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RESUMO

ECHEM, C. Participacdo do TLR4 no processo de remodelamento cardiaco de
ratos espontaneamente hipertensos - SHR. 2012. 64 f. Dissertagcao (Mestrado em
Farmacologia). Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Séo
Paulo, 2012.

O remodelamento cardiaco € uma sequela comum da hipertensao arterial (HA).
Sabe-se que na HA ha presenga de processo inflamatério cronico de baixa
intensidade e que este pode contribuir para o desenvolvimento e progresséo do
remodelamento cardiaco. Receptores do tipo Toll (TLRs) sdo receptores da
imunidade inata, cuja ativagado induz a produgao de moléculas inflamatérias. Estudos
recentes relacionam TLRs e doengas cardiovasculares, evidenciando principalmente
o0 TLR4, entretanto pouco se sabe sobre sua participacdo no remodelamento
cardiaco. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a participagdo do TLR4
no processo de remodelamento cardiaco de ratos espontaneamente hipertensos -
SHR. Para isso, foram utilizados ventriculos esquerdos de SHR e Wistar com 6 e 21
semanas de idade. Primeiramente observamos que com o desenvolvimento da HA
ha aumento nos niveis cardiacos de TLR4, pois SHR com 21 semanas (hipertensos)
apresentam maiores niveis de RNAm do TLR4 em relacdo aos dos SHR com 6
semanas (pré-hipertensos) e dos Wistar com 6 e 21 semanas de idade
(normotensos). Tendo isto em vista, em outro grupo experimental animais SHR e
Wistar com 19 semanas de idade foram tratados com anticorpo anti-TLR4, por
quinze dias via intraperitoneal, com o intuito de bloquear a ativagao deste receptor.
Animais SHR e Wistar controles foram tratados com anticorpo 1gG inespecifico, com
o intuito de descartar qualquer agao inespecifica do anticorpo anti-TLR4. Apds o
tratamento com anti-TLR4, observamos que houve reducdo da area e do diametro
dos cardiomidcitos, bem como da deposi¢ao de colageno em ventriculo esquerdo
dos SHR tratados com anti-TLR4 em relagdo aos SHR IgG, no entanto, nenhuma
alteracao foi observada entre os animais Wistar tratados com anti-TLR4 e com IgG.
Observamos também que n&o houve nenhuma alteracido nos valores pressoricos
apds o tratamento com anti-TLR4. E importante ressaltar que em virtude desses
resultados acima descritos ndo serem observados em Wistar, foi avaliada somente a
sinalizagao envolvida na redugao do remodelamento cardiaco em SHR, uma vez
que estes animais nao apresentaram redugdo nos niveis pressoéricos apos
tratamento com anti-TLR4. Desta forma, observamos que apés tratamento com anti-
TLR4, animais SHR apresentaram redugao nos niveis de RNAmM dos marcadores de
hipertrofia cardiaca ANP (peptideo natriurético atrial), BNP (peptideo natriurético
cerebral) e a-actina esquelética, bem como dos colagenos tipo | e Ill e das
metaloproteinases 2 e 9 em relagdo aos SHR IgG. Além disso, observamos também
reducao nos niveis de RNAm e expressao protéica do TLR4 e MyD88, bem como da
expressao protéica das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-18 dos SHR anti-TLR4
em relacdo aos SHR IgG. Esses resultados em conjunto sugerem que os TLR4
participam diretamente do remodelamento ventricular esquerdo de ratos
espontaneamente hipertensos - SHR adultos.

Palavras-chave: Hipertensao arterial. Remodelamento cardiaco. Receptores do tipo
Toll 4.



