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RESUMO

LINO, Caroline Antunes. Contribuicao da sinalizacdo dependente de beta-arrestinas
via receptor de angiotensina Il do tipo 1 na hipertrofia cardiomiocitica induzida
por T3. 2018. 127f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

Niveis elevados de hormonios tireoidianos (HTs) sdo comumente associados a ativacao
do sistema renina angiotensina local e ao desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. O
envolvimento do receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1R) nos efeitos hipertréficos dos
HTs fora descrito previamente. No entanto, 0s mecanismos subjacentes a essa
interacdo ainda sdo desconhecidos. O AT1R pertence a familia dos receptores
acoplados a proteina G e, portanto, promove a transducdo de sinal por mecanismos
dependentes e independentes de proteina G. Recentemente, a sinalizacdo dependente
de beta-arrestinas (independente de proteina G) tem sido descrita por contribuir com a
resposta hipertréfica em diferentes modelos experimentais. Assim, no presente estudo
investigou-se 0 envolvimento da sinalizacdo dependente de beta-arrestinas nos efeitos
hipertréficos dos HTs, mediados pelo AT1R, bem como a participacdo de ERK12 nesse
processo. Culturas primarias de cardiomidcitos foram estimuladas com T3
(triiodotironina; 15nM) para inducéo da hipertrofia. O tratamento dos cardiomiocitos com
T3 por tempos rapidos (5-30 min) resultou na ativacdo transiente de ERKu2, a qual foi
parcialmente atenuada quando da administracdo de Losartan (1uM), antagonista do
ATI1R. A contribuicdo de ERKai2 na hipertrofia dos cardiomiocitos foi verificada atraves
do uso de PD98059 (20uM), inibidor de MEKz12, 0 qual preveniu a transcricdo de
marcadores hipertréficos. Ensaios de imunoprecipitacdo revelaram o aumento da
interacdo entre AT1R e beta-arrestina 2 sob estimulo do T3, sugerindo o recrutamento
de beta-arrestina 2 e, possivel, internalizacdo do AT1R. Através de ensaios de
imunofluorescéncia e fracionamento subcelular, foi demonstrado que o T3 estimula a
translocacdo do AT1R, amentando sua expressao no nucleo dos cardiomidcitos. Além
disso, tanto a ativacdo de ERKi2 quanto a hipertrofia cardiomiocitica mostraram-se
sensiveis a inibicdo da endocitose, a qual foi avaliada através de Concanavalina A
(0,5ug/ml). Ensaios de silenciamento génico por RNA de interferéncia foram eficientes
em demonstrar o envolvimento de beta-arrestina 2 na ativacdo de ERKi2 e na
hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3. Desta forma, os resultados evidenciam o
envolvimento da sinalizagdo dependente de beta-arrestina 2 na ativagdo de ERKuiz,
através do AT1R, a qual contribui com a hipertrofia cardiomiocitica promovida pelo T3.

Palavras-Chave: Hipertrofia Cardiaca. Horménios Tireoidianos. GPCR. Receptor de
Angiotensina Il do tipo |. Beta-arrestinas. Internalizagdo de Receptores.



ABSTRACT

LINO, Caroline Antunes. Contribution of beta-arrestin signaling mediated by
angiotensin Il receptor type 1 in cardiomyocyte hypertrophy induced by T3. 2018.
127f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, S&o Paulo, 2018.

Elevated levels of thyroid hormones (THs) are commonly associated with activation of
the local renin angiotensin system and the development of cardiac hypertrophy. The
involvement of the angiotensin Il receptor type 1 (AT1R) in the hypertrophic effects of
the THs was previously described. However, the mechanisms underlying this interaction
are still unknown. AT1R belongs to the G-protein coupled receptor family and promotes
its signal transduction by G-protein dependent and independent mechanisms. Recently,
beta-arrestin signaling (G-protein independent) has been described as contributing to
the hypertrophic response in different experimental models. Thus, the present study
investigated the involvement of beta-arrestin signaling in the hypertrophic effects of THs
mediated by AT1R, as well as the participation of ERK12 in this process. Primary
cardiomyocytes cultures were stimulated with T3 (triiodothyronine; 15nM) for the
induction of hypertrophy. Cardiomyocytes acutely treated with T3 (5-30 min) resulted in
transient activation of ERKi2, which was partially attenuated upon Losartan (1uM)
administration, an AT1R antagonist. The contribution of ERKi2 to cardiomyocyte
hypertrophy was verified by using PD98059 (20uM), a MEKu2 inhibitor, which prevented
the transcription of hypertrophic markers. Immunoprecipitation assays revealed
increased interaction between AT1R and beta-arrestin 2 under T3 stimulation,
suggesting the recruitment of beta-arrestin 2 and, possibly, the internalization of AT1R.
Through immunofluorescence and subcellular fractionation assays, T3 has been shown
to stimulate AT1R translocation, enhancing its expression in the cardiomyocyte nucleus.
In addition, both ERKz1/2 activation and cardiomyocyte hypertrophy were sensitive to the
inhibition of endocytosis, which was assessed by Concanavalin A (0.5ug/ml). Interfering
RNA assays were efficient in demonstrating the involvement of beta-arrestin 2 in ERK12
activation and in T3-induced cardiomyocyte hypertrophy. Therefore, the results
evidenced the involvement of beta-arrestin-2-dependent signaling in the activation of
ERKu12, through the AT1R, which contributes to the cardiomyocyte hypertrophy
promoted by T3.

Key Words: Cardiac hypertrophy. Thyroid Hormones. Angiotensin Il Type 1 Receptor.
GPCR. Beta-arrestins. Receptor Internalization.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca consiste no aumento do muasculo cardiaco ou miocérdio.
Trata-se de uma resposta adaptativa do coracdo a demanda sistémica ou a estimulos
neuro-humorais na tentativa de manter a perfusdo dos orgaos periféricos através do
bombeamento de sangue na circulacdo. No entanto, a hipertrofia ventricular consiste
em um fator de risco para o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca e arritmias (Levy
et al., 1990), sendo o a prevencédo ou atenuacéo da resposta hipertréfica considerados
benéficos.

Embora questionado na literatura, a hipertrofia cardiaca pode ser classificada
como fisioldgica ou patolégica, sendo diferenciadas por seus mecanismos moleculares,
fendtipo e progndstico (Dorn, 2007; Haque e Wang, 2017; Nakamura e Sadoshima,
2018). Exercicio fisico de resisténcia, gestacdo (Eghbali et al., 2005) e o
desenvolvimento cardiaco poés-natal sdo exemplos de hipertrofia fisiologica que se
caracterizam pela manutencdo da funcao sistélica (ejecdo de sangue) e por sua
natureza reversivel. Em contrapartida, a hipertrofia patolégica pode ser desencadeada
por estimulos neuro-humorais, sobrecarga de pressao ou volume, sendo acompanhada
por eventos cardiovasculares adversos, como insuficiéncia cardiaca, arritmias e morte
subita (Hill e Olson, 2008; Gibb e Hill, 2018).

A hipertrofia do musculo cardiaco esté diretamente relacionada a hipertrofia das
células musculares cardiacas, as quais contribuem com apenas um ter¢co do contetdo
celular do miocardio, mas ocupam cerca de trés quartos do seu volume total. As
alteracdes geométricas dos cardiomidcitos definem as mudancas na arquitetura do
miocardio ventricular (diametro ventricular interno/espessura da parede ventricular) que,
por ultimo, determinam as consequéncias funcionais da hipertrofia (Hill e Olson, 2008).

Assim, o crescimento do coracdo pode ser excéntrico, caracterizado pelo
aumento proporcional entre camara e parede ventriculares, devido a disposicdo dos

sarcomeros (unidade celular contratil) em série e crescimento longitudinal dos
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cardiomidcitos; ou concéntrico, caracterizado pelo espessamento da parede ventricular,
devido a disposicdo dos sarcomeros em paralelo e crescimento lateral dos
cardiomiécitos. A hipertrofia patologica geralmente apresenta uma morfologia
concéntrica, que progride para a dilatacdo exacerbada da camara ventricular
(cardiomiopatia dilatada), morte dos cardiomiécitos e fibrose intersticial (Gibb e Hill,
2018).

Nos cardiomidcitos, os estimulos hipertréficos geralmente exercem seus efeitos
através de receptores acoplados a proteina G (GPCRS), receptores tirosina quinase ou
por mecanoreceptores. Os aspectos moleculares da sinalizagdo decorrente dos
estimulos biomecénicos ainda sdo desconhecidos, mas provavelmente envolvem a
ativacdo de canais ibnicos sensiveis ao estiramento, proteinas da matriz extracelular e
do citoesqueleto. A ativacdo desses receptores leva a modulacdo de vias, tais como
MAPK/ERK, calcineurina-NFAT, Akt/mTOR, as quais promovem 0 aumento da sintese
proteica, rearranjo das unidades sarcoméricas, altera¢cdes metabdlicas e contrateis que,
em conjunto, caracterizam a hipertrofia.

O fenotipo da hipertrofia é determinado primordialmente pela natureza do
estimulo hipertrofico e, consequentemente, na sinalizacdo deflagrada pelos mesmos
(Perrino et al., 2006; Nakamura e Sadoshima, 2018). No entanto, sabemos que os
mecanismos moleculares e bioquimicos que caracterizam os tipos de hipertrofia podem
se sobrepor e, assim, as consequéncias funcionais do processo hipertréfico dependem
de cada contexto, do tipo, intensidade e duracao do insulto (Dorn, 2007; Nakamura e
Sadoshima, 2018).
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1.2 Hipertrofia cardiaca e a sinalizacdo MAPK/ERK

As respostas celulares sdo mediadas por um complexo, mas coordenado,
circuito de vias de sinalizacdo. Essas vias controlam processos essenciais, tais como
transcricdo génica, traducéo de proteinas, reorganizacéo do citoesqueleto, endocitose e
proliferacdo. O crescimento e a sobrevivéncia dos cardiomiécitos podem ser regulados
por ligantes extracelulares, fatores de crescimento e por citocinas que se ligam a
receptores presentes na membrana plasmatica e ativam vias de sinalizacéo.

