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RESUMO

Mudancas nas forcas tensionais do shear-stress estao associadas a um repertorio de cascatas
de sinalizagdo celular, as quais modulam em conjunto o fenétipo vascular tornando o tecido
endotelial susceptivel a variagoes patofisioldgica e, portanto, compreensdo do repertdrio
molecular neste cenario é necessaria. Com este proposito, nds submetemos células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) a um circuito de diferentes forgas tensionais in
vitro, considerando os grupos seguintes: 1. condicao de fluxo de shear-stress fisiologico
(nomeado Normo); 2. fluxo de shear-stress hipertenso (nomeado Hyper), e 3. células do grupo
2 foram retornadas para a condicdo Normo (nomeado Return). As amostras foram
apropriadamente coletadas para seguir em diferentes metodologias. Nossos resultados
mostraram um forte envolvimento de c-Src no controle da cascata de mecanotransducao
modulando sinalizagdo necessaria para o fendtipo de adesao, sobrevivéncia (PI3K/AKT) e
proliferacdo celulares. Além disso, c-Src parece desenvolver importante papel durante o
remodelamento da Matriz Extracelular (MEC), cujo performance de matriz
metaloproteinases (MMPs) mostrou mudancas significativas. Além disso, através de analise
protedmica, mostramos um forte envolvimento de Heat Shock Protein 70 (HSP70) nas células
estressadas de modo Hyper, reduzindo significativamente no grupo Return. Esse resultado
levou-nos a investigar o proteassoma 20S como uma alternativa proteolitica intracelular para
promover o turnover dessas proteinas. Surpreendentemente, nossos dados revelaram um
significante aumento na expressao de genes proteasome subunit a-type (PSMA) e 8-type
(PSMB), genes que codificam proteinas relacionadas com o core catalitico do complexo
proteassOmico. Adicionalmente, mostramos que vias intracelulares classicas (Wnt/B-
Catenina, Bax e BCl-2) e genes envolvidos com o metabolismo energético sofreram
significante modulacao nas diferentes tensdes de cisalhamento aplicadas. Em conjunto,
nossos dados reportaram que um modelo in vitro de hipertensdo é capaz de trazer
informagdes importantes sobre a mecanossensibilidade de células endoteliais. Como
padroes de cisalhamento estdo associados com mudangas patofisioldgicas, como
aterosclerose e hipertensao, esses resultados criam novos caminhos para compreender o
mecanismo molecular responsavel pela mecanotransdu¢dao no endotélio e, se forem
passiveis de acdo medicamentosa, muitos desses alvos devem ser considerados para
pesquisas futuras de fase pré-clinica.

Palavras chave: Shear-stress; Célula endotelial; Mecanotransducao; Hipertensao.



ABSTRACT

Shear-stress changes are associated with a repertory of signaling cascade, modulating
vascular phenotype. As shear stress-related tensional forces might be associated with
pathophysiological susceptibility, a more comprehensive molecular map needs to be
addressed. Thus, we subjected human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) to a circuit
of different tensional forces in vitro considering the following three groups: one in a
physiological blood flow shear-stress condition (named Normo), another in which these cells
followed to a hypertensive blood flow shear-stress (named Hyper), and finally one that these
hyper-stressed cells were returned to Normo condition (named Return). The samples were
properly collected to allow different methodologies analysis. Our data showed a pivotal
involvement of c-Src on driving the mechanotransduction cascade by modulating signaling
related with adhesion, survival (PI3K/Akt) and proliferative phenotype. Moreover, c-Src
seems to develop important role during Extracellular Matrix (ECM) remodeling, which
showed significative changes. Additionally, proteomic analysis showed strong involvement
of Heat Shock Protein 70 (HSP70) in the hypertensive-stressed cells; it being significantly
decreased in Return phenotype. This result prompted us to investigate 20S proteasome as an
intracellular proteolytic alternative to promote the turnover of those proteins. Surprisingly,
our data reveled significant over expression of sets of proteasome subunit a-type (PSMA)
and proteasome subunit B-type (PSMB) genes (encoding proteins related with catalytic core
of proteasome). Besides, constituents of classical intracellular pathways - for example Wnt/B-
Catenina, Bax and BCl-2, including genes involved with energetic metabolism, also suffered
strong modulation on different model pressure. Altogether, our data reported that an in vitro
hypertension model can bring a lot of insights about the mechanosensitivity in endothelial
cells. Since shear patterns are associated with pathophysiologic changes, as well
atherosclerosis and hypertension, these results paved new roads to understand the
molecular mechanism in mechanotransduction driving in endothelium, and if drugable,
many of these targets should be considered for future pre-clinical research.