ABSTRACT

ECHEM, C. Role of TLR4 in cardiac remodeling process of spontaneously
hypertensive rats - SHR. 2012. 64 p. Master thesis (Farmacology). Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

The cardiac remodeling is a common consequence of hypertension. It is known that
in hypertension there is a chronic inflammation which contributes to the development
of cardiac remodeling process. Toll-like receptors (TLRs) are innate immunity
receptors and its activation induces production of inflammatory molecules. Recent
studies showed the involvement of TLRs in cardiovascular disease development,
especially TLR4, however the involvement in cardiac remodeling is unknown.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the involvement of TLR4 in the
cardiac remodeling process of spontaneously hypertensive rats - SHR. For this, the
left ventricles were removed from SHR and Wistar with 6 and 21 weeks-old. It was
demonstrated that with development of hypertension an increase in the cardiac levels
of TLR4 was observed in adults SHR 21 weeks-old (hypertensive) related to SHR 6
weeks-old (pré-hypertensive) and Wistar 6 and 21 weeks-old (normotensive). In
order to block the activation of TLR4, SHR and Wistar with 19 weeks-old were
treated with anti-TLR4 antibody, for fifteen days intraperitoneal. In another set of
experiments SHR and Wistar adult rats were treated with nonspecific IgG antibody to
rule out any nonspecific actions of anti-TLR4 antibody. A reduction of area and
cardiomyocyte diameter and collagen deposition in the left ventricle of SHR were
observed after anti-TLR4 treatment compared to SHR IgG, however no change was
observed in Wistar rats. It was also demonstrated that anti-TLR4 treatment has no
effect on the adults SHR blood pressure. Is important to note that the signaling
involved in the reduction of cardiac remodeling was evaluated only in adults SHR. A
reduction in mMRNA levels of ANP (atrial natriuretic peptide), BNP (brain natriuretic
peptide) and a-skeletal actin, a cardiac hypertrophy markers, as well as collagen type
| and lll and metalloproteinases 2 and 9 were observed after SHR anti-TLR4
treatment. Furthermore, it also observed a reduction in the mRNA levels and protein
expression of TLR4 and MyD88, as well as the protein expression of proinflammatory
cytokines TNF-a and IL-1B in adults SHR after anti-TLR4 treatment. Taking all
together, these results allow us suggest that TLR4 is involved in the left ventricular
remodeling of adults spontaneously hypertensive rats - SHR.

Keywords: Hypertension. Cardiac remodeling. Toll like receptor 4.



1 INTRODUCAO

1.1 Hipertensao arterial e remodelamento cardiaco

A hipertensdo arterial (HA) € uma condicdo clinica multifatorial de alta
prevaléncia, caracterizada por elevados e sustentados niveis de pressao arterial
(PA), com presséao diastolica maior ou igual a 90 mmHg e presséao sistélica maior ou
igual a 140 mmHg (1, 2). Cerca de um quarto da populagdo adulta, ou seja,
aproximadamente 1 bilhdo de pessoas no mundo sio hipertensas e estima-se que
até 2025 ocorra aumento de até 29% na prevaléncia desta condigao (3).

Quando crbnica, a HA esta associada a alteragdes funcionais e/ou estruturais de
orgaos-alvo, tais como, coragao, encéfalo, rins e vasos sanguineos, contribuindo
assim, para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DCVs). Sendo assim,
€ importante ressaltar que além de uma alta prevaléncia, a HA é considerada um
dos principais problemas de saude publica, pois a mortalidade por DCVs aumenta
progressivamente com o aumento da PA. No Brasil, as DCVs tém sido consideradas
as principais causas de morte, como exemplo, em 2007 mais de 300 mil dbitos foram
atribuidos a doencas do aparelho circulatério (1). As DCVs sao responsaveis
também por alta frequéncia de internagdes, cujos custos médicos e
socioeconémicos s&o bastante elevados. Em 2007 foram registradas mais de 1
milhdo de internacdes por DCVs no Sistema Unico de Saude (SUS) e em novembro
de 2009 foram gastos mais de R$ 165 milhdes devido a estas internagdes (4).

Dentre os fatores envolvidos na fisiopatogénese da HA, grande parte é atribuida
a fatores genéticos, porém até o presente momento ainda ndo ha variantes
genéticas que possam ser utilizadas para prever o risco individual de
desenvolvimento de HA. Sendo assim, a HA primaria ou essencial, acomete
aproximadamente 95% da populagao hipertensa. Dentre os modelos animais de HA,
os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) sdo os que mais se aproximam da HA
primaria encontrada no homem. Estes animais, a partir de 6 semanas de idade,
comegam a desenvolver um quadro hipertensivo e com o desenvolvimento da HA,
estes animais desenvolvem também um progressivo quadro de remodelamento
cardiaco (1, 5-7).

