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COLACO, A. L. Papel dos receptores ativados por protease (PARsh mreatividade
vascular de ratos espontaneamente hipertensos (SHR009. 139 f. Tese de Doutorado
(Farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédidasiversidade de Sdo Paulo, S&o Paulo,
2009.

Receptores ativados por protease (PARs) pertencéamiiia de GPCRs. Desses, PAR-1,
PAR-3 e PAR-4 sédo ativados por trombina, e PAR-2 tppsina. Como as proteases,
peptideos sintéticos (PARs-AP) também ativam essesptores. Estudamos o papel dos
PARs na reatividade vascular de Wistar e SHRvitro, PAR-1 AP, promoveu maior
vasoconstricdo em aorta com endotélio (E+) de SKRWistar. PAR-2 AP promoveu
vasodilatacao similar em aorta E+ de SHR e Wistagiuanto PAR-4 AP e peptideos reversos
nao causaram efeitn vivo/in situPAR-1 e PAR-2 AP mostraram intensa vasomotilicade
arteriolas mesentéricas. A expressao génica dePédta aumentada em aorta e arteriolas de
SHR, mas a expressao protéica esta aumentada ag@naderiolas. Demonstramos ainda
que a vasoconstricdo induzida por PAR-1 AP, ¢é digmee de CH e da liberacdo de Ang II,
ET-1 e Q pelo endotélio. Assim, sugerimos que PAR-1 podeuse alvo terapéutico para
novos antihipertensivos com efeito antitromboti@o,que este receptor também tem sido
envolvido em eventos tromboembdlicos.

Palavras-chave: Receptor Ativado por Protease (PAR); TFLLR-NHSFFLR-NH;
SLIGRL-NH,; AYPGKF-NH,; RLFFS-NH; RLLFT-NH,; LRGILS-NH;; FKGPYA-NH,.
Trombina; Tripsina; Reatividade Vascular; Endotéhldicroscopia intravital; Hipertenséo
Arterial; Ratos Espontaneamentes Hipertensos (SHR).
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ABSTRACT

COLACO, A. L. Role of protease activated receptors (PARS) in vasiar reactivity of
spontaneously hypertensive rats (SHR)2009. 139 p. [Doctoral thesis (Pharmacology)] —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Baulo, S&o Paulo, 2009.

Protease activated receptors are a new GPCRs fanfiyy PAR-1, PAR-3 and PAR-4 are
activated by thrombin and PAR-2 by tripsin. Likeofgases, synthetic peptides (PARs-AP)
can also activate those receptors. We studiedotbeof PARSs in vascular reactivity of Wistar
and SHRIn vitro, PAR-1 promoted higher vasoconstriction to PARA IA SHR aorta with
endothelium (E+) than the Wistar ones. PAR-2 APdpoed similar vasodilation in Wistar
and SHR aorta E+, while neither PAR-4 nor reversgtides presented any effekt.vivo/in
situ PAR-1 and PAR-2 showed an intensive vasomotiomé@senteric vessels. PAR-1 gene
expression was increased in SHR aorta and artsrioWbile the protein expression was
increased only in the arterioles. We have also shtvat the vasoconstriction induced by
PAR-1 AP, is C&-dependent and Ang Il, ET-1 ang @elease from endothelium. Thus, we
suggest that PAR-1 might represent a therapeutietdo new antihypertensive drugs with
antithrombotic effect, since this receptor has daealved in thromboembolics events.

Keywords: Protease activated receptor (PAR); TFLLR-INEBFFLR-NH; SLIGRL-NH;;
AYPGKF-NH,; RLFFS-NH; RLLFT-NH;; LRGILS-NH,; FKGPYA-NH,. Thrombin,
Trypsin, Vascular reactivity, Endothelium, Intralitmicroscopy, Arterial hypertension,
Spontaneously hypertensive rats (SHR).
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1 INTRODUCAO
1.1 Hipertenséo arterial

A hipertensdo arterial € uma entidade clinica ifatdtrial, definida por “niveis de
presséao sistolica 140 mmHg e/ou niveis de presséo diastGic@0 mmHg em individuos
que ndo estdo em uso de medicadaaiue é forte preditora de diversos eventos
cardiovasculares incluindo, dentre outros, hipégreentricular esquerdsd, distirbios na
circulacdo coronariarfa mudancas nas estruturas do mioc&rdionorté®. Ela explica 40%
das mortes por acidente vascular encefélico (AVE)58 daquelas por doenca arterial
coronariani A hipertens&o arterial €, portanto, um dos maisitemtes fatores de risco para
o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares.

Estudos de base populacional realizados em algaidades do Brasil apontam alta
prevaléncia de hipertenséo arterial. Segundo érmititual de diagnostico (140/90 mmHg),
as taxas de prevaléncia na populacéo urbana dxfekdeira em estudos selecionados variam
de 22,3% a 43,9%". A hipertenséo arterial e suas complicacdes tamténresponsaveis
por alta frequéncia de internacdes. A insuficiéncerdiaca € a principal causa de
hospitalizacdo entre as afec¢des cardiovascukeadp duas vezes mais frequente do que as
internacdes por AVE. De acordo com dados do Miristda Saude, em 2005 ocorreram
1.180.184 internacdes por doencas cardiovasculaescusto global de 1.323.775.008,28 de
reais”,

A reducéo da pressao arterial (PA) possui efgitdaveis sobre a incidéncia e a taxa
de mortalidade da cardiopatia isquémica, insufii@cardiaca e AVE. Desse modo, o uso
de farmacos antihipertensivos tem resultado emndiigfio da morbidade e mortalidade por
AVE® e insuficiéencia rendl, porém, reducéo similar nas mortes relacionadamenca
cardiaca isquémica nado tem sido consedtiidisto poderia ser, em parte, devido aos efeitos
desfavoraveis de um ‘“estado hipercoagulavel” na ertepsdo. Assim, agentes
antihipertensivos que proporcionem beneficios mug@&o deste “estado hipercoagulavel”
poderiam ter vantagens adicionais em reduzir arécola de AVE e outros eventos
tromboéticod®.

Das diversas causas de hipertensdo arteriada ce 85 a 90 % séao idiopaticas e
aparentemente primarias. Estes casos apresentdagietidesconhecida, e parece improvavel
gue uma unica causa explique suas diversas alerdgnodinamicas e fisiopatologicas. A

hipertensédo primaria € considerada uma doencaépidig e estima-se que em torno de 100
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dos 70000 genes que compde o genoma humano estejantvidos com a hipertensdo
arterial. Fatores ambientais, usualmente nutri¢soft@mo dietas hiperssodicas, hipocalcicas,
hipocalémicas, hipercaldricas - levando a obesidbaee como o excesso de alcool, dentre
outras), mas também fatores psicossociais, cometresse, parecem agir em individuos
geneticamente suscetiveis. A hipertensdo arteziéd,portanto, o resultado da interagdo de
fatores genéticos e ambienfdisEsses dados demonstram a importancia do estudo da
fisiopatologia da hipertensédo arterial, principattee nos casos de hipertensdo arterial
primaria.

Nos casos de hipertensao arterial secundariagdifsmente da primaria, a etiologia é
conhecida e pode estar associada a doenca parenwgsénrenal bilateral ou a distlrbios
potencialmente curaveis como feocromocitoma, sindrode Cushing, aldosteronismo
primario, uso de contraceptivos, ingestdo excessevalcool, dentre outrbsEstes casos
representam cerca 5 a 10 % dos casos de hipertarie@ial, dos quais apenas 1 ou 2 % sao
potencialmente curavéfs

A magnitude da pressdo arterial depende de duasves hemodinamicas
fundamentais: o débito cardiaco (DC) e a resistévascular periférica total (RVPF) visto
que ela é produto desses fatores, ou seja, PA =x[RVPT. Assim, 0S mecanismos
patogenéticos da hipertensao arterial devem levaumento do DC, da RVPT, ou a anfBos

O débito cardiaco € influenciado pela frequénaadiaca (FC) e pelo volume
sanguineo (VS) que depende em grande parte, datidptn de sodio corporal. Por
conseguinte, a homeostasia do sddio € fundameatal @ regulacdo da presséao arterial. O
aumento primario no débito cardiaco resulta de wmamalia basica ndo-estrutural,
provavelmente genética, levando a uma menor elgémaenal de sédio na presenca de uma
presséao arterial normal (defeito na natriureseppessao). Assim, a menor excrecao de sodio
aumentaria a volemia e o débito cardidto.

A resisténcia vascular periférica total, na maiate das vezes, é determinada no nivel
das arteriolas e depende, principalmente, do tamadahluz dos vasos que, por sua vez,
depende da espessura da parede arteriolar e dos efe influéncias neurais e hormonais que
contraem ou dilatam estes vasos. Dessa forma,us t@ascular normal depende do equilibrio
entre influéncias vasoconstritoras, como a angsmte@n Il (Ang |Il), catecolaminas,
tromboxano, leucotrienos e endotelina, dentre eute vasodilatadoras, como cininas,
prostaglandinas, oxido nitrico, e outras. Algunedptos metabolicos (tais como o acido
lactico, ions hidrogénio e adenosina) e a hipdaiabém podem atuar como vasodilatadores

locais. Uma propriedade intrinseca dos vasos detéesia € a auto-regulacdo, um processo
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pelo qual um aumento do fluxo sanguineo nestessvamtuz vasoconstricdo. Este € um
mecanismo essencialmente adaptativo, que protegteaca hiperperfusdo tecidual, sendo
provavelmente mediada pelos niveis locais de adenoSessa forma, o endotélio vascular
tem papel primordial, pois controla as respostaxuwlares locais, através da liberacdo ou
acdo de substancias vasodilatadoras e/ou vasatmastr em resposta a alteragbes do fluxo

sanguineo e agentes vasoativos, modulando as$inus vascular e controlando a RVRT

1.2 Endotélio vascular

O endotélio vascular € uma monocamada de epitédMimentoso que reveste
internamente 0s vasos sanguineos e faz interfate sangue e musculo liso vascular,
cobrindo uma area de aproximadamente 76@ oom cerca de 1 a 1,5 kg émdividuos com
peso corpéreo de 70 kg. Até o final da década d@,1® endotélio era considerado apenas
uma barreira semipermeavel inerte que mantinhdrat@s da parede vascular e regulava a
transferéncia de pequenas e grandes moléculas ensangue e células musculares. A
descoberta da importante participacdo do endot@imodulagédo do tdnus vascular foi feita
por Furchgott e Zawadkiao observarem que o relaxamento induzido pelalamita, em
anéis de aorta de coelho, era totalmente dependenigresenca e integridade da célula
endotelial. Nesse estudo foi demonstrado que alcdigia, ao interagir com a célula
endotelial, liberava uma substancia que se difupdia o musculo liso vascular promovendo
relaxamento, a qual foi denominada Fator RelaxBetevado do Endotélio (“Endothelium-
Derived Relaxing Factor” — EDRE). O endotélio passou, entdo, a ser considerado géo 6r
enddcrino ativo que, em resposta a estimulos husporeurais e mecanicos, sintetiza e libera
substancias vasoativas que modulam tonus, calibmecular e fluxo sanguineo,
desempenhando papel fundamental na regulacdoaidacié®. Assim, diversas substancias
endogenas que participam da manutencdo do tbnaalagscomo noradrenalina, 5-hidroxi-
triptamina, angiotensina Il, bradicinina, histamintaombina dentre outras, podem ser
sintetizadas pelo endotélio vascular ou agir figste