Key words: Shear-stress; Endothelial cell; Mechanotransduction; Hypertension.
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Figura 14. Mecanotransducdo requer Heat Shock Proteins (HSPs). Lizados de células
tensionadas foram aplicados em eletroforese no SDS-PAGE e as proteinas eletroforéticas
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constituicao dessas bandas (marcadas em amarelo), as proteinas foram processadas para
permitir analise proteémica (veja Tabelas 2-5), que evidenciaram forte envolvimento de
HSP70. Entdo, esses resultados foram validados marcando com anticorpo especifico para
HSP70 conjugado com FITC e depois utilizando microscopia confocal para adquirir as
imagens (b). Finalmente, os genes codificantes de HSP4o (c), HSP7o (d), e HSPgo (e)
também foram avaliados. Diferencas significativas foram consideradas quando **p<o.001,
**%p<0.0002 quando comparado com o grupo controle (Normo); e **p<0.001, ***p<0.0002
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1. INTRODUCAO

Eventos bioldgicos tém sido propostos por diferentes modelos experimentais,
dos quais animais de experimentacdo sdo propostos a fim de conhecé-los. Muito tem sido
feito acerca da padroniza¢do de metodologias capazes de oferecer ferramentas alternativas
ao uso de animais de experimentacao, sobretudo buscando sucesso como métodos
preditivos de respostas sistémicas. Neste contexto, o cultivo de células, embora com
importantes limitacdes, oferece capacidade de analise celular, buscando compreender sua
contextualizagdo através de mudancas fenotipicas, onde a bioquimica de macromoléculas
satisfaz importante funcao. Neste cenario, diferentes metodologias sao ofertadas em suma
ao progresso da biotecnologia aplicada a biologia celular e molecular.

O endotélio é composto por células residentes comprometidas com a biologia
vascular, onde células endoteliais tém sido listadas em diferentes condicdes fisiopatoldgicas
e, desta maneira, metodologias in vitro capazes de mimetizar respostas sistémicas
contribuirdo com a compreensao da biologia vascular, interpretando mecanismos bioldgicos
em diferentes condi¢des, como mineralizagdes ectdpicas e hipertensdo. Com essa proposta,
essa dissertacao buscou desenvolver uma metodologia preditiva in vitro, bem como avaliar
potenciais respostas moleculares que governam o comportamento celular em resposta ao

circuito tensional de shear-stress.

O endotélio e o fluxo sanguineo
A pressao do fluxo sanguineo realiza um importante papel na manutenc¢do da

homeostase vascular, onde as células endoteliais, que revestem a superficie luminal (Figura



1), sdo constantemente expostas a tensdes mecanicas e, dentre elas, encontra-se o shear-
stress ou Tensdo de Cisalhamento, cuja caracteristica é a for¢a paralela e o componente
tangencial de forcas mecanicas no sentido do fluxo sanguineo (Figura 1), originado pelas
forcas hemodinamicas (dela Paz, Walshe, Leach, Saint-Geniez, & D'Amore, 2012a); esses
mecanismos sdo importantes no tocante a liberacdo de fatores de relaxamento vascular,
como o oxido nitrico (NO), desencadeando uma cascata de reagdes subjacentes as células
musculares lisas vasculares por hiperpolarizacao, principalmente desencadeado por fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio (X. Wang & Khalil, 2018). O endotélio possui
funcdes importantes na regulacdao da pressao sanguinea, bem como do suprimento
sanguineo nos tecidos, na angiogénese e remodelamento vascular, além de contribuir com
resposta inflamatoria e resposta imune do organismo (Ando & Yamamoto, 2011).