Diversas vias ja foram descritas por intermediar a resposta hipertrofica, dentre as
quais destacamos as principais vias ativadas por calcio, como calcineurina/NFAT e
calcio/calmodulina quinase, vias desencadeadas por fatores neuro-humorais, como a
via Akt/mTOR, e vias ativadas por estimulos mecanicos, como as Mitogen-Activated
Protein Kinases (MAPKS). Ainda, a ativacdo das MAPKs pode ser desencadeada por
receptores acoplados a proteina G (angiotensina Il, endotelina, catecolaminas), por
receptores tirosina quinase (fatores de crescimento semelhantes a insulina) ou por
mecanoreceptores. Esta sinalizacdo € iniciada pelas small GTPases, as quais
promovem a ativagao das MAPK kinases kinases (MAP3Ks) e estas das MAPK kinases
(MAP2Ks). Por fim, as MAP2Ks ativam as MAPKs que apresentam uma grande
variedade de alvos citosélicos e nucleares, que permite a regulacdo de importantes
aspectos da fisiologia celular. As principais MAPKs sdo as extracellularly responsive
kinases (ERK12), c-Jun N-terminal kinase (JNK), p38, ERK5, ERK3/4 e ERK8 (Sugden
e Clerk, 1998).

As proteinas ERK:i e ERK: apresentam cerca 84% de similaridade e
compartiiham as mesmas vias de sinalizacdo. Por este motivo, sGo comumente
descritas como ERKi2 (Mutlak e Kehat, 2015). Diversos estudos tém reportado a
importante contribuicAo dessa via e de ERKiz na hipertrofia cardiaca. Animais
transgénicos com superexpressao de MEKu12 desenvolvem uma hipertrofia cardiaca
compensada, com menor propensao a injuria isquémica. Além do seu envolvimento no
processo hipertréfico, alguns estudos também evidenciam um efeito protetor mediado
por ERK12 (Bueno et al., 2000).
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Figura 1: Esquema da sinalizacdo mediada pelas principais MAPKs, ERK, JNK e p38. Os sinais
hipertréficos (fatores de crescimento; estimulos biomecanicos) sao intermediados pela ativacao
de receptores e canais ibnicos, 0s quais recrutam small GTPases e outras quinases que
fosforilam as MAP3Ks que, por sua vez, fosforilam as MAP2Ks e estas as MAPKs (Bueno e
Molkentin, 2002).

1.3 Horménios tireoidianos e seus mecanismos de acao

Os hormonios tireoidianos (HTs) sdo sintetizados pela glandula tireoide por meio
da iodacéo da tireoglobulina. A L-tiroxina ou T4 corresponde a principal iodotironina
secretada na circulacdo (>80%), sendo convertida a 3,3’,5-triiodo-L-tironina (T3)
mediante reacdo de monodesiodacdo. Essa reacdo é catalisada pelas desiodases (D1
e D2), enzimas localizadas em diferentes tecidos (figado, rim coracdo), que
proporcionam a sintese extratireoidiana do T3.

O T3 consiste no horm6nio com maior afinidade pelos receptores nucleares,

comparado ao T4, e por esse motivo é considerado o hormdnio biologicamente ativo.



24

Os hormonios tireoidianos ndo séo lipossoluveis e, portanto, devem ser conduzidos ao
citoplasma por meio de transportadores localizados na membrana plasmatica. Os
transportadores da familia monocarboxilato dos tipos 8 e 10 (MCT8 e MCT10) sao os
gue apresentam maior afinidade pelas iodotironinas (Razvi et al., 2018).

Classicamente, os HTs promovem seus efeitos intracelulares mediante interagéo
com receptores nucleares, os thyroid hormone receptors (TRs), 0s quais agem
constitutivamente como repressores da maquinaria transcricional. Os TRs séo
codificados por dois genes distintos, TRa e TRB, os quais dao origem a diferentes
isoformas: TRa 1, 2 e 3 e TRB 1, 2 e 3 (Zhang e Lazar, 2000). No nucleo, esses
receptores sdo encontrados na forma de heterodimeros, associados aos receptores de
acido retinbico, em sequéncias especificas do DNA, os T3 response elements (TRES)
(Zhang e Lazar, 2000; Davis et al., 2008). A ligagdo do T3 ao receptor culmina no
recrutamento de co-ativadores ou co-repressores que modulam a transcricdo génica,
atuando como fatores de transcricdo dependentes do ligante. A acdo classica dos HTs
tem sido descrita como gendmica, por mediar acdes relacionadas a transcricao.

Além dos efeitos genbmicos, os HTs também exercem seus efeitos por
mecanismos que independem da formacdo do complexo intranuclear receptor/ligante e,
portanto, independem de transcricdo génica. Esses efeitos sao observados
rapidamente (de segundos a poucas horas) e sdo mediados por canais ibnicos e por
receptores localizados na membrana plasmatica, no citoplasma ou, ainda, em
organelas celulares como a mitocondria (Selmi e Samuels, 1991; Lin et al., 1999; Davis
et al., 2008). Esses receptores extranucleares podem apresentar homologia com os
receptores nucleares de HTs, como TRB1 (Kalyanaraman et al., 2014), ou nenhuma
homologia, como é o caso da integrina avf3, a qual apresenta um dominio de ligacao
aos HTs (Bergh et al., 2005; Davis et al., 2016).

Disfungbes ou doencgas da glandula tiredide levam ao desenvolvimento de
sindromes quase sempre associadas a manifesta¢cdes cardiovasculares. Os vasos e 0
coracdo sdo Orgdos extremamente responsivos aos niveis séricos de hormonios
tireoidianos, neste sentido pequenas alteracbes nas concentragdes hormonais,

inclusive subclinicas, podem acarretar complicacdes cardiovasculares.
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Figura 2: Esquema representativo dos mecanismos de agdo dos hormdnios tireoidianos em
células presentes no miocardio. Os hormbnios tireoidianos podem agir em seus receptores
nucleares (TRa1 e TRB1) para regulacdo da transcrigdo génica ou através de receptores
presentes no citoplasma e da integrina av33, localizada na membrana plasmatica, os quais
medeiam a modulagdo répida de vias de sinalizagdo associadas a sintese proteica; células
endoteliais (EC); cardiomidcitos (CM); fibroblastos (FB); (Ojamaa, 2010).

1.4 Horménios tireoidianos e hipertrofia cardiaca

Um dos estimulos hormonais associados ao desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca consiste nos elevados niveis de hormoénios tireoidianos. A relacdo entre
hormonios tireoidianos e coracéo é critica desde o desenvolvimento cardiaco pés-natal,
onde os niveis de T3 e T4 aumentam drasticamente apds 0 nascimento e estimulam a
transcricdo de genes cardiacos, que contribuem para o aumento da massa e do
desempenho cardiacos (Chattergoon et al., 2012; Nakamura e Sadoshima, 2018). No
adulto, os hormonios tireoidianos contribuem para a homeostasia do tecido cardiaco
(Klein e Danzi, 2007; Cini et al., 2009) e, neste sentido, doencas da glandula tiredide
sdo acompanhadas de manifestacdes cardiovasculares (Klein e Ojamaa, 2001; Kahaly
e Dillmann, 2005).
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Os elevados niveis de hormonios tireoidianos, observados no hipertireoidismo,
induzem a um estado cardiovascular hiperdinamico caracterizado pelo aumento da
pressdo arterial sistémica, diminuicdo da resisténcia vascular periférica, aumento do
volume sanguineo, elevacdo do débito cardiaco. Esses efeitos sistémicos (indiretos),
somados aos efeitos diretos dos hormdnios tireoidianos na célula muscular cardiaca,
resultam no desenvolvimento da hipertrofia (Dorr et al., 2005).

A hipertrofia decorrente do hipertireoidismo tem sido definida por muitos autores
como fisioldgica. O hipertireoidismo de duracéo limitada resulta no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca concéntrica, no entanto com funcao sistélica preservada e auséncia
de remodelamento do tecido cardiaco (Hu et al., 2005). Ainda, o crescimento dos
cardiomiécitos € acompanhado da proliferacdo de outros tipos celulares, do sistema
vascular por exemplo (angiogénese), que garante a manutencdo da homeostase
(Tomanek e Busch, 1998; Liu et al., 2009). Além do aumento da sintese de proteinas,
devido a maior eficiéncia no processo de traducdo ribossomal, dados ainda néo
publicados do nosso grupo evidenciam a ativacdo de vias proteoliticas (sistema
ubiquitina proteassoma), que garantem o controle de qualidade de proteinas, critico
para manutencdo da funcdo cardiaca (Depre et al., 2006; Powell et al., 2012; Li et al.,
2015). No entanto, apesar dos efeitos benéficos e cardioprotetores dos HTs (Tavares et
al., 2013; Da Silva et al., 2018), casos de pacientes hipertireoideos com insuficiéncia
cardiaca congestiva e cardiomiopatia dilatada ja foram reportados (Boccalandro et al.,
2003; Siu et al., 2007).

As acoles diretas dos hormonios tireoidianos sdo mediadas por seus receptores
nucleares, TRa e TRB. Ambas as isoformas s&o expressas nos cardiomiocitos e
medeiam a expressao de miofibrilas que compdem o filamento fino do aparato contratil
(a e B-MHC), reguladores da liberacdo/captacdo de célcio no reticulo sarcoplasméatico
(Ca?*ATPase e Fosfolambam), dos transportadores (Na'/K*-ATPase), trocadores
(Na*/Ca?*) e canais ibnicos (Kv) presentes na membrana plasmatica (Klein e Ojamaa,
2001). O aumento na transcricdo de genes relacionados ao aparato contratil promovem
0 aumento do inotropismo (contratilidade cardiaca) e do cronotropismo (frequéncia

cardiaca) cardiacos (Fazio et al., 2004). Além das acdes classicas dos HTs em seus
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receptores nucleares, a hipertrofia cardiaca também pode resultar da modulagdo de
vias intracelulares iniciadas no citoplasma ou na membrana plasmatica (Davis e Davis,
2002; Bergh et al., 2005; Davis et al., 2016). Uma importante via de sinalizac&o
associada a esse modelo é a da PISK/Akt/mTOR, a qual pode ser ativada rapidamente
por receptores TRa1 presentes no citoplasma (Kenessey e Ojamaa, 2006).

