Uma das vias envolvidas nesta
contracdo € a via da ERK 1/2 por meio da fosforilagdo das proteinas regulatdrias caldesmona e calponina. Ao
serem fosforiladas elas perdem a capacidade inibitoria através do seu deslocamento no filamento de actina, ndo
podendo mais impedir a ligagdo de actina com miosina. H& uma possivel ativacdo desta via frente 0 aumento de
O-GIcNAc (Adaptado de WEBB, 2003).

14. ViadaERK1/2

A ERK 1 e ERK 2 fazem parte da familia das MAPKSs, sdo cinases de residuos de
serina/treonina. Por terem 84% de sequéncias idénticas e compartilharem praticamente todas
as funcdes, sdo entdo comumente chamadas de ERK 1/2 (ROSKOSKI, 2012). Ela pode ser
ativada por uma grande variedade de estimulos incluindo sinais de crescimento, agentes
vasoativos, citocinas, estresse oxidativo, funcionando como uma cascata de transdugéo de
sinal extracelular (ROSKOSKI, 2012; KHAN et al., 2004). A ativacdo de ERK 1/2 ocorre
pela cascata de sinalizagdo Ras-Raf-MEK-ERK (Figura 3), participando da regulacéo de uma

grande variedade de processos incluindo a adesdo celular, progressdo do ciclo celular,
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migracdo e sobrevivéncia celular, diferenciagdo, metabolismo, proliferacdo e transcri¢do
(WORTZEL; SEGER, 2011).

Essa cascata de sinalizacdo € desregulada em doencas como a lesdo cerebral, cancer,
hipertrofia cardiaca, diabetes mellitus e inflamacdo (KIM, 2011). A ERK 1/2 fosforila
substratos tanto em compartimentos celulares citoplasmaticos como nucleares. A ativacdo de
tirosina-quinase de MEK esté envolvida na via de transdugdo de sinal de angiotensina Il (Ang
I1) e endotelina-1 (ET-1), dois conhecidos indutores da contracdo de aorta toracica. Em
presenca de um inibidor de ERK 1/2 (PD98059) as alteracfes de contracdo do masculo liso
vascular resultante das acGes de Ang Il e ET-1 sdo normalizadas (ISHIHATA; TASAKI;
KATANO, 2002).

Além da sua atividade na contracdo via inibicdo da atividade de caldesmona e
calponina, ERK 1/2 ativa outra via de contracdo independente da concentracdo de Ca?*, a via
de RhoA/Rho cinase. ERK 1/2 fosforila diretamente RhoA e esta interacdo é dependente do
local de ancoragem de ERK (D local) na extremidade C-terminal de RhoA (TONG et al.,
2016). Quando Rho cinase esta inibida, ocorre reducdo de contracdo induzida por fenilefrina
(agonista a-adrenérgico) em ratos hipertensos (LIMA et al., 2016). Além disso, ocorre
inibicdo da liberacdo de IL-2, IL-4, IL-5 e IFN-y de células T periféricas ativadas em
individuos normais (AIHARA et al., 2003).

1.5. Interleucina-10

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina tolerogénica (MOORE et al., 2001) e com
acdo anti-inflamatéria (MOSSER; ZHANG, 2008). Foi originalmente identificada por
Mosmann e colegas, possui peso de 37 kDa, se estende por cerca de 4,7 kb no cromossoma
1g21-32 e contém cinco éxons que sdo separados por quatro introns (MOSSER; ZHANG,
2008; MOORE et al., 1990; FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989). Tem no total 178
aminoacidos, sendo 160 amindacidos com segmentos maduros e 18 aminodcidos em
sequéncia de sinal. Também é pioneira de uma familia de citocinas denominadas do tipo Il
que incluem IL-19, IL-20, 1L-22, IL-24, IL-26, I1L-28 e IL-29 (MANNINO et al., 2015;
COMMINS; STEINKE; BORISH, 2008). Todas estas citocinas possuem organizacao

genbmica de introns e éxons semelhantes, ligam-se a receptores com estruturas similares,
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ativam a mesma cinase no receptor e possuem o mesmo fator de transcricdo (DONNELLY et
al., 2004). Apesar disso, diferem quanto a sua atividade biologica, que é determinada pela
célula onde € originada, pelas células responsivas a elas e pela condi¢cdo do meio em que sédo
liberadas (MOSSER; ZHANG, 2008).

As principais produtoras de IL-10 sdo as células T helper 1 (Thl), T helper 2 (Th2), T
regulatéria (Treg) e T helper 17 (Th17). Também podem ser produzidas por células T CD8",
monocitos, macréfagos, células dendriticas, entre outros (MA et al., 2016; FILLATREAU,
GRAY; ANDERTON, 2008). A sinalizacdo de IL-10 inicia-se através da ligacdo ao seu
complexo de receptores, denominados receptor 1 (IL-10R1) e receptor 2 (IL-10R2)
(PUTOCZKI; ERNST, 2015). O receptor IL-10R1 esta localizado no cromossomo humano 11
e possui elevada afinidade a IL-10, se ligando especificamente, permitindo assim uma
mudanca conformacional que possibilita a oligomerizacdo com a IL-10R2 que se localiza no
cromossomo 21 (SAXENA et al., 2015; YOON et al., 2006). Enquanto IL-10R2 é
amplamente expresso, IL-10R1 é restrito para leucocitos e drgdos linfoides, com niveis
elevados em monacitos e macrofagos (WU et al., 2009).

A ligacdo desta citocina ao seu receptor ativa as enzimas janus cinases 1 (JAK1) e
tirosina cinase 2 (Tyk2), associada a porcao citoplasmatica dos receptores transmembranares.
Uma vez ativadas, estas cinases fosforilam residuos de tirosina especificos no dominio
intracelular do receptor, servindo como local de ancoragem temporaria para o fator de
transcricdo proteina transdutora de sinal e ativacdo da transcricdo (STAT3). Ao se ligar,
STAT3 ¢ fosforilado em residuos de serina e tirosina, sendo essa dupla fosforilacdo necessaria
para sua ativacdo completa. STAT3 fosforilado transloca-se para o nicleo onde desencadeia a
ativacdo de varios genes responsivos a IL-10, que, por sua vez, suprimem a expressdo de
genes pré-inflamatorios (Figura 4) (HUTCHINS; DIEZ; MIRANDA-SAAVEDRA, 2013;
MURRAY, 2007; WILLIAMS et al., 2004; FINBLOOM; WINESTOCK, 1995).

A sinalizacdo de IL-10 pode ocorrer por outros STATS, como 0 STAT1 e STATS,
porém, STAT3 é o mais proeminente (OSEGUERA; SPENCER, 2014). Além disso, STAT3
desencadeia outra via de sinalizagdo oposta aos efeitos de 1L-10, como a via pré-inflamatdria
da IL-6. Tal caracteristica deve-se ao fato da duracédo da ativacdo de STAT3 ser determinante
para os seus efeitos finais. Na estimulacdo de IL-6, STAT3 tem uma ativacdo transitoria,
enquanto na sinalizacdo de IL-10 produz uma resposta mais sustentada (MANNINO et al.,
2015; BRAUN; FRIBOURG; SEALFON, 2013).
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Figura 4. Via de Sinalizacdo de Interleucina-10. A ligacdo da interleucina-10 ao seu receptor ativa a
fosforilagdo do fator de transcricdo STAT3 que migra para o nucleo ativando genes responsivos a I1L-10. Estes
genes inibem cerca de 20% dos genes pro-inflamatérios, sendo suficiente para uma resposta anti-inflamatoria
eficaz (Adaptado de Hutchins, 2013).