O endotélio compreende uma camada de células endoteliais que revestem todos
0S vasos sanguineos, seja arterial ou venoso, e atuam de maneiras autocrina, paracrina e
enddcrina, as quais afetam o sistema cardiovascular com o intuito de realizar a manutencao
da homeostase desse sistema (Triggle & Ding, 2011). Nas Ultimas décadas, estudos
revelaram que, além do “Nitric Oxide” (NO), existem outros constituintes derivados do
endotélio, assim como processos de regulagdo que também dependem do endotélio, que
desempenham func¢des essenciais na manutencdo do balanco que deve existir entre a
vasoconstricdo e vasodilatacdo, exemplos de vasosconstritores tém-se os peptideos
endotelina-1 e angiotensina I, e de vasodilatadores, além do NO produzido pela enzima
Oxido Nitrico Sintase endotelial (eNOS), a prostaciclina (Triggle & Ding, 2011).

Existem algumas atividades extremamente importantes do endotélio vascular

como o desenvolvimento de novos vasos sanguineos a partir de vasos existentes - um



processo chamado de angiogénese — que ocorre no desenvolvimento normal, mas também
ocorre em condicOes patoldgicas que envolvem reparo tecidual, regeneracdo de 6rgaos e
formagdo efou aumento de tumores (Mentzer & Konerding, 2014). A rede de vasos
sanguineos do sistema cardiovascular dos vertebrados fornece oxigénio e nutrientes para
todos os tecidos, um minucioso processo necessario para atender suas altas demandas
metabdlicas (Hahn & Schwartz, 2009). Portanto as forcas mecanicas que exercem tensoes
principalmente nas células endoteliais sdo importantes no sistema cardiovascular por agir

com reguladores da fisiologia e patologia vascular (Givens & Tzima, 2016).

—= Endothelial cell
Smooth muscle cell

== Blood flow

Figura 1: Tens6es mecanicas exercidas na parede do vaso. O esquema do vaso sanguineo ilustra a
localizagdo da célula endotelial (endothelial cell) e da célula muscular lisa (smooth muscle cell), bem
como o sentido do fluxo sanguineo (blood flow) representado pela flecha mais grossa, e as tensdes
em que a pressdo (p) € normal a parede do vaso, resultando em estiramento circunferencial da parede
do vaso, e o shear-stress (1) ou tensao de cisalhamento paralelo a parede do vaso e longitudinal no
sentido do fluxo sanguineo. Fonte: (Hahn & Schwartz, 2009).



A célula endotelial é influenciada diretamente pelo shear-stress e é capaz de se
adaptar a essa tesdo (Ramasri Sathanoori et al., 2017), além de perceber e responder
diferencialmente aos padroes de fluxo exclusivos do seu microambiente, pois as mesmas
possuem muitos mecanossensores que estao presentes na superficie apical, juncional e basal
(Givens & Tzima, 2016). O fluxo sanguineo possui diferentes padrdes que se enquadram em
duas grandes categorias, o fluxo laminar (normal) e o fluxo perturbado (irregular), que sao
determinados pela geometria do vaso e dao origens a perfis de expressao génica diferentes
(Givens & Tzima, 2016). O fluxo sanguineo irreqgular é algo inevitavel em locais de
ramificacoes do vaso (Figura 2) e 0 mesmo esta relacionado com uma resposta inflamatdria
local que pode se agravar em determinadas classes de individuos (como diabéticos,
fumantes, obesos e sedentarios) e progredir para a formacdo de placas ateroscleroticas
(Hahn & Schwartz, 2009), que é uma patologia cardiovascular, que pode debilitar o paciente
e aumentar as chances de acidente vascular cerebral e infarto do miocardio (Givens & Tzima,
2016) e que pode ainda ser agravada por um quadro de pressao arterial elevada — a

hipertensao (Poulter, Prabhakaran, & Caulfield, 2015).