Crescentes evidéncias tém demonstrado que os HTs modulam outros sistemas,
como o0 sistema adrenérgico e 0 sistema renina angiotensina, cujos componentes
medeiam as acdes hipertroficas dos horménios tireoidianos. Estudos in vivo e in vitro
evidenciam uma relacdo direta entre o estado tiredideo e o0s niveis plasméticos e
teciduais dos componentes do SRA (Vargas et al., 2012). Assim, o hipertireoidismo
experimental € acompanhado do aumento da atividade e do conteddo de renina
plasmatico e cardiaco; e o aumento na expressdo e atividade desses componentes
estdo relacionados, por sua vez, aos efeitos tréficos exercidos pelos horménios
tireoidianos (Kobori et al., 1997; Kobori et al., 1999). De maneira interessante, estudos
do nosso grupo demonstraram que o bloqueio dos receptores de angiotensina Il (AT1R
e AT2R) reduz a hipertrofia cardiaca induzida pelos horménios tireoidianos , assim
como o crescimento de cardiomidcitos em cultura (Diniz et al., 2009; Takano et al.,
2013). Entretanto, os mecanismos relacionados com a interagdo desses dois sistemas

ainda sdo desconhecidos.
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Compound Hyperthyroidism Hypothyroidism
Plasma
Angiotensinogen 1 (Dzau & Herrmann 1982, Marchant ef al. 1993); | (Bouhnik et al. 1981, Jiménez et al. 1982,
| (Jiménez et al. 1982) Katz 2003)
Renin 1 (Hauger-Klevene & Levin 1976, Jiménez et al. 1 (liménez et al. 1984); | (Hauger-Klevene &
1982, Santos & Ferreira 2007) Levin 1976, Jiménez ef al. 1982)
Angiotensin-converting enzyme 1 iPhillips et al. 1993) L iMontiel et al. 1987, Jiménez et al. 1990)
Angiotensin 11 1 iMarchant et al. 1993, Garcia del Rio et al. L (Marchant et al. 1993, Kobori et al. 19974, 5)

1997, Kobori et al. 1997 a,b)
New RAS components

Heart
Renin 1 (Kobori et al. 1997a,b)
Angiotensin Il 1 (Kobori et al. 1997a b, 1999, Diniz et al. 2007) = (Carneiro-Ramos et al. 2007)
AT R » (Carneiro-Ramos et al. 2010); | (Marchant = (Marchant et al. 1993); t (Carneiro-Ramos
et al. 1993) et al. 2007)
AT.R 1 iMarchant et al. 1993, Carneiro-Ramos T (Marchant ef al. 1993, Carneiro-Ramos
et al. 2010) et al. 2007)
Kidney
Renin 1 (Bouhnik et al. 1981, Kobori et al. 1997 a,b, | (Kobori et al. 1997 a,b)
Klein & Ojamaa 2001)
Angiotensin Il 1 iKlein & Ojamaa 2001)
AT R L (Chen et al. 2005)
AT.R T (Chen et al. 2005)
Vessels
Renin
Angiotensin Il
AT R | (Fukuyama et al. 2003)
AT.R 1 (Barreto-Chaves ef al. 2010)

Figura 3: Tabela dos principais trabalhos associando a modulacdo do sistema renina-
angiotensina sistémico e local (coracdo, rim e vasos) as doencas da glandula tiredide,
hipertireoidismo e hipotireoidismo (Vargas et al., 2012).

1.5 Sistema renina angiotensina

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) consiste em um complexo sistema
hormonal intensamente investigado na literatura devido a sua importante funcdo na
regulacdo da presséo arterial sistémica e no balanco hidroeletrolitico. Tradicionalmente,
0 SRA consiste em um sistema endocrino envolvido com a sintese de angiotensina Il
(Angll), peptideo biologicamente ativo, que corresponde ao produto de reacdes que
ocorrem na circulagéo.

O angiotensinogénio, uma a-glicoproteina sintetizada nas células hepaticas,
corresponde ao substrato primario desse sistema. O angiotensinogénio € clivado na
circulacdo pela renina, enzima sintetizada pelas células justaglomerulares do rim,
dando origem a um decapeptideo, a angiotensina |, que pode ser convertida em Angll,

um octapeptideo. Essa conversdo se da por intermédio da enzima conversora de
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angiotensina (ECA), sintetizada, predominantemente, pelas células endoteliais do
sistema vascular pulmonar.

A Angll exerce seus efeitos através de receptores de membrana que apresentam
uma estrutura de sete dominios transmembranares, o receptor de angiotensina Il do
tipo 1 (AT1R) e do tipo 2 (AT2R), que pertencem a familia dos receptores acoplados a
proteina G, GPCRs (G-protein coupled receptors). O AT1R € responsavel por mediar 0os
principais efeitos fisiologicos atribuidos a Angll. Em contrapartida o aumento de sua
atividade pode resultar no desenvolvimento de diversas condi¢cdes patoldgicas, tais
como hipertensdo, hipertrofia cardiaca, remodelamento vascular, aneurisma e
aterosclerose. Desta forma, inibidores farmacoldgicos do AT1R tém sido intensamente
utilizados na terapia cardiovascular.

Apesar da importante funcdo sistémica do SRA, sua complexidade esta
relacionada a existéncia de subsistemas que, potencialmente, promovem a biossintese
local de Angll. O SRA local exerce ac¢bGes autécrinas (Sadoshima et al., 1993),
paracrinas (Lyu et al., 2015) ou, ainda, intracrinas (Kumar et al., 2012), que independem
dos componentes do SRA sistémico. Sugere-se que esses subsistemas estejam
relacionados com a regulacéo fina da homeostasia tecidual (Baker et al., 2004), sendo

identificado em diversos sistemas organicos e no coracdo (Dzau, 1988; Danser, 1996).

1.6 Sinalizacdo dependente e independente de proteina G

Os GPCRs regulam diversas fun¢des celulares. A via de transducédo classica dos
GPCRs é mediada pela ativagcédo de proteina G, formacéo de segundos mensageiros e
ativacdo de efetores downstream na cascata de sinalizacdo. No entanto, além da
sinalizacdo dependente de proteina G, um outro tipo de sinalizacdo, dependente de
beta-arrestinas, tem sido descrito recentemente.

A ativacdo dos GPCRs envolve mudangas estéricas no receptor, ou seja, na
conformacdo da molécula, as quais promovem a ativacdo de proteina G. A ativagédo
dessa proteina heterotrimérica resulta na dissociacdo de suas subunidades

constituintes, Ga € Ggy € consequente ativacdao de enzimas, como fosfolipase C (PLC),
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gue agem sobre o fosfatidil inositol bifosfato e promovem a formacao de diacilglicerol e
inositol trifosfato, os quais agem como segundo mensageiro. O inositol trifosfato, por
meio de receptores especificos no reticulo sarcoplasmatico, promove o aumento de
calcio citoplasmatico, favorecendo a ativacdo de proteinas calcio-dependentes.

Os GPCRs apresentam dois mecanismos de regulacdo da sinalizagao, que sao:
a dessensibilizacéo e a internalizacdo dos receptores (Attramadal et al., 1992; Krupnick
e Benovic, 1998). O processo de dessensibilizacdo compreende a fosforilacdo do
receptor por proteinas citoplasméticas, as G protein-coupled receptor kinases (GRKS).
As GRKs reconhecem mudancas na estrutura do receptor e fosforilam os residuos
presentes no terceiro loop citoplasmatico ou na cauda C-terminal dos GPCRs
(Ferguson et al., 1995). Além das GRKSs, outras proteinas citoplasmaticas também
podem intermediar a fosforilacdo dos receptores ativados como a proteina quinase A
(PKA) e a PKC (Dewire et al., 2007). Ao reconhecerem o sitio fosforilado, proteinas
denominadas beta-arrestinas (BARRs) s&o recrutadas e promovem a internalizagéo do
receptor.

A familia das arrestinas consiste em 4 membros. As arrestinas visuais (arrestinas
1 e 4), expressas exclusivamente na retina, e as arrestinas ndo-visuais (arrestinas 2 e 3
ou beta-arrestinas 1 e 2, respectivamente), as quais Sao ubiquamente expressas.
Inicialmente, as beta-arrestinas foram descritas como “reguladores negativos” da
sinalizacdo mediada por GPCRs (do inglés arrestin significa parada; interrupgcéo). As
beta-arrestinas sé@o proteinas adaptadoras e interagem com proteinas da via de
endocitose dependente de clatrinas, como as subunidades  do complexo AP2 (clathrin
adaptor protein), que interagem com depressdes revestidas de clatrina, presentes na
membrana plasméatica, e permitem a formacdo de vesiculas de endocitose que

englobam o receptor ativado (Goodman et al., 1996).
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Figura 4: Representacdo do papel das beta-arrestinas no mecanismo de dessensibilizacéo,
internalizacdo e transporte intracelular de GPCRs. A fosforilagdo do receptor ativado pelas
GRKs leva ao recrutamento de beta-arrestinas e interrupcdo da sinalizacdo mediada por
proteina G (1). As beta-arrestinas ancoram proteinas da maquinaria de endocitose dependente
de clatrinas e promovem a internalizagdo dos GPCRs (2). A interacdo do receptor/beta-arrestina
é determinante no destino do receptor internalizado. Receptores de classe B, por apresentarem
uma interacdo mais forte com as beta-arrestinas, sdo reciclados ou degradados mais
tardiamente, quando comparados aos receptores de classe A (3). (Luttrell e Lefkowitz, 2002).

