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RESUMO 

Estudo das relações funcionais entre proteínas O-gluconaciladas e a sinalização do receptor de 
angiotensina II do tipo 1. Universidade de São Paulo. Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto. Tese 
(Doutorado), 2022.  

Os receptores de sete domínios de membrana (GPCR) são proteínas que, ao serem ativadas 
por hormônios, neurotransmissores ou fármacos, disparam vias de sinalização intracelular 
pela ativação de proteínas G, de quinases e da beta-arrestina. O receptor de angiotensina II 
do tipo I (AT1R) é um GPCR que representa importante alvo terapêutico para o controle da 
hipertensão arterial e outras condições de risco cardiovascular. Quando ativado pela 
angiotensina II (Ang II), produz aumento no tônus arterial, liberação de neurotransmissores e 
reabsorção renal de sódio para a regulação do meio interno. A O-gluconacilação (O-GlcNAc) é 
uma modificação pós-traducional que ocorre em proteínas intracelulares, e que está 
aumentada em distúrbios metabólicos como o diabetes e a hipertensão. Esta modificação 
ocorre pela anexação enzimática de uma molécula de N-acetil glucosamina endógena a 
proteínas intracelulares, gerando mudanças na funcionalidade de proteínas responsáveis por 
regular a fisiologia de vasos sanguíneos e outros órgãos. Considerando estes dois problemas 
fisiológicos, o objetivo deste trabalho foi investigar, a partir do perfil de sinalização do AT1R 
em sistemas biológicos com aumento global de proteínas O-gluconaciladas, a hipótese que o 
aumento de O-GlcNAc altera a sinalização do AT1R, reduzindo o recrutamento de beta-
arrestina, e sustentando por mais tempo os efeitos pró-contráteis e deletérios da Ang II. A 
hipótese foi avaliada por duas frentes de investigação: inicialmente foram cultivadas células 
HEK293T expressando estavelmente o AT1R humano. As células foram submetidas a aumento 
global de proteínas O-gluconaciladas usando o inibidor enzimático thiamet G (TMG 1 µM por 
16 horas). Em seguida, o AT1R foi ativado por Ang II, agonista endógeno, ou pelo TRV027, 
agonista tendencioso para a via da beta-arrestina. Foram quantificadas a potência (pEC50) e a 
eficácia (Rmax) destes agonistas para a fosforilação de quinases, mobilização de cálcio, 
recrutamento de beta-arrestina e internalização do receptor. Também foi aferida a densidade 
de AT1R na membrana. Posteriormente foram feitos experimentos usando artérias 
mesentéricas isoladas de camundongos espontaneamente diabéticos [C57BLKS/6JLepR-/-(+)]; 
um modelo nativo de expressão de AT1R e de aumento de proteínas O-gluconaciladas, para 
se relacionar os achados em células com a disfunção vascular associada ao diabetes. Nestas 
artérias, o AT1R também foi ativado por Ang II e TRV027 e se mediu, além da pEC50 e Rmax de 
contração, a taxa de taquifilaxia, o recrutamento de beta-arrestina e o tempo de 
dessensibilização. Nestas artérias isoladas, foram empregados inibidores das quinases PKC 
(proteína quinase C, RO 31-8220, 1 µM) e MEK [que induz fosforilação e ativação de ERK 1/2 
(quinase regulada por sinal extracelular), PD98059, 10 µM], e o quelante de cálcio 
citoplasmático BAPTA-AM (10 µM). Nas células HEK293T tratadas com TMG houve aumento 
persistente de proteínas modificadas por O-GlcNAc e, ao se ativar o AT1R, houve aumento na 
fosforilação de ERK1/2 e dos transientes de cálcio pelo aumento de O-Gluconacilação. Não 
houve diferença na densidade ou na taxa de internalização do AT1R, nem no recrutamento de 
beta-arrestina ou ativação de PKC por ação do TMG. Nos experimentos funcionais em artérias 
isoladas, a resposta contrátil para Ang II foi maior nos animais db/db, comparando-se às 
artérias dos camundongos heterozigotos db/+. O estímulo para recrutar beta-arrestina 
(TRV027) reduziu de maneira igual a eficácia da Ang II em artérias dos dois fenótipos de 
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camundongos. A perda de resposta por taquifilaxia foi igual para artérias dos dois animais. A 
taxa de dessensibilização do AT1R foi maior nas artérias de db/db se comparadas àquela em 
artérias de db/+. Um outro conjunto de experimentos usando inibidores de quinases foi 
conduzido para se aferir a participação da ERK 1/2 e da PKC no aumento de contratilidade. Por 
último, se investigou a contribuição do cálcio intracelular no aumento de eficácia da Ang II nas 
artérias mesentéricas usando BAPTA. A contratilidade vascular em animais db/db desta vez 
foi menor que nas preparações não tratadas. Tendo em mãos estes dados, conclui-se que o 
aumento da eficácia da Ang II diante de elevado conteúdo de O-GlcNAc intracelular ocorre em 
razão de uma maior biodisponibilidade de íons cálcio como mensageiro secundário e não por 
uma atuação reduzida da beta-arrestina sobre o receptor. 
 

Palavras-Chave: 1. GPCR. 2. Receptor AT1. 3. O-GlcNAc. 4. HEK293T. 5. db/db. 
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ABSTRACT 

 
Study of a functional relationship between O-GlcNAcylated proteins and type-1-Angiotensin 
II Receptor signaling. University of São Paulo. Ribeirão Preto Faculty of Medicine. Thesis 
(PhD), 2022.  
 
The seven transmembrane-domain receptors are a superfamily of proteins activated by 
hormones, neurotransmitters and drugs, triggering intracellular pathways through G proteins, 
kinases and beta-arrestin activation. The type-I angiotensin II receptor (AT1R) is a target for 
hypertension therapy and other cardiovascular diseases. AT1R blockade attenuates 
angiotensin II (Ang II) effects on arterial tone, neurotransmitter release and renal sodium 
reabsorption. O-GlcNAcylation (O-glcNAc) is a post-translational modification in intracellular 
proteins, and it is augmented in metabolic disorders such as diabetes and hypertension. O-
GlcNAc occurs through enzymatic attachment of an endogenous N-acetyl glucosamine moiety 
in lateral chains of intracellular proteins, generating changes in vascular function and in the 
function of other organs. Considering these two physiological problems, the aim of this work 
was to investigate whether high levels of O-GlcNAcylated proteins alters the signaling 
triggered by AT1R. We tested the hypothesis that increased O-GlcNAc changes-AT1R signaling, 
reducing the recruitment of beta-arrestin, sustaining pro-contractile stimuli, and hence 
increasing deleterious vascular effects of Ang II. Experimental procedures were designed into 
two ways: initially HEK293T cells stably expressing AT1R were cultured and submitted to a 
global increase of O-GlcNAcylated proteins using the enzymatic inhibitor Thiamet G (TMG 1 
µM for 16 hours). Then, the AT1R was activated by the endogenous agonist Ang II, or TRV027, 
a biased agonist for the beta-arrestin pathway. Potency (pEC50) and efficacy values (Rmax) 
were determined for kinase phosphorylation, calcium mobilization, beta-arrestin recruitment 
and receptor internalization. The density of AT1R on the cell membrane was also measured. 
Subsequently, experiments were performed using mesenteric arteries isolated from 
spontaneously diabetic mice [C57BLKS/6JLepR-/-(+)], a native model of AT1R expression and 
increased O-GlcNAc-modified proteins, as a tentative to correlate cell findings with diabetes-
associated vascular dysfunction. In an isolated organ bath chamber, mesenteric arteries were 
stimulated with Ang II or TRV027, in cumulative contractile-response curves to evaluate pEC50, 
Rmax. Tachyphylaxis, beta-arrestin recruitment and desensitization. In another set of 
experiments Kinase inhibitors RO 31-8220 (1 µM; PKC – protein kinase C inhibitor) or PD98059 
[(10 µM; MEK inhibitor (phosphorylation of ERK 1/2 extracellular-regulated kinase)] - and the 
cytoplasmic calcium chelator BAPTA-AM (10 µM) were administrated in situ. HEK293T cells 
treated with TMG showed a persistent increase in proteins modified by O-GlcNAc. Activation 
of the AT1R in cells with high O-GlcNAc protein levels induced a greater increase in ERK1/2 
phosphorylation and in calcium transients in comparison to control cells. The rate of AT1R 
internalization, beta-arrestin recruitment or PKC activation remained unmodified after TMG 
treatment. In the functional experiments, the contractile response to Ang II was increased in 
db/db arteries compared to arteries from control db/+ heterozygous mice. The biased 
stimulus for beta-arrestin activation (TRV027) similarly reduced the efficacy of Ang II 
contraction in both phenotypes equally. Tachyphylaxis-related responses were similar in 
arteries for both animals. The AT1R desensitization rate was higher in db/db arteries 
compared to db/+ arteries. Another set of experiments using kinase inhibitors was conducted 
to assess the role of ERK 1/2, PKC and calcium stored in vascular contractility and finally, the 
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contribution of intracellular calcium to the increased efficacy of Ang II in these arteries was 
investigated using BAPTA, a cell-permeant calcium chelator. and it was observed that 
contractility of the db/db mesenteric arteries was decreased by BAPTA, but not by the PKC 
and MEK inhibitors. We concluded that the increased response to Ang II in cells with high 
intracellular O-GlcNAc content is a result of greater bioavailability of calcium ions as a 
secondary messenger and not due to reduced action of beta-arrestin under AT1R activation. 

 

Palavras-Chave: 1. GPCR. 2. Receptor AT1. 3. O-GlcNAc. 4. HEK293T. 5. db/db. 

  



 

17 
 

SUMÁRIO 

1 introdução ............................................................................................................................. 20 

1.1 A angiotensina II é um mediador fisiológico que participa do controle circulatório ..... 20 

1.2 A Ang II promove sinalização intracelular por meio de receptores de sete domínios de 
membrana ............................................................................................................................ 23 

1.3 O AT1R é um alvo terapêutico para o controle do risco cardiovascular ........................ 29 

1.4 A O-gluconacilação de proteínas intracelulares se relaciona com alterações nos 
mecanismos de transdução de sinal .................................................................................... 30 

1.5 Na fisio-farmacologia da contração do músculo liso o aumento de proteínas O-
gluconaciladas altera a contratilidade de artérias ............................................................... 33 

2 OBJETIVO ............................................................................................................................... 36 

3 MATERIAL E MÉTODOS .......................................................................................................... 37 

3.1 Experimentos em cultura de células HEK293T ............................................................... 37 

3.1.1 Padronização e caracterização do sistema experimental ....................................... 37 

3.1.2 Estudo funcional da cinética de ativação do AT1R em células HEK 293T após 
aumento global de proteínas O-gluconaciladas ............................................................... 38 

3.1.3 Preparação dos extratos proteicos, separação de proteínas em gel vertical e 
marcação com anticorpos ................................................................................................ 39 

3.14 Investigação da mobilização intracelular de cálcio para angiotensina II em tempo 
real em células HEK293T com aumento global de proteínas O-gluconaciladas .............. 42 

3.1.5 Quantificação de densidade de AT1R-FLAG ............................................................ 44 

3.1.6 Experimentos funcionais de recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 e de ativação pelo 
AT1R em células HEK293T usando sensores de bioluminescência de transferência de 
energia por ressonância - BRET ........................................................................................ 45 

3.1.7 Experimentos funcionais de ativação da proteína quinase C usando sensor de BRET
 .......................................................................................................................................... 46 

3.2 Experimentos funcionais de contratilidade para Ang II em artérias mesentéricas de 
camundongos espontaneamente diabéticos ................................................................... 47 

3.2.1 Animais .................................................................................................................... 47 



 

18 
 

3.2.2 Drogas e soluções .................................................................................................... 48 

3.2.3 Medidas de contratilidade e análises bioquímicas em anéis isolados de artéria 
mesentérica ...................................................................................................................... 48 

3.2.4 Protocolo de recrutamento de beta-arrestina in situ ............................................. 50 

3.2.5 Protocolo de taquifilaxia ......................................................................................... 50 

3.2.6 Protocolo de dessensibilização ................................................................................ 51 

3.2.7 Medidas de contratilidade em anéis isolados de artéria mesentérica na presença de 
inibidores de quinases ...................................................................................................... 51 

3.2.8 Efeito do quelante de cálcio intracelular, BAPTA-AM para reduzir o conteúdo 
citoplasmático de íons cálcio disponível para produzir a contração ............................... 51 

5 resultados .............................................................................................................................. 53 

5.1 Padronização do sistema: o inibidor da OGA promoveu aumento de O-gluconacilação 
em proteínas intracelulares de célula HEK293T ................................................................... 53 

5.2 A magnitude da fosforilação de ERK por diferentes agonistas do AT1R é maior em células 
com aumento de proteínas O-gluconaciladas ...................................................................... 55 

5.3 A mobilização de cálcio intracelular é maior em células com aumento de proteínas O-
gluconaciladas ...................................................................................................................... 56 

5.4 A fosforilação de ERK 1 e2 se mantém aumentada em células tratadas com um inibidor 
da ativação da proteína G..................................................................................................... 57 

5.5 A densidade de AT1R em células HEK293T permaneceu constante com o aumento de 
proteínas O-gluconaciladas .................................................................................................. 58 

5.5 A cinética de internalização do AT1R se manteve igual em células com aumento de 
proteínas O-gluconaciladas .................................................................................................. 59 

5.6 O recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 pelo AT1R não foi modificado pelo aumento de 
O-GlcNAc ............................................................................................................................... 60 

5.8 A ativação da proteína quinase C (PKC) pelo AT1R não foi modificada pelo aumento de 
O-GlcNAc ............................................................................................................................... 61 

5.7 Caracterização do modelo de aumento espontâneo de proteínas O-gluconaciladas ... 62 

5.8 O recrutamento de beta-arrestina pelo TRV027 reduziu a resposta para angiotensina II 
em magnitude igual nos animais db/+ e db/db ................................................................... 65 



 

19 
 

5.9 A dessensibilização da resposta contrátil para Ang II é maior em artérias de animais 
db/db, mas a resposta taquifilática é semelhante ............................................................... 67 

5.10 Experimentos funcionais usando inibidores de quinases que participam da 
contratilidade induzida por Ang II ........................................................................................ 70 

5.11 O quelante de cálcio intracelular reduziu a contratilidade de artérias de animais 
db/db ................................................................................................................................ 72 

6 DISCUSSÃO ............................................................................................................................. 74 

6.1 A fosforilação promovida pelo AT1R é potencializada pelo aumento global de O-
gluconacilação de proteínas intracelulares .......................................................................... 74 

6.2 O aumento da eficácia da Ang II para gerar sinalização de cálcio demonstra que várias 
funções celulares podem ser indiretamente alteradas pelo aumento de O-gluconacilação
 .............................................................................................................................................. 77 

6.3 A densidade de receptores, a cinética de internalização e o recrutamento de beta-
arrestina foram os marcadores para se investigar a presença do AT1R na membrana da 
célula ..................................................................................................................................... 80 

6.4 A inibição da proteína Gαq manteve o aumento da eficácia da Ang II sobre o AT1R ... 81 

6.5 Animais espontaneamente diabéticos apresentam aumento de O-GlcNAc e da eficácia 
da angiotensina II ................................................................................................................. 82 

7 CONCLUSÃO ........................................................................................................................... 87 

8 REFERÊNCIAS ......................................................................................................................... 90 

7 INFORMAÇÕES SUPLEMENTARES ......................................................................................... 88 

 

  



 

20 
 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 A angiotensina II é um mediador fisiológico que participa do controle circulatório 

Durante o século XIX diversos laboratórios buscaram entender a fisiologia integrada de 

sistemas biológicos por meio da injeção de extratos de órgãos na circulação sanguínea de 

outros animais saudáveis, principalmente fluidos extraídos de rim. Estes experimentos 

permitiram identificar substâncias com capacidade de regular o funcionamento de outros 

órgãos (MARKS; MAXWELL, 1979). Foi nesta perspectiva que Robert Tigerstedt e seu 

estudante, Bergman, no Instituto Karolinska (Suécia), trituraram o rim de um coelho com 

solução fisiológica e, após filtragem, injetaram o extrato na veia de outros coelhos. Foi 

observado então um aumento duradouro, porém reversível, de pressão arterial (TIGERSTEDT; 

BERGMAN, 1898). Este feito trouxe pelo menos duas evidências: (1) a de que os rins podem 

estar envolvidos na fisiopatologia de doenças cardiovasculares e (2) este envolvimento pode 

ser, em parte, pela ação de uma substância outrora denominada renina.  

De fato, a renina foi posteriormente caracterizada como sendo um peptídeo de 

natureza proteolítica e sem efeito constritor per se, mas indiretamente responsável pela 

contração do músculo liso (PICARELLI et al., 1954). O que se sabe é que a renina é produzida 

e liberada na corrente sanguínea principalmente pelo aparelho justaglomerular renal e atua 

como enzima proteolítica (CATANZARO; MULLINS; MORRIS, 1983; PINET et al., 1987). Os 

principais estímulos para a liberação de renina são a ativação do sistema nervoso simpático 

sobre o aparelho justaglomerular e também a redução da concentração de sódio circulante 

no sangue. A renina atua clivando o angiotensinogênio, sendo este o passo inicial para a 

cascata de formação da Ang II.  

Então, ao se observar atualmente os antigos registros e as descrições feitas por 

Tigerstedt & Bergman, é possível perceber que pelo perfil hidrossolúvel, taquifilático e de 

início imediato da ação pressórica encontrado nos experimentos por eles realizados, que a 

angiotensina II (Ang II) era a substância responsável pelo aumento de pressão arterial nos 

coelhos que receberam injeção de extrato de rim.  
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Este conhecimento permaneceu dormente, mas ganhou um salto quase 100 anos 

depois quando outros laboratórios, principalmente o laboratório do Dr. Harry Goldblatt (Ohio, 

EUA), se interessaram em compreender a hipertensão promovida por lesão renal. Neste caso, 

a técnica experimental empregada por Goldblatt e colaboradores (e outros grupos de 

pesquisa) consistia em promover aumento crônico e persistente da pressão arterial pelo 

bloqueio do fluxo sanguíneo em uma artéria renal de cães (Goldblatt et al, 1933). Porém, 

considerava-se que o órgão lesionado era o responsável por gerar a hipertensão. Estes 

modelos experimentais ainda são bem estudados em roedores, denominando-se animais 

“dois rins um clipe” ou “um rim um clipe”, quando apropriado (MOLIN; SGUILLA; BENDHACK, 

2005; OLIVEIRA-SALES et al., 2016). 

O modelo experimental de Goldblatt juntamente com os protocolos apresentados por 

Tigerstedt e Bergman serviram para uma intensa investigação por vários grupos de pesquisa. 

Destaca-se que dois grupos independentes: o de Irvine Page (Indianópolis, EUA) e o de 

Bernardo Houssay com Eduardo Braun-Menendez (Buenos Aires, Argentina), que ao 

investigarem as propriedades dos constituintes destes fluidos renais, descreveram que o rim 

contralateral ao rim isquêmico dos cães produzia uma determinada substância hidrossolúvel, 

resistente ao aquecimento e que era capaz de aumentar a pressão arterial quando injetada 

nas veias, mas não nas artérias de outros cães. Isto significa que a referida substância, que 

hoje reconhecemos como sendo o decapeptídeo angiotensina I (Ang I), precisava ser 

convertida em uma forma ativa, que hoje reconhecemos como o octapeptídeo AngII (BRAUN-

MENENDEZ; PAGE, 1958; BRAUN-MENENDEZ; PALADINI, 1958). Esta conversão ocorre na 

vasculatura pulmonar, e por isso a Ang I não tem efeito pressórico quando administrada via 

intra-arterial. 