O remodelamento cardiaco € uma sequela comum da HA, sendo que este é

inicialmente um mecanismo adaptativo do coragdo em resposta ao aumento de sua



atividade, da sobrecarga funcional ou do estresse da parede ventricular, com o
objetivo de manter a funcéo cardiaca, porém a cronicidade desse processo consiste
em um importante risco de morbidade e mortalidade cardiovascular por acarretar em
arritmias ventriculares e insuficiéncia cardiaca (7-9).

O processo de remodelamento cardiaco esta associado a disfungao cardiaca e
por muito tempo esta disfuncao foi associada a alteragdes miocardicas, no sentindo
de encontrar nos midcitos todas as explicagdes para a disfungao ventricular, porém
com o desenvolvimento de estudos observou-se a participacdo de outros
componentes neste processo. Sendo assim, a disfungao ventricular deixou de ser
associada exclusivamente ao crescimento muscular e passou a ser atribuida ao
conjunto de alteragbes envolvendo os compartimentos muscular, vascular e
intersticial, com hipertrofia dos cardiomidcitos, fibrose perivascular, fibrose intersticial
e modificacbes de padrdes de expressdes génicas, moleculares e celulares que se
manifestam clinicamente com alteragdes do tamanho, peso, forma e/ou fungao do
coracéo apos uma injuria (10, 11).

Os midcitos cardiacos sdo células com capacidade de divisdo muito restrita na
vida adulta. Estima-se que no recém-nascido até 2% dos miécitos sejam capazes de
se dividir, porém ao final do primeiro més de vida, menos de 1% dos midcitos
mantém esta capacidade, ocorrendo o que € denominado de perda do potencial
proliferativo, sendo assim, o aumento de massa miocardica em doencas cardiacas
se da pela hipertrofia (12, 13).

De modo geral, a hipertrofia cardiaca pode ser considerada como concéntrica ou
excéntrica. A sobrecarga pressoérica desencadeia a hipertrofia concéntrica, que é
caracterizada por aumento da espessura das paredes ventriculares, reducdo dos
diametros cavitarios e adicdo de sarcOmeros em paralelo, o que leva ao aumento do
diametro e da area total dos cardiomidcitos (7).

A sintese protéica € imprescindivel para que ocorra a hipertrofia ventricular. O
aumento do estresse na parede cardiaca € provavelmente o principal mecanismo
desencadeador de sintese protéica. Na célula, o estresse da parede é representado
pelo estiramento do sarcémero, pelo aumento da tensao na superficie celular e pela
ativagao de receptores de membrana, sendo que a partir destes estimulos, ocorre a
promogao de diversos sinais intracitoplasmaticos, que traduzem a mensagem de

estiramento em sintese protéica e multiplicagdo de organelas celulares (13).



Uma das primeiras modificagdes celulares presentes na hipertrofia cardiaca é
a sintese de mitocdndrias, provavelmente para fornecer maior quantidade de energia
para o tecido em crescimento. Além disso, a sobrecarga hemodinamica reativa
genes de proteinas contrateis e ndo contrateis presentes no coragao fetal, mas sem
expressao no corag¢ao adulto normal, como a alfa actina esquelética, o peptideo
natriurético atrial (ANP) e o peptideo natriurético cerebral (BNP) (11, 13, 14).

De modo geral, esses genes participam da homeostase cardiovascular e
modulam o crescimento celular no coragao fetal, porém a razao para o aumento de
suas expressdes no coragao adulto ainda nao é totalmente esclarecida, mas
suspeita-se que o retorno ao padrao fetal possa ser explicado por sua maior
resisténcia a hipoxia celular, pois tanto no coracédo hipertrofiado como no coragao
fetal, os cardiomiécitos toleram baixas tensdes de oxigénio. Sendo assim, esses
genes sdo amplamente utilizados como marcadores de hipertrofia cardiaca (13).