A IL-10 vem sendo foco de estudos devido aos seus efeitos pleiotropicos, que, muitas
vezes sdo contraditorios (MANNINO et al., 2015). O efeito principal da IL-10 é manter o
estado homeostatico, limitando a ativacdo das respostas imunoldgicas inatas e adaptativas
(MA et al., 2016). A atividade anti-inflamatéria de IL-10 em macrofagos manifesta-se com
inibicdo da transcricdo de 20% dos genes pré-inflamatdrios, incluindo mediadores
inflamatdrios, receptores de superficie celular, quimiocinas e citocinas (HUTCHINS; DIEZ;
MIRANDA-SAAVEDRA, 2013). Além disso, inibe a apresentacdo de antigeno, a
proliferacdo de células T especifica de antigeno, regula a apoptose, crescimento e
diferenciacéo de células B, suprime diretamente Th1l e indiretamente Th2, inibe a ativacdo de
monacitos/macréfagos (ASADULLAH; STERRY; VOLK, 2003; GUNNETT et al., 1999).
Frente a deficiéncia do fator de transcricdo STAT3 a sinalizacdo de IL-10 ndo ocorre,
verificando-se uma resposta exacerbada de Thl, aumentando assim a producéo de I1L-12 e IL-
lo (HUTCHINS; DIEZ; MIRANDA-SAAVEDRA, 2013).
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A regulacdo da expressdo de IL-10 é considerada complexa, podendo ser regulada
tanto a nivel de transcri¢do quando de pos-transcricdo (MANNINO et al., 2015). Possui meia-
vida curta (2,7 a 4,5 horas) e um curto intervalo de atividade, sua atividade varia de acordo
com a fonte celular que a originou, 0 momento da secrec¢éo e o tipo de célula que possui seus
receptores; podendo melhorar ou exacerbar as respostas imunes (GEGINAT et al., 2016;
SAXENA et al., 2015). Devido a essas caracteristicas, as tentativas de aumentar IL-10 por
infusdo exdgena ndo tiveram resultados satisfatorios (SAXENA et al., 2015). Recentemente,
seu papel regulatorio tem se destacado, sendo associado ao controle das respostas imunes e
tolerancia in vivo (MOORE et al., 2001; SABAT et al., 2010). A secregdo de I1L-10 pelas
células T helper é importante tanto na sua autorregulacdo quanto na regulacdo por meio de T
regs de varios subjconjuntos de T CD4", incluindo Thl e Th17 (CHAUDHRY et al., 2011).

As principais secretoras de Treg sdo a IL-10 e o fator de transformacéo do crescimento
beta (TGF-pB). Suas fungdes moduladoras das células imunes podem contribuir para o diabetes
mellitus tipo 1 (DML1), porém, esta relacdo ndo possui estudos consistentes (QIAO et al.,
2016). Sua capacidade de promover respostas de células T citotoxicas também sdo relevantes
no DM1. Além disso, tem seu papel nas respostas antitumorais (GEGINAT et al., 2016). Sua
participagdo na patogénese e desenvolvimento do tumor é controverso, ja que alguns estudos
indicam que I1L-10 age promovendo o crescimento do tumor, enquanto outros demonstram sua

contribuicdo para a supressao da angiogénese e metastase (MANNINO et al., 2015).

1.5.1. IL-10 na Vasculatura

Desde 1999, um estudo de Gunnett j& demonstrava a necessidade de elucidar-se o
papel da IL-10 em vasos sanguineos. Dados recentes demonstraram avangos, porém, novas
pesquisas precisam ser desenvolvidas. A producdo enddgena de IL-10 pode fornecer um
mecanismo de retroalimenta¢do negativa que limita a resposta pro-inflamatéria (GUNNETT
et al., 1999). Tal fato pode ser observado em camundongos com auséncia de 1L-10 (knockout
para IL-10), que em resposta a lipopolissacarideos apresentam maiores niveis séricos de TNF-
a, interferon-y e aumento da expressdo de mRNA para iNOS, que é a isoforma da enzima
NOS induzida por estimulo imunolégico ou inflamatorio (GUNNETT et al.,, 1999;
TAKAYASU et al., 1994). IL-10 é capaz de diminuir as espécies reativas de oxigénio e
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nitrogénio (HADDAD; FAHLMAN, 2002); atenua a expressao de moléculas de adesdo como
I-CAM, V-CAM em celulas endoteliais, dificultando a ligacdo a mondcitos (MOSTAFA et
al., 2001). Além disso, pode inibir a expressdo de iINOS (GUNNETT et al., 1999).

A 1L-10 tem papel anti-aterogénico (THUSEN et al., 2003), sendo encontrada em
placas de ateroma com provavel papel ativo na reducdo do meio inflamatorio da parede do
vaso (TEDGUI; MALLAT, 2001). Este papel foi comprovado ao se investigar que
camundongos knockout para IL-10 que apresentaram um processo aterosclerdtico acelerado
(PINDERSKI et al., 1999). Ao submeter estes animais a uma dieta aterogénica, constatou-se
um aumento significativo no acumulo de lipideos, além do aumento de lesdes quando
comparados aos camundongos controle (GUNNETT et al., 1999). Niveis séricos de 1L-10
encontram-se baixos em pacientes com angina aguda (SMITH et al., 2001).

A atividade de IL-10 esta relacionada com a neutralizacdo da disfuncdo endotelial
induzida por angiotensina Il, endotelina-1 e lipossacarideos, que sdo substancias vasoativas
bem elucidadas, capazes de promover vasoconstricdo. Demonstrou-se que 1L-10 aumenta o
relaxamento por meio da inibicdo da NADPH oxidase em ratos hipertensos induzidos por Ang
Il (KASSAN et al., 2011). Ang Il também tem sua acdo relatada na disfuncdo vascular
associada com a ativagdo da via de sinalizagcdo de RhoA/Rho cinase (LIMA et al., 2016). Na
presenca de endotelina-1 a via da ERK 1/2 é ativada, desencadeando estresse oxidativo,
inflamacdo, remodelamento, ou seja, acdes que promovem mudancas na reatividade vascular
(DAOU; SRIVASTAVA, 2004; ISHIHATA; TASAKI; KATANO, 2002; GUNNETT et al.,
1999). IL-10 é capaz de diminuir a sinalizagdo da familia das MAPK como a p38 e a ERK
1/2. Grande parte das acOes de IL-10 estdo associadas com a inibi¢do da atividade de ERK 1/2
e RhoA/Rho cinase (LIMA et al., 2016; GIACHINI et al., 2009). Estudos com camundongos
knockout e transgénicos para IL-10 mostraram que 0 aumento desta interleucina é protetora,
enquanto a sua auséncia € deletéria para a resposta vascular (GIACHINI et al., 2009;
GUNNETT et al., 1999).