Convencionalmente, a internalizacdo de receptores esta relacionada com a
interrupcdo da sinalizacdo mediada por proteina G, uma vez que esses receptores se
tornam indisponiveis aos seus ligantes na membrana plasmatica. Todavia, recentes
estudos tém demonstrado que as beta-arrestinas recrutam proteinas sinalizadoras que
sdo ativadas pelo receptor contido nas vesiculas de endocitose. Desta forma, as beta-
arrestina medeiam uma segunda sinaliza¢do, a sinalizacéo independente de proteina G

ou dependente de beta-arrestinas.
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As beta-arrestinas interagem com uma grande diversidade de proteinas
sinalizadoras, tais como ERK, JNK, p38, AKT, PI3K e RhoA (Luttrell et al., 2001; Dewire
et al., 2007; Xiao et al., 2007). Essas proteinas, quando ativadas por beta-arrestinas,
apresentam efeitos intracelulares distintos da sinalizacdo mediada por proteina G. A
exemplo, o receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1R), por intermediar a maioria dos
efeitos deletérios da angiotensina Il no sistema cardiovascular é o principal alvo dos
inibidores farmacolégicos disponiveis. Em contrapartida, estudos com andalogos de
Angll tendenciosos (TRV120023) que, neste caso, favorecem a sinalizacdo mediada
por beta-arrestinas e inibem as sinalizacdo dependente de proteina G, reportam a
melhora de parametros hemodindmicos e biomecanicos em camundongos submetidos
a injaria cardiaca (Kim et al., 2012), indicando efeitos benéficos dessa sinalizacdo no
tecido cardiaco. Ainda, outros trabalhos tém investigado a contribuicdo das beta-
arrestinas em diferentes condi¢cdes fisiologicas e patoldgicas. Morisco e col.
demonstraram que a hipertrofia cardiomiocitica induzida por isoproterenol € mediada
pela ativacdo da Akt dependente de beta-arrestinas (Morisco et al., 2008).

E interessante ressaltar que a sinalizacdo mediada por beta-arrestinas depende
da afinidade entre esta e o receptor, sendo possivel distinguir dois tipos. Os receptores
de classe A que apresentam baixa afinidade pelas beta-arrestinas e, portanto, séo
reciclados rapidamente a membrana plasmatica; e os receptores de Classe B, que
permanecem associados as beta-arrestinas em vesiculas de endocitose, favorecendo a
transducéo de sinal (Dewire et al., 2007).

Assim, tanto mecanismos dependentes como independentes de proteina G deflagram a

ativacdo de vias de sinalizacdo especificas, diretamente envolvidas com a hipertrofia do

cardiomidcito, sob diferentes condi¢cdes experimentais.
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Figura 5: Modelo proposto para ativagdo de MAPK/ERKy, mediante sinalizagdo dependente de
beta-arrestinas. A interacdo das beta-arrestinas e GPCR ativado promove o recrutamento de
proteinas sinalizadoras da via MAPK/ERK, as quais formam um complexo através de sua
ligacdo com as beta-arrestinas e vesiculas de endocitose. A sinaliza¢do das beta-arrestinas tem
sido associada a ativacao de alvos citoplasmaticos de ERK, que neste caso, ndo € translocada
para o nucleo. (Luttrell e Lefkowitz, 2002).



34

2 JUSTIFICATIVA

A contribuicdo do sistema renina-angiotensina nos efeitos hipertroficos dos HTs
tem sido reportada por diferentes grupos. De forma interessante, o bloqueio do receptor
de angiotensina Il do tipo 1 (AT1R), de caracteristicas diferentes dos receptores
especificos de HTs, previne a ativacdo de vias relacionadas ao crescimento celular e a
hipertrofia promovidas pelos HTs, indicando a existéncia de uma interacdo de extrema
relevancia para o sistema cardiovascular ainda desconhecida.

O ATI1R pertence a familia dos receptores acoplados a proteina G, os quais
geram sinais intracelulares através de mecanismos dependentes e independentes de
proteina G. A sinalizacédo independente de proteina G é mediada pelas beta-arrestinas
apos a dessensibilizacdo e internalizacdo dos GPCRs ativados. As beta-arrestinas
ancoram proteinas sinalizadoras, como componentes da via das MAPKs, e favorecem a
transducdo de sinal em vesiculas de endocitose no citoplasma. A sinalizacdo
dependente de beta-arrestinas tem sido reportada por promover efeitos benéficos ao
coracdo e diversos estudos tém reportado o envolvimento dessa sinalizacdo na
hipertrofia cardiaca.

Considerando a importancia dos GPCRs no sistema cardiovascular e a atual
aposta no desenvolvimento de agonistas tendenciosos da sinalizacdo dependente de
beta-arrestinas, acreditamos ser relevante investigar a contribuicdo dessa sinalizacao

na hipertrofia cardiomiocitica induzida pelo T3 mediada pelo AT1R.
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3 HIPOTESE

A hipdtese do presente estudo é que a sinalizacdo dependente de beta-
arrestinas contribui com o efeito hipertréfico dos horménios tireoidianos, mediado pelo
receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1R), através da ativacdo de ERKu/.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo consiste em investigar a contribuicdo da
sinalizacdo dependente de beta-arrestinas na ativacdo de ERK12, mediada pelo AT1R,
na hipertrofia cardiomiocitica promovida por T3.

4.1 Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito do T3 sobre a ativacdo de ERKi2 e sua contribuicdo com a
hipertrofia cardiomiocitica;

2. Avaliar o envolvimento do AT1R na ativacdo de ERK12 promovida por T3;

3. Avaliar a contribuicdo da sinalizacado dependente de beta-arrestinas na ativacao

de ERKu2 e hipertrofia cardiomiocitica induzidas por T3;
4. Avaliar o efeito do T3 sobre a internalizacdo do AT1R;

5. Avaliar a contribuicdo do mecanismo de endocitose na ativacdo de ERKi2 e

hipertrofia cardiomiocitica induzidas por T3.
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5 METODOLOGIA

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal do ICB/USP (Certificado 030/12/CEUA; Decl.CEUA 028/2013),
a qual se encontra de acordo com os Principios Eticos de Experimenta¢do Animal
adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (COBEA -

www.cobea.org.br).

5.1 Cultura primaria de cardiomiécitos

As culturas primérias de cardiomidcitos foram obtidas segundo protocolo descrito
previamente por Barreto-Chaves e col., com algumas modificacdes (Barreto-Chaves et
al., 2000). Ratos neonatos (1-3 dias) da linhagem Wistar (10-12/cultura), provenientes
do Biotério Central do ICB/USP, foram levados ao fluxo laminar para assepsia com
alcool 70° e eutanasia por decapitacao. A excisdo do coracéo foi realizada por meio de
uma incisdo toracica, seguido da retirada dos atrios e dos grandes vasos contidos na
base do coracdo. Os ventriculos foram cortados em pequenos pedacos e submetidos a
sucessivas digestdes enzimaticas com uma solucdo tampao de ADS (NaCl 116mM,
Hepes 20mM, NaH2POs4 H20 1mM, D-glicose 5,5mM, KCI 5,4mM, MgSOs 0,4mM)
contendo colagenase do tipo 2 (Worthington Biochemical Corporation, New Jersey,
EUA) e pancreatina (GIBCO, New York, EUA). As digestdes foram realizadas a 37°C
por 30 min, sendo necessarios cerca de 6 ciclos para a completa digestdo dos
ventriculos. As células musculares cardiacas foram separadas dos demais tipos
celulares presentes no miocardio por gradiente de densidade (Percoll; Pharmacia LKB
Biotechnology, Uppsala, Suica). Devido a alta citotoxicidade do Percoll, as células
foram lavadas em Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) para retirada dos
resquicios. Os cardiomiécitos foram contados em camara de Neubauer e a viabilidade
celular foi estimada por Trypan Blue (Amresco, Ohio, EUA). As células foram
plaqueadas de acordo com a necessidade de cada experimento e mantidas em DMEM

suplementado com 5% de soro de bezerro neonato (NCS), 10% de soro de cavalo (HS)
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(Invitrogen, Califérnia, EUA) e 10% de antibioticos (penetre, GIBCO, Massachusetts,
EUA), em estufa (5% de CO2z a 37°C). Apos 72h da extracado, as células foram privadas
de soro, ou seja, mantidas em DMEM com apenas 0,5% de NCS overnight, e em
seguida estimuladas.

Para andlise dos efeitos tréficos dos HTs, os cardiomiocitos foram estimulados
com T3 (Sigma-Adrich, Massachusetts, EUA) a 15nM por 24h (avaliagéo da hipertrofia
cardiomiocitica) ou por tempos rapidos (avaliacao de vias hipertroficas). A concentracao
de T3 utilizada foi previamente estabelecida por promover o aumento de marcadores
hipertréficos (ANF, BNP e a-actina esquelética) e a ativacdo de vias pro-hipertroficas
(Diniz et al., 2009).

5.2 RNA de interferéncia

A participagdo da sinalizacdo dependente de beta-arrestinas na ativagdo de
ERK12 e na hipertrofia cardiomiocitica foi avaliada mediante silenciamento génico por
RNA de interferéncia (RNAI) de beta-arrestina 1 e beta-arrestina 2. Os procedimentos
relacionados aos ensaios de silenciamento foram realizados em meio sem antibiotico.
Assim, cardiomiécitos foram plaqueados em pocos revestidos com gelatina 1% (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA), e mantidos em meio com soro e sem antibiético. As células
foram privadas de soro por 4h e, em seguida, transfectadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante do reagente Lipofectamine 2000 (Invitrogen, California,
EUA). As células foram incubadas com o meio de transfeccdo (50nM do
oligonucleotideo e 6ul de Lipofectamine/poco — placa de 6 pocos/volume final de 1 ml)
por 6h. Apés o periodo de transfeccao, as células foram lavadas em PBS e incubadas
com meio puro. Apés 24h da transfeccao, as células foram estimuladas com T3 (15nM)
por 24h para inducao da hipertrofia ou por 10min para ativacdo de ERKz1.2. Para controle
dos efeitos intrinsecos ao processo de transfeccdo, o grupo de células controle foi
transfectado com um oligonucleotideo inespecifico, scramble RNAi (Scr), cuja

sequéncia nao apresenta homologia com nenhum gene conhecido (Stealth RNAI
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Negative Control Duplex; Invitrogen, Califérnia, EUA). A eficiéncia de transfecgdo foi

avaliada através dos niveis de mRNA e da expresséao proteica de beta-arrestina 1 e 2.