A regulação da pressão arterial que era descrita como uma propriedade do sistema 

nervoso autonômico, especialmente nos ajustes temporais de curto-prazo, a partir de então 

ganhou um novo sistema de regulação de longo prazo: o sistema renina-angiotensina-

aldosterona.  

Descrevendo-o em linhas gerais, o polipeptídeo pro-renina, presente no interior das 

células justaglomerulares (também produzida em glândulas salivares e pâncreas) é clivado e 

liberada no plasma em forma de renina (ou angiotensinogenase; 37 KDa) e, em um passo 

seguinte, cliva enzimaticamente o angiotensinogênio (uma globulina do tipo alfa-2) produzido 
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no fígado, transformando-o em decapeptídeos denominados Ang I (CORNISH; JOYNER; 

GILMORE, 1979; MARTINEZ-MALDONADO, 1991; NISHIMURA et al., 2000; CORVOL et al., 

2008). A Ang I tem pouca função vasoativa, mas, ao perder dois resíduos de aminoácidos na 

porção carboxiterminal (HIS-LEU), se converte em Ang II, que é um octapeptídeo (ASP-ARG-

VAL-TIR-ILE-HIS-PRO-FEN-OH) com propriedades biológicas bem mais pronunciadas, 

especialmente o aumento de tônus de vasos sanguíneos (PICARELLI et al., 1954; HICKLER; 

LAULER; THORN, 1963; MOORE; KHAIRALLAH, 1976).  

Pelo menos duas vias bioquímicas fazem a conversão da Ang I em Ang II: 

primeiramente a enzima conversora de angiotensina do tipo I (ECA-1), que está ancorada na 

membrana de células endoteliais nos vasos capilares da circulação renal e pulmonar é de alta 

taxa catalítica in vivo (OPARIL; SANDERS; HABER, 1970; DI SALVO et al., 1971), e também uma 

fração circulante desta mesma enzima. A outra via é mediada por enzimas do tipo peptidases 

como as carboxipeptidases, elastase, proteases e quimases, que estão presentes em vários 

órgãos e compõem o denominado sistema local ou via alternativa de formação de Ang II 

(DZAU, 1987; MONTEIRO DE RESENDE; MILL, 2002).  

Este sistema de substratos, enzimas e reações enzimáticas endógenas é classificado 

como sistema renina-angiotensina-aldosterona - SRAA (FORRESTER et al., 2018). De maneira 

complementar, diversos laboratórios (CORNISH; JOYNER; GILMORE, 1979; DZAU, 1987; 

OKUNISHI et al., 1987; SCHUIJT et al., 2002) e também o nosso (BECARI et al., 2017) se 

dedicaram a estudar formação de Ang II de forma tecido-específica, isto é, sem a necessidade 

de conversão pela ECA-1 do território vascular pulmonar. 

O SRAA traz grande complexidade na manutenção da vida terrestre (WILSON, 1984).  

Por exemplo, deleções genéticas experimentais de elementos constitutivos deste sistema ou 

inibições farmacológicas em neonatos geram tanto incompatibilidades com a vida quanto 

prejuízos na formação de órgãos como rim e pulmão, além de instabilidades na pressão 

arterial e no controle de volume (CORVOL et al., 2008; MARIN et al., 2011). 

Outro fenômeno interessante para a compreensão da fisiopatologia da hipertensão 

dependente do SRAA é que quando uma dose baixa de Ang II é administrada na artéria renal 

de cães (0,5-1 ng/Kg/dia) não ocorre aumento agudo de pressão arterial mas, em longo prazo 

(depois de 5 dias de infusão contínua) a baixa dose produz aumento persistente da pressão 
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arterial (DECLUE et al., 1978; LOHMEIER; COWLEY, 1979). É por este fenômeno que foi possível 

postular que a Ang II é um agente pro-hipertensivo e que a redução deste efeito pode trazer 

benefícios no controle da hipertensão arterial sistêmica e problemas associados a ela em 

humanos. 

1.2 A Ang II promove sinalização intracelular por meio de receptores de sete 
domínios de membrana 

Os receptores de sete domínios de membrana (GPCR) compõem uma superfamília de 

proteínas amplamente conservadas e distribuídas em inúmeras espécies de seres vivos 

(STROTMANN et al., 2011). Os GPCR podem ser ativados por neurotransmissores, hormônios, 

fármacos (KENAKIN, 2002; AUDET; BOUVIER, 2012), fótons, odores ou forças físicas como a 

tensão de cisalhamento (shear stress) e de estiramento (stretch) do sangue em artérias 

(BARAUNA et al., 2013).  

Os GPCRs são evolutivamente importantes para os organismos multicelulares porque 

permitem a comunicação entre diferentes sistemas biológicos (STROTMANN et al., 2011). Ao 

serem ativados pela ligação de mensageiros primários extracelulares, que são os mediadores 

como a noradrenalina, a Ang II, a serotonina, dentre outros, os GPCR disparam um processo 

instantâneo de amplificação e propagação de sinais fisiológicos no interior da célula.  

Na sequência de eventos disparados com a ativação do AT1R os principais efetores 

ativados são a fosfolipase C (PLC), a proteína quinase C (PKC) e as quinases de mamíferos 

ativadas por mitógeno (MAP quinases). Estas MAP quinases exercem ações por meio de 

interações proteína-proteína bastante específicas,  como a quinase ativada por MAP quinases 

(MEK/MKK) e a quinase regulada por sinal extracelular (ERK)  (ALESSI et al., 1994; DÉRIJARD 

et al., 1995; ZHENG et al., 2012; DA SILVA JUNIOR et al., 2017; NAMKUNG et al., 2018a; 

LUKASHEVA et al., 2020).  

Ao mesmo tempo, a PLC ativada pelo AT1R conduz a formação de mensageiros 

secundários como o diacilglicerol (DAG), o trisfosfato de inositol (IP3) e os íons cálcio 

(BERRIDGE; IRVINE, 1984; GRIENDLING et al., 1986; ABOULAFIA et al., 1989; HUNYADY; CATT, 

2006; BERS, 2008), que amplificarão no interior da célula o sinal gerado pela Ang II. Outros 
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mensageiros secundários podem ser, porventura, formados, porém o IP3, o DAG e o cálcio são 

os responsáveis pela resposta aguda vasoconstrictora da Ang II em vasos sanguíneos. 

Ao passo que estes efetores aumentam o conteúdo de mensageiros secundários 

citosólicos, múltiplos processos enzimáticos são disparados após a fusão do agonista com o 

receptor, principalmente a fosforilação de proteínas pela (trans)ativação de quinases (AHN et 

al., 2004b) e a ativação de transcrição de genes em um momento posterior (COSTA-NETO; 

PARREIRAS-E-SILVA; BOUVIER, 2016). Então, resumidamente, o produto final da ativação dos 

GPCRs como o AT1R são alterações em determinadas funções celulares, capazes de modificar 

transitoriamente a permeabilidade da membrana celular para influxo/efluxo de íons 

(ABOULAFIA et al., 1989), variações no pH intracelular (TOUYZ; SCHIFFRIN, 1997; HUGHES, 

1998), mobilização de cálcio no interior da célula (FREESTONE et al., 2000; AMOBI; 

GUILLEBAUD; SMITH, 2010; GIRI et al., 2014), exocitose de hormônios (HUNYADY; CATT, 

2006), apoptose celular (KIM et al., 2012), dentre outras vias responsáveis pela regulação 

fisiológica e também sobre os fatores de risco cardiovascular que se estabelecem 

cronicamente.  

De um modo geral, a Ang II atua no corpo por meio da ativação de pelo menos 2 GPCRs, 

os receptores AT1 e AT2. O receptor de angiotensina II do tipo 1  (AT1R) é o de maior interesse 

na fisiopatologia dos fatores de risco cardiovascular (WINGLER et al., 2019). Já o receptor de 

angiotensina II do tipo 2  (AT2R) tem maior homologia entre humanos e roedores e é 

antagonizado pelo PD123319 (DIMITROPOULOU et al., 2001). O AT2R parece estar muito 

relacionado ao desenvolvimento fetal (HINES; FLUHARTY; YEE, 2003) e a situações de estresse 

(TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000). Porém, ainda não possui um padrão de transdução de sinal bem 

caracterizado.   

O AT1R é um GPCR da classe A, isto é, pertencente à família dos análogos ao receptor 

de rodopsina (OLIVEIRA et al., 2007). É formado por 359 resíduos de aminoácidos (Smith & 

Timmermans, 1994) e é presente em vários órgãos em diferentes classes de seres vivos, desde 

teleósteos até répteis, aves e mamíferos. É amplamente distribuído nos órgãos do sistema 

cardiovascular, como os vasos sanguíneos (HELMER, 1957; KHAIRALLAH et al., 1966a), 

coração; além das glândulas suprarrenais (AGUILERA; CATT, 1983) e estruturas inferiores do 

cérebro (MENDELSOHN et al., 1983; ARMANDO et al., 2002). 
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Em seres humanos o AT1R é codificado por um único gene localizado no cromossomo 

3 (CURNOW; PASCOE; WHITE, 1992), mas em roedores duas isoformas foram identificadas, 

sendo codificadas por diferentes cromossomos para formar os receptores AT1a e AT1b 

(SASAMURA et al., 1992; PAVEL et al., 2008) mas em ambos os casos (humanos ou roedores) 

o resultado agudo da ativação do AT1R é a mobilização de cálcio para produzir contração de 

artérias (SASAMURA et al., 1992). 

Resumidamente, a sinalização canônica do AT1R se inicia quando a proteína que forma 

este receptor, ao ser ligada ao seu mensageiro primário (a Ang II, por exemplo) sofre uma 

perturbação termodinâmica até se estabilizar temporariamente em uma conformação cuja 

segunda alça intracelular ganha alta afinidade pelas proteínas G (GÁBORIK et al., 2003). Isto 

significa que o isômero agonista-AT1R ativa as proteínas G que possuem a subunidade alfa do 

tipo q ou do tipo 11 (Gαq/11). Como consequência, a perturbação da isoforma Gαq/11 faz 

perder a molécula de GDP constitutivamente ligada a esta proteína G. Então, a subunidade α 

se desmembrará da subunidade βγ (beta-gama) e agora, carregando uma molécula de GTP 

capturada no microambiente citosólico, ativará efetores como a PLC para formação dos 

mensageiros IP3 e DAG, sendo ambos produtos da hidrólise do 4-5 bisfosfato de inositol 

(PIP2), sendo os fosfolipídios de membrana a matéria prima para a formação destas moléculas 

(ROSS; GILMAN, 1977; BERRIDGE; IRVINE, 1984; KENAKIN, 2009; FOREMAN, J.C.; JOHANSEN, 

T.; GIBB, 2011; GIBB, 2011).  

Paralelamente à formação destes mensageiros secundários, para a resposta celular 

produzida pela Ang II ocorrem ativações de diversas superfamílias de quinases como o 

complexo Ras/Raf, MEK/ERK, JNK, P38 e outras que reforçam a sinalização de curto e longo 

prazo provocada pela Ang II (CHANG et al., 2003; GÁBORIK et al., 2003; HUNYADY; CATT, 2006; 

BALBI et al., 2009; CARRILLO-SEPULVEDA et al., 2014; COSTA-NETO; PARREIRAS-E-SILVA; 

BOUVIER, 2016; NAMKUNG et al., 2018b). Neste sentido, o acúmulo destes mensageiros 

secundários é uma ferramenta experimental bem utilizada para inferir a magnitude de 

sinalização do AT1R (USUI et al., 2000; MELONI et al., 2006; WIMMER; BACCARINI, 2010). 

A transdução de sinal do AT1R está relacionada à pressão arterial porque, quando 

ativado, ele participa da regulação do meio interno ao controlar, dentre outras propriedades 

corporais, a excreção de sódio e a ingesta de água (COVIAN; GENTIL; ANTUNES-RODRIGUES, 

1972), o tônus autonômico (FUXE et al., 1976; DEUCHARS; LALL, 2015) e a contração de vasos 
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sanguíneos (KHAIRALLAH et al., 1966a; WINGLER et al., 2019), resultando no aumento da 

resistência periférica que é um dos principais determinantes para o aumento da pressão 

arterial. De forma complementar, a Ang II facilita a exocitose de neurotransmissores 

adrenérgicos (BROWN; FELDBERG, 1936; ROHSE; KAYE; RANDALL, 1957; XUE et al., 2011) e a 

liberação de aldosterona (HUNYADY; CATT, 2006), além de modular a taxa de filtração 

glomerular (AXELSSON et al., 2012) e a proliferação celular dos órgãos-alvo das forças 

mecânicas do sangue (Kim et al., 2012). 

Os transientes de cálcio decorrentes da formação do complexo Ang II-AT1R ativado-

proteína Gαq/11 correspondem a um dos fenômenos clássicos disparados por este receptor, 

sendo este um sinal imediato e capaz de ativar a maquinaria contrátil do músculo liso arterial 

e as vias de secreção de neurotransmissores simpáticos e aldosterona (SACHINIDIS et al.; 

1993, ; TENG et al., 2002; HUNYADY; CATT, 2006). No entanto, deve-se considerar que outras 

proteínas G de subunidade αi, α12/13 podem ser disparadas pelo AT1R ativado (NAMKUNG 

et al., 2018b) sem gerar esta resposta vasoconstritora, mas contribuindo com outros 

fenômenos fisiológicos mais tardios, como a apoptose, proliferação celular e resposta 

inflamatória (XU et al., 1993; HUNYADY; CATT, 2006; BALAKUMAR; JAGADEESH, 2014; 

NAMKUNG et al., 2018b; LUKASHEVA et al., 2020). 

De modo semelhante a diversos tipos de GPCR, especialmente os da classe dos 

análogos ao receptor de rodopsina, a sustentação do AT1R ativado na membrana da célula 

por um agonista extracelular atrai para si a atividade catalítica de outra superfamília de 

quinases citoplasmáticas de GPCRs, as GRKs (FREEDMAN; LEFKOWITZ, 1996a; MILCENT et al., 

1999; HULLMANN et al., 2016). Estas quinases fosforilam o AT1R (Forrester et al., 2018; 

Richard et al., 1997; Vanderheyden et al., 1999) e instantaneamente modificam a estrutura 

proteica do GPCR ao ponto de gerar alteração nas interações proteicas e na transdução de 

sinal, processo este denominado dessensibilização homóloga (LOHSE et al., 1984).  

Descrevendo passo-a-passo este processo, o receptor é fosforilado em um motivo 

proteico intracelular específico na sétima alça da estrutura da proteína e, assim, expõe sua 

cauda C-terminal, o que perturba a conformação de uma outra proteína citosólica, a beta-

arrestina 1 e 2 (ou arrestina 2 e arrestina 3, respectivamente).  A beta-arrestina tem alta 

afinidade pelo receptor fosforilado (EVRON; DAIGLE; CARON, 2012) e, a partir desta etapa, 

ocorre um impedimento estérico da ativação da proteína G, sendo este um dos principais 
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mecanismos que justifica a dessensibilização homóloga (BOUVIER & NAN, 1995; LOHSE et al., 

1984). O destino dessa dessensibilização é a formação de um endossomo de internalização, 

constituído por um complexo de clatrinas, mais a molécula do receptor, os efetores e o 

agonista responsável pela ativação (LEFKOWITZ; SHENOY, 2005; BEAUTRAIT et al., 2017; CAO 

et al., 2020). 

Do ponto de vista da farmacologia molecular, pelo menos duas novidades a respeito 

do AT1R têm sido elucidadas: primeiramente é que a ativação da beta-arrestina pelo AT1R 

gera uma segunda onda de sinalização, depois daquela promovida pela proteína Gαq 

(FREEDMAN; LEFKOWITZ, 1996b; AUDET; BOUVIER, 2012; THOMSEN et al., 2016) e este 

recrutamento seletivo de beta-arrestina pode ser promovido por meio de ligantes (agonistas) 

de seletividade funcional (VIOLIN et al., 2010a; AUDET; BOUVIER, 2012; NAMKUNG et al., 

2018b). De forma complementar, a outra novidade é que há evidências de que o endossomo 

formado pelo complexo agonista-receptor-efetores mantém um processo de sinalização no 

ambiente citoplasmático da célula (JIMENEZ-VARGAS et al., 2020; WRIGHT et al., 2021) e, 

mesmo com a redução da resposta para agonistas extracelulares, a sinalização permanece 

funcionante no interior da célula.  

Além da dessensibilização, que é a perda de resposta diante de um estímulo 

prolongado, outro fenômeno inerente aos efeitos contráteis da Ang II é a taquifilaxia, ou seja, 

a perda de resposta após sucessivos estímulos (KHAIRALLAH et al., 1966a; MOORE; 

KHAIRALLAH, 1976; PAIVA et al., 1976; ABOULAFIA et al., 1989). Isto significa que em uma 

situação em que a resposta taquifilática esteja reduzida, a manutenção da responsividade do 

AT1R pode potencializar os efeitos da Ang II (DUARTE et al., 2022), especialmente a 

hipercontratilidade de vasos sanguíneos, contribuindo com o aumento da pressão arterial.  

Os efeitos celulares da Ang II ainda estão sendo elucidados, mas um fato que chama a 

atenção é que a ativação do AT1R  também (trans)ativa a NADPH-oxidase do tipo 2 (NOX2), 

que gera o radical superóxido no citosol (ZHANG et al., 2015; HARVEY et al., 2017). Isso 

significa que a Ang II é parecida com uma citocina pró-inflamatória e as espécies oxidantes 

geradas contribuem com a contratilidade (ZHANG et al., 2015) e podem predispor a artéria a 

prejuízos estruturais como as lesões aterotrombóticas e aneurismáticas (CASARE et al., 2016; 

SAWADA et al., 2022). 
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Um dos fenômenos mais interessantes da cascata de sinalização do AT1R são os 

subsequentes processos de fosforilação e desfosforilação, mediados por quinases e 

fosfatases, respectivamente. Descrevendo-os brevemente, o fosfato (PO4) é covalentemente 

adicionado em resíduos de serina e treonina (principalmente) por ação catalítica das quinases 

e, posteriormente, as fosfatases retiram este grupamento das proteínas. Muitas proteínas ao 

receber o grupamento fosfato têm seu poder catalítico amplificado. A fosforilação e 

desfosforilação são então fenômenos cíclicos capazes de orquestrar a cinética e a magnitude 

da amplificação do sinal de GPCRs dentro da célula (KENAKIN, 2002; SINGH et al., 2017b), além 

do tempo de permanência do receptor na membrana (SASAMURA; DZAU; PRATT, 1994; 

GUREVIC & GUREVICH, 2008). As fosforilações de proteínas pela sinalização do AT1R pode 

também potencializar a contratilidade de vasos sanguíneos  e permitir que o sinal extracelular 

da Ang II chegue ao núcleo para a transcrição de genes (BALBI et al., 2009). 