Os peptideos natriuréticos (PNs) induzem a vasodilatagdo, aumentam a diurese
e inibem a producédo de renina e aldosterona, possuindo assim, papel importante na
regulagcéo da pressao arterial e volume sanguineo (15). O ANP representa cerca de
98% dos peptideos natriuréticos presentes na circulagdo e é sintetizado
principalmente pelo atrio, ja o BNP principalmente pelos ventriculos (15, 16). No
coracdo adulto normal, o ventriculo produz apenas uma pequena concentragao
desses peptideos, porém uma maior concentracdo € produzida em coracdes
submetidos a estresse miocardico e/ou hipertensao arterial (16).

Apesar dos midcitos representarem 75% do volume celular miocardico, o numero
de células €& pequeno quando comparado ao numero de fibroblastos, que
representam mais de 70% do numero de células no coragao. Além disto, este tecido
€ composto também por outras estruturas, como vasos, nervos, substancias amorfas
e tecido conectivo, sendo este ultimo composto principalmente por colageno. (7, 11,
17). Estudos mostram que ha associagao direta entre a intensidade de deposi¢ao de
colageno miocardico e o peso de coragdes hipertrofiados, sugerindo que a fibrose é
mais pronunciada quanto mais intensa for a hipertrofia cardiaca (7, 18).

No coracao pode-se encontrar os colagenos tipo I, lll, IV, V e VI, sendo que os
colagenos tipo | e lll representam os principais colagenos cardiacos. O colageno tipo
| constitui cerca de 80% do colageno cardiaco, € o mais rigido de todos e o principal
responsavel pela rigidez da cadmara cardiaca como um todo. Ja o colageno tipo lll

constitui cerca de 12% do colageno cardiaco, formando agregados mais finos do



que o tipo | e exercendo papel importante na manutencao do alinhamento dos feixes
de midcitos (7).

A quantidade de colageno na matriz cardiaca depende do equilibrio entre sintese
e degradacgao, sendo que a degradacédo dessas estruturas ocorre pela agdo de
enzimas do grupo das metaloproteinases (MMPs) (7). Estas enzimas encontram-se
na forma inativa, podendo ser ativadas por diversos estimulos, como mecéanicos,
isquémicos ou moleculares, como angiotensina Il, endotelina 1, catecolaminas, fator
de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), dentre outros (19).

As MMPs desenvolvem papel importante em processos fisiolégicos, como
embriogénese, angiogénese, metastase, inflamacao, artrites, além da capacidade de
remodelamento da matriz extracelular (20, 21). A ativacdo dessas enzimas e
consequente quebra da rede de colageno interfibrilar podem ter inumeras
consequéncias na arquitetura e fungdo ventricular (19). Sendo assim, tanto o
aumento da deposi¢cao do colageno, como o aumento de sua degradacgao, implicam

em disfungao ventricular (11, 22, 23).

1.2 Remodelamento cardiaco e inflamacéao

Estudos demonstram que ha forte relacdo entre HA, DCVs e processo
inflamatorio (24, 25). De fato, diversos estudos envolvendo tanto pacientes, quanto
animais hipertensos tém demonstrado que estes possuem niveis plasmaticos
aumentados de algumas moléculas inflamatérias, como proteina C reativa (PCR),
fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas 1 (IL-1), 6 (IL-6) e 8 (IL-8), moléculas
de adesdo vascular (VCAM-1) e intercelular (ICAM-1), proteina quimiotatica de
mondcitos (MCP-1), angiotensina Il, proteinas do choque térmico 60 (HSP60) e 70
(HSP70), aumento de espécies reativas de oxigénio e ativacdo do fator de
transcrigdo nuclear kappa-B (NF-kB), dentre outras (25).

Em condi¢des normais, as células reconhecem a presenga de injuria e ativam
o sistema imune, que imediatamente ativa uma resposta inflamatoria. Esta resposta
inflamatodria visa remover células mortas e restos de matriz, além de reparar danos
teciduais através da fibrogénese ou regeneracéo tecidual, restaurando as estruturas
e funcbes originais dos érgéos (26, 27). Apesar disso, a resposta inflamatéria
prolongada induz a deposicdo de matriz extracelular e crescimento de tecido

granular e conectivo, o que pode ser deletério para o 6rgao (25).