5.3 Area de superficie celular

A area de superficie celular foi utilizada como um dos métodos de avaliacdo da
hipertrofia cardiomiocitica. Apds tratamento dos cardiomiocitos com T3 (15nM) por 24h,
as células foram lavadas com PBS e analisadas ao microscopio éptico convencional
(Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Cerca de 25 imagens de cada grupo experimental foi
foram registradas para a quantificacdo da area de 50 cardiomiécitos por grupo. A
mediada da area foi realizada através do programa Axio Vision Documentation (Zeiss,

Oberkochen, Alemanha - aumento de 200X).

5.4 Incorporacéo de [H3]-Leucina

O ensaio de incorporagdo de leucina triciada foi utilizado como método de
avaliacdo da sintese proteica pelos cardiomiécitos. As culturas primarias de
cardiomiécitos foram mantidas em meio de privacdo (apenas DMEM) overnight e
estimuladas com T3 (15 nM) por 24h. Seis horas antes do término do tratamento, um
novo meio de tratamento contendo 5 uCi/ml de L-[4,5-3H] Leucina (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido) foi adicionado para avaliar a incorporacdo de leucina
triciada (L-[4,5-°H]) para sintese de novas proteinas pelas células. Ao final do
tratamento, as células foram lavadas com PBS e lisadas com 500 ul de TCA a 10%. O
lisado celular foi coletado, centrifugado (14.000 g, 4°C, 10 min) e o pellet foi
ressuspendido em 500 ul de TCA a 10%. ApoOs nova centrifugacdo, o pellet final foi
dissolvido em 500 ul de NaOH 0,2N e as amostras foram incubadas a 60°C por 30 min.
Em um tubo apropriado, 400 ul da amostra foram acrescentadas a 3,6 ml do liquido de
cintilagdo (PerkinElmer, Massachusetts, EUA) para andalise da radioatividade contida

nas amostras. A incorporacéo de L-[4,5-3H] é diretamente proporcional a radioatividade
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da amostra, analisada no aparelho Liquid Scintillator Analyzer TRI-CARB 2100TR
(Packard, Detroit, EUA).

5.5 RT-PCR em tempo real

Os ensaios de RT-PCR em tempo real foram realizados para analise dos niveis
de mRNA no extrato de células tratadas com T3. O RNA total foi extraido de acordo
com as especificacdes do fabricante do reagente Trizol (Invitrogen, Califérnia, EUA),
sendo a qualidade da extracdo avaliada através da razéo entre as absorbancias obtidas
em A=260nm e A=280nm. A concentracdo de RNA total foi determinada por
espectrofotometria (Gen5 Data Analysis Software, BioTek, Vermont, EUA). A
integridade do RNA extraido foi confirmada por eletroforese em gel de agarose (1%) e
mediante a analise das subunidades de RNA ribossomal (18S e 28S) sob luz UV.

A reacédo de transcricdo reversa para a sintese da fita complementar ao mRNA
(cDNA) foi realizada a partir de 1 ug de RNA total. A reacéo foi realizada segundo as
especificacoes do fabricante da enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Califéornia, EUA) em termociclador (PTC 200 Termocycler, MJ Research,
Massachusetts, EUA).

As reacdoes de RT-PCR em tempo real foram realizadas segundo as
recomendacdes do fabricante do reagente Platinum SYBR Green qPCR UPSer Mix-
UDG (Invitrogen, California, EUA). Os niveis de mRNA foram determinados através do
célculo 2-2Ct sendo AACt = (ACt tratado — ACt controle) e ACt = (Ct gene interesse —
Ct controle interno), no qual o valor do Ct (Cycle threshold) representa a quantidade de
ciclos necessaria para a deteccdo de determinada fluorescéncia. O Ct, por sua vez, &
determinado pelo Threshold, valor acima do background/baseline. Os niveis de GAPDH

foram utilizados como controle interno.



Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados nos ensaios de RT-PCR em tempo real

ANF 5-AGTGCGGTGTCCAACACAG-3’ 5-CTTCATCGGTCTGCTCGCT-3
BNP 5-GCTGTCTCTGAGCCATTTCC-3 5-CAGAACAATCCACGATGCAG-3
a-actina 5-CCTGCCACACGCCATCAT-3 5-GCTCGGTGAGGATTTTCATCA G-3
a-MHC 5-ACAGAGTGCTTCGTGCCTGAT-3* 5-CGAATTTCGGAGGGTTCTGC-3’
B-MHC 5-AGCGAGGCTCCACCCCACAT-3 5-CAAGGTGCCCTTGCCTGGGG-3
Serca2a 5-CGTTGTTTTGCTCGAGTTGA-3’ 5-GTCGTTCACACCATCACCAG-3

B-arrestina 1

B-arrestina 2

5-ACCTGGATGTCTTGGGTCTG-3
5-CCACGTCACCAACAATTCTG -3’

5-GCCCACGCTTCTTGATGAGTC 3
5-AGCTGAGCCACAGGACACTT -3’

GRK2 5-GACACAGGCAAGATGTACGC-3° 5-ACGAGGGAAAGCATGATCCG-3
GRK5 5-TGGCACTCAATGAAAAGCAG-3 5-ACAAGGCTCGTTCTTCCTCA-3’
GRK6 5-CACGGGTAGTGTGTCCATCC-3' 5-CCACACTGCTCACCTTTGTC-3’
GAPDH 5-TGGTGGACCTCATGGCCTAC-3  5-CAGCAACTGAGGGCCTCTCT-3’

5.6 Microscopia de fluorescéncia

Os ensaios de microscopia de fluorescéncia foram realizados para analise da
internalizacdo do AT1R. Apds a estimulacdo dos cardiomiécitos com T3, as células
foram rapidamente lavadas com PBS gelado, fixadas com paraformaldeido a 4% (TA
por 10 min) e permeabilizadas com NP40 0,1% (37°C por 10 min). Em seguida, as
células foram blogueadas com albumina sérica bovina (1%, 37°C por 1h) e incubadas
com anticorpo primario overnight. A relacdo dos anticorpos utilizados esta descrita na
Tabela 2. Apés a incubacdo com anticorpo primario, as células foram lavadas com PBS
e incubadas com anticorpo secundario ligado a molécula fluorescente (TA por 1h). Em
seguida as células foram incubadas com DAPI (20 min), para marcacdo do nucleo, e
observadas ao microscopio de fluorescéncia (Zeiss, Oberkochen, Alemanha).
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Tabela 2: Anticorpos utilizados nos ensaios de fluorescéncia

Anti-AT1R Santa Cruz Biotechnology #sc-1173
Anti-AT1R Sigma-Aldrich #SAB3500209
Anti-Tropomiosina Sarcomérica Sigma-Aldrich #T-9283
Anti-DAPI Molecular Probes #D1306

5.7 Western Blotting

Os ensaios de Western Blotting foram realizados para analise da expresséo
proteica dos cardiomiécitos estimulados com T3. A extracdo de proteina total foi
realizada usando um tampao de extracao contendo inibidores de proteases e fosfatases
(KCL 90mM, Hepes 10mM, MgCI?** 3mM, EDTA 5mM, glicerol 1%, DTT 1mM, SDS
0,04%, Aprotinina 20mM, Pepstatina 20mM, Leupepstatina 20mM, PMSF 40uM,
Ortovanadato 100mM, NaF 10mM e Piruvato 30mM). Apos a lise das células e
centrifugagéo (14.000 rpm, 15 min, 4 °C), o sobrenadante foi coletado e armazenado
em freezer a -80°C para posterior analise. A concentracdo proteica das amostras foi
determinada segundo método descrito por Bradford, em espectrofotbmetro, e calculada
segundo a equacao da reta (Bradford, 1976). O volume correspondente a 30ug de
proteina foi incubado com um tampéao redutor contendo B-Mercaptoetanol e aquecido
(100°C por 5 min). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% (140 V por 1h) e transferidas para membranas de nitrocelulose
(Bio-Rad, Califérnia, EUA) (20 V por 1h). As membranas foram coradas com solugéo
Ponceau para analise da homogeneidade e, posteriormente, incubadas com o anticorpo
primario overnight (4°C). As informacdes pertinentes a cada anticorpo estdo descritas
na Tabela 3. Apos lavagem com TBST (Tris 50mM, NaCl 150mM e Tween-20 0,2% - pH
7,5), as membranas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (temperatura ambiente por 1h). ApOs lavagem com TBST, as membranas
foram incubadas com uma solucdo para a reacdo de quimioluminescéncia (ECL,

Thermo Scientific, lllinois, EUA) e a andlise da banda correspondente a proteina de
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interesse foi realizada através de um transiluminador (UVItec Limited, Cambridge, Reino

Unido). Os valores foram expressos como unidade arbitraria.