Dentre as substancias vasoativas liberadas pdéio destacam-se diversos fatores
relaxantes derivados do endotélio (EDRFs), comgidotitrico (NO), a prostaciclina (P& |
e os fatores hiperpolarizantes derivados do eridqt&ndothelium-Derived Hyperpolarizing
Factors - EDHFs"), que podem ser metabdlitos ddcaeiraquiddnico (AA), derivados da

enzima do citocromo P450, endocanabinéides, oa®stibstancias (Figura1y®
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Fatores Relaxantes Derivados do Endotélio
(EDRF'’s)

-H-ﬂﬂﬂ- -H-EMH-- -H-EIEI

NAD(P)H
FADH,
BH,

a\}‘_e_m_ga_., NO + Cit

Figura 1 — Esquema representativo dos fatores relantes derivados do endotélio e dos principais
agonistas que liberam esses fatoresNe = norepinefrina; 5-HT = 5-hidroxitriptamina
(serotonina); Thr = trombina; Try = Tripsina; AChaeetilcolina; ET-1 = endotelina-1; BK =
bradicinina; ADP = difosfato de adenosina; P&brostaciclina; CE = célula endotelial; CMLV =
célula do mdusculo liso vascular; LEI = [Amina et&stinterna; eNOS = 6xido nitrico sintase
endotelial; Cit = citrulina; L-arg = L-arginina; ®a= calmodulina; BH = tetrahidropterina; NO =
oxido nitrico; NAD(P)H = fosfato de nicotiamina atea dinucleotideo; FADH= flavina adenina
dinucleotideo; EDHF = fator hiperpolarizante dediwvado endotélio; AA = acido araquiddnico;
COX = cicloxigenase; GTP = trifosfato de guanos®&IPc = monofosfato ciclico de guanosina;
GCs = guanilato ciclase soluvel; ATP = trifosfd® adenosina; AMPc = monofosfato ciclico de
adenosina; AC = adenilato ciclase;"Ca célcio; K = potassio. Para detalhes veja texto

As células endoteliais também produzem diverstusefa constritores (“Endothelium
Derived Constrictor Factors - EDCFs”; Figura 2).nDe eles temos o EDGFque sé&o
prostandides, como o tromboxane ATXA,) e a prostaglandina ;HPGH); o EDCF,
representado pelas endotelinas (ET-1, ET-2 e ED3DCH;, liberado em condi¢cdes de
hipoxia grave; e outras substancias vasoconssitm@mo a Ang |l e espécies reativas do
oxigénio (EROs), como o anion superéxido’)
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Fatores Constritores Derivados do Endotélio
(EDCF’s)

I_i
“I Thr ” LOX ” Angu“ TGFBJ

Figura 2 — Esquema representativo dos fatores comibres derivados do endotélio e dos principais
agonistas que liberam esses fatorekOX = LDL oxidada; Ang Il = angiotensina II; Ang
angiotensina |I; ECA = enzima conversora de angsi@n VP = vasopressina; Thr = trombina;
TGF{ = fator de necrose tumorgl Ne = norepinefrina; 5-HT = 5-hidroxitriptaminae(stonina);
ACh = acetilcolina; ET-1 = endotelina-1; BK = braidina; ATP = trifosfato de adenosina; P&H
prostaglandina § TXA, = tromboxano A4 CE = célula endotelial; CMLV = célula do musculo
liso vascular; LEI = lamina elastica interna; R®eticulo sarcoplasmatico; eNOS = éxido nitrico
sintase endotelial; NO = oxido nitrico; NAD(P)H-ox fosfato de nicotiamina adenina
dinucleotideo oxidase; 0= oxigénio; Q = anion superéxido; OH= hidroxila; ECE = enzima
conversora de endotelina RNAm = acido ribonucléimensageiro; Pré-Pro6-ET = pré-pro-
endotelina; AA = acido araquidonico; COX = ciclositase; CA = calcio. Para detalhes veja
texto.

Além da modulagéo do ténus vascular, o endotélitrola a permeabilidade vascular,
mantém uma interface sangue-tecido ndo-trombogéregalando a trombose e trombdlise),
bem como controla a adeséo de plaquetas e leugGaltam contribuir de forma importante
para angiogénese, modulando o crescimento do nuiksef’. O endotélio participa também
da fibrindlise, metabolismo de lipoproteinas, apnéscdo de antigenos de
histocompatibilidad®, dentre outras importantes funcdes. Dessa formma,resposta a
estimulos humorais, neurais e mecéanicos, as cékmawteliais controlam, através de
receptores especificos ou modificacdes diretasviagsde sinalizacao, as principais funcdes
vasculares. Portanto, qualquer alteracdo na fuegé@mntelial pode ser compreendida em
termos de disfuncéo endoteffal
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1.3 Disfuncéo endotelial, hipertenséo arterial e o de hipercoagulacéo

O termo “disfuncdo endotelial” refere-se a um deg#ério na producdo endotelial de
mediadores que regulam o ténus vascular, agregal@foetaria, coagulacdo e fibrindlise,
sendo o tbnus vascular o aspecto mais estudadois#ingdo endotelial também é
freqientemente referida como piora no relaxameefiendente do endotélio, causado por
diminuicdo na biodisponibilidade do NO. Entretantasto que a producdo de outras
substéancias derivadas do endotélio (como g,FERIHF, ET-1, Ang Il, TXA, etc.) também
pode estar alterada, esta definicdo nao reflete@opleto a amplitude do termo “disfuncao
endotelial®.

A disfuncdo endotelial € uma das caracteristicgmrtantes da hipertenséo arterial e
tem sido descrita na macrocirculacdo, bem como iceoairculacdo e na circulacdo renal.
Nesse contexto, a parede dos vasos de hipertexibesreduzido relaxamento dependente do
endotélio e que dependendo da causa da hiperteped® ser devido a uma menor liberagédo
ou efeito reduzido do fator de relaxamento derivadoendotélio (EDRF) ou do fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDEFENtretanto, na hipertens&o arterial primaria,
a disfuncdo endotelial parece ser devida a umarnmmpensdo a liberacdo de fatores
constritores derivados do endotélio (EDC#slPorém, ainda ndo esta claro se a disfuncéo
endotelial é causa ou conseqiiéncia da hipertemsamE’.

Diversos modelos experimentais de hipertenséoiartém demonstrado a presenca
de disfuncéo endotelial. Em aorta de ratos Daldigers ao sal, o relaxamento dependente do
endotélio para a acetilcolina esta diminuido, sageruma liberacdo reduzida do KOO
relaxamento dependente do endotélio também estiadidedem artérias e arteriolas de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), bem como ewsautvdelos animais e, inclusive em
humano§'.

Em pacientes hipertensos, a piora da respostai&aliea, bradicinina e substancia P
tem sido encontrada na vasculatura do antebragoaato a resposta vascular independente
do endotélio ao nitroprussiato de sédio permanemenaf®*’ Dessa forma, a disfuncéo
endotelial que se apresenta na hipertensao artemadna envolve menor biodisponibilidade
do NO, resultado tanto do aumento do estresse tovad@uanto da liberagcdo aumentada de
EDCF’s como endoperéxidos e tromboxanos, EROs Efoa pelo endotélio vascufdr Os
mecanismos responsaveis pela geracdo aumentadss dadgais livres, como 0,0 ndo
estdo claros, embora a ativacdo do receptar p€la Ang Il e consequiente estimulacdo do

sistema NAD(P)H oxidase possa estar envofiida
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Outro aspecto importante da disfuncdo endotediafjue a piora da vasodilatacdo
dependente do endotélio esta frequientemente acbibearpela desregulacdo da interacdo
célula sanguinea-endotélio, o que pode levar anrdtao localizada, leséo vascular severa e
trombosé’. Nesse contexto, diversas evidéncias tém demdostana associacdo entre
doenca vascular hipertensiva e trombose. A atemgi® recente tem sido direcionada para a
inflamacdo e disfuncdo endotelial, especialmentequ® a inflamacdo pode promover
disfuncéo endotelial e esta intimamente relacioranlambogénese e aterosclefdse

Dessa forma, a hipertenséo arterial tem sido &sfma um “estado protrombotico” ou
“hipercoagulavel*, pois, muito embora os vasos sanguineos sejansispa altas pressoes,
suas principais complicacdes, tais como AVE e fofa@lo miocardio, sdo paradoxalmente
mais tromboéticas do que hemorragicas, o assim d@anfparadoxo trombdtico da
hipertensdo” (ou “paradoxo de Birminghafi’)lsso se deve ao fato de que sob certas
condi¢des patogénicas onde a disfuncdo endotst@lpeesente, como no caso da hipertensao
arterial, as propriedades antitromboticas da pavadeular encontram-se alteradas, ou seja, a
parede vascular torna-se protrombética e pro-caatgyl diferente do que ocorre sob
condicbes fisiologicas normais, onde o endotéliudédael mantém uma superficie
anticoagulante e antitrombotica devido a presenea diversas substancias como a
trombomodulina, sulfato de heparan, prostaciclidaido nitricG2