No coragao, a HA pode causar injuria cardiaca, acarretando em infiltragcao de
células inflamatérias, sendo elas os neutrdfilos, macréfagos e monécitos. O aumento
da liberagdo de citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e diminuicdo das anti-
inflamatérias como a interleucina 10 (IL-10) gera estresse oxidativo que
consequentemente ativa a apoptose celular e degradacédo da rede de colageno
miocardico. Além disso, o aumento da liberagao de citocinas pro-fibréticas como o
TGF-B (fator de transformagdo do crescimento), acarreta em estimulacdo de
fibroblastos e miofibroblastos que medeiam a sintese e deposi¢do de colageno,
contribuindo assim, para o desenvolvimento de fibrose cardiaca (28, 29). E
importante ressaltar que tanto o aumento da deposi¢do do colageno, como o
aumento de sua degradagao, implicam em disfungao ventricular. Além disso, ja foi
descrito também que fragmentos de colageno podem exercer potentes efeitos proé-
inflamatadrios (11, 22, 23, 30).

O processo inflamatoério pode contribuir também para o desenvolvimento e
progresséo de outras DCVs, como aterosclerose, insuficiéncia cardiaca (IC), infarto
do miocardio (IM), angina, miocardite, dentre outras (31-35). Ha evidéncias de que a
inflamacao esta envolvida com o desenvolvimento e progressdo da aterosclerose,
pois inicialmente ha recrutamento local de mondcitos e macréfagos para quebra da
placa de ateroma, porém isso gera quadro inflamatério que quando crénico pode ser
prejudicial para o tecido (36). Estudos demonstram também que ha correlagao
positiva entre os niveis de moléculas proé-inflamatérias, como PCR, IL-1B, IL-6 e
TNF-a, com o grau de IC (37-41).

Diversos estimulos podem acarretar na producdo de citocinas pro-
inflamatodrias. Elas s&o produzidas principalmente por macréfagos e células T, porém
podem também serem produzidas por outras células inflamatérias, bem como por
células vasculares, cardiomidcitos e adipocitos. Embora a quantidade e a fungao das
citocinas pro-inflamatorias sejam diversas, muitas partiiham mecanismo de ativagéo
comum, pois sao produzidas na forma inativa, sofrem clivagem enzimatica e tornam-
se ativas, podendo regular a expressao e fungédo de proteinas, como moléculas de
adesao, componentes da matriz extracelular e fatores de crescimento (25, 42). Além
disso, podem ativar proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs) e fatores
de transcricdo como o NF-kB, levando a ativacao de diversos genes que culminam
na producdo de mais citocinas pré-inflamatérias, espécies reativas de oxigénio,

fatores de crescimento, dentre outros (25).



Sendo assim, as citocinas proé-inflamatérias exercem papel importante no
processo de remodelamento cardiaco. Como exemplo, as citocinas TNF-a e IL-1
contribuem ndo somente para a disfung¢ao ventricular e apoptose de cardiomidcitos,
mas desenvolvem possuem papel fundamental no remodelamento da matriz
extracelular, pois regulam a fung¢ao de fibroblastos cardiacos, influenciando a sintese
de colageno e fibronectina, além de regularem também o sistema de degradacgao de
matriz extracelular, por influenciarem a sintese de MMPs (metaloproteinases) e
TIMPs (inibidores teciduais de metaloproteinases) (32, 43-48).

O TNF-a pode ser produzido por células miocardicas, sendo assim, ele € uma
das principais citocinas pro-inflamatorias estudadas em doengas cardiacas (49, 50).
Existem dois receptores de TNF-a, o TNFR1 e o TNFR2, que possuem efeitos
opostos em relagdo ao remodelamento cardiaco, hipertrofia miocardica, ativagao de
NF-kB, inflamacdo e apoptose. Tais efeitos sdo desencadeados via ativagao do
TNFR1, enquanto o TNFR2 parece inibi-los (51).