Baseado nos dados apresentados, a hipotese de trabalho foi elaborada a fim de elucidar
se a O-GIcNAc promove a inibicdo das proteinas da cascata JAK1/STAT3/IL-10, diminuindo
as acOes protetoras da IL-10 na vasculatura, resultando no aumento da ativacdo da ERK 1/2,

favorecendo assim a disfuncgéo vascular (Figura 5).
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Figura 5. Hip6tese de Trabalho. O aumento da O-GIcNAc promove a inibicdo direta, ou via JAK1, da STAT3
diminuindo assim a concentracdo e as a¢Bes da IL-10, resultando em um aumento da fosforilagdo/ativacdo da
ERK 1/2, favorecendo a disfungdo vascular.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar se a O-glicosilagdo com N-acetil-glucosamina (O-GIcNAc) promove

alteracdo na vasoconstri¢cdo por mecanismos moduladores da ERK 1/2 via IL-10.

2.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar se 0 aumento da O-GIcNACc altera a vasoconstri¢do via ativacdo da ERK 1/2;

2. Auvaliar se a auséncia enddgena de IL-10 promove aumento da contracdo vascular, via
ERK 1/2;

3. Avaliar se a auséncia endogena de IL-10, assim como o aumento da O-GIcNAc,
promove o aumento da atividade da ERK 1/2, através da fosforilacao;

4. Avaliar se 0o aumento da O-GIcNAc interfere na expressdo proteica da via de
sinalizacéo da IL-10;

5. Verificar o efeito do aumento tecidual da O-GIcNAc na produgéo de IL-10.
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3. METODOLOGIA

Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Biologia Vascular e no
Laboratdrio de Biomodulacdo e Salde Materno-Infantil da Universidade Federal de Mato
Grosso, Campus do Araguaia, Barra do Garcas; e no Laboratorio de Farmacologia
Cardiovascular e Trato Urinario do Departamento de Farmacologia, Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto

3.1.  Animais:

Foram utilizadas duas linhagens de camundongos: camundongos C57BL/6, machos,
com 12 semanas e camundongos knockout para IL-10 (B6.129P2-1110tm1Cgn/J) e seu
controle, machos, também com 12 semanas. Os animais provenientes do Biotério do
Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto, Universidade de
Sdo Paulo, foram mantidos em caixas de polipropileno (quatro por caixa). As caixas foram
acondicionadas em ambiente com temperatura controlada (22 + 2°C) e ciclos claro-escuro de
12 horas, com livre acesso a agua e alimento. Foram utilizados um total de 50 camundongos.
Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFMT
ndmero 23108.166477/2016-20.
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3.2. Demonstracao dos procedimentos experimentais:

., — @B

Artéria Aorta

Citometria de | gy | Incubagdo 24 horas: I Re\la:sl::::?e

Fluxo para IL-10 -Veiculo (H,0) -PD 98059 (10 pM)
-Thiamet G (0,1mM)

l

Western Blot:

(40 minutos)

-0GA -ERK 1/2
-0OGT -STAT3
-0-GlcNAc -JAK1

Figura 6. Desenho Experimental I. ApGs a retirada das artérias aorta, 0s vasos dos camundongos
C57BL/6 foram incubados por 24 horas com Thiamet G, inibidor de OGA, para aumentar os niveis de O-
GIcNAc. Apds esse periodo, realizou-se a analise de reatividade vascular a fim de verificar sua resposta
contréatil com e sem inibidor da ERK 1/2, PD 98059. Posteriormente, as expressdes de algumas proteinas
envolvidas foram determinadas, finalizando com a quantificagdo da IL-10 pelo método de citometria de
fluxo.

‘ E ) Western Blot:
4:-22‘_1% , === | Knockout IL-10 | == -ERK 1/2

Artéria Aorta

Reatividade
Vascular
-PD 98059 (10 pM)
(40 minutos)

Figura 7. Desenho Experimental Il. Artérias aorta de camundongos knockout para IL-10 foram
submetidas a analise de reatividade vascular frente a estimulos contrateis com e sem inibidor da ERK 1/2,
PD 98059. Além disso, verificou-se a expressdo da ERK 1/2 por western blot.
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3.3.  Remocdo da artéria aorta:

Os animais foram mortos em camara de CO> e submetidos a laparotomia para remocao
das artérias aortas, sendo armazenadas em solucdo de Krebs (contendo 0s seguintes sais e suas
respectivas concentragdes em mM: NaCl, 130; NaHCOg, 14,9; KCl, 4,7; KH2POg4, 1,18; CaCl - 2
H20, 1,56; EDTA, 0,026; Glicose 5,5) e mantidas em isopor com gelo até a utilizacdo. As artérias

foram limpas para retirada do tecido conectivo e gordura.

3.4. Procedimento in vitro:

Os animais tiveram seus segmentos de aorta colocados em pocos de placas de cultura
contendo 5 mL de meio Eagle modificado por Dulbeco (DMEM) (GIBCO-BRL, Gaithersburg,
MD, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e estreptomicina;
sendo acondicionados em estufa umidificada, com temperatura a 37 °C, gaseificadas com 95% de
02 e 5% de CO2. Em alguns segmentos da aorta foi realizada a incubacdo com veiculo (H20) e
em outros segmentos foi feita a incubagdo com Thiamet G (concentracdo final 10* mM, cat.
#13237, Cayman), um inibidor da enzima OGA por 24 horas, a fim de aumentar os niveis globais
de O-GIcNAc. Todos os segmentos de aorta foram incubados, com exce¢do do grupo dos
camundongos knockout para IL-10 e seu controle.

3.5. Reatividade vascular:

Os pogos do midgrafo foram preenchidos com 5 mL de solucdo de Krebs, a 37°C,
continuamente gaseificada com uma mistura de gases contendo CO: (5%) e Oz (95%). Os
segmentos vasculares foram montados como preparacdes em anéis e acoplados a um midgrafo
(Mulvany-Halpern, modelo 610M, Danish MyoTech) para medidas de tensdo isométrica.
Medidas de contracdo vascular foram realizadas utilizando um sistema de aquisi¢cdo de dados
(PowerLab 8/SP - ADInstruments Pty Ltd., Colorado Springs). Apods acondicionadas nos
miografos, a tensdo basal das aortas foi ajustada e apds, seguiu-se um periodo de estabilizacao

por 60 minutos (sempre ajustando a tensao basal) em solugdo de Krebs a 37°C. A integridade do
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vaso apos estabilizacdo foi verificada atraves do estimulo contréatil produzido por uma solucéo de
cloreto de potéssio (KCI, 120 mM). Apos este teste, cada pog¢o do miografo foi lavado com Krebs
nas mesmas condicOes da estabilizagdo por trés vezes de 10 minutos cada, a fim de que a solucéo
de KCI fosse totalmente retirada. O ajuste da tenséo basal foi realizado apenas na ultima lavagem.
A presenga de endotélio foi avaliada em protocolo onde os segmentos de aortas foram contraidos
com fenilefrina (1 uM) e posteriormente estimulados com acetilcolina (1 uM) para avaliar a
porcentagem de relaxamento. Outra sequéncia de trés lavagens foi realizada, ajustando a tensao
basal na ultima lavagem. Em seguida, foi realizada curva concentracao-resposta para fenilefrina
(InM a 100 pM) e nova sequéncia de trés lavagens. Posteriormente, adicionou-se o PD 98059 (10
MM), inibidor da ERK 1/2, por 40 minutos. Por fim, a curva concentragcdo-resposta para
fenilefrina foi novamente realizada. Os dados da curva foram analisados no programa Prisma
(GraphPad Prism 5.0, Graph Pad Software Incorporated, CA). A poténcia dos agonistas e a
resposta maxima foram expressas como pD: (logaritimo negativo da concentracdo molar que
produz 50% da resposta maxima) e Emax (maximo efeito produzido pelo agonista),

respectivamente.