A hipotese de que a hipertensdo arterial possgeigoum estado protrombotico ou
hipercoagulavel pode ser examinada através dadnsdaeferéncia a triade de VircH8Ww,

0 qual a mais de 150 anos reconheceu trés présitegupara 0 processo de trombogénese:
anormalidades na parede dos vasos, anormalidadesalstituintes do sangue e fluxo
sanguineo anorntl Nesse contexto, a hipertenséo arterial pode caesi3o ao endotélio
(“anormalidade nos vasos sanguineos”), como é etadeas anormalidades da vasodilatacao
mediada por fluxo e anormalidades de marcadorescémms das células endoteliais,
sugerindo lesdo ou disfuncdo endotdfi#l Anormalidades dos constituintes do sangue,
como coagulos ou fatores hemostaticos e ativacaouptéria, também ocorrem na
hipertensado arterial O componente final da triade de Virchow, que a@rmalidades no
fluxo sanguineo, também ocorrem em hipertensos, @armalidades nos fatores
hemorreolégicoS, na complacéncia arterf3le reduzido fluxo de reserva coronarigno
Assim, anormalidades nos fatores hemorreolégicdemoestar envolvidas nas complicacdes
da hipertensdo arterial, bem como na determinagdpressédo arterial por si propriaA
quantidade de evidéncias de que esses marcadorde salor prognéstico também levanta a

possibilidade de que eles ndo sdo meramente maesado consequéncias da doenca
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aterotrombdética, mas que podem contribuir espeeialenpara a patogénese da hipertenséo e
suas complicactds™

Assim, corroborando com a hipétese de que a leipsdib arterial pode conferir um
estado protrombético ou hipercoagulavel, SawadatKl*® tem sugerido que a hipertenséo
pode diminuir os niveis plasmaticos de tromboma@dué induzir um estado hipercoagulavel
em ratos. Eles demonstraram que os niveis plasmalie trombomodulina diminuem com a
idade, entre 5 e 20 semanas de idade, tanto emgBBifto em WKY, e foram menores em
SHR do que em WKY com idade pareada em todas atesdaxaminadas. Os ratos
hipertensos DOCA-sal também apresentaram niveisindidos de trombomodulina
comparados com ratos normotensos WKY. Também feemiada coagulagéo e fibrindlise
acelerada demonstrada pelo aumento no complexdimarantitrombina (TAT) e os niveis
de D-dimero foram observados nos grupos de rafertbhso¥. Huzoor-Akbaret al**
também tem demonstrado que a trombina induz agiegptaquetaria significantemente
maior em SHR do que em WKY e sugerem que a sedsityd plaquetaria a trombina esta
aumentada na hipertensédo e pode ser devida a ug@wsdo sinal alterada e ndo devido a
mudancas no niimero ou afinidade dos receptoresmaind*.

Tem sido ainda demonstrado que as plaguetas deai@ne humanos hipertensos
apresentam maior tendéncia a degranular e mostianmeraada adesividadien vitro®™.
Estudos clinicos também tem mostrado niveis cinteta aumentados de proteinas pro-
trombaticas como o inibidor do ativador do plasmgi&mio (PAI-1), fator de von Willenbrand
(VWF) e fibrinogénio em pacientes hiperteri8os

Nesse contexto, a exposi¢cdo das células endst@iiombina, uma serina protease
ativada no passo final da cascata de coagulac@umisaa, resulta em uma grande variedade
de respostas funcionais que em sua maioria sadafewa interacdo especifica da trombina
com receptores de alta afinidade na superficidareldenominados receptores ativados por
proteases (PARs). Estes receptores tém sido retbis a fenbmenos tromboembdlicos,
aumento da permeabilidade vascular, proliferacadandsculo liso, bem como regulagdo do
tbnus vascular, sugerindo assim uma importantécgertao na fisiopatologia da hipertenséo

arterial.
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1.4 Receptores ativados por proteases (PARS)
1.4.1 Descoberta e estrutura

Em 1991, o primeiro receptor ativado por protefse proteinase), PAR-1, foi
identificado como sendo o receptor para tronfinGubsequentemente, um segundo PAR
(PAR-2) foi identificado como sendo insensivel @rtbina, mas prontamente ativado pela
tripsind® e outras serina-proteases (ex.: triptase de nitstée fator de coagulacdo X&3°
Sucessivamente, PARs adicionais foram clonadosloserPAR-3 ativado pela trombitiae
PAR-4, ativados por ambos, tripsina e tromBfina

Todos os PARs pertencem a familia dos receptadados a proteina G (GPRC), e
apresentam sete dominios transmemBfansSeu mecanismo de ativacdo é tnico (Figura 3),
no qual as proteases agonistas clivam o dominicaaettlar N-terminal em um local
especifico, e o novo N-terminal produzido age cqmiprio ligante para os PARs, iniciando
eventos de sinalizagdo intracelular que promoverarsias respostas celula®es, Assim, a
clivagem limitada da regido extracelular N-aminoti@al no local especifico expde um novo
N-terminal, que age como um “ligantenarrado”, que se liga & 2lca extracelular do
receptor, e ativa eventos de sinalizagéo intragelldessa forma, as proteases nao se ligam
apenas ao receptor e o0 ativam como um agonistagoional, mas a atividade proteolitica é
requerida para sua ativacao. Isto é comprovads, gaiutacéo no local de clivagem torna o
receptor ndo responsivo as protedseds locais ativados por clivagem do PAR-1, PAR-2,
PAR-3 e PAR-4 sdo respectivamente os residuosrdo®acidos 41-42, 36-37, 38-39 e 47-
48 em humanaa

Outro aspecto importante deste novo mecanismdivBcao destes receptores é que
apenas uma molécula de protease agonista, comanzbitra, pode ativar multiplos
receptores, em contraste a maioria dos eventosadwgipelos receptores convencionais, no
qual a ocupacao do receptor pelo ligante é nedagsara manter um estado ativo. Assim, a
magnitude dos eventos mediados por essas prote@asestemente influenciada pela

concentracdo do receptor.
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Mecanismo de ativacao dos PARs

Trombina

PAR-1

TR

Trombina

TRANSDUCAO
DO SINAL
Figura 3 — Figura representativa do mecanismo de &acéo dos receptores ativados por proteases (PARS)

Nota-se a ativagao feita por clivagem proteolitieeste caso pela trombina, e subsequente ativagcéo
do receptor PAR-1. Para detalhes veja texto.

1.4.2 Proteases agonistas dos PARs

Diversas proteases tém demonstrado ativar os P&dRsp por exemplo a trombina,
uma serina protease multifuncional com atividadé-qmagulante, bem como com alguns
efeitos anticoagulantes homeostaticos importaesombina € ativada no passo final da
cascata de coagulacdo sanguinea e converte fiBrimgm fibrina, apresentando dessa
forma atividade pré-coagulante. Por outro lado, sgdiga a trombomodulina expressa na
superficie da célula endotelial, que é o principampao” fisiolégico para os efeitos proé-
coagulantes da trombina nos vasos normais. Coma@bomodulina se liga a trombina no
mesmo local que poderia ligar o fibrinogénio, pktas ou fator V (FV), todas essas funcdes
sdo blogueadas. Além disso, o complexo trombinatimmodulina ativa a proteina C
(através de um diferente local na molécula de tma)bresultando na iniciacdo da via da
proteina C ativadd Este processo é aumentado por receptores emimtd proteina C
(EPCR). A proteina C ativada pode entéo, diss@dalto EPCR antes dele poder ligar-se a
proteina S e agir como um efetivo anticoagulamsevés da inativacdo do fator Va (FVa).
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Além dos seus efeitos pré-coagulantes e anticaatpd, a trombina esta também
envolvida no processo inflamatério e pode regulesaentemente (“up-regulation”) a
expressdo de P-selectina através do fator de vtiariiand (VWFY'. A trombina é também
um quimiotatico para leucdécitos polimorfonucleage8 um potente indutor da expressao do
fator ativador de plaquetas (PAF) nas células etidaf®. Dessa forma, a exposicdo das
células endoteliais a trombina resulta em uma graadedade de respostas funcionais.

A trombina também é conhecida por exercer muitestos celulares, incluindo
estimulacdo do crescimento celular, aumento naertragio citossolica de Caproducéo
de 3,4,5 trifosfato de inositol (i supressdo do nivel de AMP ciclico e a associagéo
fosfatidil inositol 3-quinase com o “ndo-receptivosina quinase®®* A trombina assim, néo
age somente como um fator de coagulacéao e pronoova¢éo de trombo, mas também age
na estimulacdo celular e promove ativacdo plagaetéontrole da reatividade vascular,
proliferacdo do musculo liso, aumento da permeddiie vascular e, portanto, pode contribuir
para o desenvolvimento das doengas vasculares.

A maioria ou todos esses efeitos sdo devidosedaigdio especifica da trombina com
os receptores PARs. Assim, a trombina tem sidorglageomo uma protease agonista para
PAR-1, PAR-3 e PAR-4**> PAR-1 e PAR-3 sdo ativados pela trombina por umamismo
de 2 passos: primeiro, a protease liga-se e, pmstemte, cliva o receptor.

O processo de ligacao e ativacédo desses recepeonesido mais bem estudado para
trombina e PAR-F°. Assim, o terminal amino-extracelular do PAR-1 humaontém uma
sequiéncia de residuos carregados'KPEPF®), que é distal ao local de clivagem da
trombina (Figura 4). Este dominio carregado ligaaseim sitio aniénico na trombina,
concentrando temporariamente a protease na sueedficreceptor. Esta regido carregada
negativamente do PAR-1 assemelha-se a um domiraattmagulante hirudina (presente em
sanguessugagjye inibe a trombina por ligar-se ao seu sitio @Ein".