Sendo assim, trabalhos experimentais observaram a presenca de dilatacéo
ventricular e alteracbes na composi¢do do colageno cardiaco em modelos com
superexpressao de TNF-a (52). Além disso, ja foi descrito que o tratamento com IL-
10 recombinante (citocina anti-inflamatéria) inibe a inflamacdo dependente da
ativacdo do TNF-a e o estresse oxidativo, reduzindo o processo de remodelamento
cardiaco e a disfunc¢ao ventricular em modelo de IC em camundongos (53).

Dados recentes demonstraram que pacientes com inicio de IC e IM, possuem
niveis elevados de TNF-a e que isso esta correlacionado com a taxa de mortalidade
desses pacientes (54, 55). A superexpressdo de TNF-a ou a infusdo de TNF-a
recombinante em ratos resulta em disfungéo cardiaca com sintomas que mimetizam
a IC em humanos, sendo que nestes animais, o processo de remodelamento
cardiaco é influenciado pelo aumento da atividade de MMPs (56-59).

A sintese de MMPs pode ser estimulada por diversas moléculas, como IL-1(3,
IL-6, angiotensina Il, endotelina-1 e fatores de crescimento (43, 44, 60-62). Ja foi
demonstrado também que o BNP e o estresse oxidativo sdo capazes de induzir a
sintese de MMPs em quadros de remodelamento cardiaco (63, 64). Em condi¢des
normais elas sdo expressas em cardiomiocitos, bem como no endotélio, em células
do musculo liso vascular e fibroblastos, porém em resposta ao processo inflamatério,

podem também ser expressas pela infiltragdo de macréfagos e linfocitos (21, 65).



10

O aumento na atividade das MMPs esta associado com diversos estados
patoldgicos, incluindo infiltracdo de células tumorais, metastase, doencgas fibréticas,
artrites e inflamagao (21). As MMP2 e MMP9 (gelatinases A e B) possuem papéis
importantes em doencgas cardiovasculares, como HA, aterosclerose, aneurisma,
acidente vascular cerebral, infarto do miocardio, isquemia cardiaca, IC, hipertrofia
cardiaca, dentre outras, sendo que a ativagdo miocardica de ambas esta associada
com degradagdo da rede de colageno e dilatagdo do ventriculo esquerdo,
comprometendo desta forma a funcéo sistolica (20, 66, 67).

Estudos recentes demonstraram que a superexpressao de MMP2 modula
diretamente o remodelamento e disfuncao ventricular, independente da presenga de
injuria adicional (68, 69). Além disso, animais knockout para MMP2 desenvolveram
hipertrofia cardiaca menos severa apos coarctagdo de aorta em relagédo ao grupo
controle (70). Sendo assim, o aumento de MMPs, principalmente da MMP2, esta
relacionado com a fisiopatologia da disfungcéo e remodelamento cardiaco (71).

Outra molécula estudada na HA é o NF-kB, cuja ativagao resulta na regulagao
de moléculas de adeséao, citocinas proé-inflamatodrias e quimiocinas. Normalmente, as
células apds injuria iniciam um processo inflamatério, sendo este decorrente
principalmente da ativagao da via do NF-kB (72). Diversos estimulos podem ativar
este fator de transcrigdo, como citocinas pré-inflamatérias, proteina kinase C e
principalmente através de espécies reativas de oxigénio. Apds ativagao, o NF-kB
migra até o nucleo celular, onde regula a transcricdo de diversos genes envolvidos
na patogénese de lesdes inflamatdrias, como IL-6, TNF-a, MCP-1, ICAM-1, VCAM-1,
dentre outras, todas envolvidas no recrutamento de mondcitos e macréfagos para o
local da injuria (73).

Foi observado que a expressdo do NF-kB esta aumentada em pacientes e
animais hipertensos, como os SHR, estando associada ao aumento da atividade de
MMP2 e MMP9 nesses animais. Em modelos animais de IM, o bloqueio da ativagao
deste fator de transcricdo foi efetivo em reduzir o processo inflamatério e o
remodelamento ventricular (74). Além disso, em SHR, o bloqueio do NF-kB, reduziu
também a expressao renal de ICAM-1 e MCP-1, além da atividade de MMPs e
presséao arterial (75, 76). Dessa forma, o NF-kB parece desenvolver papel importante
na patogénese de DCVs e vem sendo amplamente estudado nessas doencgas (72).