3.6. Extracédo de proteinas:

Apds a remocdo e/ou incubacgdo, as aortas foram acondicionadas individualmente em
tubos criogénicos e colocadas no nitrogénio liquido para uso imediato. As aortas foram
pulverizadas mecanicamente e transferidas para tubos plasticos conicos, com capacidade de 1,5
mL. Durante 0 processo, as aortas ja pulverizadas foram mantidas no gelo e posteriormente
acrescentou-se cerca de 60 a 70 puL de tampdo Ripa (cat. #R0278; Sigma, St. Louis, MO)
acrescido de 10% de inibidor de proteases (cat. #58820; Sigma, St. Louis, MO) em cada amostra.
Os tubos pléasticos conicos foram homogeneizados em vortex, a cada 10 minutos, por um periodo
total de 1 hora. Apds esse periodo, o conteddo foi centrifugado a 4°C, com 6000 rpm, por 6
minutos. Por fim, o sobrenadante foi transferido para tubos plasticos conicos identificados e

armazenados no gelo para posterior quantificagéo.

3.7. Quantificacdo de proteinas por ensaio de bradford:
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Uma fracdo do sobrenadante de cada amostra extraida anteriormente foi utilizada para
preparar-se uma diluicdo de 1:10 (3 puL de amostra e 27 pL de tampédo Ripa). Utilizou-se uma
placa com 96 pocos de fundo reto. A pipetagem foi feita em duplicatas adicionando-se
individualmente 10 pL da curva padrdo (BSA 2 mg/mL a 0,03125 mg/mL), 10 pL do tampéo
Ripa (branco) ou 10 pL de cada amostra. Entdo, pipetou-se 250 puL do reagente Bradford em
todos os pocos citados anteriormente. A placa foi levada ao leitor de placas (Thermoplate, TP
reader) e a leitura foi realizada em comprimento de onda de 595 nm. As concentracdes das
proteinas totais foram calculadas baseadas na curva padrdo de BSA, apos realizacdo da equacéo

da reta.

3.8.  Western blot:

Com as proteinas ja quantificadas e padronizadas para um total de 40 pg, preparou-se as
amostras adicionando o tampédo Ripa e tampdo de amostra com suas quantidades previamente
calculadas a partir do valor da quantificacdo de cada amostra, obtendo-se um volume final de 50
pL. As amostras foram preparadas em tubos plésticos conicos de 1,5 mL e aquecidas, a 99°C, por
10 minutos. Apos esse tempo, as amostras foram resfriadas imediatamente em gelo. A placa com
0 gel SDS-PAGE de corrida (10%) e gel de concentracdo de amostra foi montada na cuba com
tampdo de corrida (200 mL de tampdo de eletroforese 10x, 1800 mL de H2O Ultrapura). Foram
pipetados 13 pL de amostra em cada pogo, assim como o padrdo de peso molecular
(PageRuler™, Prestained Protein Ladder). A corrida ocorreu a 4°C, com 100 Volts, por 2 horas.
Ap0s essse periodo, o gel foi retirado e iniciou-se a montagem do “sanduiche” (esponja, papel de
filtro, gel, membrana, papel de filtro e esponja) para posterior transferéncia das proteinas do gel
para a membrana de nitrocelulose. Foram colocados novamente na cuba de eletroforese, agora
preenchida com tampédo de transferéncia (100 mL de tampdo de transferéncia 10X, 200 mL de
metanol, 700 mL de H>O Ultrapura) e suporte de gelo. A transferéncia ocorreu a 4°C, 100 Volts
por 2 horas. A correta transferéncia das amostras para a membrana de nitrocelulose foi verificada
atraves da solucdo de Ponceau, que revela atraves de coloracdo as bandas das proteinas
transferidas do gel para a membrana. A membrana fica imersa em solugdo de Ponceau até que as
bandas possam ser detectadas (1 minuto). Feito isso, a membrana é lavada com TBS-T até todo o
excesso de Ponceau ser retirado.

As membranas foram bloqueadas com 5 mL de TBS-T/BSA 5% por uma hora, em
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temperatura ambiente, para prosseguir com a incubacdo com os anticorpos primérios (Tabela 1).
A incubacdo com anticorpo primario ocorreu por 12 horas, a 4°C, sob constante agitacdo. Passado
0 tempo, os anticorpos foram retirados e as membranas lavadas com TBS-T por trés vezes, 10
minutos cada. Em seguida foram incubadas com os anticorpos secundarios (Tabela 1) por 1 hora,
a temperatura ambiente e constante agitacdo. Apds isso, 0s anticorpos secundarios foram
retirados e as membranas foram lavadas com TBS-T por trés vezes de 10 minutos. Por fim, a
membrana foi revelada no equipamento de ImageQuant LAS 4000, que detecta a
quimioluminescéncia por meio do reagente de quimioluminescéncia (Pierce ECL Western
Blotting Substrate, Thermo Fischer, cat. #32209).

Apo6s a andlise dos primeiros anticorpos, as membranas foram incubadas com tampéo
deblote (12,5 mL Tris HCI 0,5 M, 20 mL SDS 10%, 0,8 mL p-mercaptoetanol, 67,5 mL H>O
Ultrapura) por 5 minutos, a temperatura ambiente, para a avaliacdo de novas proteinas. Passado
este tempo, as membranas foram lavadas por trés vezes, de 10 minutos cada, com TBS-T e
blogueadas por uma hora com TBS-T/BSA 5%. Neste momento, as membranas estavam aptas
para serem utilizadas novamente. A expressao proteica foi normalizada pela expressdo de B-
actina ou pela forma néao fosforilada da proteina, conforme indicado nas legendas. A intensidade
luminosa das bandas foi avaliada utilizando o software ImageJ 1.49v. Esse procedimento foi
utilizado para verificar a expressdo de O-GIcNAc, OGA, OGT, STAT3, JAK1 e ERK 1/2.

Tabela 1. Relacdo dos anticorpos primarios e secundarios e suas diluicdes.

Anticorpo Primario  Anticorpo Secundario Peso Empresa

(Diluicao) (Diluicao) Molecular
O-GIcNACc Camundongo Vaérios Cat. # 07764. Sigma, St.
(1:500) (1:5000) Lois, MO, USA.

OGT Coelho 110-117 kDa Cat. #Ab50273. Abcam,
(1:1000) (1:500) Cambrigde, MA, USA.

OGA Coelho 130 kDa Cat. #4200311. Sigma, St.
(1:500) (1:250) Lois, MO, USA.

ERK 1/2 Coelho 42-44kDa  Cat. #4695. Cell Signaling
(1:1000) (1:500) Technology, Inc. Danvers,

MA, EUA.
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ERK 1/2 phospho Coelho 42-44kDa  Cat. #9102. Cell Signaling
p44/42 (1:2500) Technology, Inc. Danvers,
(1:1000) MA, EUA.

STAT3 Ovelha 92 kDa Cat. #17991. R&D Systems a
(1:400) (1:2000) biotechne brand,
Minneapolis, USA.

STAT3 phospho Rato 95 kDa Cat. #mab4607. R&D

(Izgg) (1:1000) Systems a biotechne brand,
Minneapolis, USA.