UNIFORM LAMINAR FLOW FLOW DISTURBANCES

Figura 2: Fluxo sanguineo laminar e fluxo sanguineo perturbado. O desenho do vaso sanguineo
esclarece a diferenca entre fluxo laminar regular uniforme do fluxo perturbado irregular, sendo este
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ultimo geralmente situado em locais de bifurcagdes e associado com resposta inflamatoria, o que
aumenta a susceptibilidade a complicagdes cardiovasculares em determinadas circunstancias
especificas. Fonte: (T. Collins & Cybulsky, 2001).

Hipertensao Arterial Sistémica

Conforme abordado, algumas doengas multifatoriais, bem como a hipertensao e
a aterosclerose, sdo desencadeadas por fluxo sanguineo perturbado e por padroes
inflamatodrios, que envolvem alteragdes no ténus vascular e estdo associados com um
repertdrio de cascata de sinalizagdo modulando o fenoétipo vascular, os quais prejudicam a
resposta adaptativa endotelial e geralmente estdo acompanhados de remodelamento
vascular e rearranjo de numerosos componentes da parede do vaso (X. Wang & Khalil, 2018),
0 que compromete ainda mais o fluxo fisioldgico, sendo isso relacionado com o aumento do
risco de lesdes aterosclerdticas (C. Wang, Baker, Chen, & Schwartz, 2013). Essas alteragoes
nas for¢as mecanicas no vaso podem induzir o rearranjo da parede, bem como das valvulas
venosas, e, por poder desencadear inflamacao, podem conturbar alguns mecanismos
importantes permeando varias patologias (incluindo veia varicosa e placa aterosclerotica)
que podem desencadear eventos cardiovasculares capazes de debilitar o paciente (Chiu &
Chien, 2011).

A hipertensao arterial sistémica, que se caracteriza pela elevada pressdo arterial
seja a sistdlica ou a diastdlica, ou ambas, se ndo tratada corretamente pode progredir para
um continuo aumento da pressao sanguinea (crénico) podendo culminar em um estado
resistente a terapia devido a danos vasculares e renais associados (Saiz et al., 2017). De
acordo com a Organizacao Mundial da Saude, a hipertensdo arterial € um importante fator

de risco que contribui para a mortalidade e invalidez em todo o mundo, afetando mais de 1



bilhdo de pessoas, levando a cerca de 9,4 milhoes de mortes por ano (Ferdinand & Nasser,
2017) e que sO no ano de 2010 causou cerca de 130 milhdes de casos de invalidez (Saiz et al.,
2017), 0 que a torna um grave problema de saude publica.

Em triagens clinicas, a pressao sanguinea é aferida baseando-se na classificagado
do Programa Nacional de Educagao sobre Pressao Alta, estabelecendo como o normal uma
pressao de 120 mmHg e 8o mmHg para pressao sistdlica e diastdlica, respectivamente
(Programa Nacional de Educacao sobre Pressao Alta 2004). A hipertensao possui algumas
subclassificacdes como hipertensdao primaria (essencial) e secundaria, sendo que a
secundaria se caracteriza por geralmente se iniciar na fase mais nova da vida, ndo possuir
historia familiar e possuir uma causa clara (como uma desordem renal ou enddcrina, ou
entdo um desencadeador iatrogénico, como o uso de contraceptivo oral), enquanto que a
hipertensao primaria (essencial) geralmente surge na meia idade ou na fase idosa como
resultado da influéncia mutua do estilo de vida e de fatores genéticos (Poulter et al., 2015).