Depois que o AT1R gera a primeira onda de sinal caracterizada por ativação da proteína 

Gαq/11, aumento de cálcio citosólico [Ca++]i e ativação de quinases -, uma segunda sinalização 

se manifesta, na qual a  beta arrestina vai participar como molécula ancoradoura de 

sinalização (TOHGO et al., 2002; LEFKOWITZ; SHENOY, 2005; PUPO, 2006; SANTOS et al., 2015; 

CARVALHO-GALVAO et al., 2018; WINGLER et al., 2019). A partir desta premissa, definiu-se 

teoricamente que o AT1R (e outros GPCRs) podem apresentar uma seletividade funcional 

(biased agonism ou ativação tendenciosa), isto é, a ativação que gera predominância de uma 

cascata intracelular específica sobre outra (VIOLIN; LEFKOWITZ, 2007; VIOLIN et al., 2010b; 

BOERRIGTER et al., 2012; WINGLER et al., 2019). Tal fenômeno pode ser artificialmente 

induzido quando se usa um agonista de GPCR que, ao ativar o receptor, o estabiliza em 

determinada conformação de modo a formar um complexo com determinado efetor: proteína 

G ou beta arrestina, por exemplo (KENAKIN, 2011, 2013; GUREVICH; GUREVICH, 2017; 

NAMKUNG et al., 2018b).  

A compreensão das bases moleculares da seletividade funcional tem contribuído com 

o entendimento de determinadas condições clinicas (CHAKIR et al., 2009; KURDI & BOOZ, 

2014; TEIXEIRA et al., 2017) e pode ser usada para, ao selecionar por meio de fármacos a 

sinalização predominante pela proteína G ou pela beta-arrestina, potencializar efeitos 

benéficos e evitar reações adversas a fármacos que agem neste sistema (DEWIRE; VIOLIN, 

2011; MONASKY et al., 2013; SOERGEL et al., 2013).  
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No caso específico do AT1R, foram construídas moléculas análogas a Ang II, que são 

peptídeos com alterações em um ou dois resíduos de aminoácidos e que, assim, são capazes 

de estabilizar o receptor em diferentes conformações, ativando vias de sinalização 

preferenciais (VIOLIN; LEFKOWITZ, 2007; WINGLER et al., 2019). Neste caso, os ligantes 

análogos a Ang II que não disparam a ação das proteínas Gαq e Gα11, que são as mobilizadoras 

de [Ca++]i são os ligantes do tipo SII (Sar-Ile-Ang II) e também os agonistas tendenciosos para 

a via da beta-arrestina (TRV120023 e TRV120027). 

No uso destes agonistas tendenciosos ou de seletividade funcional de AT1R, dois 

fenômenos chamam a atenção: um deles é a capacidade de se aumentar a contratilidade 

cardíaca sem aumentar a pressão arterial, decorrente do recrutamento seletivo da via da beta-

arrestina em roedores, cães e humanos (VIOLIN et al., 2010b; BOERRIGTER et al., 2012; KIM 

et al., 2012; MONASKY et al., 2013). Por outro lado, foi descrito o aumento de relaxamento 

vascular tanto de forma independente quanto dependente de endotélio (SINGH et al., 2017a; 

CARVALHO-GALVAO et al., 2018), contribuindo com a redução da pressão arterial por ação do 

TRV027. 

1.3 O AT1R é um alvo terapêutico para o controle do risco cardiovascular 

O AT1R é um alvo farmacológico importante no controle da hipertensão, insuficiência 

cardíaca e outras condições de risco cardiovascular (FORD et al., 2001; S. et al., 2007; 

BOERRIGTER et al., 2012; HO et al., 2021). Assim, os antagonistas do AT1R são empregados no 

controle clínico da pressão arterial e na redução da morbimortalidade gerada pelos fatores de 

risco cardiovascular. Por isso estas ferramentas terapêuticas também contribuem com a 

prevenção de agravos cardiovasculares secundários a quadros de insuficiência cardíaca e 

diabetes (PEREIRA; MANDARIM-DE-LACERDA, 2002; CERAVOLO et al., 2007). 

Nas últimas três décadas o AT1R passou a ser inibido por ação de antagonistas não-

peptídicos como a losartana, candesartana, valsartana, telmisartana, olmesartana e outros 

análogos. O uso terapêutico principal destes antagonistas é no tratamento da hipertensão e 

insuficiência cardíaca (OIKAWA et al., 2001) ao passo que evidências apontam que estes 
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medicamentos podem prevenir agravos (HO et al., 2021) e aumentar a sobrevida de 

portadores de diabetes e de insuficiência renal (STRIPPOLI et al., 2006). 

A eficácia terapêutica dos antagonistas do AT1R já está estabelecida, mas o desafio 

proposto neste trabalho é saber se quando há diabetes associada e, consequentemente, 

aumento do conteúdo de proteínas modificadas por O-GlcNAc há uma exacerbação da 

resposta promovida pelo AT1R, o que poderia representar que estes antagonistas trazem 

benefícios se utilizados antes que eventos cardiovasculares sejam estabelecidos.  

1.4 A O-gluconacilação de proteínas intracelulares se relaciona com alterações nos 
mecanismos de transdução de sinal 

A O-gluconacilação, O-GlcNAcilação ou O-glicosilação por N-acetil-glucosamina (O-

GlcNAc) é uma modificação pós-traducional de proteínas. Faz décadas que há evidências de 

propriedades bioquímicas relacionadas a anexação de carboidratos a proteínas, contribuindo, 

por exemplo, com o desenvolvimento da visão em roedores (WALLENFELS, 1979). Porém, os 

trabalhos desenvolvidos em Baltimore (EUA) por Rosa-Torres & Hart descreveram que na 

superfície mas, principalmente, no interior de linfócitos murinos (mas não do timo), havia 

glicoproteínas com afinidade pela galactose tritiada (UDP[3H]-galactose) e passíveis de 

hidrólise por soda cáustica (TORRES; HART, 1984; HOLT; HART, 1986). Isso poderia significar 

que um grupamento carboidrato estava anexado a aminoácidos em um átomo de oxigênio 

destes. O carboidrato em questão é um amino-carboidrato, prioritariamente a N-acetil-

glucosamina (ou N-acetil-glicosamina). Este fenômeno é conservado em diferentes reinos da 

natureza, ocorrendo em procariontes, Drosophila, C elegans e outros (HART et al., 1995, 2011; 

HANOVER, 2011) e é considerada um sensor de nutrientes, de metabolismo e de estresse 

celular (HANOVER, 2011).  

Descrevendo brevemente, a O-gluconacilação ocorre quando uma molécula de β-D-N-

acetil-glucosamina (GlcNAc) é enzimaticamente anexada por ligação covalente a moléculas de 

oxigênio (O - ligação) nas hidroxilas das cadeias laterais, em resíduos de serina e treonina que 

formam as proteínas intracelulares, os mesmos que teoricamente podem ser fosforilados pela 

ação das quinases (TORRES; HART, 1984; HART et al., 2011). A identificação desta modificação 
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pós traducional tem sido realizada usando ferramentas radioativas (BANERJEE; MA; HART, 

2015), de relação antígeno-anticorpo (AKIMOTO et al., 2003) ou por espectrometria de massas 

hifenada com cromatografia líquida (TORRES; HART, 1984; ANG et al., 2022). 

Até agora, atribui-se esta reação enzimática a ação de uma única enzima do tipo 

transferase, a O-GlcNAc-transferase (OGT), que é bastante estimulada na presença do seu 

substrato, a uridina-bisfosfato de N-acetil-glucosamina (UDP-GlcNAc). De modo semelhante 

ao que ocorre após o fenômeno da fosforilação, uma proteína quando modificada por O-

GlcNAc é passível de alterações funcionais e de localização no interior da célula, seja ela uma 

proteína citoplasmática, mitocondrial ou nuclear (SLAWSON et al., 2005; HANOVER, 2011; 

HART et al., 2011; ZACHARA, 2012, 2018; PHIE et al., 2021).  

Na contramão, uma outra enzima do tipo glicosidase, a O-GlcNAc-ase (OGA) retira esta 

molécula de N-acetil-glucosamina deixando novamente a proteína livre (TORRES; HART, 1984; 

HART et al., 2011; ZACHARA, 2018). Sintetizando, a O-gluconacilação é proveniente de 

substratos do metabolismo nutricional de carboidratos, lipídeos, ácidos nucleicos e proteínas 

e que precisa de ações das enzimas da via das hexosaminas, cuja magnitude pode ser atribuída 

principalmente ao balanço catalítico entre OGA e OGT e a disponibilidade de UDP-GlcNAc na 

célula. 

O grupamento N-acetil-glucosamina (GlcNAc) é um produto da via das hexosaminas, 

que é uma via metabólica colateral à via glicolítica. Ao entrar na célula, a glicose é fosforilada 

e posteriormente convertida em frutose fosforilada. Esta frutose fosforilada pode seguir 

adiante na via glicolítica ou ser capturada pela GFAT (Transaminase de glutamina em frutose-

6-fosfato) que usa a molécula de frutose 6-fosfato para converter em UDP-GlcNAc, 

subtraindo-a do caminho metabólico que formaria o piruvato destinado a alimentar o ciclo de 

Krebs (MCKNIGHT et al., 1992; SCHLEICHER; WEIGERT, 2000; ZHU; LEDEE; OLSON, 2021).  

Experimentalmente, diversas pesquisas lançaram mão de ferramentas genéticas e 

químicas para ativar ou inibir essas duas enzimas (OGA e OGT) modificando o conteúdo de O-

GlcNAc na célula. Neste aspecto, intervenções farmacológicas  sobre a OGA tem sido mais 

estáveis em aumentar o conteúdo de proteínas O-gluconaciladas (HART et al., 2011), 

principalmente com o desenvolvimento do inibidor sintético da OGA, o thiamet G (TMG) 

(YUZWA et al., 2008), que pode ser usado in vivo ou in vitro. Por outro lado, a redução do 
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montante de proteínas O-gluconaciladas tem sido feita usando inibidores da OGT, como o 

OSMI-1 (HEGYI et al., 2020), mas o inibidor da GFAT (L-DON) também é capaz de promover de 

maneira eficaz a redução de proteínas O-gluconaciladas (XIE et al., 2016; SILVA-AGUIAR et al., 

2018). 

O aumento de proteínas O-gluconaciladas se correlaciona com parâmetros 

nutricionais, principalmente a glicemia (BANERJEE; HART, 2015). Exemplificando, esta 

modificação pós-traducional é mais abundante em portadores de diabetes (SCHLEICHER; 

WEIGERT, 2000; HART et al., 2011; CHEN; ZHAO; WU, 2019; PHIE et al., 2021) ou em modelos 

laboratoriais de diabetes experimental (DENNIS et al., 2011). Também é descrito o aumento 

de proteínas modificadas por O-GlcNAc em outras condições relacionadas ao estresse como 

em hipertensão experimental (Lima et al., 2009, 2010, 2011; Silva-Aguiar et al., 2018; Zachara, 

2012), em ratos submetidos a dieta hiperlipídica (Lima et al., 2010) em hipertrofia de 

sobrecarga após constrição cirúrgica da aorta (ZHU; LEDEE; OLSON, 2021). Um trabalho do 

nosso laboratório, ainda sob revisão, investiga as variações de O-GlcNAc em monócitos 

extraídos de sangue periférico de voluntários portadores de diabetes submetidos a dieta de 

restrição calórica, como um possível preditor de redução de risco cardiovascular. 

A repercussão biológica da O-gluconacilação de proteínas tem sido paulatinamente 

desvendada. Do ponto de vista teórico, como já citado anteriormente, os mesmos resíduos de 

serina e treonina que são propensos a serem fosforilados por quinases também são alvos da 

O-gluconacilação pela ação enzimática da OGT. Considerando-se então uma competição 

estequiométrica, ou o modelo binário do Yin Yang (HART et al., 1995, 2011), isso significa que 

a modificação por O-GlcNAc inibe a fosforilação de proteínas.  

Por outro lado, quinases e fosfatases podem ter resíduos de aminoácidos alvos da OGT 

e, consequentemente, ter suas funções aumentadas ou reduzidas decorrentes da O-

gluconacilação. Esta relação múltipla pode ser mais apropriada para a compreensão dos 

fenômenos biológicos complexos nos seres vivos; é modelo do paradoxo do O-GlcNAc (WANG; 

GUCEK; HART, 2008; HART et al., 2011). Uma outra situação é a mesma proteína poder ser 

simultaneamente modificada por fosfato e O-GlcNAc. 

Os estudos em sistemas biológicos com elevado conteúdo de proteínas pós-

traducionalmente modificadas pode contribuir com a compreensão de processos 
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patofisiológicos ou, com o estabelecimento de novas terapias. De fato, ainda não se tem um 

protocolo que preconize aumento ou redução de O-gluconacilação de proteínas para tratar 

alguma condição clínica em humanos. Porém, alguns laboratórios têm usado uma dose alta 

de glucosamina hidroclorada (1,5 g/dia via oral) como nutracêutico para o tratamento de dor 

(CZAJKA et al., 2018) e desgaste osteoarticular (KWOH et al., 2014), sem ainda investigar as 

potenciais modificações pós-traducionais por O-GlcNAc em proteínas decorrentes deste 

tratamento.  

A glucosamina (ou glicosamina) é um substrato da via metabólica das hexosaminas e é 

utilizada em ensaios pré-clínicos para enriquecer esta via metabólica e, com isso, induzir 

aumento de O-GlcNAc in vivo e in vitro. Assim, foi possível obter resultados que direcionam 

para alterações agudas de O-gluconacilação com potencial de reduzir agravos na sepse 

(HWANG et al., 2019) e na isquemia de cardiomiócitos. Por outro lado, o tratamento com 

glucosamina protegeu células tumorais dos efeitos citotóxicos do tamoxifeno (KANWAL et al., 

2013). 

Então, o que vai se investigar neste trabalho é a relação entre uma modificação em 

proteínas no ambiente intracelular (O-GlcNAc) em células que reproduzam fenômenos 

correlacionados ao aumento de risco cardiovascular (contratilidade de artérias, ativação de 

quinases e mobilização de cálcio) sob estímulos em um receptor farmacológico responsável 

pelo controle do sistema cardiovascular (AT1R). 

1.5 Na fisio-farmacologia da contração do músculo liso o aumento de proteínas O-
gluconaciladas altera a contratilidade de artérias 

As propriedades contráteis do músculo liso constituinte de veias e artérias se 

relacionam diretamente com a fisiologia hemodinâmica, ao passo que prejuízos nos processos 

de contração e relaxamento são sinais de doença cardiovascular e, frequentemente, estas 

alterações contribuem na manutenção da hipertensão e do diabetes, predispondo estes 

indivíduos a eventos cardiovasculares graves e redução da qualidade de vida. 

O músculo liso das artérias contribui com o controle do tônus arterial e, 

consequentemente, com o aumento da resistência periférica total. Ao contrair ou manter um 
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tôno aumentado ele tende a gerar um aumento da pressão sanguínea. Descrevendo 

brevemente, a contração do músculo liso vascular ocorre basicamente por três diferentes 

tipos de estímulo: (1) os neurogênicos, como a noradrenalina e serotonina liberadas nas 

terminações nervosas em vasos sanguíneos; (2) os miogênicos, caracterizados pelas respostas 

autorregulatórias de artérias; ou (3) por ação de mediadores endógenos e hormônios, como 

é o caso da Ang II, endotelina, vasopressina, adenosina e ATP (SOMLYO, 1968; SOMLYO; 

SOMLYO, 1994; SIMONNET; BRUNET, 2019). A maioria destes fatores descritos atua ativando 

GPCRs. 

Neste caso, a sequência de eventos que ocorre após a ativação do AT1R, que culminará 

na contração do músculo liso vascular, é o acúmulo dos mensageiros secundários DAG e IP3. 

Os receptores de IP3 no retículo sarcoplasmático arterial (IP3R) são canais especializados na 

Ca++ dos estoques reticulares para o citosol e proporcionar a contratilidade (BERRIDGE; 

IRVINE, 1984; BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000). O Ca++ e o DAG são capazes de ativar 

quinases, principalmente a proteína quinase do tipo C (PKC). 

O aumento da [Ca++]i em células musculares arteriais permite a ativação da 

calmodulina, que é uma enzima que se ativa quando o Ca++ ocupa alguns dos seus 4 sítios de 

afinidade para este íon (SALDANHA, 1989; MURASAWA et al., 1998). Estando a calmodulina 

ativada (complexo Ca++-calmodulina), ela fosforila a quinase da cadeia leve da miosina (KCLM), 

que subsequentemente fosforilará a miosina, expondo o sítio de afinidade pela actina, 

disparando a contratilidade pela interação entre estes dois microfilamentos proteicos 

(ANDERSON; GIMBRONE; ALEXANDER, 1981; SOMLYO et al., 1985; SALDANHA, 1989; ZHANG 

et al., 2014). O Ca++ livre no citoplasma e a atividade catalítica de diversas quinases como a 

calmodulina, as quinases da calmodulina (CaMK), a PKC, a quinase dependente da GTPase 

Rho-A (RhoK), a KCLM e outras são determinantes na contratilidade de vasos sanguíneos 

(SOMLYO et al., 1985; SAWADA et al., 2001; AMOBI; CHUNG; SMITH, 2006). 

A PKC é uma das quinases relacionadas com a cascata de sinalização do AT1R  (CHIU; 

SANTISKULVONG; ROZENGURT, 2003; FERNANDEZ et al., 2005; NAMKUNG et al., 2018). Ela se 

apresenta em diversas isoformas, algumas mais dependentes Ca++ para se ativar (PKC α, β e γ) 

e outras mais dependentes do conteúdo de DAG (PKC δ, ε e θ), que é um dos principais 

mensageiros secundários da via do AT1R. A fosfatidilserina também é um cofator da PKC 

(KHALIL, 2013). Na atividade catalítica, a PKC tem como substratos para fosforilação resíduos 
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de serina e treonina de diversas proteínas que formam canais iônicos, receptores da 

membrana da célula e do retículo sarcoplasmático. A natureza bioquímica da PKC também 

permite que ela transite do citosol para microdomínios de membrana plasmática, retículo 

sarcoplasmático e núcleo. Neste sentido, teoricamente, a atividade da PKC contribui com o 

aumento da contratilidade dos vasos sanguíneos (DAMRON et al., 1998; AMOBI; SUGDEN; 

SMITH, 1999; KHALIL, 2013). 

Todos esses aspectos conduzem a um entendimento de que há quatro fatores 

fundamentais na regulação da contratilidade de artérias: (1) a ativação de GPCRs, como o 

AT1R; (2) a disponibilidade de Ca++ em estoques na célula, (3) a ativação de quinases e 

fosfatases que contribuem na contração e no relaxamento e (4) o trabalho através de canais 

iônicos que promovem o influxo e efluxo de cargas que regulam a contratilidade do músculo 

liso vascular. 

Trabalhos anteriores do nosso laboratório iniciaram uma investigação acerca das 

repercussões da O-gluconacilação de proteínas na fisiologia de artérias. Assim, foi possível 

mostrar que o aumento de proteínas modificadas por O-GlcNAc promove alterações 

biológicas na resposta contrátil. Por exemplo, aumentando em aorta isolada de ratos a eficácia 

farmacológica de agonistas vasoconstritores como fenilefrina (LIMA et al., 2014) e endotelina 

(LIMA et al., 2011) e a atividade catalítica da quinase da cadeia leve da miosina (LIMA et al., 

2014). A ferramenta utilizada para aumentar o conteúdo de O-GlcNAcAse foi o pugnac, um 

inibidor da OGA solúvel em álcool.  