JAK1 Rato 130 kDa Cat. #mab4260. R&D

(1:500) (1:1000) Systems a biotechne brand,
Minneapolis, USA.

B-actina Coelho 45 kDa Cat. #4967. Cell Signaling

(1:2000) (1:5000) Technology, Inc. Danvers,
MA, EUA.

3.9. Teste de Citometria de Fluxo:

As amostras selecionadas de aortas foram padronizadas para 40 pg. Utilizou-se o aparelho
Citbmetro (FACS Calibur, BD Bioscience, USA) para a dosagem de interleucina-10 com a
utiliza¢do do Kit “Mouse IL-10 Flex Set” (CBA, BD Bioscience, USA; cat 558300), seguindo as
orientacOes técnicas contidas nos protocolos preconizados pelo fabricante. Esta técnica consiste
num método de captura de um analito soltvel especifico ou de um conjunto de analitos com
esferas de tamanho e fluorescéncia conhecidos, fazendo com que seja possivel detectar os analitos
usando a citometria de fluxo.

Primeiramente, preparou-se as diluicbes dos padrdes que variou de 2,500 pg/mL a 0
pg/mL (controle negativo). Apds isso, pipetou-se 50 pL de cada padrédo (iniciando da menor para
a maior concentracdo) e das amostras em seus respectivos tubos. Posteriormente, adicionou-se 50
ML de “Beads de Captura” em todos os tubos, homogeneizando gentilmente, e incubou-se por 1
hora, a temperatura ambiente, protegido da luz. Passado este tempo, pipetou-se 50 pL do

“Reagente de Deteccdo” em todos os tubos, incubando novamente por 1 hora, & temperatura
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ambiente, protegido da luz. Adicionou-se 1 mL de “Wash Buffer" em todos os tubos e
centrifugou-se por 5 minutos a 200g (1875 rpm). Cerca de 500 pL do sobrenadante foi aspirado
cuidadosamente e descartado. Por fim, adicionou-se 300 pL de “Wash Buffer” em todos os tubos,
homogeneizou-os no vortex para fazer a leitura no citdbmetro.

Os dados obtidos no citdmetro foram analisados com auxilio do software especifico para
CBA (FCAP Array TM Software, BD, Pharmingen, EUA), por meio de curvas de calibracdo
obtidas dos padrdes da citocina do kit. Ap6s a construcéo das curvas, a concentracdo dos analitos
na amostra foi determinada em pg/mL, a partir dos valores de Intensidade Média de

Fluorescéncia (MFI).

3.10. Andlise estatistica:

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). As curvas
concentracdo-resposta para os agonistas foram submetidas a analise de regressdo nao-linear
usando o programa Prisma (GraphPad Prism 5.0, Graph Pad Software Incorporated, CA). A
significancia estatistica dos dados foi determinada por meio do teste “t” e normalizados pelos
valores de contracdo de KCI (120 mmol/L), que foi considerada igual a 100%. Os resultados do
western blot foram normalizados pela expressdo de B-actina ou pela forma ndo fosforilada da
proteina e analisados pelo teste “t” de uma amostra e o valor de P foi calculado pela razdo “t” e
pelos graus de liberdade com valor 1. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4. RESULTADOS

4.1.  Aumento dos niveis de O-GIcNAc por Thiamet G e a expressdo de OGT e OGA:

O aumento dos niveis globais de O-GIcNAc foi induzido através do uso de Thiamet G
(inibidor altamente seletivo de OGA) e pode ser constatado por meio da técnica de western
blot (Figura 8). Apos 24 horas de incubagéo, a expressao proteica da enzima OGT né&o sofreu

alteracéo, enquanto a enzima OGA teve aumento significativo (Figura 9).

Veiculo Thiamet G

2.0- )

* - §  —250KDa

—150 KDa

N 1.5+ , - —100KDa

2 s —75KDa

% % 1.04 O-GIcNAc A —50KDa
s % 1.

‘O? & B8 —37KDa

059 | e —25KDa

0.0 T B-actina — 42 KDa

Veiculo (n=7) Thiamet G - 0,1 mM (n=7)

Figura 8. Incubagédo com Thiamet G por 24 horas aumentou a expressdo de O-GIcNAc em artéria aorta de
camundongos C57BL/6. O gréafico demonstra a analise da expressdo de O-GIcNAc por western blot apds 24
horas de incubacdo com Thiamet G (0,1mM), acompanhado da imagem representativa. Os valores foram
normalizados pela expressdo de B-actina. Os resultados sdo apresentados como média + EPM de cada grupo
experimental. A comparacao estatistica foi feita por Teste t Student com graus de liberdade com valor = 1. *P <
0,05 vs. Veiculo (H20).
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Figura 9. A expressdo de OGT ap6s incubagdo com Thiamet G em camundongos C57BL/6 por 24 horas,
permaneceu inalterada, enquanto houve aumento na expressdo de OGA. O grafico demonstra a analise da
expressdo de (A) OGT e (B) OGA por western blot apds 24 horas de incubacdo com Thiamet G (0,1mM),
acompanhado da imagem representativa. Os valores foram normalizados pela expressdo de p-actina. Os
resultados sdo apresentados como média £ EPM de cada grupo experimental. A comparacdo estatistica foi feita
por Teste t Student com graus de liberdade com valor = 1. *P < 0,05 vs. veiculo (H20).

4.2.  Aumento de O-GIcNAc promovendo vasoconstricdo via ERK 1/2

As analises de reatividade vascular mostram que o grupo de vasos incubados com
Thiamet G apresentou aumento na contracdo vascular quando comparados aos Vvasos
incubados com veiculo (Figura 10A). Ap6s incubacdo por 40 minutos com o inibidor da ERK
1/2, PD 98059, a resposta contratil foi normalizada (Figura 10B). A resposta méaxima e a

poténcia dos agonista estdo expressas na tabela 2.
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Figura 10. O aumento da contracdo vascular de camundongos C57BL/6 tratados com Thiamet G diminui
frente ao PD 98059, inibidor da ERK 1/2. A incubacdo com Thiamet G (0,1mM) aumentou a contracéo
vascular quando comparado ao veiculo (H20) (A). O uso do inibidor PD 98059 (10 uM) normalizou a resposta
contrétil, quando comparados com os valores dos vasos incubados com veiculo (B). Os valores de contragéo
foram calculados em relag&o a contragdo méaxima por KCI (120 mmol/L) considerada como 100%. Os resultados
sdo apresentados como média £+ EPM de cada grupo experimental. A significancia estatistica dos dados foi
determinada por meio do teste t. *P < 0,05 vs. veiculo.

Tabela 2. VValores de Eméax e pD2 para contracao de aortas toracicas de camundongos
C57BL/6 induzidas por fenilefrina, apos 24 horas de incubacdo com Thiamet G na presenca
ou auséncia do inibidor da ERK 1/2, PD 98059.