A importancia do dominio semelhante a hirudinaga 4) é enfatizada pela
descoberta de que sua delecdo marcadamente demtapiacidade da trombina ativar PAR-1,
engquanto que a substituicdo desta regido com onimirdrrespondente da hirudina segue-se
a uma recuperacao total da atividade. Além disgdr@nmbina que ndo tem o sitio aniénico, €
100 vezes menos potente do que-ombina, que apresenta tal local, clivando o PARS
local de ativac&8. Além do mais, as plaquetas respondem a baixasentacdes dei-

trombina, mas ndo a getrombina, porque esta no se liga ao PARRortanto, a ligacdo da
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protease aumenta a eficiéncia da ativacdo, praveade por concentrar a protease na
superficie do receptor ou por alterar a conformalgheceptor para facilitar a clivagem.

O PAR-3 também contém um dominio semelhante a@ineauFEEFP) que é distal ao
local de clivagem, mas que interage com a tromb{Rigura 4). Assim, gtrombina também
€ 100 vezes menos potente gue-t@ombina para a ativagdo de PAR-3, e as subdgi#sicla
alanina dentro do dominio semelhante a hirudinaPAdR-3 atenua sua ativacdo pela
trombina. O PAR-4, em contraste aos outros receptpara trombina, ndo tem um local de
ligacdo para a trombina E por esta razdo que angtasnbina ea-trombina, podem ativar
PAR-4 com uma poténcia 50 vezes menor do que acativdo PAR-1. Assim, PAR-4 é um
receptor de baixa afinidade para a trombina, enquUaAR-1 e PAR-3 sdo receptores de alta
afinidade para a trombirfz®

Outra importante protease ativadora dos PARs #psirnta. Ha ao menos 3 genes
distintos para a tripsina em humanos: tripsinaipgsina Il e mesotripsina; a tripsina IV € um
“splice” variante da mesotripsina. As tripsinasgmaialmente ativam PAR-1, PAR-2 e PAR-
4°*> @ o seu potencial de sinalizarem para as céllilndo PAR-2 e PAR-4 depende da
liberacdo de um zimogénio - o tripsinogénio, dasgnga da enteropeptidase que ativa o
tripsinogénio e da existéncia de uma grande ganmailtidores enddégenos da tripsina. Dessa
forma, durante a alimentacao, os tripsinogénioH k&o secretados do pancreas para o limen
do intestino delgado, onde sdo ativados por umarameptidas®. Os tripsinogénios
pancreaticos sdo também prematuramente ativadp&nweas inflamado onde séo liberados
no fluido intersticial e vasculatura, e podem atiP&AR-2 no acino pancreatico, células do
ducto e nervds.

As tripsinas sdo amplamente distribuidas e exgsessn muitas células extra-
pancredticas, incluindo células endotelfhiscélulas epiteliais, sistema nervse em
tumore?. KOSHIKAWA et al °, demonstraram que a producéo de tripsina pelasasélul
endoteliais, poderia representar um papel fisigliigiou fisiopatolégico para a mesma,
embora classicamente, a tripsina, ndo tenha sidsidgrada um agonista fisiolégico no
sistema cardiovascular, visto que ela é uma endigestivd’. Entretanto, apesar desta ampla
distribuicdo, quase nada é conhecido sobre o dende secrecdo ou ativacdo das tripsinas
extra-hepaticas ou suas fung¢des potenciais cowedaties dos PARS.

Outras proteases podem ainda ativar 0os PARs. Assiguns estudos tém
demonstrado que a triptase de mastécitos é ati@ador PAR-2*"® mas que ela é

consideravelmente menos potente do que a tripdim@ortante ressaltar que a maioria das
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preparacdes utilizadas nesses estudos comumerttarcdiversas formas de triptase. Nesse
contexto, os mastdcitos humanos expressam ao nternios distintos de genes para a
triptase: a, BI, BIl, BlIl e triptase transmembrana, sendo que tambémeexissplices”
variantes. Assim, a forma de triptase respons&lalgtivacdo dos PARs é desconhecida.

As proteases de leucdcitos, liberadas nos lo@isfthmacao, podem também servir
como ativadoras dos PARs sob esta condic&utras proteases importantes para ativacdo
dos PARs sdo as proteases de neutréfilos. Os fimgrarmazenam uma variedade de
proteases (catepsina G, elastase, proteinase 3praosilos azuréfilos. A catepsina G é
liberada dos neutrofilos ativados e causa agregplgi@petaria. Este efeito da catepsina G
pode ser mediado pelo PAR24 A proteinase-3, presente nos granulos secretdt®s
neutréfilos e na superficie celular, também é esgaeor outras células inflamatérias e age
como uma protease ativadora do PAR-2

Dentre outras proteases, o FVlla e o FXa poderbdéamsinalizar via PARs. O FVlla
sinaliza para as células quando alostericamenteiag® com o fator tecidual (TF), em parte
através de PAR-1 e PAR?2Similarmente o FXa sollvel ativa fracamente PARAR-2 ou
PAR-4, mas quando o FXa esta associado com um egmpbrangendo TF-FVlla-FXa, ele
potencialmente ativa PAR-1 e PAR-2. O complexo W&FXa cliva PAR-1 e PAR-2
numa variedade de tipos celulares, incluindo cglidadoteliais, que sdo de particular
importancia na inflamac4b®e, possivelmente, no controle do ténus vascular.

A proteina C ativada também foi reportada comeadtira do PAR-1 por se ligar ao
receptor endotelial para a proteina C ati¥3d#entre diversas outras proteases agonistas dos
PARs. Um resumo das principais proteases agonitageceptores PARs encontra-se na
tabela 1.

Tabela 1 — Principais proteases agonistas dos PARs.

PAR-1 PAR-2 PAR-3 PAR-4
Tripsina
Trombina Triptase
FXa FVila Trombina
PCA MT-SP1 Trombina Tripsina
Granzima A Proteinase-3 Catepsina G
Gingipaina-R Acrosien Gingipaina-R
Tripsina Der P3 D9
Gingipaina-R

FXa = Fator X ativado; PCA = proteina C ativadajlB\t fator VIl ativado; MT-SP1 = serina proteas¢ifio
membrana
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Amino-terminal: ligacio das proteases, clivagem e ligante amarrado

PAR-1 PESKATNATLDPR gbbidi PN 5 '4%:3: WEDEEKNES
PAR-2 GTIQGTNRSSKGR M4, DGTSHVTGKGVTVETCE
PAR-3 DTNNLAKPTLPIK (43e¥\y PNS  as3d FSALEEEGWT
PAR-4 GDDSTPSLIPAPR \¢2¢ 8\, CANDSDTLELPDSSRAL

¥ [igante amarrado

® ].ocal semelhante a hirudina

2" al¢ca extracelular: dominio de ligacao dos ligantes amarrados

PAR-1 QTIQVPGLNITTCHDVLNETLLEG
PAR-2  QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG
PAR-3  QTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVG
PAR-3 QTFRLARSDRVLCHDALPLDAQAS

Carboxi-terminal: dessensibilizacao e endocitose

PAR-1 SSECQRYVYSILCCKESSDPSSYNSSGQLMASKMDTCSSNLNNSTYKKLLT423
PAR-2 SHDFRDHAKNALLCRSVRTVKQMQVSLTSKKHSRKSSSSTTVKTSY??
PAR-3 SKTRNHSTAYLTK37*

PAR-4 SAEFRDKVRAGLFQRSPGDTVASKASAEGGSRGMGTHSSLLQ3SS

Figura 4 — Esquema representativo dos locais de égao, clivagem, dominio de ligacdo e regido
carboxiterminal dos PARs.Para detalhes veja texto

1.4.3 Expresséo dos PARs

Os PARs sao expressos huma ampla faixa de tecitijpssecelulares (tabela 2). Estes
incluem plaquetas, mondcitos, mastdcitos, linf&iiq musculo esquelético, masculo liso
vascular e ndo-vascular, fibroblastos, células ttidcs, células epiteliais, glandulas
exdcrinas, queratindcitos, osteoblastos, astroeitusuronios, dentre outras

No sistema vascular, as células endoteliais e aldd musculo liso ttm um papel
primario nos efeitos celulares mediados pelos BARAssim, as células endoteliais
expressam PAR-1 como seu receptor predominanteagananbina. Além disso, elas também
expressam PAR-2, que é ativado vitro pela tripsina ou triptase levando as respostas
similares a da trombina, como a secrecdo de VWHKegaacdo crescente da expressao do
fator tecidud®® As células endotelias, também expressam pequeragidades de PAR-
3%788 além de expressarem PAE-que também é ativado pela trombina.

Ja as células do musculo liso vascular expressato PAR-1 quanto PAR-2, que
levam ao aumento do Caintracelular causando contracdo mus&(ilgorém ha poucos
relatos da expressdo de PAR-d parece n&o haver relatos da expresséo de PARSs® tipo

celular.
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Tabela 2 — Expressao celular e tecidual dos PARs.

PAR-1

PAR-2

PAR-3

PAR-4

Vasos sanguineos
Endotélio vascular
Mdusculo liso vascular

Coracéo
Cardiomiécitos

By

im

Células epiteliais
glomerulares
Células mesangiais

glomerulares

Cérebro
Neurbnios
Astrécitos
Glia

Traguéia/Pulméo
Epitélio pulmonar
Musculo liso das vias
aéreas

Fibroblastos pulmonares

TGl

Epitélio do TGl
Estbmago
Colon

Células circulantes
Plaquetas
Leucdcitos
Fibroblastos
Mastécitos
Monécitos

Células T

Musculo esquelético

Vasos sangquineos
Endotélio vascular
Musculo liso vascular

Coracéo
Cardiomiécitos

Py

im

Células tubulares renais
Cortex renal

Cérebro
Neurbnios
Astrécitos
Glia

Traguéia/Pulmao
Epitélio pulmonar
Musculo liso brénquico
Fibroblastos pulmonares

IGIL

Epitélio do TGI
Musculo liso do TGl
Intestino delgado
Célon

Pancreas

Vasos sanguineos
Endotélio vascular

Coracédo
Cardiomiécitos

Rim

Cérebro
Astrécitos

Traguéia
Mdusculo liso das vias
aéreas

TGl
Estbmago
Intestino delgado

Pancreas

Células circulantes

Vasos sangquineos
Endotélio vascular
Musculo liso vascular

TGl
Intestino delgado
Célon

Pancreas

Células circulantes
Plaguetas

Megacariécitos

Glandula adrenal

Pulmao
Tiredide

Testiculo

Plaquetas
Timo

Linfonodo

Células do ducto epitelial Medula 6ssea

pancreético

Células circulantes
Mastocito
Leucdcito

Figado

Prostata

Midcitos

Osso
Osteoblastos
Fibroblastos sinoviais

Testiculos

Pele

ueratinécitos

0Osso
Osteoblastos

Glandulas
Glandula salivar
Glandula parétida
Glandula sublingual

Vesicula biliar
Ureter
Musculo circular do

ureter

Pele
Queratinocitos

Prostata

Utero

TGI = trato gastrointestinal.
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1.4.3.1 Regulacao da expressao dor PARs