Então, considerando que a O-gluconacilação de proteínas ocorre com maior 

cronicidade em doenças metabólicas como a hipertensão e o diabetes mellitus (LIMA et al., 

2009), será testada a hipótese de que aumento de proteínas O-gluconaciladas no citoplasma 

da célula pode interferir na transdução do sinal da Ang II via AT1R, reduzindo a probabilidade 

de fosforilações e, consequentemente, alterando o padrão de contratilidade e de 

recrutamento da beta-arrestina para reduzir a cinética de dessensibilização deste receptor.  
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2 OBJETIVO 

Investigar se o aumento de proteínas intracelulares modificadas por O-gluconacilação 

reduz o acoplamento entre o AT1R e a beta-arrestina e, consequentemente, altera a 

transdução do sinal da Ang II potencializando a sinalização do AT1R. 
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3 MATERIAL E  MÉTODOS  

3.1 Experimentos em cultura de células HEK293T 

3.1.1 Padronização e caracterização do sistema experimental  

Células HEK293T constituem uma linhagem de células originárias de um embrião 

humano feminino, imortalizada por um vírus Símio SV40, que produzem um antígeno T e 

apresentam um gene de resistência a neomicina. Estas células são extensivamente usadas em 

experimentos de farmacologia porque apresentam poucos receptores de membrana, porém 

possuem diversos efetores intracelulares capazes de permitir a visualização de efeitos 

funcionais quando se incorpora receptores via transfecção heteróloga de plasmídeos 

codificadores, seja de forma transitória ou permanente.  

Inicialmente, esta célula foi transfectada com um lentivírus para expressar 

estavelmente um clone humano do AT1R fusionado a uma sequência FLAG e um gene de 

resistência a puromicina. Então, a partir de uma única célula HEK293T transfectada com o 

lentivírus e posteriormente isolada e subcultivada por algumas semanas foi possível gerar uma 

população de um clone estável, com uma densidade intermediária de AT1R (clone 4). A 

descrição e caracterização desta célula (HEK-AT1) podem ser consultadas na tese “Análise 

proteômica celular após estímulo do receptor AT1 por ligantes com diferentes perfis 

farmacológicos” (CEPELUPE-SIMÕES, 2019). 

As células HEK-AT1 foram cultivadas em condições estéreis com meio de cultura 

(Dulbecco Modified Eagle Medium – DMEM), acrescentado de 10% de soro fetal bovino, 

bicarbonato de sódio (2 g/L), glicose (4,5 g/L = high glucose) e os antibióticos gentamicina e 

puromicina (50 e 2 mg/L, respectivamente). A cada descongelamento, estas células eram 

testadas para a capacidade de aumentar [Ca++]i por estímulo com Ang II como controle da 

integridade funcional (este protocolo está descrito adiante). 

Utilizando deste mesmo meio de cultura, em 2 placas de 6 poços, semeou-se entre 850 

mil e 1 milhão de células por poço, sob 2 mL de meio DMEM. As placas foram mantidas em 

incubadora de células (NU-4750, Nuaire, Plymouth, EUA) com atmosfera de 5% de CO2, 
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saturada com H2O e temperatura de 37ºC por 24 horas (h). Após 70-80% de confluência, foi 

feita a privação de soro fetal bovino e acrescentou-se em uma destas placas meio de cultura 

contendo o inibidor da OGA thiamet G (TMG 1 µM) e na outra placa o meio de cultura sem 

TMG, permanecendo assim por 16-18 h na estufa (figura 1). 

Posteriormente, cada poço foi lavado com Solução fisiológica salina em tampão fosfato 

(PBS) gelado e as células foram congeladas na presença de tampão de lise celular para 

extração de proteínas e caracterização por imunoblot.  

 

 

Figura 1. Padronização do modelo in vitro de aumento de proteínas O-gluconaciladas. Células HEK293T 
expressando estavelmente o AT1R foram cultivadas em placas de 6 poços e, após confluência de cerca 
de 80%, foram submetidas ao aumento global de O-gluconacilação de proteínas usando thiamet G 
(TMG, 1 µM) ou veículo (água) para a condição controle, respectivamente. Este tratamento 
permaneceu por 16-18 horas para posteriormente estimular com angiotensina II ou TRV027 por 
diferentes tempos para determinação da cinética de fosforilação de ERK. O TMG impede o 
desligamento das moléculas de N-acetil glucosamina das proteínas intracelulares, permitindo um 
aumento de proteínas O-gluconaciladas e detectáveis por imunoblot 

3.1.2 Estudo funcional da cinética de ativação do AT1R em células HEK 293T após 

aumento global de proteínas O-gluconaciladas 

Para aferir a cinética de transdução de sinal do AT1R em um ambiente celular com 

aumento global de proteínas modificadas O-gluconaciladas, as células foram cultivadas em 

placas de 6 poços, igualmente ao que está descrito no item 3.1.1. Após 16-18 h de ação do 
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TMG (1 µM), o meio de cultura DMEM foi trocado para 800 µL de DMEM sem soro fetal bovino 

(FBS) e sem antibióticos em cada poço e cada placa permaneceu por 15 minutos (min) a 37ºC. 

A partir deste momento, 800 µL de DMEM sem agonistas foi acrescentado no primeiro poço 

(tempo 0 min) e, nos poços subsequentes, 800 µL de DMEM contento 200 nM de angiotensina 

II ou de TRV027 foi adicionado em cada poço, perfazendo um estímulo temporal regressivo 

para os tempos 20, 10, 5, 2 e 1 min. Ao fim dos estímulos, cada placa foi imediatamente 

colocada sobre gelo, aspirando-se em seguida o DMEM e lavando 1 vez com PBS gelado. As 

amostras foram mantidas em tubos de 1,5 mL, sempre em ambiente refrigerado. 

Os detalhes do passo subsequente que é a realização do protocolo de western blotting, 

estão descritos no item 4.1.3 e o resultado deste protocolo foi expresso em média ± erro 

padrão da média em unidades arbitrárias acima do basal (que foi considerado = 1,0) e 

analisado estatisticamente pela Análise de Variância - ANOVA de medidas repetidas, 

considerando-se estatisticamente diferente em valor com p < 0,05. O n foi considerado como 

o número de experimentos independentes usando células com diferentes passagens. 

3.1.3 Preparação dos extratos proteicos, separação de proteínas em gel vertical e 

marcação com anticorpos 

Para as análises de conteúdo de proteínas, as amostras biológicas de células ou 

fragmentos de artérias foram lisadas usando um tampão de desintegração de membranas 

(tampão de lise) que consiste em uma mistura de dodecil-sulfato de sódio (SDS) 0,5%, Triton 

X100 1%, Nonidet P-40 1%, cloreto de sódio (NaCl) 250 mM, tampão aquoso TRIS-HCl 10 mM 

(pH 7,5), fluoreto de sódio (NaF) 100 mM, ortovanadato de sódio (Na2VO3) 1 mM, fluoreto de 

fenil-metil-sulfonila (PMSF) 10 µg/mL, ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM e o 

coquetel inibidor de proteases (SigmaFast, S8830, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA).  

Quando as amostras eram células em cultura, foram adicionados 200 µL de tampão de 

lise em cada poço e todo o conteúdo raspado com auxílio de um rodo (Corning sterile cell 

scraper and lifter, Corning, EUA). No caso das artérias, após serem congeladas em nitrogênio 

líquido, elas foram mecanicamente pulverizadas usando um pistão e martelo e, sobre o pó, 

foram adicionados 100-120 µL do tampão de lise, sempre mantendo as amostras em baixa 
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temperatura. Foi utilizado ultrassom (sonicador) por cerca de 30 segundos nestas amostras 

para aumentar o estresse sobre as membranas celulares. 

Então, as amostras foram maceradas por pelo menos meia hora no mesmo tampão de 

lise usando um rotor orbital (a 8º C na geladeira) e posteriormente centrifugadas (5427R, rotor 

de raio igual a 8 cm, Eppendorff, Hamburgo, Alemanha) dentro de tubos Eppendorff de 1,5 

mL a uma rotação de 11.000 rpm por 12 min e temperatura de 4º C. O sobrenadante com 

proteínas solubilizadas foi recolhido em novos tubos e uma alíquota seguiu para quantificação 

pelo método colorimétrico de Bradford (Bio-Rad, Hercules, EUA), usando amostras 10 vezes 

diluída (1:10) e albumina de soro bovino (0,125-1 mg/mL) para a curva padrão e os respectivos 

controles (tampão de lise 10 vezes diluído e água ultrapura). A leitura foi realizada no 

espectrofotômetro (Epoc, Agilent Biotek, Santa Clara, EUA) capturando o sinal em 595 nm em 

placas transparentes de 96 poços. 

Posteriormente, 30 ou 40 µg de proteínas (de células ou artérias, respectivamente) 

foram submetidas a eletroforese vertical em gel de 10 ou de 12% de poliacrilamida + SDS 

durante 2 h em um sistema Transblot cell (Biorrad, Califórnia, EUA). As membranas de 

imunoblot foram marcadas com padrão de peso molecular de proteínas Spectra Multicolor 

Broad Range (Thermo Scientific #26623) ou PageRuler prestrained protein ruller (Thermo 

Scientific #26617). 

Após as proteínas serem separadas no gel, elas foram transferidas para membranas de 

fluoreto de polivinilideno (PVDF; Amershan, General Electric, Alemanha) que estavam 

previamente ativadas com metanol anidro. A transferência também foi feita no tanque de 

eletroforese por 2 h a 75 V (tampão tris-glicina + 15% de metanol). Em seguida, cada 

membrana de PVDF foi lavada 3 vezes e bloqueada por 1 hora usando albumina de soro bovino 

a 4%. Então, incubou-se cada anticorpo primário diluído em tampão salino Tris/HCl (pH7,5) + 

NaCl 0,9% acrescentado de Tween-20 1 mL/L (TBS-T) e manteve-se em um balanço na 

geladeira. Após cerca de 16 h na presença do anticorpo primário, as membranas foram lavadas 

para desligar ligações inespecíficas (3 lavagens consecutivas com intervalo de 5 min entre elas) 

e incubadas com os respectivos anticorpos secundários (tabela 1) por um período de 30-45 

min. Após 3 novas lavagens, foi feita a revelação no aparelho fotodocumentador Imagequant 

(General Eletric - GE, Boston, EUA) usando como líquido de revelação o substrato de 

peroxidase Luminata Forte (Thermo Fisher Scientific, Rockford, EUA). O registro de 
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quimioluminescência e a quantificação das proteínas marcadas com anticorpo foram 

realizados com auxílio do software ImageQuant (GE, Boston, EUA). 

Os anticorpos usados estão descritos no quadro abaixo: 

Alvo Referência Fonte Diluição Marca 

Proteínas totais 

modificadas por O-

GlcNAc 

07764 clone 

CT110.6  

camundongo 1: 3.000 Sigma -Aldrich 

O-GlcNAcAse (OGA) 

região carboxiterminal 

SAB4200311 

policlonal 

coelho 1:3.000 Sigma -Aldrich 

O-GlcNAc-Transferase  

(OGT) 

SAB2500715 

policlonal 

cabra 1:3.000 Sigma - Aldrich 

ERK 1 e 2 (p44/42) 

fosforiladas em treonina 

202 e tirosina 204 

4733 lote 10, 

monoclonal 

coelho 1:2.000 Cell Signaling 

ERK 1 e 2 total 4696, monoclonal camundongo 1:2.000 Cell Signaling 

GRK2 4674  coelho 1:2.000 Abcam 

PKC δ 4143 coelho 1:500 Abcam 

Beta-arrestina 1 e 2 4674, monoclonal coelho 1:1.000 Cell Signaling 

Beta-actina 4967 coelho 1:4.000 Cell Signaling 

GAPDH G9545 coelho 1:15.000 Sigma - Aldrich 

Anti-FLAG F3165 camundongo 1:3.000 Sigma - Aldrich 

Anti-coelho – IgG 

conjugado a peroxidase 

A0545 policlonal cabra 1:10.000 Sigma - Aldrich 
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Anti-camundongo – IgG 

conjugado a peroxidase 

1234-9 policlonal cabra 1:10.000 EMD Milipore 

Anti-cabra – IgG 

conjugado a peroxidase 

AB9720 policlonal macaco 1:5.000 Abcam 

Tabela 1. Relação dos anticorpos usados neste trabalho, descrevendo a referência comercial, o tipo de 
anticorpo e a concentração utilizada. 

Os dados foram expressos em média ± erro padrão da média da razão da densidade 

óptica do sinal da proteína em questão pela proteína usada como controle de carregamento 

(beta-actina, GAPDH) em unidades arbitrárias (UA). Após confirmada a não-parametricidade 

(Teste de Shapiro-Wilk), comparou-se os grupos com o teste U de Mann-Withney, 

considerando estatisticamente diferentes valores com p < 0,05. O n foi considerado como o 

número de experimentos independentes. 

3.14 Investigação da mobilização intracelular de cálcio para Ang II em tempo real em 

células HEK293T com aumento global de proteínas O-gluconaciladas 

Células HEK293T expressando estavelmente o AT1R foram cultivadas em placas de 

poliestireno de 96 poços, paredes pretas e fundo transparente. Estas placas foram 

previamente tratadas com poli-L-lisina (1 mg/mL por 60 min) para aumentar a aderência (LUO 

et al., 2011). Foram distribuídas 50 mil células por poço em um volume final de 90 µL de DMEM 

com 10% de FBS e antibióticos. Depois de 24 h, foram acrescentados 10 µL de DMEM em 

metade dos poços da placa e 10 µL de DMEM acrescentados de TMG (10 µM) na outra metade, 

para permitir condição controle ou concentração final de 1 µM de TMG, respectivamente. 

Depois de 16-18 h, todo este DMEM foi aspirado e foram adicionados 20 µL de DMEM 

sem fenol, antibióticos ou FBS. Posteriormente, foram acrescentados 30 µL de solução de 

Hanks contendo a sonda fluorescente FLUO-4 AM (Invitrogen, Cambridge, EUA), a uma 

concentração final de 1 µM. Esta sonda é permeável à membrana e gera fluorescência em 

tempo real ao quelar os Ca++ citoplasmáticos.  
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A mistura de trabalho continha solução de Hanks, FLUO-4, probenecida a 3,6 mg/mL 

(para inibir a extrusão da sonda via transportador de íons orgânicos da membrana celular), 

albumina de soro bovino (10 mg/mL, para dar pressão oncótica) e pluromicina (Pluronic® F127 

a 0,02%), para facilitar a permeabilidade da sonda pela membrana. A placa permaneceu 

protegida da luz por 50-60 min em estufa a 37º C.  

Depois a placa foi lavada por 2 vezes com solução nutriente de Hanks usando uma 

pipeta multicanal e um aspirador suave de vácuo (Manifold BrandTech 8; Sigma-Aldrich, St 

Louis, EUA) e as células foram mantidas com 100 µL desta mesma solução de Hanks em cada 

poço por 15 min, dentro do aparelho aquecido e protegidas da luz antes de iniciar o registro. 

A solução de Hanks usada é de seguinte composição (em mM): 136 de NaCl; 5,3 de KCl; 

0,7 de Na2HPO4; 0,44 e KH2PO4; 1 de MgSO4 7H20; 1 de MgCl2; 10 de HEPES; 10 de C6H12O6 e 

1,6 de CaCl2.2H2O. O pH foi ajustado para 7.4 com NaOH 1 mol/L. Após ajustado o volume 

final, esta solução foi filtrada a vácuo através de filtro de 0,22 µm de poro.  

Para fazer as alíquotas de FLUO-4, ionomicina e Pluronic F127 usou-se dimetilsulfóxido 

estéril (DMSO), cuja concentração sobre as células foi sempre menor que 1:1000. 

A placa foi lida no fluorímetro FlexStation 3 (Molecular Devices, San José, EUA) para 

produção de curvas concentração-resposta (não cumulativas) para Ang II. Isto significa que o 

aparelho pipetava automaticamente 25 µL das drogas 5 vezes mais concentrada no tempo de 

16 segundos a partir do início da leitura e se monitorava o sinal até o tempo de 90 segundos. 

O controle positivo foi feito com 10 µM de ionomicina, um ionóforo de cálcio.  

A leitura do sinal foi feita a 37º C, com fluorescência de excitação de 494 nm e a 

emissão foi adquirida com filtro de 525 nm e um cut off de 515 nm. A taxa de amostragem foi 

de 1 evento a cada 2 segundos e o fotomultiplicador permaneceu com sensibilidade média.  

Os dados foram expressos em média ± erro padrão da média. O sinal da fluorescência 

gerada pelo estímulo foi subtraído pelo sinal basal (0-15 segundos) e pelo sinal do poço não-

estimulado (branco). Cada resposta foi quantificada pela área sob a curva de fluorescência 

(AUC) em unidades arbitrárias (RFU; figura 4A) e cada ponto no gráfico representa a AUC 

produzida pelas diferentes concentrações de Ang II (DUARTE et al., 2022) em razão da AUC 

produzida pela ionomicina (10 µM).  
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O gráfico concentração-resposta foi modelado pela sigmoide de Hill-Langmuir em 

análise de três parâmetros e a análise estatística foi feita ponto a ponto com o teste t de 

Student, considerando p < 0,05 como estatisticamente diferente. O n é o número de 

experimentos independentes. 

3.1.5 Quantificação de densidade de AT1R-FLAG em células tratadas com TMG  

Considerando que as células HEK293T que expressam estavelmente o AT1R traduzem 

uma sequência FLAG na porção amino-terminal e extracelular deste receptor, usou-se a 

técnica de ELISA para quantificar em células inteiras estes receptores (AT1R), após o aumento 

global de proteínas O-gluconaciladas por TMG. Para isso, de modo semelhante ao descrito no 

item 3.1.4, as células foram distribuídas em placas de poliestireno brancas de fundo opaco, 

previamente tratadas com poli-lisina, a uma densidade de 50.000 células por poço. Alguns 

poços foram preenchidos com células não-transfectadas para controle. Após 24 h, as células 

foram tratadas com DMEM ou com DMEM + TMG (1 µM por16-18 h) e, no dia seguinte, cada 

poço foi lavado 1 vez com 200 µL de PBS usando uma bomba a vácuo e uma pipeta multicanal. 

Em seguida, as células foram fixadas com 50 µL de uma solução de paraformaldeído (PFA 3% 

em PBS) por 10 min à temperatura ambiente. Em seguida lavou-se 3 vezes com uma solução 

de albumina de soro bovino (0,5% em PBS) mantendo este bloqueio por 10 min para reduzir 

a probabilidade de ligações inespecíficas do anticorpo. 

No passo seguinte, as células em cada poço foram incubadas com 50 µL do anticorpo 

monoclonal anti-FLAG (1:3.000 em PBS + 0,5% de albumina; tabela 1) por 1 h sob temperatura 

ambiente. As células foram então lavadas 3 vezes com a mesma solução de bloqueio e 

mantidas por 10 min nesta solução na última lavagem. A seguir, cada poço já com 50 µL de 

conteúdo recebeu mais 50 µL desta solução contendo anticorpo secundário IgG anti-

camundongo conjugado a peroxidase (1:1.000), permanecendo por 1 h. Após esta etapa, cada 

poço foi lavado com 100 µL de PBS por 3 vezes e com intervalo de 10 min para cada lavagem. 

Este PBS foi aspirado e foram adicionados 50 µL de PBS e sobre ele, 50 µL da solução com 

substrato de peroxidase Luminata Forte (Thermo Fisher Scientific, Rockford, EUA). Após 2 min, 

foi realizada leitura da quimiluminescência durante 250 ms de exposição com sensores 
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posicionados por cima da placa usando a leitora de placas (Flexstation 3, Molecular Devices, 

San José, EUA). 