Em conjunto, essas evidéncias descrevem a participagdo da inflamagédo no

desenvolvimento e progressao de DCVs, como o remodelamento cardiaco. Além
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disso, sabe-se que a ativacdo do sistema imune €& um fator importante para a

ativacao deste processo inflamatorio perante uma injuria (26, 27).

1.3 Receptores do tipo Toll

Receptores do tipo Toll (TLRs) sdo uma familia de receptores da imunidade
inata que desenvolvem papel importante na ativagdo de processos inflamatorios,
sendo capazes de reconhecer padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) e também padrdes moleculares associados a lesdes (DAMPs) (77-79).

Atualmente foram identificados até 11 subtipos de TLRs em humanos e 13 em
ratos e camundongos. Eles estdo distribuidos por todo o organismo, em diversas
células e tecidos, como macrofagos, mondcitos, neutréfilos, células B, células
dentriticas, células do miocardio e endoteliais do musculo liso vascular, dentre
outras (79, 80). Cada TLR possui um dominio extracelular que confere
especificidade aos PAMPs, que geralmente s&o expostos na superficie de
microorganismos como virus, bactérias, fungos e parasitas. Sdo exemplos de
PAMPs o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) presente em bactérias gram-
negativas, os quais sao reconhecidos por TLR4, peptideoglicanos presentes em
bactérias gram-positivas, que ativam TLR2, sequéncias de CpG de DNA e RNA de
dupla fita encontrados em virus, identificados por TLR9, dentre outros (77, 81, 82).

Os TLRs possuem um dominio TIR (receptor toll-interleucina-1) encontrado
na regiao citosolica da célula e que €& responsavel pela ativacdo das vias de
sinalizacdo destes receptores (77). Conforme demonstrado na figura 1, apds a
ativacdo do TLR4, esse receptor sofre mudancas conformacionais, permitindo o
recrutamento de até cinco moléculas adaptadoras, que sao: MyD88 (myeloid
differentiation factor 88), TIRAP (TIR-associated protein) também conhecida como
MAL (MyD88-adaptor-like), TRAM (Toll-receptor-associated molecule), SARM
(sterile-a and heat/armadillo motif protein) e TRIF (Toll-receptor-associated activator
of interferon). O tipo de sinalizagdo depende do uso seletivo de diferentes
combinagdes de moléculas adaptadoras, sendo a principal molécula adaptadora
recrutada com a ativagdo do TLR4 a MyD88 (uma molécula compartilhada por quase
todos os TLRs) (83).

Apos recrutada, a MyD88 associa-se com a IRAK4 (interleukin-1 receptor-

associated kinase 4), o que favorece a fosforilagdo da IRAK1 (interleukin-1 receptor-
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associated kinase 1), permitindo a ligagdo da TRAF6 (TNF receptor associated fator
6) ao complexo. A ligacdo da TRAF®6, por sua vez, ativa TAK1 (TGF-B-activated
kinase 1) que faz complexo com TAB1 (TAK1 binding protein) e TAB2 (TAKZ2 binding
protein). Apds a formagéo desse complexo, TAK1 ativa o complexo IKK (IkB kinase)
que induz a ativagao de NF-kB. Simultaneamente, TAK1 ativa membros das MAPKSs,
induzindo assim, a producédo de moléculas inflamatérias (83).

Os genes expressos em resposta a ativagdo do TLR4, codificam proteinas
importantes como citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1 e IL-6), moléculas de
adesao endotelial, MCP-1, COX (ciclooxigenase), 6xido nitrico, espécies reativas de
oxigénio, sendo este um possivel mecanismo responsavel pelo aumento de

moléculas inflamatorias no processo hipertensivo (80).
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Figural— Esquema ilustrando as principais vias de sinalizagdo ativadas pelo
TLR4 na célula.
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DAMP: Damage associated molecular pathern (Padrdes moleculares associados a danos); TLR: Toll
like receptors (receptores do tipo Toll); MyD88: Myeloid differentiation primary response gene 88;
MAL: MyD88-adaptador like; TRAM: Toll receptor associated molecule; TRIF: Toll-receptor activeted
interferon; IRAK: Interleukin-1 receptor associated kinase; TRAF: TNF receptor associated fator; IRF:
Interferon regulatory factor; p38 e ERK1/2: MAPKs (Proteina quinase ativada por mitdégeno); NF-kB:
Fator nuclear kappa-B; ROS: espécies reativas de oxigénio.