O entendimento dos mecanismos que regulam a efpredss PARs € essencial para
o desenvolvimento de novas estratégias terapéupiaes a prevencao e tratamento das
doencgas cardiovasculares. Dentre as diversas nulastaque regulam a expressdo dos
receptores PARS, encontram-se substancias quimeas citocinas, acido lisofosfatidico e
horm6nio&®°*" O estresse mecanico, como a leséo por bald@ssstde cisalhamento
(shear stregse estiramento ciclicayclic strai também tem demonstrado causar mudancas
da expressdo de PARS® A aterosclerose e a hipertensdo arterial tamb&m sido
associadas com a regulacéo crescartadgulatior) de PAR-1, bem como o transplante de
rim e a pré-eclampsi¥ 1%

Os efeitos cardiovasculares agudos de PAR-2 pmesiwnte também envolvem
aumento na expressdo do receptor. Desse modo, itlmnsostrado que, nas células
endoteliais, seguindo o pré-tratamento com lipsgatarideo (LP%) ou com fator de
necrose tumorak (TNF-0), a expressdo do receptor PAR-2 foi significatieate
aumentad®®. A expressdo aumentada de PAR-2 também foi olderdarante a re-
estenose seguida pela angioplastia com Balémlicando que a expressdo aumentada do
receptor pode ser uma importante caracteristica¢@ess cardiovasculares de PAR-2. Assim
os efeitos dos PARs sob musculo liso tais comorag@b, migracdo, proliferacéo, hipertrofia
e producao de matriz extracelular tornam-se donsaem lesdes vasculares contribuindo
para um aumento no ténus vascular e para o desemeoito de lesGes vasculares.

A tabela 3 resume as situacdes que tém sido ags@ccom a alteracdo na expressao
dos PARs no sistema vascular. Ressalta-se que.eeah g expressdo dos PARs pode ser
regulada no nivel da transcrigdo, transducdo, goafentre as membranas, endocitose e
degradacéo lisossomal, muito embora 0 mecanismecual responsavel pela mudanca na
expresdo de PARs nas lesbes vasculares aindaepseti€lucidado. Desses mecanismos de
controle, a regulacao transcricional parece teelpayais importante na regulagdo crescente
dos PARs nas les@es vasculares, porque a reguegstente é observada em nivel de RNAmM
98105 Entretanto pouco é conhecido sobre a regulacdvadaducdo do sinal que regula a
transcricdo de PAR-1.

Um desses trabalhos tem demonstrado o envolvindaoroteina ¢ e da proteina
quinase ativada por mitégeno (MAPK) na regulac@&sante da expressdo de PAR-1 em
culturas de células endotelidisDessa forma, o mecanismo intracelular para aaghe

transcricional dos PARs nas doencas cardiovassulaieda permanece incerto. A
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identificacdo de regibes promotoras, fatores desti@cdo, e sinais intracelulares de
transducéo, todos envolvidos nas alteracfes dessgw dos PARs, devera contribuir para o
entendimento da patogénese e desenvolvimento deasnestratégias para doencas

cardiovasculares.

Tabela 3 — Situagbes associadas com altera¢do naresséo dos PARS.

Situa¢Bes associadas com a Condicao

expresséo alterada dos PARs Mudangcas na expressao Tipo celular experimental
Substancias guimicas
Trombina 1 PAR-1 CEH A o
TNF, | PAR-1 CEH A 92,9¢
1 PAR-2 e PAR-4 ACH A 8
CEH A 94
IL-1, 1 PAR-2 e PAR-4 ACH A 8
IL-15 1 PAR-2 CEH A 9
TGF$ 1 PAR-1 MLVH e MLVR A %
PDGF 1 PAR-1 MLVH e MLVR A zj
Lipopolissacarideo CEH A
1 PAR-2 CER B %
Ester de forbol | PAR-1 e PAR-2 CEH A o
Progesterona 1 PAR-1 MLAR A+B o7
Dexametasona 1 PAR-1 MLAR A o7
Estresse fisico
Les&o por baldo 1 PAR-1 ACR B 9
1 PAR-2 ACR B 9
Estresse de cisalhamento 1 PAR-1 (baixo estresse) CEH A 100.10:
| PAR-1 (alto estresse) MLAH A
Estiramento ciclico 1 PAR-1 MLAH A 102
Irradiagéio 1 PAR-1 MLVR B 102
Condices patoldgicas
e modelos de doenca
Aterosclerose 1 PAR-1 MLAH B 104, 10:
Hipertens&o induzida pela Ang II 1 PAR-1 MLAR B 10¢
Agregacao plaquetaria 1 PAR-1 MLVR e MLVH A 9
Pré-eclampsia 1 PAR-1 e PAR-2 CEVUH B 107
Transplante de rim 1 PAR-1 CEH B 108

CEH = células endoteliais humanas; CER = célulatetiais de ratos; ACH = artéria coronaria humana;
MLVH = mdusculo liso vascular humano; MLVR = musclikp vascular de rato; MLAH = musculo liso adrtico
humano; MLAR = musculo liso aértico de rato; CEVE@Hélulas endoteliais da veia umbilical humana; JdNF
= fator de necrose tumoral, TGF§ = fator de crescimento tumorfl| IL-1a = interleucina-&; IL-1p =
interleucina 18.

1.4.4 Proteinas G e vias de sinalizacao intracefula

As vias de transducdo de sinais intracelulares d& intensivamente estudadas

112-114

especialmente para PAR!f*1% PAR-1 pode acoplar-se afar %2 Gyin 02110122 G,

. ou Guzi3 > A proteina Ggui ativa a fosfolipase € (PLC)™, levando a produg&o

de 3,4,5 trifosfato de inositol ({Pe diacilglicerol (DAG) e também induzindo a mataao
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de Cd* e ativacdo da proteina quinase C (PREY respectivamenteGqio foi também
sugerida estar ligada a estimulacdo da trombina pamobilizacdo de C3 porque a
mobilizacdo de Cd induzida pela trombina foi inibida pela toxinatpesis em alguns tipos
de células’®®*%M13 G esta envolvida na inibicdo induzida pela tromhiaaatividade da
adenilato ciclase®'*

A trombina ativa também proteinas Rho e Rho-gemasa Giz13 € pl15 Rho GEF

117123 induzindo assim efeitos celulares como um aumeatpermeabilidade endoteli&f

130 mudancas morfolégicas nas plaquétas™™®? proliferacdo e migracdo das células do
musculo liso™* A fosforilacdo induzida pela Rho-quinase de MYP¥1'*® uma sub-
unidade regulatéria da miosina fosfatase, e cadeim da miosina (MLC}’ mostrou estar
envolvida na piora da funcdo de permeabilidade tefidb e mudanca da forma das
plaqueta¥™**°'%® A sub-unidade g ativa a fosfatidilinositol 3-quinase, a fosfolipa€B3
(PLCH), o ndo-receptor tirosina quinase pp6@ a quinase do receptor acoplado a proteina
G139 A ativacdo de pp60 induzida pela trombitd’ causa a ativacdo da cascata da
proteina quinase ativada por mitégeno via o conmpixc-Grb2* 43 A ativacdo da proteina
quinase ativada por mitégeno induzida pela tromfonganto sensivét* quanto insensivéf

a toxina pertussis. dg>também esta envolvida na ativacao da sinalizacémgénica mediada
por Shé*,

A trombina mostrou também ativar fosfatidilinosi®@quinas&” %> que ativa
proteinas quinases como Akt/PKB*° e p70 ribossomal 3-quinds&™® A ativacédo da
fosfatidilinositol 3-quinase pode ser mediada @Esociacdo com a sub-unidad@f@" ou o
ndo-receptor tirosina quinase como pi¥6d. A ativacdo de PAR-1 também mostrou
transativar o receptor EGF, que pode estar envmivits efeitos mitogénicos de PAR1

Em contraste ao grande numero de estudos examoirarglnalizacdo intracelular
mediada pelo PAR-1, existem relativamente poucdsides examinando as vias de
sinalizacado para PAR-2 e muito pouco € conhecidiwesa sinalizacdo intracelular ativada
pelo PAR-3 e 0 PAR-2>"*>1*® Mesmo as proteinas G acopladas a estes Ultimogtoees

155

ainda precisam ser identificada@s Assim, PAR-2 acopla-se aukp1 € Guip >~ ativando a

PLC{3 de ambas as maneiras sensiveis e insensiveima txpertussis.

Nakayamaet all®’

observaram que a tripsina induz uma elevacao téaissida
concentracgéo intracelular de célcio [Gaprincipalmente devido a liberagcdo de*Caas
células endoteliais vasculaté’s PAR-2 também foi reportado a ativar a proteinmage

ativada por mitogertd®*®° proteina tirosina fosfatase SHP2 vias da tirosina quina$é
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que poderiam contribuir para a producédo de citacinadiadas pelo PAR2® sinalizacdo
mitogénica e secrecdo de mucina na glandula sutaline em ratd§?

Por fim, tem sido relatado que nas células enidized mobilizagdo de Camediada
tanto por PAR-1 quanto por PAR-2 pode levar a #bado de NO, com consequente
vasodilatac&y’ %3

1.4.5 Regulacao da sinalizacao dos PARs

Como todos os outros receptores farmacologico®ARs podem apresentar funcéo
dual, ou seja, reconhecimento do ligante ativadarcgagdo de uma resposta celular. Porém,
em relacdo aos PARs o reconhecimento do ligante pedtanto para a protease ativadora
quanto para o “ligante amarrado” exposto. Adicioralte, visto que os PARs séo ativados
por esse “ligante amarrado” que nao pode se difurdia familia de receptores precisa
também de um rapido mecanismo de desligamentoftskiizacdo. Isto porque as proteases
ativam os PARs por um mecanismo irreversivel: aagkm expde o “ligante amarrado” que
esta sempre disponivel para interagir com o recegioado. Assim, a ativacdo poderia
resultar numa sinalizagdo prolongada a menos gaenhaecanismos eficientes para atenuar
a resposta.