Com o intuito de estabelecer a razão matemática da fluorescência relativa ao FLAG do 

domínio aminoterminal extracelular do AT1R pelo número de células por poço, após esta 

leitura, o líquido de cada poço foi substituído por PBS contendo a sonda marcadora de núcleos 

4’,6-diamidino-2-fenil-indol di-hidroclorado (DAPI) na proporção de 1:10.000 em PBS. Após 15 

min, foram realizadas 3 lavagens, e posteriormente se realizou uma nova leitura de 

fluorescência na mesma leitora de placas (excitação a 358 nm e emissão a 461 nm). Foram 

quantificadas a fluorescência relativa ao FLAG e a quimiluminescência da peroxidase pela 

fluorescência dos núcleos (DAPI).  

Os dados foram expressos em média ± erro padrão da média da razão entre a 

fluorescência e quimioluminescência (FLAG/DAP) e analisados estatisticamente pelo teste de 

Wilcoxon, considerando como p < 0,05 para diferença estatística e o n é o número de 

experimentos independentes. 

3.1.6 Experimentos funcionais de recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 pelo AT1R em 

células HEK293T usando sensores de bioluminescência de transferência de energia por 

ressonância - BRET  

Células HEK293T foram suspensas com tripsina e contadas em câmara de Neubauer. 

Então, 3,2 X 106 células foram co-transfectadas com plasmídeos para codificar o AT1R humano 

(2,8 µg), a pequena GTPase kRAS fusionada a proteína fluorescente verde – GFP como 

aceptora de energia (2,4 µg) e a beta arrestina 1 ou 2 fusionada a Renila luciferase - RlucII (175 

ng). O conteúdo total de DNA para cada grupo foi igualado acrescentando-se DNA de esperma 

de salmão (31149, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). A partir desta mistura, foi acrescentada 

polietileiminina de cadeia linear de 25 KDa (PEI; 765090, Sigma-Aldrich) na proporção 3:1 

(PEI:DNA). Manteve-se esta mistura no fluxo laminar durante 15 min para formação das 

vesículas de transfecção. 

As células já suspensas foram dispostas em um reservatório, misturadas a este 

conjunto de plasmídeos e, após uma homogeneização de 20 vezes usando pipeta de 10 mL, 

elas foram distribuídas em duas placas brancas de 96 poços e fundo opaco (previamente 
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tratadas com poli-lisina) a uma taxa de 40 mil células em 90 µL de DMEM por poço e foram 

usados 64 poços por placa. Após 24 h de plaqueamento foram acrescentados 10 µL de DMEM 

contendo veículo ou TMG a 10 µM. Depois de 16-18 h o meio de cultura foi aspirado e lavado 

1 vez mantendo cada poço com 80 µL de solução de Tyrode de seguinte composição (em mM) 

140 de NaCl; 2,7 de KCl; 1 de CaCl2; 12 de NaHCO3; 5,6 de C6H12O6; 0,5 de MgCl2; 0,37 de 

NaH2PO4 e 25 de tampão HEPES. As placas foram mantidas a 37º C por 30 min. Em seguida , 

foram acrescentados 10 µL de Tyrode contendo os ligantes Ang II ou TRV027 (1 pM – 1 µM) 

por 7 min, acrescentado logo em seguida o substrato de luciferase, coelenterazina purple, 

mantendo dentro da leitora de placas por mais 7 min, para em seguida iniciar a leitura do sinal 

de BRET usando a leitora de placas Synergy Neon (Biotek, Vermont, EUA), com filtros de 

excitação ajustados em 410/80 nm e de detecção em 515/30 nm. 

3.1.7 Experimentos funcionais de ativação da proteína quinase C usando sensor de 

BRET  

Para investigar a ativação da PKC, que é uma quinase ativada pelo DAG produzido pela 

via da proteína Gαq/11 e da PLC, posteriormente à ativação do AT1R, usou-se um método 

previamente descrito (NAMKUNG et al., 2018b) em que simultaneamente transfectou-se 

células HEK293T com plasmídeos para codificar o AT1R e uma isoforma de PKC fusionada a 

biossensores - GFP-PKC-c1b-Rluc, que muda de conformação quando ativada pelo DAG 

produzido. A partir de então seguiu-se o mesmo protocolo de ativação do AT1R, como descrito 

no item 3.1.6. 
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3.2 Experimentos funcionais de contratilidade para Ang II em artérias mesentéricas 

de camundongos espontaneamente diabéticos 

3.2.1 Animais 

Foram usados camundongos cujo genótipo apresenta alteração espontânea no gene 

que codifica o receptor de leptina em homozigose ou C57BKS/JLepR -/-, denominado também 

db/db (fenótipo obeso) e os respectivos pares de ninhada não-homozigotos: C57BKS/JLepR +/- 

ou + (fenótipo magro) denominados de db/m ou db/+ (referência 0697, Jacksons Laboratory, 

Bar Harbor, EUA), que respectivamente apresentam ou não a deficiência funcional no receptor 

de leptina. Esta deficiência em homozigose resulta em hiperfagia, sobrepeso, aumento dos 

depósitos corporais de gordura e hiperglicemia (VELASQUEZ; KIMMEL; MICHAELIS, 1990). 

Estes animais foram mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia em caixas 

isoladoras, 2-3 animais por caixa, em estante de exaustão, à temperatura ambiente de 23 ± 

1º C, com ração em pellets (Nuvilab CR-1 comum, Quimtia, Colombo, Brasil) e água ad libidum.  

Foram usados camundongos machos, com idade entre 130-150 dias (16-20 semanas), 

que é o tempo necessário para ultrapassar 2 meses de hiperglicemia (que ocorre por volta dos 

90 dias de vida). Os protocolos foram autorizados pela Comissão de ética em experimentação 

animal (CEUA, autorização 72/2020) e conduzidos de acordo com as diretrizes do CONCEA, do 

Guia de Eutanásia de animais de laboratório (CFMV - CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA 

VETERINÁRIA, 2012) e do guia ARRIVE de reprodutibilidade em experimentação animal 

(KILKENNY et al., 2010). 

Estes camundongos foram eutanasiados em câmara vaporizada de gás isoflurano + 

oxigênio (3% + 100%) seguida de exsanguinação intraventricular (usando agulha de 22G e 

seringa de 2 mL). Em seguida o abdômen foi aberto e todo o intestino foi dissecado em uma 

placa de Petri forrada com resina Sylgard (Elastomer 184, Dow Corning, Midland, EUA) 

contendo solução de Krebs-Henseleit gelada (4-8 ºC). As artérias mesentéricas de segundo 

ramo foram isoladas usando 2 pinças Dumont Biology #55 e uma tesoura do tipo Vannas de 2 

mm (Fine Science Tools, North Vancouver, Canadá).  
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3.2.2 Drogas e soluções 

As preparações de artérias isoladas foram perfundidas em solução nutriente de Krebs-

Henseleit, com a seguinte composição (em mM): 130 de NaCl; 4,7 de KCl; 1,18 de KH2PO4; 1,17 

de MgSO4.7H2O; 14,9 de NaHCO3; 1,6 de CaCl2.2H2O; 5,5 de C6H12O6 e 0,026 de EDTA. O pH 

desta solução é 7,4 e a preparação foi borbulhada com mistura carbogênica de O2 + CO2 (95% 

+ 5%, respectivamente). 

Nos ensaios funcionais, usou-se para testar a funcionalidade de cada preparação 

fenilefrina (Sigma #P6126) e acetilcolina (Sigma #A6625). Nos testes farmacológicos usou-se 

angiotensina II (Tocris #1158), TRV120027 (Aminotech, Diadema, Brasil). Todos foram 

solubilizados em água. Para melhorar a conservação, os peptídeos Ang II e TRV027 foram 

dissolvidos em água acidificada com ácido acético (proporção aproximada de 10-6 v/v, pH= 

5,4) e estocados em alíquotas a -20º C. Os inibidores usados foram o mesilato-RO-318220/bis-

indolilmaleimida 9 (Tocris #2002), PD98059 (Cayman) e BAPTA-AM (Tocris #2787), todos 

solubilizados em DMSO, sempre ficando em concentração final menor que 1:1.000.  

3.2.3 Medidas de contratilidade e análises bioquímicas em anéis isolados de artéria 

mesentérica de animais espontaneamente diabéticos 

Após extração e limpeza das artérias, segmentos de 1,8-2,0 milímetros foram 

montados em miógrafo de Mulvanny (DMT, Aahus, Dinamarca) e sustentados 

transversalmente por dois fios de tungstênio de 25 µM (DMT #300096). Cada preparação foi 

normalizada a uma tração de 90% da tensão necessária para a artéria desenvolver 13,3 KPa; 

conforme preconizado pelos desenvolvedores do aparelho (MULVANY; HALPERN, 1977). Após 

estabilização por pelo menos 15 min, a viabilidade de cada anel foi testada por uma 

despolarização promovida pela adição de cloreto de potássio (KCl 90 mM), o que 

normalmente gera uma contratação maior que 1 mN, para validar a preparação. Este estímulo 

foi repetido por pelo menos uma vez. Posteriormente, a viabilidade do endotélio vascular foi 

testada por uma contração para fenilefrina (1 µM) e, sobre o tono produzido, foi seguida uma 

curva de relaxamento para acetilcolina (10 µM). Considerou-se ausência de endotélio o 

relaxamento menor que 10% produzido pela acetilcolina em relação ao tono induzido por 

fenilefrina. 
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Em seguida, curvas cumulativas concentração-efeito para Ang II foram produzidas 

aumentando-se sucessivamente a concentração de 0,1 nM até 1 µM. Os experimentos foram 

pareados, comparando-se simultaneamente uma artéria de animal db/+ e uma artéria de 

animal db/db). Apenas uma curva para Ang II foi realizada em cada preparação. 

Um conjunto de experimentos foi realizado com um estímulo prévio de TRV027 (1 nM) 

durante 15 min para ativar os AT1R para a via da beta-arrestina. Após este estímulo, a 

preparação foi lavada trocando-se a solução nutriente do reservatório uma vez (washout) e, 

após 5 min, foram produzidas curvas concentração-resposta para Ang II.  

Outros experimentos foram realizados usando a bis-indolil-maleimida IX (ou mesilato 

de RO-31-8220, 20µM) para inibir a PKC ou o PD98057 (10 µM) para inibir a MEK1 e 

consequentemente a fosforilação de ERK1/2 (ou MAPK P42/44). 

Os dados de contratilidade foram registrados em miliNewtons de tensão produzida por 

milímetro de artéria (mN/mm) e expressos em média ± erro padrão da média e estes valores 

foram modelados usando a equação de Hill-Langmuir de três parâmetros: 

 

 A análise estatística foi feita pelo teste t de Student ou análise de variância (ANOVA) 

de uma via, quando apropriado. Assumiu-se p < 0,05 como estatisticamente significativo e “n” 

foi considerado o número de animais. 

Para os experimentos bioquímicos, todo o leito arterial mesentérico foi limpo em placa 

de Petri e as amostras foram acondicionadas em tubos cônicos do tipo Eppendorff de 1,5 mm 

e congeladas com nitrogênio líquido. Em seguida estas amostras foram pulverizadas sobre 

uma base de aço usando um martelo. O conteúdo transformado em pó foi transferido para o 

mesmo tubo contendo tampão de lise (100-200 µL) e todo o procedimento foi realizado de 

modo semelhante ao descrito no tópico 3.1.3. 
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Figura 2. Fotografia de um leito mesentérico de camundongo. Leito inteiro ligado ao intestino e 
protegido pelos tecidos adiposo conectivo, linfático e pela membrana peritoneal (à esquerda) e árvore 
arterial isolada (à direita), na qual foram realizadas as análises funcionais e bioquímicas. 

3.2.4 Protocolo de recrutamento de beta-arrestina in situ 

Para mensurar a participação da beta-arrestina 1 e 2 na contratilidade para Ang II nos 

segmentos das artérias mesentéricas isoladas dos animais saudável e diabético foi realizado o 

seguinte protocolo: 

1 – Após a normalização e testes de viabilidade da preparação usando KCl 90 mM, cada 

preparação foi estimulada com veículo ou TRV027 (1 nM) durante 15 min. Depois a 

preparação foi lavada uma vez com solução nutriente. 

2 – Após decorridos 5 min da lavagem, nas preparações previamente primadas com 

veículo ou TRV027, foram produzidas curvas cumulativas concentração-resposta para Ang II. 

3.2.5 Protocolo de taquifilaxia 

Considerando que a taquifilaxia é a perda de resposta após sucessivos estímulos 

(KHAIRALLAH et al., 1966b; WALTER; BASSENGE, 1969; MOORE; KHAIRALLAH, 1976), mediu-

se a magnitude de taquifilaxia para resposta contrátil em artérias mesentéricas de animais 

db/+ e db/db; que é o modelo de aumento natural de proteínas O-gluconaciladas. O protocolo 

foi adaptado de Paiva e colaboradores (PAIVA et al., 1976). Após estabilizados, cada anel foi 

estimulado para 10 nM de Ang II, que é a concentração que aproximadamente corresponde a 

EC50 para contração, sendo este dado observado previamente nas curvas cumulativas 

concentração-resposta. 
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Então, sucessivos estímulos foram promovidos adicionando Ang II (10 nM) às cubas e 

lavando-se a preparação assim que a resposta máxima fosse alcançada, aguardando-se 5 min 

até o estímulo subsequente. Sendo assim, a Rmax do primeiro estímulo foi considerada como 

100% de resposta e, em razão deste Rmax, foi calculada a perda de resposta aos estímulos 

subsequentes. 

3.2.6 Protocolo de dessensibilização 

Para medir a taxa de dessensibilização do AT1R para a resposta contrátil, os anéis de 

artéria mesentérica foram estimulados a produzir um tônus para 100 nM de Ang II, que é a 

concentração necessária para atingir a resposta máxima. A partir de então, mediu-se o tempo 

necessário para a perda de 50% da contração gerada (tempo de decaimento). 

3.2.7 Medidas de contratilidade em anéis isolados de artéria mesentérica na 

presença de inibidores de quinases 

Para investigar a participação de quinases no aumento de eficácia para Ang II nas 

artérias dos animais com aumento de proteínas modificadas por O-GlcNAc (db/db), 

investigou-se a resposta da Ang II inibindo duas das principais quinases efetoras da sinalização 

do AT1R: a PKC e as MAP quinases ERK 1/2. Para isso, foram usados os inibidores mesilato de 

RO-31820 (ou bisi-indolilmaleimida I; Tocris 2002/10) e do PD98059 (Tocris 1213), 

respectivamente. O tempo de incubação do RO-318220 foi de 30 min e o do PD98059 foi de 

60 min. A partir de então, foram construídas curvas cumulativas para Ang II conforme 

previamente descrito.  

3.2.8 Efeito do quelante de cálcio intracelular, BAPTA-AM para reduzir o conteúdo 

citoplasmático de íons cálcio disponível para produzir a contração 

Para investigar a participação do Ca++ citoplasmático no aumento de contratilidade 

para Ang II em artérias mesentéricas dos animais db/db, foi usado como quelante de cálcio 

citosólico; o éster do ácido bis-aminofenoxietano-tetracético - BAPTA-AM (Invitrogen B6769, 
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10 µM por 30 min), composto permeável através da membrana e que, ao sofrer ação das 

esterases, é ativado e captura o cálcio citoplasmático. 

Após estabilização das preparações e tratamento com veículo ou BAPTA, foram 

produzidas curvas concentração-resposta para Ang II. 
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5 RESULTADOS   

5.1 Padronização do sistema: o inibidor da OGA promoveu aumento de O-
gluconacilação em proteínas intracelulares de célula HEK293T 

Após tratar as células HEK293T com TMG por 16 h em privação de SFB, os extratos 

proteicos foram submetidos ao protocolo de imunoblot e a análise foi feita pela razão 

densitométrica entre a marcação de proteínas totais modificadas por O-GlcNAc e do GAPDH 

como controle endógeno. Assim, para a condição controle a média foi de 1,5 ± 0,2 unidades 

arbitrárias (UA) e de 7,7 ± 1,7 UA para as células tratadas com TMG (p < 0,05; teste U de Mann-

Whitney; n = 6). Nestas mesmas amostras foram marcados os conteúdos proteicos totais para 

algumas proteínas importantes para a sinalização do AT1R. Não foi observada diferença 

estatística no conteúdo de GRK2 (0,27 ± 0,06 UA no controle e 0,29 ± 0,06 UA no grupo TMG) 

ou de beta-arrestina 1 e 2 (0,49 ± 0,07 UA e 0,40 ± 0,09 UA no grupo TMG) ou PKC-delta (1,48 

± 0,5 UA e 1,48 ± 0,7 UA, respectivamente; figura 2). 
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Figura 3. Imagens e gráficos representativos das medições por imunoblot de conteúdo proteico 
citosólico de células HEK293T mantidas em meio de cultura, com privação de soro fetal bovino e na 
presença de veículo (água) ou do inibidor TMG (1 µM, 16-18 h). Conteúdo global de proteínas O-
gluconaciladas (A e B) e de efetores da via do AT1R, como (C) GRK2, (D) beta-arrestina 1 e 2, (E) Proteína 
quinase do tipo C-delta, e das principais enzimas relacionadas com a O-gluconacilação: (F) O-GlcNAc-
ase OGA e (G) O-GlcNAc-transferase, OGT. Os valores estão expressos em média ± erro padrão da 
média (em unidades arbitrárias) da divisão de valores absolutos de densitometria das bandas da 
proteína de interesse pelo normalizador (GAPDH ou beta-actina); (*) p < 0,05. Teste estatistico U de 
Mann-Whitney; n = 8 experimentos independentes. 
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5.2 A magnitude da fosforilação de ERK por diferentes agonistas do AT1R é maior em 
células com aumento de proteínas O-gluconaciladas 

Inicialmente, para controle do protocolo, foi observado que células HEK293T que não 

expressam o AT1R não produziram o padrão típico de aumento de fosforilação de ERK em 

resposta a concentração de 100 nM do agonista Ang II (dados não mostrados), que é 

teoricamente a concentração necessária para ativar 98% dos AT1R. 

Antes dos estímulos, observou-se que células HEK293T que expressam estavelmente 

o AT1R, sendo elas tratadas com veículo ou com TMG, apresentaram o mesmo nível basal de 

fosforilação de ERK baixo [basal significa tempo = 0 min e a quantificação = 1 unidade arbitrária 

(UA)]. Foi observado que nas células controle a Ang II produziu aumento na fosforilação de 

ERK 1/2 imediatamente após 1 min de estímulo (2,66 ± 0,45 UA; p < 0,05), que posteriormente 

diminuiu no tempo de 2 min (1,7 ± 11 UA) e aumentou, numa segunda onda de fosforilação 

mais fraca, em 5 min (2,2 ± 0,5 UA), voltando aos valores basais nos tempos posteriores. Por 

outro lado, as células previamente tratadas com TMG (que apresentavam aumento de O-

GlcNAc) mostraram um perfil semelhante de fosforilação de ERK 1/2 para Ang II, porém com 

valores de fosforilação de ERK 1/2 maiores que no controle. Em ambos os casos o sinal se 

manteve maior que o basal até o tempo de 5 min (figura 3A).  

Um conjunto semelhante de experimentos foi feito, desta vez ativando o AT1R com o 

agonista tendencioso para a via da beta arrestina, o TRV027 a 100 nM, que também foi usado 

na concentração que teoricamente promoveria a ativação total dos AT1R. Neste caso, o perfil 

de fosforilação no grupo controle teve resposta máxima mais tardiamente (2 min; 2,7 ± 0,7 

UA, figura 3B), retornando ao nível basal a partir de 10 min de estímulo com TRV027. 