Sendo entdo uma doenga multifatorial e com subclassificacoes, a hipertensao é
uma enfermidade dificil de ser definida e, embora ja tenham se passado décadas de estudo,
pesquisa e pratica clinica, sua patogenia continua incompleta ou ndo inteiramente
esclarecida, o que frequentemente impede que haja um controle e um tratamento adequado
do paciente com hipertensao (Currie & Delles, 2017).

Estudos prospectivos tém reportado a associagdo entre a pressdo sanguinea e
performance vascular e, de fato, a pressdao arterial controlada reduz o risco de doenga
cardiovascular e morte (Ettehad et al., 2016). Portanto, o controle da pressao sanguinea tem
sido base tanto da prevenc¢ao primaria como secundaria de eventos cardiovasculares, além

de ser o foco do tratamento (James et al., 2014). Por sua vez, a hipertensao e oscilagdes na



pressao arterial sdo responsaveis por muitas mudancas adversas no corpo, afetando 6rgaos
internos (por exemplo, os rins) e levando a hipertrofia do ventriculo esquerdo,
remodelamento arterial forcado e mudancgas na performance da parede do vaso, tornando-
se uma questao importante a ser abordada experimentalmente para desvendar os
mecanismos moleculares relacionados as forcas hemodindmicas envolvidos com o

desenvolvimento dessas doencas cardiovasculares e suas complicacdes (Trojanek, 2015).

Mecanotransducao Endotelial

Todas essas mudancas sistémicas ocorrem, pois, a célula endotelial é capaz de
responder, ndo so a fatores quimicos (como hormonios e citocinas), mas também a fatores
hemodinamicos (como ja abordado, o shear stress, a forca mecanica tangencial e paralela a
parede do vaso causada pela pressao do fluxo sanguineo) que podem desencadear uma
mecanotransducao e mecanismos moleculares modificando seu microambiente para manter
a homeostase do sistema circulatério (Ando & Yamamoto, 2011). Existem varias etapas da
mecanotransducao relacionada ao shear-stress, comecando com a distor¢do fisica da
superficie da célula e culminando com a cascata de sinalizagdo bioquimica (Peter F Davies,
2009). Nas Ultimas décadas, muitas percepcdes foram levantadas relacionadas com a
mecanossinalizacdo nas células endoteliais causada pelo shear-stress, bem como seus
mecanossensores relacionados com a tensdo de cisalhamento, sendo que esses sensores
geralmente sdo uma estrutura celular primaria ou uma proteina que sente uma forga fisica
mecanica, levando a uma cascata de vias de sinalizagdes bioquimicas (Givens & Tzima, 2016).

A resposta e adaptagdo da célula endotelial ao fluxo tem sido vastamente

estudada e pesquisada em modelos in vitro, e os mais diferentes modelos de estudo ja



trazem informacoes de que ha respostas iniciais da célula endotelial, como influxo de Ca*? e
K*, producdo de dxido nitrico e de espécies reativas de oxigénio (EROS), entdo depois ha
ativacdo de MAP Kinases, eNOS e Akt, além da descoberta de que a tensdo de cisalhamento
ativa Integrinas nessas células (Givens & Tzima, 2016).

Considerando a sinalizagdao da mecanotransducao, as cascatas intracelulares
envolvem moléculas baseadas em mensageiros e proteinas de sinalizagao,
mecanotransdutores requeridos para a conducao dos sinais gerados pela tensdo, que
controlam, concomitantemente, funcdes endoteliais essenciais, como expressao génica,
proliferacdo, migracdo, morte, permeabilidade, trombogenicidade e inflamacao (Givens &
Tzima, 2016; Liu et al., 2015).