Tabela 3: Anticorpos utilizados nos ensaios de Western Blotting

Anti-AT1R

Anti-ERK; total
Anti-pERKz12 (Thy204)
Anti-ERKy. total

Anti-pERKy/ (Thr202/Thy204)

Anti-pERKy, (Thr188)
Anti-MEK ., total
Anti-pMEK 1, (Ser217/221)
Anti-p-p70S6K
Anti-p70S6K
Anti-pPKC&/6
Anti-B-arrestina 1
Anti-B-arrestina 2
Anti-Histona H2A
Anti-a-actinina
Anti-GAPDH

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Badrilla

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Abcam

Abcam

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Santa Cruz Biotechnology

#sc-1173
#sc-93
#sc-7383
#9102
#9101
#A010-40AP
#4694
#9121
#9205
#9202
#9376
#ab32099
#31294
#8648
#sc-15335
#sc-32233
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5.8 Fracionamento subcelular (nucleo/citoplasma)

Os ensaios de fracionamento foram realizados para a andlise da expressao de
AT1R no nucleo e no citoplasma de cardiomidcitos estimulados com T3. ApOs 0s
tratamentos, as células foram lavadas com PBS e ressuspendidas em tripsina-EDTA
(Cultilab, Campinas, Brasil). Em seguida, as células foram centrifugadas (1000 g, 4°C, 5
min), o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 100ul de tampé&o
RIPA contendo inibidores de protease e fosfatase. A ruptura da membrana plasmatica
foi realizada através da agitacdo das amostras por 15s (vortex), seguido do descanso
em gelo nos 45s restantes a cada min. Esse procedimento foi repetido durante 10 min
e, entdo, as amostras foram centrifugadas para coleta do sobrenadante (fracdo
citoplasmatica). Posteriormente, 40ul de um tampéo especifico para nucleo (RIPA,
SDS, Doasse) foi adicionado ao pellet para ressuspensdo. Para o rompimento do
envelope nuclear, as amostras foram agitadas por 15s (vortex) e mantido em gelo nos
45s restantes a cada min. Esse procedimento foi repetido durante 40 min, seguido de
centrifugacdo para a coleta do sobrenadante (fracdo nuclear). Para os ensaios de
fracionamento nucleo/citoplasma, a expressao de GAPDH foi utilizada como marcador

citoplasmatico e a expressao de Histona H2A como marcador nuclear.

5.9 Linhagem de células HEK293

A linhagem de células HEK293, do inglés Human Embryonic Kidney Cells, foi
utilizada como modelo experimental nos ensaios de BRET, no intuito de verificar a
existéncia de um efeito direto do T3 sobre a ativacdo do AT1R. As células foram
mantidas em DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de
antibioticos (penicilina e estreptomicina), em estufa umidificada, com 5% de CO2 a
37°C. Todos os procedimentos relacionados aos ensaios de BRET foram realizados de
acordo com a metodologia descrita a seguir, com exce¢do do método de transfeccéo
utilizado. As células HEK293 foram transfectadas com Polietilenoimina (PEI; 25 kDa
linear; Polysciences, Pennsylvania, EUA) de acordo com protocolo previamente
estabelecido (Santos et al., 2015).
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5.10 Cardiomiécitos humanos derivados de iPS

Os cardiomidcitos humanos derivados de iPS foram adquiridos através da
empresa PluriCell Biotech (S&o Paulo; Brasil). As células foram fornecidas nas
condicbes experimentais desejadas. Para os ensaios de BRET, as células foram
plagueadas em placas de 96 pocos com uma confluéncia de 70% e mantidas em meio
de manutencdo fornecido pela empresa. As células foram mantidas em estufa
umidificada com 5% de CO2, a 37°C.

5.11 Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET)

Os ensaios de BRET foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Claudio
Miguel Costa-Neto do Departamento de Bioquimica e Imunologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto/USP, no intuito de avaliar o efeito do T3 sobre ativacdo de
proteina G e sobre o recrutamento de beta-arrestina 1 e beta-arrestina 2, via AT1R.

Para a realizacdo dos ensaios de BRET foram utilizadas as células HEK293,
cardiomiécitos humanos derivados de iPS e cardiomidcitos provenientes de culturas
primarias. As células foram plaqueados em placas de 96 pocos, brancas e opacas
(PerkinElmer; Massachusetts; EUA), e transfectadas com os plasmideos para os
ensaios de ativacao de proteina G e recrutamento de beta-arrestinas 1 e 2, conforme
demonstrado na Tabela 4.

As células HEK293 foram transfectadas com Polietilenimina (PEI), de acordo
com protocolo previamente estabelecido (Santos et al., 2015), enquanto o0s
cardiomiécitos humanos foram transfectados com TransFectin Lipid Reagent (Bio-Rad,
Califérnia, EUA) e os cardiomiécitos obtidos de culturas primarias foram transfectados
com Lipofectamine 2000. Os procedimentos de transfecgcéo foram realizados de acordo
com as recomendacdes de cada fabricante. Apos 48 horas da transfeccao, as células
foram lavadas com PBS e devidamente estimuladas.

Para os ensaios de cinética, as células foram estimuladas com Angll (100nM) e

T3 (10nM e 100nM), seguido da adi¢céo de 5ug do substrato da enzima renilla luciferase
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(Rluc), coelenterazine-400A ou coelenterazine-H (Biotium, Hayward, CA, EUA). A leitura
das amostras foi realizada apds 2, 5, 10, 15 e 20 minutos de estimulacdo. Nos ensaios
de concentracdo-resposta, as células foram estimuladas com Angll e T3 em diferentes
concentracfes e a leitura das amostras foi realizada ap6s 5 min de estimulacdo, para
andlise da ativacdo de proteina G, e apdés 15 min, para analise do recrutamento de
beta-arrestina 1 e 2.

Os sinais de BRET foram detectados em leitor de microplaca (Victor™ X Light
Luminescence, PerkinElmer, MA, EUA). Os dados correspondem a razdo da energia
emitida pelo aceptor GFP (515+15nm) pela energia emitida pelo doador Rlucll (410 + 40

nm).

Tabela 4. Relacdo dos plasmideos utilizados nos ensaios de BRET

AT1 + - -
AT1-EGFP - + +
Beta-arrestina 1-Rlucll - + -
Beta-arrestina 2-Rlucll - - +
Gag-Rlucll + - -
GB + - -

Gy-GFP + - -
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5.12 Interpretacéo dos resultados de BRET

O BRET consiste em uma técnica utilizada para a analise da interacdo entre
proteinas, baseada na transferéncia de energia entre duas moléculas (doadora e
aceptora) de acordo com a proximidade destas. Para a andlise da interacdo entre duas
proteinas de interesse (X e Y), deve-se marcar uma das proteinas com uma molécula
luminescente (X-Rluc) e a outra com uma molécula fluorescente (Y-GFP). Na presenca
do substrato (coelenterazine) da molécula luminescente (enzima renilla luciferase) a
proteina X-Rluc ird emitir uma determinada energia que, dependendo da proximidade
com a proteina Y-GFP, serd capaz de excitar a molécula fluorescente (GFP; Green
Fluorescent Protein) que, por sua vez, emitira um sinal (sinal de BRET) a ser detectado
pelo aparelho.

No presente estudo, para andlise da ativacdo de proteina G, avaliamos a
separacdo entre as proteinas Ga e o dimero GBy, os quais constituem a proteina G.
Para tal, conforme demonstrado na Tabela 4, as células foram transfectadas com os
plasmideos Ga-Rlucll (luminescente), GB e Gy-GFP (fluorescente). Desta forma, na
auséncia do agonista, em que o0 AT1R se encontra em estado inativo, o sinal de BRET
mantém-se elevado, devido a proximidade entre as subunidades Ga e Gy. Em
contrapartida, na presenca do agonista, o AT1R ¢é ativado e, consequentemente, ocorre
a dissociacdo das subunidades Ga e Gy, resultando na queda no sinal do BRET
(Figura 6A).

Para andlise do recrutamento da beta-arrestina 1 ou beta-arrestina 2, as células
foram transfectadas com os plasmideos para beta-arrestina 1-Rlucll ou beta-arrestina 2-
Rlucll (luminescente) e AT1-EGFP (fluorescente). Neste caso, quando o receptor AT1
esta inativo, o sinal de BRET mantém-se baixo, devido a distancia entre as duas
proteinas. No entanto, quando o receptor é ativado, o sinal de BRET aumenta devido a
aproximacao entre elas (Figura 6B).



47

A. Ativagaode G, B. Recrutamento de beta-arrestina

Sinal de BRET
Sinal de BRET
Sinal de BRET

Receptor inativo Receptor ativo Receptor inativo Receptor ativo

Figura 6: Esquema ilustrativo do ensaio de BRET para analise da ativagdo de proteina G e do
recrutamento de beta-arrestinas. Na situacdo (A), as células séo transfectadas com o plasmideo
do receptor de interesse (AT1R) e das subunidades de proteina G (a, B e d), sendo a
subunidade a associada a enzima renilla luciferase (Rlucll) e a subunidade y associada a
molécula fluorescente GFP (do inglés, Green Fluorescent Protein). Durante o ensaio, as células
transfectadas sédo incubadas com o substrato da Rlucll e estimuladas com o agonista do
receptor (Angll). Na inativacdo de proteina G, o sinal de BRET mantém-se alto, devido a
proximidade das subunidades a-Rlucll e y-GFP. Porém, quando a proteina G é ativada o sinal
de BRET diminui, devido a dissociacdo entre essas subunidades. Na situacado (B), as células
séo transfectadas com o plasmideo do receptor de interesse (AT1R), marcado com GFP, e com
beta-arrestina 1 ou beta-arrestina 2 marcadas com Rlucll. As células transfectadas sao
incubadas com o substrato da Rlucll e estimuladas com o agonista do receptor (Angll). Em uma
situacdo controle (sem estimulacdo), o sinal de BRET mantém-se baixo, devido a distancia
entre o receptor-GFP e a beta-arrestina-Rlucll. No caso do recrutamento da beta-arrestina para
proximo do receptor, o sinal de BRET aumenta.