Nesse contexto, 0s principais mecanismos quenarma sinalizacdo pelos PARs sao
de um modo geral similares as vias classicas deedsthilizacdo que tem sido descritas em
detalhes para muitos outros GPCRs, especialmente garodopsina e o0 recept@p-
adrenérgico, além da inativacdo por proteases liggcos PARs gerarando receptores que
n&o sdo responsivos as proteases ativadarbln resumo desses mecansimos encontra-se na

figura 5.
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1.4.5.1 Inativag&o por proteases

As proteases que removem ou destroem o ligantarfadn”, ou clivam o dominio de
ligacdo na 22 alca extracelular podem gerar repepigue Nao SA0 responsivos as proteases
ativadoras (Figura 6). Muitas proteases podem emitgrPARS desta maneira.

As proteases das células inflamatorias, incluinéatréfilos e mastocitos, podem
clivar e impedir a ativacdo d&ARs. A catepsina G de neutrofilos, a elastaspretainase-3
clivam PAR-1 para remover o local de ativacdo eitgmbo, abolir a sinalizacdo pela
trombind®% Os peptideos ativadores do PAR-1 ainda sinaljzara as células expostas a
essas proteases, sugerindo que o dominio de ligapé@servado. A quimase, uma protease
abundante em mastdécitos, também tornam os quesdtindndo responsivos a trombina,
sugerindo que ela também inativa PAR’1A elastase e catepsina G clivam PAR-2 em
células transfectadas das linhagens de célulagliejst das vias aéreas, removendo 0S
epitopos amino-terminal e, portanto gerando receptque ndo Sao responsivos a tripsina,
mas normalmente responsivos aos peptideos agodsfAR-2¢ Entretanto, a elastase e a
catepsina G podem sinalizar aos fibroblastos patazir a liberacdo de IL-8 e proteina-1
quimioatraente de mondcitos, possivelmente pelaagib de PAR2° Em células
transfectadas com PAR-3, a catepsina G e a elastag®m podem inativar este receptor,
abolindo a sinalizac&o pela trombiffa

Algumas proteases podem clivar PARs em diversmdancluindo locais de ativacao
e de inativacdo, sendo que o resultado dependdidé@neia da clivagem nos diferentes
locais. Assim, embora a catepsina G possa clivdR-BAo local de ativacdo AtgSef? o
maior local de clivagem é a PR&rp>® que remove o ligante “amarrado” e impede a
ativacéo do recept. A tripsina, que tem sido reportada por ativar PlRambém cliva
eficientemente PAR-1 no local distal, o que podeeaover o dominio do ligante
“amarrado”.Portanto, nas células endoteliais, a tripsinavaa®AR-1 gerando um receptor
que nao é responsivo a trombifaAlém da clivagem no local de ativacdo (Xr§er>), a
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triptase também cliva PAR-2 no local t§&/al*?, o que poderia inativar o recegtoPorém,

no caso da triptase, a clivagem ativadora € magsiitante, visto que a triptase ativa PAR-2.
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Catepsina G (PAR-1; PAR-2 e PAR-3)
Elastase (PAR-1; PAR-2 e PAR-3)
Proteinase-3 (PAR-1)

Quimase (PAR-1)

Triptase (ativa PAR-2 e inativa PAR-2)
Tripsina (PAR-1)

PAR-1

i

Receptores PARs ; Receptores PARs
responsivo nao-responsivo

Figura 6 — Esquema representativo das proteases qirativam os PARs.Para detalhes veja texto

1.4.5.2 Dessensibilizacéo e regulacéo decresceluer(-regulation)

Como descrito anteriormente, os PARs pertenceaimdif dos receptores acoplados a
proteina G, podendo ser portanto dessensibilizadesteceptores acoplados a proteina G
(GPRC) séo dessensibilizados inicialmente por gafidforilacdo dos receptores ativados,
pela quinase de receptores acoplados a proteif@RES) e outras quinaséé GRKs s&o
serina-treonina quinases que fosforilam GPCRs ddwa usualmente na regido
carboxiterminal ou terceira alga intracelular. Aftwilagdo do receptor aumenta a afinidade
do receptor pelas arrestinas, e a ligacdo dagiaggprevine a interacdo receptor-proteina G
desacoplando assim o receptor da sinalizag8sim, um dos mecanismos importantes para
terminar a sinalizacéo de PAR-1 é a fosforilaca®AR-1 pelas GRS Experimentos de
co-expressdo demonstram que o PAR-1 é mais efativi@mfosforilado pela GRK-3,
enquanto GRK-1 e GRK-2 tém pouco eftitd’? GRK-2 e GRK-3 contém um local de
ligacéo para a sub-unidade, * Assim, é possivel quegzativada pelo PAR-1 ative GRK-
3, que entdo fosforila e inativa PAR-1. Nesse cdotea ativacdo dos PARs induz a
translocacdo para a membrana de GRKs (GRK-3 e GRRHr& PAR-1), que fosforilam o
receptor e promovem a translocacdo para a memlranainteracdo dag-arrestinas,

mediando o desacoplamento e a dessensibilizac#@ecdptot®®. Isso também é confirmado
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pelo aumento da fosforilacdo de PAR-1 e a maraaidegcdo do acumulo de inositol fosfato,
apos a sobreexpresséo de GRK-3 e GRR%>

Para o PAR-2, a clivagem do receptor e a interagdno a (-arrestina induz a
endocitose dependente de clatrina e dinamina (uiff@a& que regula o brotamento das
covas cobertas para a clatrina e em algumas céadiisa a separacdo da cavedtd) bem
como o trafego mediado por rabb5a para os endossoetamtes. Os PARs sdo entdo
ordenados aos lisossomas por um mecanismo envohwddnacao da nexina 1 (SNX1 para
PAR-1). A ressensibilizacdo requer mobilizagcdo tmsols” intracelulares dos PARs. Os
“pools” sdo preenchidos por uma nova sintese de BRor endocitose constitutiva dos
PARs inativados.

No caso do PAR-2, a ativacdo induz o recrutamdafdarrestinas que servem como
ancoras moleculares para recrutar e organizar mgpa@eentes da via da proteina quinase
ativada por mitdgeno (MAPK) para vesiculas cobedasendossomas recentes. s
arrestinas interagem com PAR-2, raf-1, MEK-1/2 eKER ativada, para especificar a
localizacdo subcelular e fungéo da ERK1/2 atiV¥da

Os processos de regulacdo decrescedtevr(-regulation ocorrem depois de
prolongada exposicdo ao agonista para a maioriaGRSRs classicos. A regulacdo dos
niveis protéicos dos GPCRs ocorre parcialmenteiag da transcricdo e estabilidade do
RNA. O trafego dos GPCRs dos endossomas para assdimas € também critico para a
down-regulation’’. A maioria dos GPCRs classicos internaliza-sedeapente, recicla-se e é
regulado decrescentemente de maneira lenta. HretdPAR-1 e PAR-2 ativados
internalizam-se, sdo ordenagoedominantemente aos lisossomas e rapidamentadaegs.

A internalizagdo dos GPCRs contribui para o téomda sinalizacdo por remover 0s
receptores ativados da proteina G e os efetoresidas. Dada a natureza irreversivel da
ativacdo dos PARs, a internalizacdo, e ordenag@sdomal dos PARs proteoliticamente
ativados podem ser particularmente importantes paexmino da sinalizacdo do receptor.
Em muitos casos, as arrestinas facilitam a intesaagio dos GPCRs por se ligarem a clatrina
e B,-adaptina do complexo proteina adaptadora-2 (ARig@ando, portanto os GPCRs a
magquinaria endocitich®. Assim, a vasta maioria dos GPCRs internaliza-se/é@s de uma
via dependente de clatrina e dinamina, embora al@RPCRs podem internalizar-se por uma

via independente da dinami&'®
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1.4.6 Acdes vasculares dos PARs

Até o presente momento, o papel fisiologico doRPAoO sistema cardiovascular ndo
esta completamente elucidado, principalmente porgakece haver pouca ativacado de
proteases com acdes vasculares sob condi¢cde®disas. A variedade de a¢bes vasculares
observadas é complexa e depende do leito vasaldatamanho dos vasos, da espécie
estudada, da concentracdo utilizada desses agoniitacondicdo patoldgica analisada e,
principalmente, do tipo celular onde os receptsé@sexpressos.

Em relagéo ao leito vascular, Ku e Zalé¥idemonstraram em artérias coronérias de
cdes, que na presenca do endotélio, tanto a trenthianto o agonista do receptor PAR-1
(SFLLRNPNDKYEPF) produzem um potente relaxamenjoeddente da dose, enquanto que
em artérias coronarias com o endotélio desnudade psptideo produz uma potente
contracdo dependente da dose. Em contranste, Taidani” demonstrou que, em céesy-a
trombina causa contracdo das artérias coronariasocendotélio intacto, caracterizada por
um relaxamento transitério seguido por um lenteedeslvimento de contracdes sustentadas.
Essas acdes datrombina foram mimetizadas pelo peptideo SFLLRYIR ativa o receptor
da trombina. Entretanto, diferentemente do observemn este peptideo, as contracdes
induzidas pelaa-trombina foram bloqueadas pela hirudina (um irdbicgspecifico da
trombina), nifedipina e diltiazen (bloqueadores dasais para C%, ou estaurosporina e
calfostina C (inibidores da proteina quinaseé®€)Esses efeitos contrateis da ativacdo de
PAR-1 nos vasos coronarios podem também mediar mgadasecundarias na funcao
cardiaca, como diminuicdo no débito cardiaco espirearterial médta® além do fato de que
a trombina pode estimular ambos diretamente, ardeéum efeito inotrépico positivo pelo
aumento de Cé intracelulat®.