Fenilefrina Fenilefrina + PD 98059
Emax pD2 Emax pD2
Veiculo 126,1+3,23 7,54+0,09 130,7+3,56 7,59+0,07
Thiamet G 167,9+3,46* 7,37+0,07 144,2+1,89 7,53+0,04

Os resultados foram expressos por média + erro padrdo médio de cada grupo experimental (n=6). A significancia
estatistica dos dados foi determinada por meio do teste t Student. * P < 0,05 vs. Veiculo (H20)

O aumento da expressdo/atividade de ERK 1/2 em resposta a presenca de O-GIcNAc
foi comprovado por meio da razdo da expressdo protéica na forma fosforilada pela forma

total, como demonstrado na figura 11.
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Figura 11. A expressao/atividade de ERK 1/2 se elevam frente o0 aumento de O-GIcNAc. O grafico
demonstra que apds 24 horas de incubagdo com Thiamet G (0,1 mM) houve aumento da atividade de ERK 1/2
comparado ao seu veiculo (H20). Os valores foram normalizados pela expressdo de ERK total. Os resultados séo
apresentados como média £ EPM de cada grupo experimental. A comparacdo estatistica foi feita por Teste t
Student com graus de liberdade com valor= 1. *P < 0,05 vs. veiculo.

4.3. Papel enddgeno da IL-10 nos efeitos vasculares mediados por ERK 1/2

A contracdo vascular de segmentos da aorta de camundongos knockout para 1L-10 foi
maior quando comparada ao seu controle (Figura 12A). Em presenca de PD 98059, inibidor
da ERK 1/2, a resposta contratil do grupo knockout para IL-10 foi normalizada a niveis do
controle (Figura 12B). A resposta méaxima e a poténcia dos agonista estdo expressas na
tabela 3.

(A) (B) PD 98059
225+ 295
200- B E-mEx 200
g 175 ,i'i S 1754
% 150- "1 £ 1504
2 )
35 1254 ’ < 125
' 100+ E/ ' 1004
B ®
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3 50- E ool .
v 25 m 0" (n=6) v 253 o Contrf)le (n=6)
B L1007 (n=6)
0+ T T T T 1 0 | r T .
-9 -8 -7 6 5 -4 9 8 7 A 5 o

Figura 12. O aumento da contragdo vascular de camundongos knockout para IL-10 é prevenida pelo PD
98059, inibidor da ERK 1/2. Camundongos knockout para IL-10 apresentaram maior contracdo quando
comparado ao controle (A). O uso do inibidor PD 98059 (10 uM) normalizou a resposta contréatil, quando
comparados com os valores de contragdo do grupo controle (B). Os valores de contracdo foram calculados em
relagdo a contragdo méaxima por KCI (120 mmol/L) considerada como 100%. Os resultados sdo apresentados
como média + EPM de cada grupo experimental. A significancia estatistica dos dados foi determinada por meio
do teste t. *P < 0,05 vs. controle.
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Tabela 3. VValores de Emax e pD2 para contracdo de aortas toréacicas induzidas por fenilefrina
em camundongos knockout para IL-10, na presenca e auséncia do inibidor da ERK 1/2, PD

98059.
Fenilefrina Fenilefrina + PD 98059
Emax pD2 Emax pD2
Controle 163,0 + 10,64 7,08 £0,24 126,0+ 7,35 7,22+ 0,23
IL-10 203,6 +8,39* 8,04+ 0,49 120,7+5,40 7,29+ 0,17

Os resultados foram expressos por média + erro padrdo médio de cada grupo experimental (n=6). A significancia
estatistica dos dados foi determinada por meio do teste t Student. * P < 0,05 vs. controle

O aumento da expressdo/atividade de ERK 1/2 em camundongos knockout para IL-10

foi comprovado por meio da anélise de suas expressdes pela técnica de western blot (Figura

13).
6+ *
=
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S 2 B-actina — 42KDa
N
a4
=
0 Y

Controle (n=7) IL-10 n=7)

Figura 13. A expressdo/atividade de ERK 1/2 se elevam na auséncia de interleucina-10. O gréfico
demonstra que camundongos knockout para IL-10 apresenta maior expressdao de ERK 1/2 comparado ao seu
controle. Os valores foram normalizados pela expressdo de B-actina. Os resultados sdo apresentados como média
+ EPM de cada grupo experimental. A comparacdo estatistica foi feita por Teste t Student com graus de
liberdade com valor = 1. *P < 0,05 vs. controle.
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4.4. O-GIcNAc na modulacgédo da via de sinalizacéo de IL-10

A atividade do fator de transcricdo STAT3 mostra-se diminuida frente o aumento de
O-GIcNAc. Por outro lado, a expressdo da JAK1 encontra-se aumentada nas mesmas

condigdes (Figura 14).
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Figura 14. A atividade de STAT3 diminui frente ao aumento de O-GIcNAc, enquanto a expressdao de
JAK1 encontra-se aumentada. O grafico demonstra que apds 24 horas de incubag¢do com Thiamet G (0,1 mM)
houve diminuicdo da atividade de STAT3 comparado ao seu veiculo (H20). Ja a analise de JAK1 mostrou
expressdo aumentada quando comparada ao seu veiculo. Os valores foram normalizados pela expressdo de
STATS total ou B-actina. Os resultados sdo apresentados como média + EPM de cada grupo experimental. A
comparacdo estatistica foi feita por Teste t Student com graus de liberdade com valor= 1. *P < 0,05 vs. veiculo.

45, Efeito do aumento tecidual de O-GIcNAc nos niveis de I1L-10

Por fim, avaliamos os niveis de IL-10 em vasos tratados com Thiamet G, por 24 horas.
Foi observado que o aumento dos niveis de O-GIcNACc é capaz de diminuir os niveis teciduais
de IL-10 em artéria aorta (Figura 15).
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Figura 15. Os niveis teciduais de IL-10 foram diminuidos ap6s o aumento de O-GIcNAc. O gréafico
demonstra que ap6s 24 horas de incubagéo com Thiamet G (0,1 mM) houve diminuigdo de IL-10 na artéria aorta
qguando comparado ao seu veiculo (H20). Os resultados sdo apresentados como média + EPM de cada grupo
experimental. A comparacdo estatistica foi feita por Teste t Student com graus de liberdade com valor= 1. *P <

0,05 vs. veiculo
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5. DISCUSSAO

Apesar de proteinas com importante papel na fungdo vascular serem alvo da O-
GIcNACc (LIMA et al., 2012) e o promissor papel da IL-10 na vasculatura ter sido relatado por
varios estudos (GIACHINI et al., 2009; KASSAN et al., 2011; THUSEN et al., 2003;
GUNNETT et al., 1999), a associcdo destes dois fatores ainda é uma &rea inexplorada.

Demonstramos neste estudo que ap6s 24 horas de incubagdo com Thiamet G, 0s niveis
totais de O-GIcNAc foram aumentados, confirmando a eficacia esperada deste inibidor como
ja relatado em outros estudos (LIM et al., 2015; ALONSO; SCHIMPL; AALTEN, 2014,
ZHANG et al., 2014; YU et al., 2012). Além deste, outros inibidores de OGA estdo
disponiveis comercialmente, tais como: PUGNAC e a estreptozotocina (LIMA et al., 2009).
Entretanto, o Thiamet G faz parte da familia das NAG-tiazolinas e se destaca por ser o
inibidor disponivel mais seletivo (ALONSO; SCHIMPL; AALTEN, 2014).