5.13 Imunoprecipitacao

Os ensaios de imunoprecipitacdo foram realizados para andlise da interacéo
entre o receptor de angiotensina Il do tipo 1 e as isoformas de beta-arrestinas. Para os
ensaios de imunoprecipitacdo do receptor AT1R foram utilizados 500 ug de proteina
total dos cardiomiécitos controle e dos estimulados com T3 por 10 minutos.
Inicialmente, o volume final da amostra foi corrigido para 1ml, utilizando-se PBS, e 20 ul
de beads, proteina A/G PLUS-agarose (Santa Cruz Biotechnology; sc-2003) foram
adicionados a amostra, sendo esta incubada por 1 hora em agitagdo lenta a 4°C. Em
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seguida, o volume correspondente a 1 ug do anticorpo primério anti-AT1R (Santa Cruz
Biotechnology) foi adicionado a amostra e incubado overnight em agitacédo lenta a 4°C.
No dia seguinte, 40 ul de proteina A/G PLUS-agarose foram adicionados a amostra e
incubados por 3 horas em agitacao lenta a 4°C. Apos este procedimento, as amostras
contendo o anticorpo primario ligado as beads foram centrifugadas (1000 g por 5
minutos a 4°C). Apds o descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 1 ml
de PBS gelado e incubado por 5 minutos em agitacdo lenta. Posteriormente, as
amostras foram novamente centrifugadas e o0 sobrenadante descartado. Este
procedimento de lavagem foi repetido trés vezes. ApOs a etapa de lavagem, foram
adicionados 50 ul de tampao Laemmli e, em seguida, as amostras foram fervidas a
100°C por 5 minutos. Em seguida, realizamos o protocolo padrdo de Western Blotting
para AT1R, beta-arrestina 1 e beta-arrestina 2, utilizando-se 25 ul da amostra para cada
blot.

5.14 Binding de Angll

Para os ensaios de binding para Angll, células HEK293 foram plaqueadas na
densidade de 3x10° células/poco em placas de 24 pocos, previamente revestidas com
solucdo de poli-L-lisina (0,1 mg/ml; diluido em PBS). As células foram mantidas em
DMEM suplementado, em estufa umidificada com 5% de CO2, a 37°C. No dia seguinte,
as células foram lavadas em tampéo de lavagem gelado (25 mM Tris-HCI pH7,4; 10 mM
NaCl; 5mM MgCI2; 0,1% albumina sérica bovina). Os experimentos de binding foram
realizados em tampéao de binding gelado (25 mM Tris-HCI pH7,4; 5 mM MgCI2; 0,1%
albumina sérica bovina; 100 ug/ml bacitracina (Sigma) e iniciado com a adicdo do
ligante marcado/quente (*H-Angll) na presenca de diferentes concentracdes do ligante
frio (Angll) em um volume final de reacdo de 525 ul. Apds a adicdo do ligante quente
(diluido em tampao de binding), as placas foram deixadas por, no minimo, 16 horas a
4°C. Apos o periodo de incubacgdo, as células foram lavadas duas vezes com tampéao
de lavagem gelado, sendo adicionado 200 ul do tampéo de lise (48% uréia; 2% Nonidet

P-40; preparado em &acido acético 3M) em cada poco. Apos a transferéncia do lisado
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para tubos de cintilagdo, foram adicionados 3 ml de liquido de cintilagdo em cada tubo
para subsequente contagem de radioativo (Packard Cobra Il Gamma Counter). Os
resultados foram normalizados e representados como porcentagem da ligacdo maxima

da Angll radioativa.

5.15 Anédlise estatistica

Os dados foram representados como médiaterro padrao (SEM). A analise de
variancia multifatorial One-Way ANOVA foi utilizada como teste estatistico para
comparacao entre as medias de trés ou mais grupos experimentais, seguido do pés-
teste de Tukey. O Student t-test foi utilizado para comparacdo entre dois grupos.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. O valor de “n”
corresponde a quantidade de culturas de cardiomidcitos independentes utilizadas em
cada experimento. A analise estatistica e os graficos foram realizados no programa

Prism 6 (GraphPad Software, California, EUA).

6 RESULTADOS
6.1 Contribuicdo do AT1R na ativacao de ERK12 promovida pelo T3

No intuito de avaliar o efeito do T3 sobre a ativacdo de ERKau2, cardiomiécitos
foram estimulados com T3 (15nM) por tempos rapidos (5-30 min) e por 24h para analise
da fosforilacdo de ERK12 em seus residuos classicos, Thr202/Thyr204 (TEY) (Figura 7).
O aumento na fosforilacdo de ERKu2 (TEY) pbdde ser verificado aos 5 min de tratamento
com T3. Verificamos que a ativacdo de ERKi2 consiste em uma ativagao transiente,
visto que os valores do grupo T3 tenderam a diminuir conforme o tempo de tratamento.
Desta forma, as células tratadas por tempos mais prolongados alcancaram valores

semelhantes, ou até mesmo menores, que o grupo controle (C-30’).
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Figura 7: Ativagédo de ERK12, em cardiomidcitos estimulados com T3. Cardiomiécitos em cultura
foram tratados com T3 (15nM) por tempos rapidos (5, 10, 15 e 30 min) e por 24h. (A) Imagem
representativa e (B) quantificacdo da expresséo proteica de ERKj, fosforilada (Thr202/Thy204)
e total avaliadas por Western Blotting (5’-30’: n=6; 24h: n=4). Os dados foram representados
como médiatSEM e expressos como unidade arbitraria (ua). *vs. C-30'.

No intuito de avaliar a contribuicdo do AT1R na ativacdo de ERKz12 promovida
por T3, cardiomiécitos foram submetidos ao pré-tratamento com um antagonista do
receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1R), Losartan (1uM), por 1h e estimuladas com
T3 (15nM) por 10 min (Figura 8). A concentracdo e o tempo de pré-tratamento com
Losartan foram determinados previamente (Diniz et al., 2009). O tempo escolhido para

a estimulacdo dos cardiomidcitos com T3 foi de 10 min. Embora no grafico acima a
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diferenca estatistica em relacdo ao controle ndo seja significante, o aumento da
fosforilagdo da ERKu2 € ainda consideravel (Figura 7B).

Conforme esperado, o grupo de células estimulado com T3 apresentou um
aumento significante da fosforilacdo de ERK12 quando comparado ao controle, sendo a
inibicdo do AT1R com Losartan capaz de prevenir tal aumento. Esses resultados
evidenciam, portanto, que a ativagdo ERKi2 promovida pelo T3 é, parcialmente,
mediada pelo AT1R.
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Figura 8: Contribuicdo do AT1R na ativacdo de ERK3,, promovida pelo T3. Cardiomidécitos foram
estimulados com T3 (15nM) por 10 min na presenca ou auséncia de Losartan (1uM - LOS),
antagonista do AT1R. Os grupos LOS e LOS+T3 foram pré-tratados por 1h (n=5). Anéalise da
expressao de ERKj, fosforilada (Thr202/Tyr204) e total por Western Blotting. Os dados foram
representados como médiatSEM e expressos como unidade arbitraria (ua). **vs. Controle;
p<0,01; #vs. T3; p<0,05.



52

6.2 Efeito do T3 sobre a ativacdo de MEK12 e contribuicdo de ERK12 na hipertrofia

cardiomiocitica

Tendo demonstrado o efeito do T3 sobre a ativacdo de ERKu12 e 0 envolvimento
do AT1R nesse processo, a participacdo de ERKu2 na hipertrofia cardiomiocitica foi
avaliada. Uma das principais quinases responsaveis pela fosforilagdo e consequente
ativacdo de ERK12 € a MAPK/ERK kinase ou MEKz1/2, (Bueno et al., 2000; Muslin, 2008;
Lorenz, Schmitt, Vidal, et al., 2009). Assim, a contribuicdo de ERKz12 na hipertrofia foi

avaliada através de um inibidor especifico para MEKz12, PD98059.
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Figura 9: Contribuicdo de MEKy, na ativacdo de ERK3, promovida por T3. (A) Cardiomiécitos
em cultura foram tratados com T3 (15nM) por tempos rapidos (5, 10, 15 e 30 min) e por 24h
para andlise da expressao proteica de MEK fosforilada (Ser217/221) e total por Western Blotting
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(n=3). (B) Imagem representativa da curva dose-resposta de PD98059 para inibicdo de ERK1/,.
Cardiomidcitos foram pré-tratados com PD98059 por 1h, em diferentes concentragdes (20x10°,
20x107, 20x108, 20x10° M), e estimulados com T3 por 10 min para andlise da expresséo de
ERK1/2 fosforilada e total por Western Blotting. Os valores foram representados como
médiazSEM e expressos como unidade arbitraria (ua). * vs. Controle; p<0,05.

Inicialmente, no intuito de verificar o efeito do T3 sobre a ativacdo de MEKuz,
cardiomidcitos foram estimulados com T3 por tempos rapidos (5-30 min) e por 24h
(Figura 9A). O grupo de células estimulado com T3 apresentou um aumento significante
da fosforilacdo de MEKz12 aos 5 min de tratamento, exibindo um padrao de fosforilacao
semelhante ao observado para ERKzi2 (Figura 7). O grupo de células estimulado com
T3 nos demais tempos de tratamento ndo apresentaram valores diferentes em relacéo
aos respectivos controles.

Tendo sido verificada a ativagado de MEK1/2, uma curva concentragdo-resposta de
PD98059 foi realizada para a analise da inibicdo de ERKu2. Cardiomidcitos foram pré-
tratados com PD98059 por 1h, em diferentes concentragées (20x10, 20x107, 20x10°8,
20x10° M), seguido do tratamento com T3 (15nM) por 10 min para andlise da ativacédo
de ERKi2 por Western Blotting. De acordo com a imagem representativa a seguir
(Figura 9B), as concentracGes de 20x10°M e 20x10'M foram as mais efetivas na
inibicAo de ERKi2, sendo padronizada a concentracdo de 20uM para os demais
ensaios.