Em relacdo as artérias coronarias de porcos e rlasnpaalguns autores tém
demonstrado que a ativagdo de PAR-1 também induzrelaxamento dependente do
endotélio, porém sem efeito contréatil direto no culis lisd®*% Por exemplo, Hamilton e
Cockd® investigaram os mecanismos de relaxamento induzédo PAR-1 e PAR-2 em
anéis de artéria coronaria de porcos. Eles denawastrque inibidores dos canais parda'Ca
operados por voltagem do tipo L (L-VOCC) como eadipina bloqueiam seletivamente o
componente ndo mediado pelo NO do relaxamento depém do endotélio, para
concentracdes fisioloégicas de trombina em artécanarias de porco, mas nao para
peptideos ativadores de PAR-1 (SFLLRN), de PARI2GRL) ou tripsina. Esses resultados
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sugerem um mecanismo heterogéneo no relaxamergpandente do NO para a trombina e
peptideos ativadores de PAR-1 em artérias corandeigorct®

Em humanos, esses autores demonstraram que airtepnobpeptideo agonista do
receptor PAR-1 (SFLLRN-N§J e a tripsina causaram relaxamento dependentedimédio
em anéis de artéria coronaria humana, o que qé@astnobservado com o peptideo agonista
de PAR-2 (SLIGKV-NH)'®® Outros autores tém demonstrado que“stnips” isolados de
artérias coronarias humanas normais, a estimulag@oPAR-1 induz relaxamento
independente do endotélio, sem induzir qualquetragad®.

De um modo geral, em aortas isoladas de diverspécies como rato, cobaia e
cachorro a trombina e os TRAPs medeiam, um subatarelaxamento dependente do
endotélid®**®"1# Este relaxamento é comumente mediado pela liderde produtos da
COX (incluindo possivelmente P£le por NO, porque muitas das repostas podem ser
revertidas por indometacina e L-NAME ou analogdadienado$”*®° Seguindo a remocao
do endotélio, a trombina, em algumas preparacdem @prte resposta contrafi*®
consistente com a expressdo de PAR-1 ligado aaximflde C& no musculo liso
subjacent€®*%? Assim, alguns autores tém demonstrado que era dertobaias e aortas de
coelho, a trombina contrai diretamente o muascstg4f-181187.193

De forma semelhante, Antonacca al'®’, examinando o papel do receptor da
trombina em anéis adrticos isolados, demonstratsog peptideos que ativam o receptor da
trombina SFLLRNPNDKYEPF (TRAPR»), SFLLRNP (TRAR.7) e SFFLRNP (TRAR;para
ratos) causaram contracdes dependentes das dosemésnde aorta com o endotélio
desnudado. Eles demonstraram ainda que as corgragiesadas pelos TRAPs foram
substancialmente reduzidas, mas ainda estavamnpEssem anéis com o endotélio intacto
devido a liberacdo do de NO, ja que a reducdo dasacOes foi revertida por“Mitro-L-
arginina ou pelo azul de metileno. A contracdo mdia por esses peptideos nao foi afetada
pela incubacdo desses anéis com alta concentragd@oibidor daa-trombina (MD-805),
antagonista do receptor £ {BQ-123), antagonista do receptor de tromboxai2&584) ou
inibidor da cicloxigenase (indometacina), emborgra-incubacdo com antagonista do
receptoroy-adrenérgico (prazosina) causou um aumento reta@aée pequeno da resposta
méxima ao TRAR; na maior concentracdo utilizada deste peptidedretanto, o pre-
tratamento com nifedipina ou a remocdo dd Qaduziram marcadamente essa resposta
contratil. Em contraste, a aorta isolada de raf@saontraiu em respostaidrombina humana
ou de rat&”. De outro modo, diversos autores ndo foram capdeesbservar qualquer

contracao para trombina nostrfips” mediais de aortas de ratos, embora tenha induaido
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aumento na concentracdo citossolica d&€ @m cultura de células do musculo liso derivadas
de aortas de ratds

Na artéria renal interlobal de porcos, a trombimduziu resposta bifasica no ténus
vascular, consistindo de relaxamento dependenteertiiptélio, seguido por contracéo
dependente do endotéfid Em artérias renais de humanos, Togrettal'® demonstraram a
expressdo e as funcgbes motoras do receptor PARfbpeiseram um possivel papel deste
receptor para a homeostase vascular. Assim, a imamb peptideo ativador de PAR-1
(SFLLRN-NH,), mas nao o peptideo reverso (NRLLFS-INEbntrairam ambosstrips’ de
artéria renal humana com o endotélio intacto e whmo, enquanto nenhum relaxamento foi
observado em cadattip” sem pré-contragdo ou pré-contraido com fenilafrid contracao
maxima para a trombina ou SFLLRN-RHoi cerca de 60 % daquela induzida pela
fenilefrina. Entretanto, a trombina foi aproximadante 1000 vezes mais potente do que
SFLLRN-NH,. Ressalta-se que esse efeito contratil produzitk tpombina e SFLLRN-NH
nao foi afetado pela inibicdo da NOS, mas foi digantemente reduzido pelo bloqueio da
COX e que, a desensibilizacdo do receptor PAR-dnd repetidas aplicacdes de SFLLRN-
NH, também bloqueou, quase que completamente, a tasptembin&™.

Em outros vasos, como por exemplo, as artériaglat@®nta e umbilical humana, a
resposta contratil pode prevalecer mesmo com otélmlintactd®, indicando diferencas na
expressao relativa e fungcdo do PAR-1 nas céluldstelinis e do masculo liso em diferentes
vasos. Essas diferencas sao refletidas em respuiestado o0 6rgao para a ativacao de PAR-1:
a administracdo de TRAPs causa vasodilatacdo nmdoulperfundido de porcos, mas
vasoconstricdo no pulmédo de cobdlas® Outros autores tém ainda demonstrado que a
trombina n&o apresenta efeito contratil direto et@rias mesentéricas e femorais de coelhos,
enguanto que, em altas concentracdes, causa gpmrascontracao das artérias basilar dessa
espéci&’. Como resultado, as células endoteliais sdo cersids as células primarias que
medeiam os efeitos vasculares dos PARs

Numerosos estudos tém também demonstrado quesm#&rie os peptideos agonistas
de PAR-2 (PAR-2 APs) causam relaxamento dependeneéadotélio de preparacdes isoladas
de rat%, e aorta de coel¥, coronaria de poré®?® e artéria basila#*?% bem como em
humanosin vivo, e que a vasoconstricdo tem sido observada segundesnudacao do
endotélio em algumas preparacdes, como aorta deotSee seus correlatos, com expressao
de PAR-2 na camada do musculo liso dessas esp&semibidores do NO revertem o
relaxamento mediado pelo PAR-2 na grande maiosaasepreparacdes, 0 que é consistente

com um papel para o NO como intermediario desgmsts. As pesquisas sugerem que isto é
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um resultado direto da mobilizacdo de Ciaduzida pelo PAR-2 e subseqiiente ativacio da
eNOS. Tem-se ainda demonstrado que, em aorta deadiberacdo de NO induzida por
SLIGRL é inibida pelo antagonista do receptor Beddotelina (BQ-788), sugerindo que a
ET-1 age como um intermediario nesta resposta

Em artérias cerebrais vivg, Sobey e Cock®” demonstraram que a ativacdo de PAR-
2 resulta em potente resposta vasodilatadora, oeegala producdo de NO derivado do
endotélig™

Em arteriolas aferentes renais, Trotéeal?®® demonstraram que a ativacdo de PAR-2
promove vasodilatacdo por mecanismos dependeniiedependentes do NO. Este ultimo
envolve uma resposta como a do EDHF, a qual é pidav@ela elevacdo do potassio externo.
Esses achados sugerem que a ativacéo, pela praleaBAR-2 microvascular renal poderia
resultar em vasodilatacdo reffal Entretanto, Tognett@t al'®® demonstraram que, em
artérias renais de humanostri@sina, os peptideos ativadores do PAR-2 (SLIGKN; e
SLIGRL-NH;) e PAR-4 (GYPGQV-NH e AYPGKF-NH) n&o produziram qualquer
contrac&o ou relaxamento significarite

Em arteriolas mesentéricas de camundongo, Mc@ie?®® demonstraram que o
relaxamento mediado pelo PAR-2 utilizam multiploscanismos que sdo ambos, dependente
e independente do NO-GMPc. Os dados também saadstmies com um papel para a
hiperpolarizacdo dependente do endotélio do mudisdlvascular que envolve a ativacao de
um canal para Ksensivel a apamina/caribdotoxina e, em parte,rpadg mediados pelo'K
Foi concluido, ainda neste detalhado estudo, gcigooromo P450, COX, adenilato ciclase
(AC), um mecanismo mediado por neurdnios, comudgEs@or juncdesdgap’ intercelular
ou um efeito residual do NO nao contribuem paraelaxamento ndo-mediado pelo NO.
Também nao houve evidéncia de uma ativacado de RAiRetamente, ao menos através da
ativacdo de NKINK,, B,, Hi» ou receptore3-adrenérgicos, mediando o relaxamento,
embora a liberacdo de'kendotelial e a ativacdo de, € Na/K* ATPase possam contribuir
para o relaxamento. As caracteristicas do relaxam®#io consistentes com mecanismos
mediados pelo EDHF, e indicam uma dependénciaivacdb de um canal para’ ltivado
por calcio sensivel a apamina/caribdotoxina. Eamtet estudos eletrofisiolégicos serao
requeridos para elucidar o potencial mecanismo igerpolarizacdo do musculo liso
vasculaf®®,
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Outros estudos como o de Rolhal“™, utilizando a técnica de pletismografia da

veia dorsal da médo e do antebragco tem ainda deradostjue a ativacdo de PAR-2 por
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SLIGKV-NH; causa dilatacdo venosa e arterial em humamasvo e que os efeitos sao
reduzidos pela inibi¢cdo da sintese de NO ou prizstdma.