O endotélio é um tecido funcional integrado do sistema circulatdrio, que é
continuamente remodelado em resposta a varios estressantes, como o tabagismo e a
hipercolesterolemia, resultando em mudancas significativas na pressdo arterial. Além do
mais, a superficie do vaso é exposta a fluxos sanguineos variados e embora seja sabido que o
fluxo sanguineo leva a ativacdo de genes mecanossensitivos em células endoteliais (Abe &
Berk, 2014), ha interesse na compreensdo geral da sinalizacdo capaz de conduzir essa
resposta adaptativa. Nesse contexto, para manter a homeostase da parede do vaso, as
células endoteliais produzem alto nivel de proteinas de estresse, conhecidas como HSP (Heat
Shock Protein), que sao listadas para proteger o vaso contra danos durante este estresse
hemodinamico (Xu & Wick, 1996), uma vez que os HSPs sdo chaperonas capazes de prevenir
danos e realizar reparo celular apds lesoes (Morimoto, 1993; Xu & Wick, 1996). Esta claro que
o entendimento da mecanossinalizagdo em células endoteliais pode contribuir com

propostas farmacolodgicas especificas.



Modelo shear stress

Para expandir as metodologias com o intuito de estudar todos esses aspectos,
varios modelos experimentais in vitro tém sido propostos e com a finalidade de reduzir
alguns vieses, alguns parametros sdo considerados para posteriormente serem adaptados as
condi¢des das metodologias in vitro, como aqueles propostos na formula para calcular o
shear-stress in vivo, T=4pQ/mr3 - onde p é a viscosidade do sangue, Q é o volume do sangue, Tt
é a razao entre a circunferéncia de um circulo, r € o raio do vaso sanguineo e T € a intensidade
do fluxo (shear stress) (Ando & Yamamoto, 2011) - e o valor da pressdao do fluxo sanguineo
arterial fisiologico que se encontra entre 0,6 e 4 Pa (R. Sathanoori et al., 2015). Tem sido
bastante util sugerir modelos in vitro em células endoteliais por mimetizar o fluxo sanguineo
fisiologico e apoiar estudos preliminares para tracar um quadro importante do repertorio
molecular necessario em resposta ao estresse mecanico (R. Sathanoori et al., 2015).

Embora o paradigma de sinalizacdo para a mecanotransdug¢ao com o shear-stress
transitorio tenha sido bem delineado, ainda ha aspectos que precisam de mais investigagao.
Considerando o que foi mencionado acima e o fato de os padrdes de shear-stress estarem
associados com mudancas patofisiologicas, nds propusemos um modelo de
mecanotransducao in vitro submetendo células endoteliais de veia umbilical humana
(HUVECs) a diferentes forcas de tensao.

Resumindo, nossos resultados mostraram um envolvimento principal da c-Src na
condugao da mecanotransducao na célula endotelial, forte modulagées em varias vias de
sinalizacdo intracelular envolvidas com atividades de sobrevivéncia, proliferacdo, morte e
outras, enquanto a HSP70 apresentou um envolvimento diferencial, talvez modulando o

turnover baseado pelo proteassoma 20S e, se forem passiveis de acdo medicamentosa,



talvez estas moléculas possam ser novos alvos para otimizagdo do tratamento

farmacoldgico.

A mecanossinalizagdo originada quando se estabelece uma patologia como a
hipertensao - uma doenca multifatorial, varidvel e com elevada complexidade - ainda ndo é
totalmente elucidada e, portanto, estudar a contextualizagdo bioquimica presente nessa
situagao pode aprofundar nossa compreensao da fisiopatologia da hipertensao e influenciar

o manejo de possiveis candidatos a biomarcadores do endotélio e a alvos terapéuticos.
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2. OBJETIVOS
Partindo desse contexto, o nosso objetivo geral foi compreender os efeitos da
tensdo de cisalhamento em um modelo de hipertensdo e oscilagdes de pressdao em células
endoteliais (HUVEC) in vitro, bem como desenvolver um novo modelo de estudo baseando-
se em estudos prévios, como o que foi proposto por dela Paz et al. 2012, par