Novamente, no grupo TMG a fosforilação de ERK 1/2 ocorreu em maior proporção, podendo-

se visualizar em 2 min de estímulo (4,7 ± 1,3 UA; p < 0,05) e, neste caso, não retornou ao valor 

basal até o tempo de 20 min. 
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Figura 4. Imagens de imunoblot e gráficos da relação tempo-efeito da cinética de fosforilação de ERK 
1/2 em células tratadas com TMG (1 µM, 16-18 h) (quadros azuis) ou veículo (círculos pretos), e 
posteriormente estimuladas com (A) angiotensina II (n = 8), agonista balanceado e endógeno dos AT1R 
ou (B) TRV027 (n = 6), agonista do AT1R que não ativa as proteínas Gαq/α11, mas ativa a via da beta-
arrestina 1 e 2; (*) p < 0,05; teste t de Student. 

5.3 A mobilização de cálcio intracelular é maior em células com aumento de 
proteínas O-gluconaciladas 

Células HEK293T expressando estavelmente o AT1R quando estimuladas com Ang II 

mostraram aumento transitório (ou transiente) de [Ca++]i, de forma dependente de 

concentração (figura 4A), sendo estes valores apresentados em unidades de fluorescência 

(RFU). A fluorescência máxima do sistema produzida pelo ionóforo de cálcio (ionomicina 10 

µM) foi igual nos grupos controle e TMG (1920 ± 699 RFU e 1802 ± 669 RFU, respectivamente; 

p = 0,06; figura 4B). Na análise da sigmoide das curvas representativas das células tratadas 

com TMG a potência (pEC50 ou pD2) não foi significativamente maior que no grupo controle, 

mas a eficácia (Rmax) para o sinal de cálcio foi maior no grupo TMG. Os valores encontrados 

foram 18,6 ± 1,5 RFU no controle e 32,2 ± 3,0 RFU no grupo TMG (p < 0,05; figura 4C).  
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Figura 5. Mobilização de cálcio citosólico induzida por angiotensina II: (A) Gráfico temporal que 
representa a área sob a curva de fluorescência (AUC) após aplicação de veículo (solução de Hanks) ou 
Ang II a 100 nM. (B) Capacidade máxima do sistema em internalizar cálcio estimulada pelo ionóforo de 
cálcio ionomicina (10 µM) em células tratadas com TMG (azul) ou veículo (branco) e (C) gráfico das 
curvas concentração-resposta, não cumulativas para Ang II realizadas em células controle (círculos 
pretos) ou tratadas previamente com TMG (quadros azuis), sendo que cada ponto desta sigmoide 
representa o valor de área sob a curva de cada concentração de Ang II aplicada. Dados expressos em 
média ± erro padrão da média. Os valores de pEC50 e Rmax foram obtidos na sigmoide, usando a 
equação de Hill-Langmuir com análise de 3 parâmetros. (*) p < 0,05; teste t de Student; n = 8 
experimentos independentes. 

 

Como controle do protocolo, células não-transfectadas com o AT1R e estimuladas com 

Ang II ou células HEK-AT1 estimuladas por TRV027 não apresentaram sinal de fluorescência 

(dados não mostrados). 

5.4 A fosforilação de ERK 1 e 2 se mantém aumentada em células tratadas com um 
inibidor da ativação da proteína G 

Após tratar as células HEK-AT1 com TMG, um outro conjunto de experimentos foi 

realizado. Desta vez foi usado 1 µM do inibidor de Gαq, YM-258490, por 30 min. Em seguida, 

ativou-se o AT1R com Ang II (100 nM). Como esperado, o disparo inicial da fosforilação de ERK 

foi mais sutil. Outrossim, a magnitude da fosforilação se manteve maior em células tratadas 
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com TMG, sendo a diferença máxima ocorrida no tempo de 5 min, 1,21 ± 0,20 UA para o 

controle e 2,57 ± 0,49 UA (p < 0,05; n = 4) para o grupo tratado com TMG (figura 5). 
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Figura 6. Imagem de imunoblot (superior) e gráfico tempo-efeito (inferior) da cinética de fosforilação 
de ERK 1 e 2 em células tratadas com TMG (1 µM, 16-18 h) (quadros azuis) ou veículo (círculos pretos), 
mantidas por 30 minutos na presença de YM-254890 e posteriormente estimuladas por 100 nM de 
angiotensina II. (*) p < 0,05; teste t de Student. n = 4 experimentos independentes.  

5.5 A densidade de AT1R em células HEK293T permaneceu constante com o aumento 
de proteínas O-gluconaciladas 

O rastreamento usando a relação antígeno-anticorpo das sequências FLAG 

extracelulares no AT1R nas células HEK293T mostrou valores iguais tanto para células não-

tratadas quanto para as tratadas com TMG. Usou-se a razão do sinal de FLAG (marcador do 

AT1R) por sinal de DAPI (marcador de núcleos celulares) e a média foi de 11 ± 0,6 UA no 

controle e 12 ± 0,7 UA no grupo TMG (p = 0,7; n = 3). 
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Figura 7. Gráfico de barras expressando a razão entre o sinal de quimiluminescência que quantifica o 
anticorpo anti-FLAG e a fluorescência característica de material nuclear de células pela incorporação 
de 4-6-diamidino-2-fenilindil (DAPI) em unidades arbitrárias (p = 0,07; teste de Wilcoxon). n = 3 
experimentos independentes. 

5.5 A cinética de internalização do AT1R se manteve igual em células com aumento 
de proteínas O-gluconaciladas 

Nas células HEK293T, desta vez transfectadas transientemente com plasmídeos 

codificadores dos sensores de bioluminescência AT1 (Rluc II) + kRAS (GFP) e estimuladas com 

os agonistas do AT1R (Ang II e TRV027), foi determinada a razão entre a variação do sinal de 

bioluminescência (ΔBRET2) pelo tempo após os estímulos. Assim, após 25 min (1550 

segundos) a variação do sinal característico de internalização do receptor induzido por Ang II 

ou TRV027 (100 nM) foi semelhante nestes dois grupos; sendo -0,51 ± 0,05 (Ang II) e -0,6 ± 

0,06 (TRV027) e se manteve igual em células tratadas com TMG (respectivamente, -0,52 ± 0,02 

e -0,58 ± 0,05). 
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Figura 8. Gráfico temporal do sinal de bioluminescência de internalização do AT1R pelos dois ligantes: 
Ang II (círculos) ou TRV027 (quadros) na condição controle ou após tratamento com TMG (círculos azuis 
para angiotensina II e quadros verdes para TRV027). Os agonistas foram introduzidos no tempo 0 s. A 
redução dos valores representa o afastamento do AT1R-Rluc II do sensor de membrana k-RAS-rGFP N 
= 3 experimentos independentes, p > 0,05.  

5.6 O recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 pelo AT1R não foi modificado pelo 
aumento de O-GlcNAc 

Conforme descrito na seção dos métodos contendo protocolos para sensores 

bioluminescentes, este conjunto de experimentos destinou-se a investigar se o aumento de 

proteínas modificadas por O-GlcNAc direcionava a seletividade funcional de sinalização do 

AT1R, alterando o recrutamento das duas arrestinas principais desta via. Como observado 

(figura 8), a Ang II foi mais potente e mais eficaz que o TRV027 para o recrutamento de beta-

arrestina 1 e de beta-arrestina 2. O tratamento das células com TMG para elevar o conteúdo 

de O-GlcNAc não modificou nem a eficácia nem a potência de recrutamento de beta arrestina 

1/2 para a Ang II ou para o TRV027. 
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Figura 9. Recrutamento de beta-arrestina pelo AT1R ativado em células HEK293T que foram tratadas 
com thiamet G (TMG) ou veículo e estimuladas por 15 minutos com diferentes concentrações de 
angiotensina II (Ang II) ou do agonista tendencioso para recrutamento de beta-arrestina, TRV027 
(TRV). Razões de BRET para beta-arrestina 1 (superior) ou para beta-arrestina 2 (inferior). Dados 
expressos em média ± erro padrão da média. O aumento da razão de BRET significa afastamento dos 
biossensores (de membrana e de beta-arrestina): n = 3 experimentos independentes.  

5.8 A ativação da proteína quinase C (PKC) pelo AT1R não foi modificada pelo 
aumento de O-GlcNAc 

Inicialmente, as células HEK293T transfectadas com o sensor de BRET para PKC, 

tratadas com veículo ou TMG (1 µM por 16-18 h) foram estimuladas com Ang II ou TRV027 

(100 nM). Então, as placas foram monitoradas por 20 min para investigar a ativação temporal 

de PKC conforme previamente descrito. 

O que foi observado na cinética temporal é que a Ang II foi mais eficaz na ativação de 

PKC que o TRV02 (64,3 ± 0,86 UA e 10,1 ± 0,7 UA, respectivamente; n = 3) e não houve 
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diferença significativa após o tratamento com TMG seja para Ang II (50,13 ± 0,19 UA) ou para 

o TRV027 (7,0 ± 0,49UA; figura 9A). 
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Figura 10. Ativação de proteína quinase C (PKC) decorrente da ativação do AT1R em células HEK293T 
que foram tratadas com thiamet G (TMG) ou veículo e estimuladas por 15 min com diferentes 
concentrações de angiotensina II (Ang II) ou do agonista para recrutamento de beta-arrestina, TRV027 
(TRV). Razões de BRET cinético (superior) ou dependente de concentração (inferior). Dados expressos 
em média ± erro padrão da média. O aumento da razão de BRET (∆BRET2) significa a ativação da 
proteína recombinante GFP-PKC-c1b-Rluc pelo DAG formado após a ativação do AT1R: n = 3 
experimentos independentes. 

5.7 Caracterização do modelo de aumento espontâneo de proteínas O-
gluconaciladas 

Comparando os camundongos heterozigotos (db/+) e os homozigotos (db/db) foi 

observado aumento da massa corporal (27 ± 0,8 g e 55 ± 0,8 g, respectivamente; p < 0,05, n = 
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17) e aumento da glicemia no sangue da cauda no momento da eutanásia (174 ± 6 mg/dL e 

244 ± 12 mg/dL; p < 0,05, n = 17). O extrato proteico destas artérias também mostrou que o 

conteúdo de proteínas modificadas por O-GlcNAc nos animais db/db é maior (3,06 ± 0,5; p < 

0,05; N = 4) que nos animais db/+ (2,24 ± 0,4; figura 10). 

 

Figura 11. Caracterização do modelo animal de aumento de proteínas O-gluconaciladas. (A) 
quantificação da massa corporal e (B) da glicemia de cauda imediatamente anterior a eutanásia. (C) 
Imagem do leito mesentérico exposto em uma placa de Petri para dissecção no microscópio 
estereotáxico, (D e E) conteúdo de proteínas modificadas por O-GlcNAc nestas artérias, medidas por 
imunoblot (*) p < 0,05; teste t de Student, n = 4-17 animais. 

 

Inicialmente, a resposta contrátil dos segmentos arteriais foi testada usando cloreto 

de potássio (KCl 30-120 mM) como agente despolarizante e o platô da resposta máxima 

ocorreu para a concentração de 90 mM, sendo semelhantes para as artérias dos animais db/+ 

1,84 ± 0,36 mN e para as artérias de db/db 1,62 ± 0,42 mN (p > 0,05, n = 8-10). 
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Figura 12. Capacidade contrátil de segmentos de artérias mesentéricas isoladas de animais 
heterozigotos (db/+) e homozigotos (db/db), submetidas a despolarização produzida por 
concentrações cumulativas de cloreto de potássio (KCl). (A) gráfico concentração-resposta, (B) registros 
representativos e (C) razão entre a tensão produzida por cada anel de artéria mesentérica no platô (KCl 
90 mM) e o comprimento longitudinal da artéria montada na preparação (miliNewtons/milímetro). 
Teste t de Student, p > 0,05; n = 8 experimentos independentes. 

 

Após este protocolo, e obedecendo o critério de inclusão no estudo (contração maior 

que 1 mN/mm para KCl 90 mM), os anéis de artérias mesentéricas foram testados com um 

tônus promovido por fenilefrina (1 µM), seguido de relaxamento para acetilcolina (10 µM). 

Após lavagens e uma nova estabilização da preparação por 20 min, foram realizadas 

estimulações com Ang II. As curvas cumulativas concentração-resposta demonstraram maior 

eficácia (Rmax) para Ang II em artérias de animais db/db (2,0 ± 0,2 mN/mm) em comparação 

a artérias dos animais db/+ (1,25 ± 1,0 mN/mm). A potência (pEC50) não foi diferente entre os 

dois grupos (8,0 ± 0,2). 
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Figura 13. Registros representativos de curvas cumulativas concentração-resposta para angiotensina 
II em (A) artérias mesentéricas isoladas de animais db/+ (superior) ou db/db (inferior) e (B) gráfico 
expressando a eficácia da angiotensina II de acordo com os registros. (*) p < 0,05; teste t de Student; n 
= 8-9 experimentos independentes. 

5.8 O recrutamento de beta-arrestina pelo TRV027 reduziu a resposta para Ang II em 
magnitude igual nos animais db/+ e db/db 

Conforme explicitado anteriormente, a estratégia para reduzir a participação da beta-

arrestina na ativação do AT1R foi introduzir 1 nM de TRV027 nas preparações de anéis de 

artéria mesentérica por 15 min. Como esperado, não houve mudança no tônus. Então, as 

preparações foram lavadas uma vez e após 5 min as curvas cumulativas concentração-

resposta para Ang II foram produzidas. 

Reproduzindo o fenômeno observado previamente e descrito na seção anterior, curvas 

cumulativas concentração-resposta para Ang II após lavagem (wo) se mostraram com 

aumento de eficácia nas artérias mesentéricas de animais db/db, sem aumento significativo 

da pEC50. Conforme esperado, após primar as artérias com TRV027 (1 nM por 15 min), o Rmax 

para Ang II diminuiu tanto nas artérias dos animais db/+ (respectivamente de 1,53 ± 0,11 

mN/mm para 0,79 ± 0,11 mN/mm; p < 0,05; n = 7) quanto nas artérias dos animais db/db (de 

1,8 ± 0,19 mN/mm para 0,77 ± 0,28 mN/mm; p < 0,05; n = 7; figura 13). 
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Figura 14. Contratilidade para angiotensina II após tratamento in situ das preparações com veículo ou 
TRV027 (1 µM, 15 min) para recrutar a beta-arrestina 1/2 seguida de uma lavagem da preparação 
(washout - wo). (A) Gráfico das curvas cumulativas concentração-resposta em artérias isoladas de 
animais db/+ ou (B) de animais db/db; n = 7 animais. 

 

Outro fato observado neste caso foi que a pEC50 da Ang II não caiu de forma 

significativa após o tratamento com TRV027 nas artérias de animais controle db/+ ou db/db, 

como descrito na tabela 2. 

 

 db/+ + wo db/db + wo db/+ + TRV027 + wo db/db + TRV027 + wo 

Rmax 

(mN/mm) 

1,4 ± 0,08 2,12 ± 0,15* 0,80 ± 0,11 0,77 ± 0,28 

pEC50 8,2 ± 0,14 8,2 ± 0,15 7,7 ± 0,10* 8,0 ± 0,20 

 

Tabela 2. Parâmetros farmacológicos de eficácia (Rmax) e potência (pEC50) extraídos das curvas 
concentração-resposta para angiotensina II após uma lavagem da preparação, seja na condição 
controle (wo = washout) ou após tratamento in situ com TRV027 por 15 minutos seguido de uma 
lavagem (TRV027 + wo) em segmentos de artérias mesentéricas de animais db/+ e db/db. Os valores 
expressos correspondem à média ± erro padrão da média de resposta máxima em miliNewtons por 
milímetro de artéria (Rmax mN/mm) ou da pEC50 e analisadas pela ANOVA de uma via seguida do 
teste de Tukey (*) p < 0,05; n = 7 experimentos independentes. 
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5.9 A dessensibilização da resposta contrátil para Ang II é maior em artérias de 
animais db/db, mas a resposta taquifilática é semelhante 

Após estimular as preparações com Ang II na concentração necessária para alcançar a 

Rmax (100 nM) observou-se uma contração tônica e, a partir desta resposta, foi contabilizado 

o tempo de decaimento. Em artérias dos animais controle (db/+) o tempo necessário para 

decaimento do Rmax em 50% (T 1/2) foi de 139 ± 19 s e em artérias de animais db/db, mesmo 

com a maior contração (como demonstrado anteriormente nas curvas cumulativas), a perda 

de contratilidade foi mais rápida: 74 ± 12 s (p < 0,05; n = 6). 
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Figura 15. Dessensibilização de resposta contrátil para angiotensina II. Registro representativo do 
protocolo (superior) demonstrando o estímulo (Ang II), a resposta máxima (Rmax) e o ponto 
representativo do decaimento médio da resposta contrátil (T1/2). A viabilidade da preparação 
dessensibilizada foi testada acrescentando a mesma concentração de fenilefrina (100 nM). 
Representação gráfica (inferior) do valor de T1/2 para artérias dos animais db/+ e db/db. Os dados estão 
expressos em média ± erro padrão da média do tempo de decaimento da resposta máxima (T1/2 Rmax) 
em segundos (s). (*) p < 0,05; teste t de Student; n = 6 experimentos independentes. 

O protocolo de taquifilaxia foi adaptado de trabalho publicado por Paiva e 

colaboradores (PAIVA et al., 1976). Foi explorada a perda de resposta contrátil decorrente de 

sucessivos estímulos com Ang II em uma concentração próxima a metade da Rmax obtida nas 

curvas cumulativas (EC50 na ordem de 10 nM). Neste caso, foi observada redução de resposta 

máxima (relativa ao primeiro estímulo) nas artérias mesentéricas de animais db/+ e db/db. 

Como apresentado na figura 15, as artérias dos animais db/+ e db/db demonstraram uma 

importante perda de resposta para Ang II a partir do segundo estímulo. 
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Figura 16. Resposta taquifilática para angiotensina II (Ang II) em artérias mesentéricas de animais db/+ 
e db/db. Registro representativo (superior) do protocolo com 5 estímulos sequenciais de Ang II e um 
para fenilefrina, para testar a viabilidade da preparação e representação gráfica (inferior) da fração 
de resposta máxima (Rmax) em relação ao primeiro estímulo (1,0). (w) = lavagem da preparação. 
Dados expressos em média ± erro padrão da média; n = 3-4 experimentos independentes. 
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5.10 Experimentos funcionais usando inibidores de quinases que participam da 
contratilidade induzida por Ang II 

 Foram usados dois inibidores de quinases objetivando aferir a participação da ERK 1/2 

fosforilada e da PKC no aumento de eficácia da Ang II nas artérias dos animais db/db em 

relação as artérias dos db/+. Inicialmente, usou-se o inibidor de fosforilação de ERK, que na 

verdade atua inibindo a ação enzimática da MEK1 e MEK2, que são as quinases ativadoras da 

ERK 1 e 2, o PD98059 (KITOS; CHOI; CORNELL, 2006; FAHRENHOLZ et al., 2009; GIACHINI et 

al., 2010) a 10 µM por 1 h antes de produzir a contração para Ang II. Em um outro conjunto 

de experimentos, o RO-31 8220 (BELTMAN; MCCORMICK; COOK, 1996; AMOBI; SUGDEN; 

SMITH, 1999) a 1 µM por 30 min foi usado para inibir a PKC. 