A resposta vascular para a ativacdo dos recepterdRs parece também ser
dependente do diametro vascular. Foi demonstrad®iamilton et al?** que a trombina, a
tripsina e o peptideo agonista do receptor PARFLIR) causaram relaxamento dependente
da concentracdo em grandes (epicardica2 mm de didmetro interno) e pequenas
(intramiocéardicac 200pum de diametro interno) artérias coronarias humadasse estudo, 0s
valores de E& para a trombina e tripsina foram significativaneentaiores nas artérias
intramiocardicas. Em contraste, ndo houve difer@aga peptideo agonista do receptor PAR-
1 (TFLLR) entre as artérias corondrias epicardecedramiocardicas.

Ao analisarem as artérias coronarias de porcasloses de EE; para o relaxamento
causado pela trombina também foi significativamendééor em artérias menores. Entretanto,
nao foram diferentes para TFLLR e para o peptidgmiata de PAR-2 (SLIGKV) entre os
dois ramos das coronarias analisados. Isto indima &y ativacdo dos receptores PARs é
dependente do diametro em artérias coronariasde®lde porcos e de humanos, e sugere
aumento na regulacéo da resposta vascular medddmaPARS em artérias semelhantes as de
resisténcia™.

A ativacéo dos receptores PARSs varia ainda cooneantracdo do agonista utilizado.
Por exemplo, alguns trabalhos tém demonstrado guel®s concentragdesoatrombina
causa contracfes que sao inibidas por inibidoresedeptora-adrenérgico e sintese de
prostaglandinas em artéria basilar de cdes e fémereoelho$??* embora outros autores
tém demonstrado que esses inibidores ndo tem afesocontracdes induzidas pela
trombina na coronaria de cdes e aorta de coelmosgando a auséncia de um papel
envolvendo receptores-adrenérgicos e prostaglandinas na mediacdo dagacoes.
Entretanto, em baixas concentracdesp-tombina tem mostrado induzir relaxamento
dependente do endotélio na artéria aorta, cereleraral, coronarias e na veia safena de
vérias espécies, incluindo cées e poftgs>2

Estudos recentes também tém mostrado que a #ipsaitas concentracdes de PAR-
2APs podem também iniciar contracdes dependentegndotélio tanto em artéria de
pulmonar de raté8' quanto em veia umbilical human# possivelmente através da liberacéo
de um fator contratil ndo identificado das céluwtasloteliais humanas. Esta resposta parece
ser mediada através de um novo subtipo de PAR-2.

E concebivel ainda que os efeitos vasculares daegses, e consegiientemente o

papel dos PARs, sejam mais relevantes em condpdiefdgicas, visto que as proteases no
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sistema de coagulacéo-fibrindlise e outras proggdseluindo aquelas derivadas de células
imunes e inflamatorias, sdo ativadas em condicaadqgicas, como a formacao de trombo,
hemorragia, inflamacao, ou lesdo tecidual as gpaisgamente com o estresse oxidativo, vem
sendo relacionados ao dano endotelial presentimerdnsdo essencial

Por fim, as acdes vasculares dos PARs variam Egéaeeao tipo celular. Assim, nas
células endoteliais a ativacdo de PAR-1 contrilawam relaxamento dependente do endotélio
ou contracdes dependentes do endotélio, dependdmdipo de vaso sanguirmdg???
Contribui ainda para a angiogén€3é* além de causar alteracdo na expressdo de multiplos
genes como de citocinas, quimiocinas e moléculasldsao.

JA& no musculo liso vascular, PAR-1 medeia a co@dra migracdo celular,

22 Similarmente, PAR-2 também

proliferacéo, hipertrofia e producdo da matriz @sttula
medeia 0 relaxamento dependente do endotélio eog@gigese nas células endoteliais, e
medeia a contragdo, migragdo celular, hipertrofipr@ducdo da matriz extracelular nas
células do musculo liso. PAR-3 age como um co-fptwma PAR-4, ndo desencadeando sinais
intracelulare¥®?*’ Este, por sua vez também tem demonstrado induginducdo NO nas
células endoteliafé® e relaxamento dependente do enddt®&lfd* embora seu papel nas
células do musculo liso permaneca deconhecido.afessa, os PARs tém mostrado regular
o tbnus vascular e a permeabilidade, proliferacabipertrofia das células vasculares,
angiogénese, bem como desenvolvimento do sisterseula&®’, o que torna de grande
importancia o estudo desses receptores em doelagcd®wvasculares como é o caso da
hipertenséao arterial.

Além dos efeitos agudos sobre o tdnus vascularp tAAR-1 quanto PAR-2, estdo
fortemente implicados na resposta crénica assoéadthamacao dos vasos e cicatrizacdo de
feridas®. Nesse contexto, a trombina tem mostrado regulescentemente, ou regular
decrescentemente a expressdo de mdltiplos genesilamas de células endotelfds?®® A
expressdo dos genes relacionados a angiogénesscaranto celular (receptor para o fator
de crescimento endotelial vascular, angiopoietiiagres de crescimento derivados de
plaguetas), hemostasia [(fator tecidual, inibidar aivador do plasminogénio (PAI-1),
citocinas e quimiocinas (interleucina-6 e 8, prmel quimioatraente de mondcitos)] e adesao
celular (VCAM-1, ICAM-1, E-selectina) tem mostrader reguladas crescentemente pela
trombin&™2

Essas alteracdes de expressao génica podenligatiais a conversao fenotipica das
células endoteliais para o fenotipo pro-inflamaték possivel que tal converséo fenotipica,

observada em cultura de células endoteliais, pmssam papel chave no estagio recente do
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desenvolvimento da les&o vascular. Entretanto,pssibilidade ainda precisa ser elucidada
in vivo, ja que os PARs parecem ter um pequeno papel s@ost inflamatéria da
endotoxemia experimentaf

A tripsina e PAR-2 APs também estédo envolvidosesposta inflamatoria. Assim, a
tripsina e PAR-2 APs estimulam a ativacdo de cglulae neutréfilos e promovem o
rolamento e a ades&o de leuc6éitos’

Nesse sentido, Vergnoff® demonstrou que os peptideos SLNHtrans-cinamoil-
LIGRLO-NH; (Tc-NH,), que ativam especifica e seletivamente PAR-2epoaontribuir
para diversos eventos na reacao inflamatoria, imdurolamento de leucécitos, aderéncia e
recrutamento, por um mecanismo independente dacativde mastdcitos e dependente da
liberacéo do fator ativador de plaquetas (FAFPAR-2 também promove o extravasamento
de leucdcitosin vivo, que é facilitado pela permeabilidade capilar autada e producéo
aumentada de citocinas. Ele também esta ligadoodup@o aumentada do fator de Von
Willenbrand, crescimento do musculo liso e célutaatelial, e aumento no RNAmM e
atividade do fator tecidu&**">*® todas respostas relevantes aos aspectos dazeicat de
feridas. Ja que diversas respostas cardiovasculergsindo a cicatrizacdo de feridas,
envolvem a inflamacgé&o, ainda ndo esté claro sevacéb de PAR-2 dessas respostas € parte
de da fisiologia normal dos vasos ou associada eaesenvolvimento de certas doencas
cardiovasculares. Estudos adicionais sao requep@@selucidar esses pontos.
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7 CONCLUSAO

Na hipertensao arterial primaria observa-se relduzelaxamento dependente do
endotélio decorrente de menor biodisponibilidadeNid, resultado tanto do aumento do
estresse oxidativo, quanto da liberacdo aumentadeELICF's como endoperoxidos e
tromboxanos, EROs e/ou ET-1 pelo endotélio vastular este desequilibrio na producéo
endotelial de mediadores que regulam o tonus vasadregacao plaquetaria, coagulacao e
fibrindlise, denominamos disfuncéo endotelial.

Nosso trabalho € um dos primeiros a demonstrapelpdos receptores ativados por
protease (PARS) na alteragdo da resposta vascod@mn@da na hipertensdo arterial. Nos
demonstramos que a ativacdo de PAR-1, encontriesada em animais hipertensos (SHR)
onde observamos vasoconstricdo dependente e irdgendo endotélio vascular. Nossos
resultados indicam que a aorta de animais hipete(®HR) apresenta importante disfungao
endotelial caracterizada por um significativo autoena vasoconstricdo induzida pelo
peptideo agonista do receptor PAR-1 (TFLLRANH

Nés aventamos a hipétese de que esta disfuncé@bedéintipoderia estar relacionada a
maior liberacdo de EDCF's pelas células endoteliasisu aumento da expressao
génica/protéica de PAR-1 em animais SHR. Concluiguesambos estao presentes, ou seja,
ocorre maior expressao génica/protéica no leitcculas mesentérico, bem como maior
expressao génica na aorta de animais hiperteriéos,de haver ainda aumento na liberacao
de Ang Il, ET-1 e @ pela aorta com endotélio estimulada peptideo atpmio receptor
PAR-1 (TFLLR-NH), em animais hipertensos, caracterizando dessaafa disfungéo
endotelial observada. Nesse caso, 0s canais pafs€sivel a voltagem do tipo L também
estdo envolvidos. Entretanto, ressaltamos que cam®nos intracelulares responsaveis pela
liberacdo desses EDCFs, ap0s a estimulacdo dodeeptigonista do receptor PAR-1
(TFLLR-NH,) ainda precisam ser esclarecidos.

Outro aspecto importante de nosso trabalho € enadisio da vasomotilidadie vivo
mediada pela estimulacdo de PAR-1 e PAR-2, a quatidamos ser 0s primeiros a descrevé-
la. Este fenbmeno tem sido amplamente relacionadhipértensdo arterial e parece ser
importante para melhorar a rarefacéo capilar olaslarwa vasculatura hipertensa pela entrega
de oxigénio proveniente da vasomotilidade.

Analisando todos esses resultados, concluimosogueeptor PAR-1 é o principal

receptor envolvido na alteracdo da reatividade ulascobservada na hipertensdo, em
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comparagao aos outros receptores ativados poragetéPAR-2, PAR-3 e PAR-4), que
parecem nao participar de tal fato.

Dessa forma, acreditamos que esse receptor podgsi@sentar um novo alvo
terapéutico para farmacos anti-hipertensivos, cquaeipam apresentar beneficios adicionais
em reduzir o estado hipercoagulavel presente nartbipsdo arterial ja que, além do seu
envolvimento no controle do tbnus vascular, estep®r tém sido amplamente relacionado a

fendbmenos tromboembodlicos.
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