Fonte: Adaptado de Bomfim et al. (72).

Os TLRs podem também ser ativados por moléculas endoégenas (DAMPSs),
como no caso do TLR4, que pode ser ativado por HSP60, HSP70, angiotensina II,
proteina amiléide A, LDL oxidado, PCR, fragmentos de hialurona, fibrinogénio,
dentre outras, moléculas estas que ja foram descritas como aumentadas na HA.
Estes fatores podem estimular uma resposta imune inata através da ativacdo de

TLRs mesmo na auséncia de patégenos (78, 81, 84-86).
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Estudos relacionando TLRs e DCVs evidenciam principalmente a participagao
dos TLR2 e TLR4, portanto o reconhecimento e ativagcdo destes receptores por
moléculas enddégenas pode ser um elo importante entre DCVs, inflamacéo e
ativacao do sistema imune. Ja foi descrito o envolvimento do TLR4 em DCVs como
aterosclerose, infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca, sendo que o bloqueio
destes receptores parece desenvolver papel protetor no desenvolvimento destas
doencas (81).

Conforme descrito anteriormente, o processo inflamatério é determinante para
o desenvolvimento e progressao da aterosclerose, sendo assim, trabalhos recentes
evidenciaram a importante participagdo dos TLR4 no desenvolvimento desta doenca
(36). Animais knockout para TLR4 e estudos epidemioldgicos em humanos com
polimorfismo no gene que codifica o TLR4, relatam a importancia deste receptor na
formagao da neointima (85, 87). Além disso, sabe-se que estes receptores podem
ser ativados por ligantes enddégenos como o LDL-oxidado, principal molécula
associada com o desenvolvimento destas lesdes (88).

No infarto do miocardio e na insuficiéncia cardiaca, foi observado que ha
aumento na expressdao dos TLR4, porém os mecanismos envolvidos nestas
alteracdes ainda permanecem desconhecidos (89). Em camundongos knockout para
TLR4 e com IM induzido por coarctagdao de aorta, autores observaram que o TLR4
participa do remodelamento patolégico do ventriculo esquerdo por induzir a
producao de citocinas pré-inflamatérias, a degradacdo de matriz extracelular e a
hipertrofia cardiaca (90). Além disso, foi demonstrado também que na isquemia e
reperfusdo em camundongos knockout para TLR4, este receptor participa da
resposta inflamatéria neste modelo, contribuindo para a disfungao cardiaca através
da produgéao de citocinas pro-inflamatdrias (91).

Ja foi descrito que a HA pode modular a expressado do TLR4, pois em animais
SHR com 8 semanas de vida ha aumento na expresséo cardiaca deste receptor em
relacdo aos animais controle Wistar Kyoto (92). Na clinica foi demonstrado que o
polimorfismo do TLR4 Asp299Gly esta associado com o desenvolvimento de menor
massa ventricular esquerda em mulheres hipertensas (93). Além disso, autores
descreveram que camundongos knockout para TLR4 ou machos Sprague-Dowley
que receberam o bloqueio de MyD88, apds coarctagcdo de aorta, desenvolvem
hipertrofia cardiaca menos severa do que animais controle, além de reducido da

apoptose dos cardiomiocitos (78, 94).



15

Em resumo, diversos dados evidenciam que os TLR4 sao importantes
receptores relacionados com doengas cardiovasculares, no entanto ainda ha muito a
ser esclarecido quanto a sua participagdo na fisiopatogenia do remodelamento

cardiaco, uma sequela comum da hipertensao arterial.
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2 CONCLUSAO

Nossos resultados nos permitem concluir que os TLR4 participam diretamente
do processo de remodelamento ventricular esquerdo de ratos espontaneamente

hipertensos — SHR adultos.
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