O resultado foi que, ao se comparar com as artérias tratadas com veículo, a inibição da 

fosforilação de ERK 1 e 2 não aumentou a contratilidade para Ang II em animais db/+ (figura 

17, tabela 3) de 0,95 ± 0,1 mN/mm para 1,36 ± 0,1 mN/mm (respectivamente, veículo e  

PD98057; p >  0,05; n = 4) e manteve a eficácia da Ang II nas artérias de animais db/db maior 

que nas artérias dos animais db/+, sendo 1,6 ± 0,1 mN/mm no grupo db/db +veículo e 1,8 ± 

0,30 no grupo db/db + PD98057 (P < 0,05; n = 4). 
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Figura 17. Gráfico de reatividade vascular para angiotensina II em animais db/+ e db/db. Participação 
da fosforilação de ERK 1/2 usando 10 µM do inibidor PD98059. As comparações foram feitas entre 
db/db veículo e db/db tratado in situ pela ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey (p > 0,05), n = 
4 experimentos independentes. 

 db/+ + vei db/db + vei db/+ + PD98057 db/db + PD98057 

Rmax (mN/mm) 0,95 ± 0,11 1,6 ± 0,15 1,36 ± 0,12 1,75 ± 0,30* 

pEC50 8,7 ± 1,3 8,6 ± 0,6 8,5 ± 0,70 8,5 ± 0,1,1 

Tabela 3. Descrição dos valores de eficácia (Rmax) e potência (pEC50) da angiotensina II (Ang II) em 
artérias mesentéricas de camundongos db/+ e db/db previamente tratadas com veículo (vei; DMSO 
0,001%) ou com 10 µM do inibidor de fosforilação de ERK 1/2, PD98057. (*) p < 0,05; ANOVA de uma 
via seguida do teste de Tukey, n = 4 experimentos independentes. 

 

Desta vez, usando o inibidor da PKC (figura 18) não foi observada alteração na eficácia 

da Ang II nas artérias isoladas dos animais controle (db/+), sendo o Rmax igual a 1,0 ± 0,1 

mN/mm (veículo) e 1,0 ± 0,2 mN/mm nas artérias tratadas com RO-31 8220 (P > 0,05; n = 4). 

Do mesmo modo, foi observado nas artérias dos animais db/db tratados com veículo o Rmax 

igual a 1,9 ± 0,2 mN/mm (p < 0,05; tabela 4) e nas artérias de db/db tratadas com RO-31 8220 

o valor de 1,34 ± 0,4 mN/mm (p > 0,05; n = 4). 
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Figura 18. Participação da proteína quinase do tipo C (PKC) na eficácia da angiotensina II (Ang II) em 
artéria mesentérica de camundongos db/+ e db/db. Preparações tratadas in situ com 1 µM de RO-31 
8220. As comparações foram feitas pela ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey (p < 0,05), n = 4 
experimentos independentes. 

 

 db/+ + vei db/db + vei db/+ + RO-31 8220 db/db + RO-31 8220 

Rmax 

(mN/mm) 

1,4 ± 0,08 2,12 ± 0,15* 0,80 ± 0,11 0,77 ± 0,28 

pEC50 8,7 ± 0,9 8,2 ± 0,7 8,1 ± 1,9 7,8 ± 1,1 

Tabela 4. Descrição dos valores de eficácia (Rmax) e potência (pEC50) da angiotensina II (Ang II) em 
artérias mesentéricas de camundongos db/+ e db/db previamente tratadas com veículo (vei; DMSO 
0,001%) ou com 1 µM do inibidor da proteína quinase do tipo C (PKC), R0-31 8220. (*) p < 0,05; ANOVA 
de uma via seguida do teste de Tukey, n = 4 experimentos independentes. 

5.11 O quelante de cálcio intracelular reduziu a contratilidade de artérias de animais 

db/db  

Para investigar a participação da [Ca++]i no aumento de resposta contrátil para Ang II, 

foram realizados experimentos primando as preparações de artéria mesentérica com BAPTA-

AM (10 µM por 30 min), um quelante de íons cálcio permeável à membrana plasmática e 

dependente da ação de esterases citoplasmáticas. Após este tratamento, foram produzidas 
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curvas cumulativas concentração-resposta para Ang II (figura 17).  Neste caso, foi observado 

que a Rmax para Ang II foi reduzida apenas no grupo db/db, que passou de 1,70 ± 0,3 mN/mm 

(veículo) para 0,82 ± 0,1 mN/mm nas artérias primadas com BAPTA-AM (p < 0,05; n = 4).  Os 

valores de pEC50 se mantiveram iguais nas artérias de animais db/+ e db/db (8,2 e 8,1, 

respectivamente). 
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Figura 19. Curvas cumulativas concentração-resposta para angiotensina II (Ang II) na presença de 
BAPTA-AM (10 µM) ou veículo em artérias mesentéricas de camundongos db/+ e db/db. Registro 
representativo (superior) da contração de artérias de animais db/+ (esquerda) e db/db (direita), na 
presença deste quelante de cálcio citoplasmático e gráfico (inferior) expressando a média ± erro padrão 
da média das contrações produzidas por Ang II em preparações tratadas com veículo ou BAPTA. (P < 
0,05; N = 4). 
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6 DISCUSSÃO 

 6.1 A fosforilação promovida pelo AT1R é potencializada pelo aumento global de O-
gluconacilação de proteínas intracelulares 

O entendimento das repercussões decorrentes do aumento da O-gluconacilação de 

proteínas nos processos de sinalização celular é um tema emergente porque guarda relação 

com a fisiopatologia e o tratamento farmacológico de diversas doenças, principalmente 

hipertensão, diabetes, Alzheimer e inflamação (ZHU; HART, 2021). Então, como os GPCRs são 

estruturas bioquímicas capazes de regular diversas funções fisiológicas, principalmente no 

sistema cardiovascular, (CALEBIRO et al., 2020) uma relação entre os mecanismos de 

transdução de sinal do AT1R ativado em meio a alterações pós-traducionais de O-

gluconacilação de proteínas traz informações relevantes sobre a eficácia de fármacos que 

atuam nestas condições ou, a elegibilidade de estratégias terapêuticas.  

Tendo em mãos o conjunto de dados aqui apresentados, pode-se afirmar que há uma 

relação funcional entre o conteúdo aumentado de proteínas modificadas por O-GlcNAc e a 

sinalização promovida pelo AT1R, cujos principais fenômenos são o aumento da eficácia de 

dois agonistas deste receptor: Ang II e TRV027 para a ativação das quinases ERK 1 e 2 e o 

aumento da geração do principal mensageiro secundário da via do AT1R, o Ca++. Todavia, 

outros fenômenos esperados não se comprovaram, como as alterações que resultariam em 

redução de fosforilação, mudanças nos padrões de recrutamento de beta-arrestina ou na 

cinética de dessensibilização do AT1R.  

Inicialmente, construímos uma curva tempo-efeito de fosforilação de ERK para inferir 

o perfil temporal de sinalização do AT1R (AHN et al., 2004b; KITOS; CHOI; CORNELL, 2006), a 

fim de se obter uma visão geral acerca de efeitos fisiológicos relacionados ao AT1R, porque a 

ERK 1/2 fosforilada se relaciona com respostas metabólicas, genômicas (JANKNECHT et al., 

1993) e contráteis do músculo liso de artérias (EPSTEIN et al., 1997; TOUYZ et al., 2018), dentre 

outros sinais gerados pelo AT1R (WIMMER; BACCARINI, 2010; BALAKUMAR; JAGADEESH, 

2014) incluindo a participação das proteínas G ou beta-arrestina na transdução de sinal 

intracelular (TOHGO et al., 2002; WEI et al., 2003; LUTTRELL et al., 2019). Porém, os nossos 
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primeiros experimentos contrariaram o que se imaginava, à priori. Considerava-se até então 

a lógica estequiométrica na qual o aumento de proteínas O-gluconaciladas diminuiria a 

magnitude de fosforilação da ERK 1/2 porque a molécula de N-acetil-glucosamina ocuparia 

resíduos de serina e treonina de diversas proteínas sinalizadoras, inclusive da ERK 1/2, 

reduzindo assim a eficiência catalítica das quinases que fosforilam a ERK 1/2 (MEK 1/2, PKC), 

conforme postulado por Hart e colaboradores (HOLT; HART, 1986; HOLT et al., 1987; WANG; 

GUCEK; HART, 2008; HART et al., 2011), reduzindo a eficácia da Ang II e do TRV027. Portanto, 

paradoxalmente, o contrário também tem sido observado por diversos laboratórios, isto é, há 

sistemas biológicos nos quais a O-gluconacilação pode não interferir negativamente na 

fosforilação ou, até mesmo, potencializar o processo catalítico de quinases (WANG; GUCEK; 

HART, 2008; LENEY et al., 2017). O que observamos neste estudo parece estar relacionado à 

aumento na exposição molecular de proteínas para ação de quinases, alterações no tráfego 

ou na capacidade catalítica destas enzimas, superativação de fosfatases, redução em 

mecanismos contra-regulatórios ou aumento do conteúdo de moléculas que contribuem com 

a sinalização intracelular como a [Ca++]i, o ATP e seus derivados.  

Outra observação interessante é que o tratamento com TMG não alterou a razão entre 

o sinal de imunoblot da ERK fosforilada pela ERK total, previamente aos estímulos com os 

agonistas Ang II ou TRV027, permitindo compreender que a resposta alterada se observa na 

cascata de sinalização celular e não em uma condição basal. Pelo contrário, o grupo da Dra. 

Nishihara (Tokio) encontrou aumento de fosforilação de ERK em células tronco embrionárias 

murinas após deleção gênica transiente da OGT e consequente redução do conteúdo de 

proteínas O-gluconaciladas. Neste caso específico, além destas células embrionárias serem 

metabolicamente mais ativas que outros tipos celulares como a HEK293T ou células de 

músculo liso, a estratégia de reduzir ou aumentar (no nosso caso) o conteúdo global de O-

GlcNAc não demonstrará fenômenos antagônicos para cada condição. 

Do ponto de vista mecanístico, uma MAP quinase como a ERK 1/2 é ativada por uma 

sequência de interações proteína-proteína (PEARSON et al., 2001). No caso, a ERK 1/2 é 

fosforilada principalmente pela MEK1/2 (JANKNECHT et al., 1993; MURASAWA et al., 1998; 

CHANG et al., 2003; MOLINA; ADJEI, 2006) e de forma canônica, ativa o fator de transcrição 

Elk-1 para regular o funcionamento de células via transcrição de RNA mensageiro 

(MURASAWA et al., 1998) para traduzir proteínas, por exemplo, relacionadas ao 



 

76 
 

funcionamento neuronal (JANKNECHT et al., 1993), de citoesqueleto (PEARSON et al., 2001), 

de desenvolvimento embrionário (MIURA et al., 2018) e de patogênese tumoral (CHANG et 

al., 2003; MOLINA; ADJEI, 2006). Por isso a ERK fosforilada se relaciona a adaptações 

genômicas promovidas pelo AT1R. Mas outras quinases ativadoras da ERK, como a beta-

arrestina (SHENOY et al., 2006) e outras funções da ERK são frequentemente descritas.  

Na nossa observação, o aumento da magnitude de fosforilação de ERK em células 

tratadas com TMG representa uma exacerbação da sinalização do AT1R para gerar fatores 

adaptativos na célula sob condições de elevada taxa de O-GlcNAc, podendo até reduzir a 

potência de alguns antagonistas deste receptor; porém estas hipóteses devem ser exploradas 

em um outro estudo, construindo curvas concentração-efeito na presença de diferentes 

concentrações dos principais antagonistas do AT1R.  

Por outro lado, ao esmiuçar o fenômeno da fosforilação de ERK 1/2 induzida por Ang 

II, diversos laboratórios observaram o mesmo padrão de resposta, ou seja, um aumento 

transiente de fosforilação em curso temporal (KITOS; CHOI; CORNELL, 2006). O grupo do Dr. 

Lefkowitz ao usar RNA de interferência (SiRNA para beta-arrestina) evidenciou que o AT1R 

ativado pela Ang II, produz uma primeira onda de fosforilação mediada pela proteína G, que 

ativará a via da RAF/MEK para fosforilar ERK 1/2 (HINES; FLUHARTY; YEE, 2003) e, 

posteriormente, gera uma segunda sinalização, pela qual a beta-arrestina ativada fosforilaria 

diretamente a ERK 1/2 (AHN et al., 2004a, 2004b; KIM et al., 2009). Outros trabalhos 

mostraram também que no signalossoma do AT1R, a beta-arrestina 2 tem maior eficiência 

catalítica que a beta-arrestina 1 (WEI et al., 2003; AHN et al., 2004b). Isto significa que o sinal 

de ERK fosforilada por TRV027 parece ser por ação da beta-arrestina 2, que é a isoforma mais 

propensa a formar o endossomo de internalização abaixo do AT1R ativado.  

A maneira de inferir a sinalização promovida pelo AT1R quantificando a eficácia 

catalítica tem sido extensamente empregada. Murasawa e colaboradores mediram 

incorporação de fosfato radioativo na ERK em fibroblastos isolados de ratos neonatos 

estimulados por Ang II em análise  tempo-efeito (MURASAWA et al., 1998). Observou-se então 

padrão de resposta parecido ao observado nos ensaios por imunoblot, ou seja, uma 

fosforilação inicial maior, uma redução transitória deste sinal seguida de uma manutenção em 

nível mais baixo até a minimização da razão ERK fosforilada/ERK total. Isso indica que este 

perfil de resposta é uma característica da ERK. Curiosamente, a ERK fosforilada pela beta-



 

77 
 

arrestina, que é o sinal mais tardiamente observado no gráfico da cinética de fosforilação por 

western blotting, parece não ativar o fator transcricional EKL, provavelmente tendo 

preferências para ativações não-canônicas de proteínas no citosol (TOHGO et al., 2002). Então, 

se comparássemos os resultados dos experimentos ativando o AT1R com a Ang II e com o 

TRV027 seria possível explorar esses dois aspectos da sinalização, isto é, a ativação 

transcricional ou não-transcricional da ERK sob a condição de aumento de proteínas O-

gluconaciladas. Outrossim, nas condições experimentais aqui empregadas, as diferentes 

maneiras de ativação do AT1R, usando a ANG II ou o TRV027, geraram uma imediata 

fosforilação de ERK 1/2 com fosforilação magnificada em células tratadas com TMG. Até aqui 

tem-se apenas um indício de que as vias de sinalização do AT1R estão potencializadas pelo O-

GlcNAc, não podendo-se ainda desvendar se este resultado é proveniente da exacerbação da 

via da proteína Gαq/11 ou da beta-arrestina 1/2. Ademais, com o aumento do conteúdo de 

proteínas O-gluconaciladas a transcrição de genes relacionados à ativação de ERK 1/2, que 

produzem os fenômenos de hipertrofia e hipercontratilidade descritos (PEARSON et al., 2001; 

IHARA et al., 2009; ROEST et al., 2021) podem também estar magnificados. 

6.2 O aumento da eficácia da Ang II para gerar sinalização de cálcio demonstra que 
várias funções celulares podem ser indiretamente alteradas pelo aumento de O-
gluconacilação  

Foram produzidos experimentos de quantificação dos transientes de cálcio, de modo 

concentração-dependente por pelo menos duas razões: a primeira é que o aumento da [Ca++]i 

induzida por Ang II é o principal responsável pelo tônus de artérias que, por sua vez, promove 

aumento da resistência vascular periférica e liberação de hormônios como a aldosterona. Ao 

mesmo passo, permite inferir a magnitude de sinalização da proteína Gαq/11 que estaria maior 

no caso de inibição da beta-arrestina. Porém, mais uma vez observou-se que a eficácia da Ang 

II para elevar a [Ca++]i foi maior em células com aumento de proteínas O-gluconaciladas por 

ação do TMG. A sonda de detecção de cálcio usada, o FLUO 4, tem alta permeabilidade, 

alcançando zonas mais profundas no citoplasma, mas não permite a quantificação de uma 

concentração basal de íons cálcio em condição não-estimulada. A este respeito, uma 

inferência indireta que se pode usar para justificar que esta resposta observada é dependente 
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da ativação do AT1R é a constatação de que nos dois grupos experimentais (CLT e TMG) o sinal 

promovido pelo ionóforo de cálcio (ionomicina) ocorreu em magnitude semelhante (figura 

4B). Um experimento paralelo foi realizado usando outra sonda de cálcio análoga, o FLIPR 

calcium assay-5 (Molecular Devices, dados não mostrados), que emite fluorescência em outro 

comprimento de onda, e os valores de eficácia aumentados no grupo TMG foram semelhantes 

aos obtidos com o FLUO-4, indicando que este fenômeno não é um artefato de alteração de 

sinal por excesso de proteínas O-gluconaciladas. 

Ainda neste sentido, outras hipóteses mecanísticas que poderiam, porventura, 

contribuir com o incremento do sinal de Ca++ e de fosforilação pelo AT1R também foram 

refutadas. Primeiramente pensou-se em um possível aumento no número de mitocôndrias 

por célula neste aumento de transientes, porque mitocôndrias são reservatórios de cálcio 

(MEIS et al., 2006; BERS, 2008; PAN et al., 2013)  e há um intenso processo de O-gluconacilação 

em proteínas mitocondriais (HU et al., 2009; NGOH et al., 2011; TRAPANNONE et al., 2016). 

Porém, não houve aumento no sinal característico da sonda de membrana mitocondrial 

MitoTracker – red (Thermo Fisher M22425, Figura suplementar 1). Depois, considerando que 

as variações no conteúdo de proteínas modificadas por O-GlcNAc alteram o estado RedOx da 

célula e que o AT1R (trans) ativa a NADPH-oxidase do tipo 2 (NOX 2) e isso gera produção de 

radical superóxido que, de acordo com as investigações do laboratório do Dr Lederer, 

contribui para o processo de mobilização de Ca++  do retículo endoplasmático induzido pela 

Ang II (Zhang et al., 2015), investigou-se, usando a mesma sonda sensível a espécies reativas 

de oxigênio - o H2DCFDA, potencial alteração do estado redox. Entretanto, não foi detectado 

aumento nesta via de sinalização em HEK293T tratadas com TMG (figura suplementar 2). 

Então, pela combinação dos três achados principais até aqui: 1) aumento de 

fosforilação de ERK 1/2 por ação da Ang II, e também 2) por ação do TRV027, e 3) aumento da 

eficácia da Ang II para mobilizar cálcio em células tratadas com TMG, surgiu a ideia de que 

poderia haver uma maior quantidade de AT1R na membrana (densidade) de células tratadas 

com TMG em relação ao controle (não tratado) ou, ainda, que o tráfego de internalização dos 

AT1R ocorreria com mais lentidão em células com aumento de O-GlcNAc por TMG, 

aumentando a sinalização do AT1R.  

Ainda assim, a amplificação dos efeitos da Ang II após tratamento com TMG nos 

permite sugerir que os processos deletérios dependentes da via de sinalização do AT1R como 
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a apoptose induzida por Ang II (WANG et al., 2022) podem estar potencializados em condições 

de aumento de O-gluconacilação de proteínas. 