Ao analisar as enzimas envolvidas no processo de O-Glicosilacdo, pode-se observar
que frente o tratamento com Thiamet G os niveis de OGT permaneceram inalterados,
enguanto a expressdo de OGA aumentou significativamente, corroborando com os resultados
de Zhang et al (2014) que estudou os efeitos deste inibidor em varias linhagens de células.
Especula-se que apesar de ocorrer inicialmente uma inibicdo farmacol6gica de OGA com
resultante aumento de O-GIcNAc, passado 24 horas de incubacéo, a expressdo de OGA se
elevara em busca de homeostasia. Tal fato ocorre ja que a enzima OGA é sensivel as
mudancas dos niveis de O-GIcNAc, enquanto OGT € controlada pelos niveis de UDP-
GIcNAc (produto final da via da biossintese da hexosamina) do citosol e do ndcleo
(KREPPEL; HART, 1999; ZACHARA et al., 2004; ZHANG et al., 2014).

O aumento de O-GIcNAc promove um desequilibrio nos mecanismos de sinalizagédo
celular responsaveis pela contracdo e relaxamento das CMLYV, tornando a vasculatura mais
sensivel a estimulos vasculares (LIMA et al., 2009). Neste estudo, pdde-se observar um
aumento da resposta contratil aos estimulos vasoconstritores, concomitantemente ao aumento
dos niveis de O-GIcNAc. Essa MPT € capaz de aumentar a resposta contratil dos vasos frente
a diversos agonistas como a fenilefrina, endotelina-1 e angiotensina Il (LIMA et al., 2011).

Os resultados deste estudo também demonstraram que o aumento da contracdo da

artéria aorta de camundongos tratados com Thiamet G diminui frente ao PD 98059, inibidor
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da ERK 1/2. Além disso, a maior atividade desta cinase nestas condi¢es foi observada pela
analise de western blot. Tais comprovacdes fortalecem a hipétese de que niveis elevados de
O-GIcNACc resultam em um aumento da fosforilagdo/ativagdo da ERK 1/2, favorecendo a
disfuncéo vascular.

O funcionamento dindmico modula o comportamento das proteinas O-glicosiladas,
resultante muitas vezes da interacdo entre O-GIcNAc e fosforilacdo. Uma mesma proteina
pode sofrer os dois tipos de modificacBes pds-traducionais. Tal interacdo € complexa, 0s
locais de O-Glicosilacdo podem ser compartilhados ou localizados perto dos mesmos residuos
onde ocorre a fosforilagdo (HU; SHIMOJI; HART, 2010; ZEIDAN; HART, 2010).

Niveis globais elevados de O-GIcNAc ap6s incubacdo com um inibidor de OGA
foram capazes de promover uma ocupacao de cerca de 700 locais de fosforilacdo em células
NHI3T3 (linhagem celular de fibroblasto) ndo estimuladas (HART et al.,, 2011; HU;
SHIMOJI; HART, 2010). No mesmo sentido, quando ha um decréscimo da expressdo de
OGT, vias reguladas por fosforilagdo foram drasticamente reduzidas. A O-GIcNAc elevada é
capaz de reduzir significativamente a fosforilacdo de cerca de 280 locais e aumentar a
fosforilagdo em 149 locais (HU; SHIMOJI; HART, 2010), demonstrando que ela pode tanto
estimular quanto inibir importantes cascatas de sinalizagdo (LIMA et al., 2012; HART et al.,
2011; WANG; GUCEK; HART, 2008).

Uma das proteinas que sofre alteracdo da sua atividade apos acdo de O-GIcNACc é a
ERK 1/2 por meio da regulacéo positiva da fosforilacdo, como mostrado no estudo de Tallent
et al. (2009) em sinapses neuronais do hipocampo. A elevacdo farmacoldgica de O-GIcNAC
in vivo, aumenta concomitantemente a fosforilacdo da serina 62/67 (sitio de ERK 1/2). A
ativacdo desta cinase tem sido relacionadas com a regulacdo da permeabilidade do endotélio
vascular, com a producdo de citocinas e com o tdénus vasomotor, implicando em problemas
como edema e disfuncgdo de érgdos (MUSLIN, 2008).

Diversas respostas contrateis envolvem mecanismos dependentes de ERK 1/2, como
por exemplo a contracdo do masculo liso coronario por endotelina-1 e a contracdo de vasos
mesentéricos e renais por noradrenalina. O envolvimento de ERK 1/2 é constatado quando
utiliza-se seu inibidor, PD 98059, resultando em uma menor contragdo (KHAN et al., 2004).
PD 98059 € um inibidor seletivo da ativacdo de ERK 1/2, atuando como um inibidor

alostérico que age se ligando no sitio de ATP e ERK 1/2 na MEK 1/2. Ao modificar a
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estrutura tridimensional de MEK 1/2, a fosforilagdo por cinases ndo ocorre, impedindo assim
a ativacdo da ERK 1/2 (KOHNO; POUYSSEGUR, 2003).

Em CMLV de aorta de ratos em presenca dos agentes vasoativos, tais como Ang Il e
ET-1, houve ativacdo da via das MAPK e consequente proliferacdo celular (DUFF; BERK;
CORSON, 1992; MOLLOY; TAYLOR; WEBER, 1993; SCHMITZ et al., 1998). A contracao
da aorta por serotonina também mostrou ser via ativacdo das MAPK, ja que seu efeito foi
atenuado em presenca de um inibidor de MEK 1/2 (ISHIHATA; TASAKI; KATANO, 2002).

Evidéncias cientificas vem demonstrando que as moléculas inflamatdrias estdo
envolvidas em parte na patogénese das doencas cardiovasculares, obesidade, DM2 e
aterosclerose. A base molecular complexa que envolvem as doencgas cardiovasculares inclui
varias vias bioldgicas como o metabolismo dos lipideos e glicose, a reparacdo vascular e a
angiogénese, interessantemente, todas estas envolvendo vias inflamatérias (XUAN et al.,
2016; KAESS et al., 2015).

Devido a sua funcdo anti-inflamatoria, estudos sobre a citocina interleucina-10 vem
ganhando destaque. Dados epidemioldgicos reconhecem uma associacdo entre 0s niveis
baixos de IL-10 plasmatica com o risco aumentado de doencas cardiovasculares como as
doencas tromboticas arteriais, a sindrome coronariana aguda e a isquemia cerebral
(HEESCHEN et al., 2003). Exel et al. (2002), relataram uma associa¢do entre uma baixa
capacidade de producdo de IL-10 com a sindrome metabolica e DM2. Eles mostraram que 0
tratamento com citocinas pro-inflamatorias induz hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina.
Niveis elevados de IL-10 teoricamente devem provocar uma regulacdo positiva da atividade
de tirosina cinase do receptor de insulina e diminuir a lipdlise, gracas ao seu efeito de
regulagdo de TNF-a e IL-6. A IL-6 se encontra em niveis aumentados em individuos
diabéticos ou com sindrome metabolica, enquanto TNF-a regula negativamente a atividade da
cinase de tirosina do receptor de insulina, 0 que aumenta a resisténcia insulinica. O uso da IL-
10 como ferramenta terapéutica parece ser algo promissor, no entanto, sdo necessarios mais
estudos para confirmar esta associacdo (RUIZ-CANELA; BES-RASTROLLO; MARTINEZ-
GONZALEZ, 2016; EXEL et al., 2002).