O laboratório do Dr Chatham (Alabama), usando glucosamina ou pugnac in situ para 

aumentar a O-gluconacilação, tem demonstrado proteção de cardiomiócito isolado de ratos 

neonatos em modelos de isquemia e reperfusão celular, cujo mecanismo é a redução da 

fosforilação de ERK 1/2 (FU et al., 2022) e redução da sobrecarga de cálcio 

(CHAMPATTANACHAI; MARCHASE; CHATHAM, 2008; FU et al., 2022). A este respeito algumas 

considerações precisam ser feitas. Inicialmente as vias de sinalização em cardiomiócitos 

neonatos apresentam maior plasticidade que em animais adultos ou em seres humanos, 

principalmente pela variedade de fatores de transcrição ativados, comparando-se a animais 

adultos, cujos mecanismos de influxo de cálcio são mais abrangentes e relacionados a 

elevação de uma concentração basal e dos estoques deste íon. Isso significa que pode haver 

um aumento da [Ca++]i no referido modelo experimental que foi rapidamente compensado 

pelos mecanismos de extrusão presentes no cardiomiócito de neonatos, ao passo que seria 

interessante a comparação deste fenômeno em animais adultos. Outra possibilidade é o 

predomínio da participação dos receptores de rianodina na liberação de Ca++ provenientes do 

estoque sarcoplasmático cardíaco, que por sua vez pode ter uma modulação negativa pela O-

gluconacilação, ao passo que em células HEK293T e músculo liso arterial a participação do 

IP3R é mais pronunciada, podendo, neste caso, amplificar a liberação de Ca++ no citosol após 

os estímulos com Ang II ou TRV027 após aumento de O-GlcNAc. No nosso caso, a observação 

dos resultados obtidos tanto em HEK293T quanto em artérias mesentéricas isoladas de 

camundongos nos indicou uma análise complementar: o aumento da participação do Ca++ 

como mensageiro secundário é um fenômeno encontrado em células de portadores de 

diabetes e obesidade (LEVY; ZEMEL; SOWERS, 1989; ALEXIEWICZ et al., 1997) e hipertensão 

(JELICKS; GUPTA, 1990). Então, considerando que estas são as mesmas condições em que há 

aumento de O-gluconacilação, pode esta ser a responsável por contribuir com o risco 

cardiovascular, exacerbando a resposta fisiológica induzida por mediadores que contribuem 

com a contratilidade de vasos sanguíneos, especialmente a Ang II. 
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6.3 A densidade de receptores, a cinética de internalização e o recrutamento de beta-
arrestina foram os marcadores usados para se investigar a presença do AT1R na membrana 
da célula 

Alterações no tráfego de proteínas da membrana são descritas como potenciais efeitos 

da modificação por O-GlcNAc (OGAWA et al., 2020). Esta hipótese foi investigada usando duas 

ferramentas descritas pelo laboratório do Dr. Bouvier (ROCHDI et al., 2010): inicialmente, pelo 

protocolo de ELISA de ligação do anticorpo anti-FLAG em células inteiras  (FLAG é uma tag 

sintetizada junto a cauda N-terminal extracelular dos AT1R recombinantes). Nenhum indício 

de aumento da densidade destes receptores foi observado. Na mesma perspectiva, não se 

comprovou uma lentificação no tráfego de internalização destes receptores usando a razão 

da biolumenescência AT1R-Rluc II/Kras-GFP recombinantes (que media o afastamento do 

receptor da membrana celular em tempo real). O que se conclui é que seja com montante 

basal ou elevado de O-GlcNAc em proteínas do citosol, o aumento de sinal observado se dá 

pela mesma densidade de AT1R na membrana. Sendo assim, as investigações se voltaram para 

mecanismos intracelulares nas vias de transdução de sinal. 

Então, se há uma exacerbação da fosforilação de ERK 1/2 e dos transientes de Ca++  

induzidos por Ang II após elevação do conteúdo de proteínas O-gluconaciladas, possivelmente 

haveria uma redução no recrutamento de beta-arrestina pelo AT1R, o que manteria por mais 

tempo a participação da proteína Gαq/11, já que a aproximação da beta-arrestina ao AT1R 

impede a ação da proteína G (KIM et al., 2009; BONDE et al., 2010; WINGLER et al., 2019). Isso 

representaria uma preferência de sinalização (seletividade funcional ou bias) por uma via 

distinta de sinalização do GPCR: proteína G ou beta-arrestina, por exemplo. Para essa 

investigação, lançou-se mão de ferramentas de bioluminescência (BRET) para quantificar de 

maneira tempo e concentração-resposta o recrutamento de beta-arrestina em condições de 

alto ou baixo conteúdo de proteínas O-gluconaciladas. Neste caso, como esperado, observou-

se para células HEK293T transfectadas com o AT1R, que a eficácia e a potência para Ang II 

promover recrutamento de beta arrestina são maiores que para o TRV027 mas não houve 

diferença nestes parâmetros em células tratadas com TMG, o que nos fez concluir que a 

exacerbação de resposta para Ang II sobre células com aumento de O-GlcNAc não é por 

indução de uma seletividade funcional de uma via distinta, subsequente à ativação do AT1R. 
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6.4 A inibição da proteína Gαq manteve o aumento da eficácia da Ang II sobre o AT1R 

O fato do aumento de O-GlcNAc potencializar os efeitos da Ang II relacionados à 

fosforilação e mobilização de Ca++ reforça a ideia de que há uma contribuição desta 

modificação pós-traducional no risco cardiovascular em casos de diabetes e hipertensão, 

como previamente descrito (LIMA et al., 2011, 2014, 2016). Estão, postulou-se que o mediador 

molecular que poderia estar relacionado ao aumento de resposta do AT1R em condições de 

aumento de O-GlcNAc estaria na via da proteína Gαq, e não na via da beta-arrestina como 

inicialmente proposto. Então, lançou-se mão do inibidor desta proteína, o YM-254890. Sobre 

este, a curva tempo-efeito de fosforilação de ERK 1/2 apareceu bem menor em células 

tratadas com TMG, o que nos faz sugerir que a via da proteína G parece ser o caminho 

mecanístico para justificar o aumento da resposta em células com aumento global de 

proteínas O-gluconaciladas. Por outro lado, se for observar toda a curva temporal, o sinal de 

fosforilação de ERK1/2 ainda assim permaneceu maior com o tratamento com TMG. 

A proteína G é uma transdutora de sinal. Após ser provocada pelo AT1R ativado, a 

subunidade alfa fusionada a molécula de GTP desempenha elevado poder catalítico para 

ativar efetores no citosol. No caso do AT1R, o principal efetor é a fosfolipase C (isoformas β1 

e β4) que hidrolisa o PIP2 em dois outros mensageiros que já foram anteriormente descritos: 

1) o IP3, que é penetrante no citosol para alcançar os respectivos receptores (IP3R) nos 

compartimentos intracelulares, principalmente na membrana do retículo endoplasmático e 2) 

o DAG que, ao contrário, é pouco solúvel no ambiente intracelular e enriquece os 

microdomínios citosólicos próximos a membrana, onde GRKs e, principalmente a PKC está 

posicionada. Neste sentido, os efeitos destes dois mensageiros secundários foram 

investigados. Inicialmente, os efeitos do IP3 foram indiretamente analisados nos 

experimentos de mobilização de cálcio anteriormente discutidos. O IP3 retira íons cálcio do 

retículo endoplasmático das células HEK293T-AT1 que, como descrito, mostrou-se aumentado 

para Ang II em células com elevado O-GlcNAc indicando que o conteúdo aumentado deste íon 

nos estoques parece principal contribuinte da amplificação de eficácia observada após o 

tratamento com TMG.  

Paralelamente à sinalização de cálcio liberada por estoques via IP3, outro fenômeno 

que poderia contribuir com a magnificação de resposta de Ang II em elevada taxa de proteínas 



 

82 
 

O-gluconaciladas seria um aumento da atividade da PKC tanto na fosforilação de ERK 1 e 2 

quanto no aumento dos transientes de cálcio. Por isso, foi realizado o experimento funcional 

de ativação de PKCβII pelo AT1R usando bioluminescência. Como descrito (NAMKUNG et al., 

2018a), o sensor usado, o PKC-c1b se ativa com aumento de DAG no citosol, mas não foi 

encontrado aumento na sinalização de PKC pelo AT1R ativado em células com elevado O-

GlcNAc, direcionando novamente que as repercussões farmacológicas geradas por aumento 

do conteúdo de proteínas O-gluconaciladas estaria no aumento da [Ca++]i. 

6.5 Animais espontaneamente diabéticos apresentam aumento de O-GlcNAc e da 
eficácia da Ang II 

Para reforçar este raciocínio, foram usadas artérias mesentéricas de resistência de 

animais espontaneamente diabéticos, que é um modelo experimental em que o AT1R é 

fisiologicamente relevante e há aumento de proteínas modificadas pelo O-GlcNAc. Outros 

laboratórios utilizam ratos (AKIMOTO et al., 2003, 2019) ou camundongos diabéticos (JIN et 

al., 2021) como modelo para investigações referentes a O-gluconacilação aumentada de 

proteínas. No nosso caso, foi detectado que aos 90 dias de vida a hiperglicemia e o aumento 

de O-gluconacilação de proteínas arteriais estão estabelecidas nos animais db/db, mas não 

nos respectivos correlatos db/+.  

Seguindo o mesmo padrão do que foi observado em células HEK293T tratadas com 

TMG, e como anteriormente discutido, a eficácia para a Ang II também foi maior nas artérias 

dos animais db/db, sem uma alteração significativa da pEC50, o que reforçou a ideia de que há 

um fenômeno intracelular que permite aumento de contratilidade em elevado conteúdo de 

proteínas O-gluconaciladas. Vale lembrar que a ativação de quinases, mobilização de cálcio e 

tráfego do receptor – eventos da sinalização em células HEK293T - também são fenômenos 

que regulam a fisiologia dessas artérias.  

 Inicialmente foram produzidas despolarizações para gerar contrações usando cloreto 

de potássio e a contração máxima foi de mesma proporção entre os animais controle (db/+) 

e os de elevado O-GlcNAc (db/db). Souza-Smith e colaboradores observaram que a relação 

entre estrutura muscular versus lúmen de artérias de animais db/db é maior que nos 
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respectivos controles heterozigotos (db/+). Então, mesmo com aumento estrutural, a 

contratilidade permaneceu constante. Paradoxalmente, dados do nosso laboratório (SILVA, 

2014) que foram reproduzidos por nós (dados não mostrados), mostraram que para um outro 

agonista de GPCR, a endotelina, as artérias mesentéricas de animais db/db contraem menos 

que as dos heterozigotos db/+. Portanto, o aumento de eficácia para Ang II nestas artérias é 

um fenômeno particular e pode ser atribuído a possíveis fatores no âmbito celular como a 

maior densidade ou maior tempo de permanência do AT1R nestas artérias ou a 

potencialização de determinadas vias de transdução de sinal, mas não a uma maquinaria 

contrátil hiperativa, uma vez que a despolarização gerou contratilidade igual nas artérias dos 

dois grupos. 

A maneira inicial de investigar esta hipótese foi testar a capacidade das artérias 

mesentéricas de animais db/db em dessensibilizar, recrutar a beta-arrestina e perder 

capacidade contrátil por taquifilaxia, pela plausibilidade destas funções serem as responsáveis 

pelo aumento de eficácia observada. Em um momento posterior investigou-se a participação 

de quinases e de [Ca++]i no aumento de eficácia para Ang II. 

Considerou-se primeiramente que outros laboratórios encontraram em modelos 

animais de diabetes um conteúdo aumentado de GRK2 (TAGUCHI et al., 2013, 2014; LAI et al., 

2020), uma das principais quinases que participa da dessensibilização do receptor. Ao 

fosforilar o domínio carboxi-terminal do GPCR, a GRK2 dispara o recrutamento de beta-

arrestina. No nosso caso específico, o excesso de proteínas O-gluconaciladas poderia reduzir 

a fosforilação do AT1R, ou ainda, mantê-lo em uma conformação de baixa afinidade pela beta-

arrestina e, por isso, elevando a contratilidade para Ang II nessas artérias. Investigar a 

molécula do AT1R modificada por O-GlcNAc exigiria um projeto particular, envolvendo 

produção de AT1R recombinantes e ferramentas cromatográficas acopladas.  

Então, optou-se por inicialmente ativar o AT1R para a via da beta arrestina (a beta-

arrestina 2, que é a isoforma de maior participação nos AT1R) usando o TRV027. Como 

esperado, este ligante tendencioso para a via da beta-arrestina não promoveu nenhuma 

resposta contrátil per se. Após lavar a preparação, foram produzidas curvas para Ang II. Retirar 

o TRV027 do perfusato serviu para descartar a atuação deste ligante como antagonista 

competitivo do AT1R. Como observado, a diminuição da eficácia da Ang II ocorreu nas artérias 

dos dois grupos animais. Curiosamente, não houve diferença estatística no valor da potência 



 

84 
 

(pEC50) após primar as preparações com o TRV027, e podemos sugerir que nestas condições 

experimentais não houve redução significativa na densidade dos AT1R nos animais db/db por 

ação do TRV027. Por outro lado, nas artérias dos animais controle/heterozigotos houve um 

deslocamento à direita de meia casa decimal logarítmica e o uso de outras ferramentas mais 

sensíveis de investigação do AT1R ativado em artérias pode trazer alguma informação 

relevante sobre a ativação da beta-arrestina em animais não-diabéticos. 

O TRV027 foi objeto de um estudo clínico para o controle da insuficiência cardíaca em 

humanos (VIOLIN et al., 2010a; BOERRIGTER et al., 2012; FELKER et al., 2015; COTTER et al., 

2018) e os dados aqui apresentados reforçam a ideia de que esta estratégia de ativar a beta-

arrestina por um ligante tendencioso do AT1R pode contribuir com a redução da resistência 

periférica, reduzindo os sinais e sintomas da insuficiência cardíaca e da hipertensão quando 

associadas a hiperglicemia e diabetes. Na mesma linha de raciocínio, foi descrito que o TRV027 

administrado no ventrículo cerebral de ratos espontaneamente hipertensos resulta em 

aumento da função endotelial periférica e redução da resistência em artérias mesentéricas 

(CARVALHO-GALVAO et al., 2018). Outro laboratório demonstrou que o aumento da 

expressão gênica de beta-arrestina 2 (por vetor adenoviral em animais nocautes) reduz 

parâmetros de diabetes em camundongos (LUAN et al., 2009), indicando que diante de fatores 

de risco cardiovascular, o recrutamento de beta-arrestina pode contribuir com a redução da 

resistência vascular periférica em condições em que há aumento de proteínas O-

gluconaciladas, como ocorre em diabetes experimental. 

Esperava-se que, ao primar com o TRV027, as artérias mesentéricas dos animais db/db 

não respondessem com redução de contratilidade porque os animais diabéticos estavam 

apresentando aumento da eficácia para Ang II. Então, observou-se que o recrutamento de 

beta-arrestina reduziu em igual proporção a contratilidade das artérias dos db/db, comparado 

aos controles não-diabéticos, db/+. A beta-arrestina organiza o processo de dessensibilização, 

porém há diversas evidências de que também ocorre uma dessensibilização de forma 

independente de ação prévia de GRKs ou beta-arrestina em vários tipos de receptores 

farmacológicos (USUI et al., 2000; BOHN et al., 2004; MØLLER et al., 2020). De fato, como já 

foi descrito em células HEK293T tratadas com TMG ou veículo, o tempo de internalização e o 

recrutamento de beta-arrestina não foram modificados. Porém, as propriedades da 

farmacologia molecular podem ocorrer de maneira diferente entre as espécies; no caso, uma 
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linhagem de célula humana e uma artéria de roedor. Então, optou-se por avaliar a perda de 

resposta por sucessivos estímulos (taquifilaxia) e a relação tempo-efeito para um estímulo 

provocador de Rmax nos AT1R (dessensibilização) nos animais db/+ e db/db, uma vez que 

estes fenômenos, de forma complementar, contribuiriam com a elucidação do aumento da 

eficácia para Ang II via manutenção do receptor ou da resposta dele por mais tempo nas 

membranas dos miócitos arteriais. 

O teste que buscou, por inferência indireta, aferir o tempo de dessensibilização do 

AT1R medindo a perda de resposta contrátil a partir de uma curva discreta de Ang II (estímulo 

único de 10 µM) mostrou que a redução da Rmax para Ang II nas artérias dos animais db/db 

foi mais precoce que nos respectivos animais heterozigotos db/+. Este dado nos indica que a 

Rmax aumentada nas artérias de db/db observada das curvas cumulativas, não é por uma 

sustentação temporal da sinalização do AT1R, por outro lado, a dessensibilização aumentada 

nos db/db nos excluiu de inferir que quinases que atuam sustentando a contração como a 

quinase associada a GTPase Rho (RhoK), a calmodulina ou KCLM fossem as responsáveis pela 

resposta contrátil aumentada nestas artérias. 

Optou-se a partir daqui pelo ensaio de taquifilaxia porque o aumento de Rmax nas 

artérias em que há maior conteúdo de proteínas O-gluconacinadas poderia estar relacionada 

a eficiência de ativação do AT1R. Porém, novamente, houve redução de resposta para 

sucessivos estímulos para ambos os animais. 

No seguimento dessa investigação, duas questões foram consideradas. Inicialmente, a 

RhoK não poderia ser a responsável pelo aumento de contratilidade nas artérias dos animais 

db/db, já que no experimento de dessensibilização as artérias de animais db/db não 

mostraram sustentação de resposta quando comparadas as artérias dos animais db/+. Por 

outro lado, nos experimentos em células HEK293T a fosforilação de ERK 1/2 foi maior após 

aumento de O-gluconacilação. Aventou-se então a possibilidade da cascata de quinases MEK-

ERK ser a responsável em, de forma não canônica, contribuir com a contratilidade por meio 

da fosforilação de elementos da cascata de transdução de sinal do AT1R ou da maquinaria 

contrátil do músculo liso arterial porque foi publicado por Roberts que a inibição desta via 

usando o PD98059 foi capaz de reduzir a contratilidade de artéria da pata de porco (ROBERTS, 

2001). Contrariamente, ao usarmos o mesmo inibidor da atividade catalítica da MEK para 

reduzir a fosforilação da ERK 1/2, não foi observada redução da contratilidade para Ang II, 
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indicando que a fosforilação aumentada de ERK 1/2 em condições de elevado O-GlcNAc pode 

se relacionar com diversos fatores celulares, mas não com o aumento de contratilidade para 

Ang II. 

Complementando este raciocínio, outra possibilidade de efetor intracelular capaz de 

ser influenciado por O-gluconacilação e promover hipercontratilidade é a PKC. Esta quinase 

desempenha múltiplas ações por meio de ajustes no influxo/efluxo de cargas através dos 

canais iônicos da célula muscular lisa, como também a inibição de fosfatases e alterações na 

recaptação/liberação de cálcio nos estoques endoplasmáticos (SCHRÖR; SCHRÖDER, 1994). O 

inibidor usado, o RO-31 8220 também é capaz de inibir MAP quinases (BELTMAN; 

MCCORMICK; COOK, 1996) 
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7 CONCLUSÃO 

A observação do conjunto de resultados aqui apresentados e discutidos nos permite 

concluir que a principal contribuição do aumento de modificação por O-GlcNAc na via de 

sinalização do AT1R é promover aumento da participação dos íons cálcio como mensageiros 

secundários amentando a eficácia da Ang II II para a contratilidade. 



 

88 
 

8 INFORMAÇÕES SUPLEMENTARES  
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Figura suplementar 1. Densidade mitocondrial de células HEK293T tratadas ou não com thiamet G: 
razão entre as fluorescências características de membranas mitocondriais (Mitotracker Red) e de 
material nuclear (Hoercht) quantificadas na leitora de placas com células frescas cultivadas em placas 
de 96 poços. P = 0,054; Mann-Whitney; n = 6. Este protocolo foi previamente validado usando os 
interferentes mitocondriais como o ionóforo de prótons FCCP e vermelho de rutênio.   
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Figura suplementar 2.Quantificação de espécies oxidantes em células HEK293T tratadas ou não com 
thiamet G: fluorescência da sonda DCFDA. 
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