Ao analisar-se a reatividade vascular de camundongos knockout para IL-10 nota-se um
aumento da contracdo na auséncia enddgena de IL-10, sugerindo sua atividade benéfica nas
fungdes vasculares. Considerando que varios estudos mostram que tal efeito protetor de 1L-10

nas alteracOes de reatividade vascular ocorre por meio de efeitos inibitorios sobre a atividade
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de ERK 1/2 (CHEN et al.,, 2005; GUNNETT et al., 2000; VILA; SALAICES, 2005),
resolvemos verificar o papel da ERK1/2 nos vasos de camundongos knockout para IL-10.
Como sugerido em nossa hipétese, o uso do inibidor da ERK 1/2, possibilitou a normalizacao
da contracdo nestes animais knockout para IL-10. Giachini et al. (2009) também
demonstraram que a IL-10 tem efeito protetor vascular em condi¢cbes em que a ativacao de
ERK 1/2 se encontra elevada. A fim de reforcar esta hipotese, verificamos através da técnica
de western blot que a supressdo de 1L-10 é capaz de aumentar a atividade da ERK 1/2, em
aorta toracica de camundongos.

A IL-10 é capaz de regular positivamente a atividade de uma fosfatase importante na
modulacéo da via da ERK 1/2, a fosfatase de proteina cinase ativada por mitégeno-1 (MKP-1)
(ABRAHAM; CLARK, 2006; HAMMER et al., 2005). Essa fosfatase € responsavel por
inativar MAPK por desfosforilacdo de ambos os residuos de fosfoserina/fosfotreonina e
fosfotirosina do substrato. A MKP-1 proporciona um mecanismo de feedback negativo
importante que limita as cascatas de MAPK (LI et al., 2015).

A ativacdo de MKP-1 desempenha papel importante na inativacédo da atividade da via
da ERK 1/2. Quando MKP-1 ¢é fosforilada a sua degradacéo ¢ inibida, consequentemente, sua
atividade inibitoria é aumentada (BRONDELLO; POUYSSEGUR; MCKENZIE, 1999;
FULLER et al., 1997). Portanto, este seria um interessante alvo a ser avaliado no futuro, visto
que, em condicdes inflamatdrias, IL-10 prolonga a expressdo de MKP-1 (HAMMER et al.,
2005). Além disso, a supressdo de MKP-1 resulta em um aumento na producdo de IL-10,
sendo uma provavel tentativa para regular positivamente a fosfatase (CHI et al., 2006; ZHAO
et al., 2006). Tem sido sugerido que MKP-1 medeia os efeitos anti-inflamatérios de 1L-10
(WANCKET,; FRAZIER; LIU, 2012; HAMMER et al., 2005). Por outro lado, as citocinas
pro-inflamatorias interferon-gama (IFN-y) e fator de inibi¢do de macréfagos (MIF) inibem a
expressao de MKP-1 (WANCKET; FRAZIER; LIU, 2012).

Ao analisar-se a via de sinalizacdo da IL-10 frente a0 aumento de O-GIcNAc, nota-se
que seu fator de transcricdo, STAT3, apresentou uma diminuicdo na sua atividade.
Consequentemente, os niveis finais de IL-10 também diminuiram. Em contrapartida, a
expressao de JAK1 obteve aumento, sugerindo uma tentativa de regulacdo aos niveis baixos
de interleucina-10.

Niveis aumentados de sacarose, elevam a O-GIcNAc e resultam em resisténcia a

leptina na ingestdo de alimentos. O aumento de sacarideo provoca altera¢cbes no metabolismo,
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perturbando a sinalizacdo de leptina. Os estudos in vitro mostram que o aumento da glicose e
da leptina podem, cada um independentemente, aumentar a O-glicosilacdo das proteinas
GFAT e pSTAT3 (Y705). Ao contrario do que ocorre normalmente, onde leptina é capaz de
estimular a fosforilagdo de STAT3, em presenca de glicose a fosforilacdo de STAT3 por
leptina foi diminuida (ZIMMERMAN; HARRIS, 2015). Outros estudos relataram que STAT3
pode ser modificado por O-GIcNAc, diminuindo sua fosforilagdo e consequentemente
diminuindo a sinalizacao de I1L-10; porém, os locais especificos desta modificacdo nao foram
determinados (ZIMMERMAN; HARRIS, 2015; WHELAN; LANE; HART, 2008). Além
disso, mutacdes de perda de funcdo, como as encontradas nos receptores IL10R1 e IL10R2,
identificadas na doenca inflamatdria intestinal foram associadas com resposta anti-
inflamatoria ineficaz de IL-10 (PUTOCZKI; ERNST, 2015; GLOCKER et al., 2009).

Frente ao exposto, verificamos que a O-GIcCNAc e a auséncia enddgena de 1L-10
promovem o0 aumento da contracdo vascular, pelo menos em parte, via modulacdo da
fosforilacdo de ERK 1/2. Adicionalmente, verificamos que o aumento da O-GIcNAc altera a
via de sinalizacdo de IL-10, promovendo a reducéo da atividade da STAT3, diminuindo assim
a concentracédo e as acgdes da IL-10 na vasculatura. Neste sentido, seria ideal encontrar meios
de controlar o aumento de O-GIcNACc e/ou elevar os niveis de I1L-10. Portanto, acreditamos
que inibidores eficazes de OGT e/ou formas de se aumentar as fontes enddgenas de 1L-10
podem se tornar terapias promissoras para patologias onde é observado alteracdes nos niveis
de O-Glicosilacdo e IL-10, tais como hipertenséao e diabetes.
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6. CONCLUSOES

O papel de proteinas modificadas por O-glicosilagdo com N-acetil-glucosamina tem
sido amplamente relacionada ao desenvolvimento e progressdo de varias doengas cronicas. Os
resultados apresentados comprovam que os niveis elevados de O-GIcNAc em artérias aorta
aumentam a contragcdo vascular, via hiperativacdo da ERK 1/2. Além disso, a auséncia
enddgena de IL-10 também promoveu maior contratilidade vascular relacionada a maior
expressao de ERK 1/2. Esta modificacdo pds-traducional foi capaz de interferir na via de
sinalizacdo da IL-10, reduzindo seu fator de transcricdo STAT3, resultando em niveis
menores de IL-10 tecidual; a qual possui fungdes de protecdo vascular, sendo capaz além de
controlar o processo inflamatério responsavel por diversas patologias, regular a ativacdo da
via da ERK 1/2. Portanto, nossos dados sugerem que O-GIcNAc tem propriedades que
promovem a disfuncdo vascular de forma direta ou via comprometimento das a¢6es da IL-10.
Sendo assim, além dos cuidados com o estilo de vida, mais estudos podem possibilitar novas
terapias medicamentosas a fim de controlar os efeitos de O-GIcNAc sobre importantes vias de

sinalizacdo envolvidas na resposta vascular.
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8. ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO 'ihEu A

COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS COMITE DE ETIcA NG U0 DE AMBAAS

CFERTIFICADO

Certificamos gue o Protocolo N2 23108.166477/2016-20, sobre “Papel da O-
Glicosilacdo com N-Acetil-Glucosamina nas alteracdes vasculares via modulacdo
de interleucina-10”, sob a responsabilidade de Prof. Dr. VICTOR VITORINO LIMA
& Col., estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)-
UFMT em reunido ordindria de 02/12/2016.

CFRTIFICATF

We certify that the protocol N2 23108.166477/2016-20, entitled “O-
GlcNAcvlation contributes to augmented vascular reactivity induced by
interleukin-10”, is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established bv the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA). This project was approved by the institutional Committee for Ethics in

the Use of Animals (Federal University of Mato Grosso — UFMT) on Dec 02, 2016.
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