A contribuicdo de ERKu2 na resposta hipertréfica foi avaliada através da analise
dos transcritos que codificam genes cardiacos fetais, tais como ANF, BNP e a-actina
esquelética (Figura 10A). Para tal, cardiomiécitos foram pré-tratados com PD98059
(20uM) por 1h e estimulados com T3 por 24h. Conforme esperado, o tratamento com T3
aumentou de maneira significante os niveis de mRNA de ANF, BNP e a-actina
esquelética, indicando a ocorréncia da reprogramacdo génica, caracteristica do
processo hipertrofico. ANF e BNP sdo peptideos natriuréticos sintetizados,
primordialmente, pelas células atriais em situagdes de insultou ou estresse cardiacos.
Sao moléculas de caracteristicas anti-hipertroficas, cujos niveis séricos sao utilizados

para a analise da progressao da doenca cardiaca. A a-actina esquelética, por sua vez,
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consiste em uma proteina sarcomérica expressa, predominantemente, no periodo fetal.
Sédo duas as isoforma de actina, a cardiaca e a esquelética. Apés 0 nascimento, a
expressao de a-actina cardiaca aumenta, enquanto a de a-actina esquelética diminui,

sendo reexpressa apenas quando o coracao € submetido a um estimulo hipertrofico.
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Figura 10: Contribuicdo de ERKi2 na hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3. Cardiomiécitos
foram pré-tratados com PD98059 (20uM) por 1h e estimulados com T3 (15nM) por 24h. (A)
Analise dos niveis de mRNA de ANF, BNP e a-actina esquelética por RT-PCR em tempo real.
(B) Area de superficie celular. Os dados do PCR foram calculados segundo a equagao (222,
Os valores foram representados como média+tSEM e expressos como unidade arbitraria (ua) ou
como porcentagem. * vs. controle; #vs. T3; p<0,05; ***vs. Controle; ###vs. T3; p<0,001.

As células tratadas com o inibidor de ERKi2 (PD+T3) preveniu de maneira
significante o aumento dos marcadores hipertréficos promovidos pelo T3. Ainda, a

analise da area de superficie celular (Figura 10B) evidenciou o aumento esperado para
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0 grupo T3 em relagéo ao controle, enquanto que o grupo PD+T3 n&o apresentou tal
aumento, corroborando com os resultados do PCR. Em conjunto, os resultados
evidenciam que o T3 promove a ativagdo de MEK12 e que a ativagdo ERKu12 contribui

com a hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3.

6.3 Contribuicdo da sinalizacdo dependente de proteina G na ativacdo de ERKu2
em cardiomiocitos estimulados com T3

As PKCs (Protein Kinase C) pertencem a uma familia de serina-treonina
quinases e sao consideradas as principais efetoras na sinalizacdo mediada por Gg/11.
As PKCs podem ser classificadas como convencionais (cCPKCs), as quais séo ativadas
por calcio, diacilglicerol (DAG) e fosfatidilserina (PS) (a, B2, y); como novas PKCs
(nPKCs), ativadas por DAG e PS (9, €, n, 8); e como PKCs atipicas (aPKCs), sensiveis
apenas aPS (C, A, y, M).

Assim, considerando o efeito dos hormoénios tireoidianos sobre os niveis
intracelulares de caélcio (Dillmann, 2010), a ativacdo de PKC®/8, uma isoforma
independente de célcio, foi avaliada em cardiomidcitos estimulados com T3, bem como
o efeito da inibichio de PKC sobre a ativacdo de ERKiz. Cardiomidcitos foram
estimulados com T3 por tempos rapidos (5-30 min) e a ativagdo de PKCo/6 foi avaliada
atraves de sua fosforilacdo no residuo Ser643/676 por Western Blotting (Figura 11A).

De maneira interessante, a modulacado na expressao de PKC&/0 fosforilada nao
foi verificada em nenhum dos tempos avaliados, sugerindo a auséncia da formacéo de
DAG e PS e, portanto, inativacao de proteina Gg/11.

A contribuicdo de PKC na ativacdo de ERKu2 foi avaliada através do inibidor de
PKC (Ro 31-8425), utilizado em duas concentracdes (10nM e 100nM). Cardiomidcitos
foram tratados com Ro 31-8425 por 1h, seguido da estimulagdo com T3 por 10 min para
andlise da fosforilacdo de ERK12 (TEY) por Western Blotting. Conforme demonstrado
na imagem representativa (Figura 11B), a inibicdo de PKC néo foi capaz de atenuar ou
prevenir a ativacdo de ERKy2 promovida pelo T3, sugerindo que sinalizacao
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dependente de proteina G ndo estd envolvida com ativacdo observada no modelo

estudado.
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Figura 11: Envolvimento de PKC na ativagdo de ERKy, promovida por T3. (A) Cardiomidcitos
foram estimulados com T3 por tempos rapidos (5-30 min) para analise de PKC&/6 fosforilada
(Ser643/676) por Western Blotting. A expressdo de GAPDH foi utilizada como normalizador. (B)
Cardiomiécitos foram pré-tratados com Ro 31-8425, inibidor de PKC (10nM e 100nM) por 1h,
seguido da estimulagdo com T3 por 10 min. A expressdo de ERKjy, fosforilada (Thr202/Tyr204)
e total foram avaliadas por Western Blotting.

6.4 Sinalizac&o citoplasméatica de ERK12em cardiomiocitos estimulados com T3

Recentemente foi demonstrado que a translocacao nuclear de ERKz12 requer a
sua autofosforilacdo na Thr188 (Lorenz, Schmitt, Schmitteckert, et al., 2009). Para que
ocorra a autofosforilagdo de ERK12 é necessaria sua interagdo com o dimero By da
proteina G. Desta forma, a fosforilacdo na Thr1l88 indica a ativacdo de proteina G e a

sinalizacao citoplasmatica de ERKu..
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No intuito de avaliar, indiretamente, a ativacdo de proteina G em reposta ao
tratamento com T3, cardiomidcitos foram estimulados com por tempos rapidos (5-30
min) para analise da expressdo de ERKuiz fosforilada (Thrl88) e total por Western
Blotting (Figura 12).

De acordo com a imagem representativa a seguir (Figura 12A) e a quantificacao
dos dados (Figura 12B) nenhuma alteracdo no padrao de fosforilacdo de ERKi2 na
Thr188 pdde ser verificada nas células tratadas com T3, 0 que sugere a inativacdo de
proteina G. Em contrapartida, oS mesmos extratos proteicos quando submetidos a
marcacdo para ERKuy2 fosforilada em seus residuos classicos (Thr202/Tyr204)

apresentou o aumento esperado conforme descrito previamente (Figura 7).
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Figura 12: Sinaliza¢do citoplasmatica de ERKy> em cardiomiécitos estimulados com T3. (A)
Cardiomidcitos foram estimulados com T3 por tempos rapidos (5-30 min) para analise de ERK1/2
fosforilada (Thrl188 e Thr202/Tyr204) e total por Western Blotting (n=4). Os dados foram
representados como médiaxzSEM.

Sabe-se que a ERKi2 promove a fosforilagdo tanto de alvos citoplasmaticos
guanto nucleares. Considerando o resultado descrito anteriormente (Figura 12),
sugerindo a sinalizacdo citoplasmatica de ERKzi2, avaliamos a ativacdo da proteina
p70S6K. As S6Ks pertencem a uma familia de serina/treonina quinases, as quais se
encontram envolvidas com o0 aumento da sintese proteica. A p70S6K, especificamente,

consiste em uma isoforma essencialmente citoplasmatica que, quando fosforilada por
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ERK12 ou Akt, aumenta a atividade ribossomal (Balasubramanian e Kuppuswamy,
2003). Assim, cardiomidcitos foram estimulados com T3 por tempos rapidos (5-30 min)
e a expressao das fracOes fosforilada e total de p70S6K foram avaliadas por Western
Blotting. De acordo com a imagem representativa a seguir (Figura 13A) e a
quantificacdo dos dados (Figura 13B), verificamos uma tendéncia de aumento na
expressdo de p70S6K fosforilada, mas que néo é estatisticamente significante. Desta
forma, o aumento do numero experimental torna-se necessario para confirmacédo do

efeito do T3 sobre a ativacdo dessa proteina.
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Figura 13: Efeito do T3 na ativacdo de p70S6K em cultura primaria de cardiomidcitos.
Cardiomiécitos foram estimulados com T3 por tempos répidos (5-30 min). (A) Imagem
representativa e (B) quantificacdo da andlise de p70S6K fosforilada e total por Western Blotting
(n=4). Os dados foram representados como médiatSEM e expressos como unidade arbitraria
(ua).
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6.5 Efeito do T3 sobre a expresséo génica e proteica de beta-arrestina 1 e 2 em
cardiomidcitos

Os efeitos dos HTs sobre a expresséo e funcdo das beta-arrestinas nas ceélulas
musculares cardiacas ainda sdo desconhecidos. Assim, no intuito de compreender o
envolvimento da sinalizacdo dependente de beta-arrestinas na hipertrofia
cardiomiocitica, o efeito do T3 na expressao proteica e nos niveis de mRNA das
isoformas de beta-arrestina 1 e 2 foi avaliado.

Cardiomidcitos foram tratados com T3 por 24h e os niveis de mRNA que
codificam as beta-arrestinas 1 e 2 foram avaliados por RT-PCR em tempo real (Figura
14A) e a expressao proteica por Western Blotting (Figura 14B). O grupo de células
estimulado com T3 apresentou um aumento significante dos niveis de mRNA para beta-
arrestina 1 sendo este aumento também verificado para a beta-arrestina 2. Ja a
expressao proteica de beta-arrestina 1 nas células estimuladas com T3 apresentou uma
diminuicdo de, aproximadamente, 20% comparada as células controle, enquanto que a
expressdo de beta-arrestina 2 aumentou 27%. Além das beta-arrestinas, outras
proteinas relacionadas a regulacdo da sinalizacdo mediada pelos GPCRs também
foram avaliadas.

As G protein-coupled receptor kinases (GRKs) sdo proteinas citoplasméticas
envolvidas com a dessensitizacdo dos GPCRs através da fosforilagdo da porcdo C-
terminal e de outros sitios dos receptores ativados. Ao contrario da grande variedade de
GPCRs, a familia das GRKs compreende sete membros, dos quais quatro isoformas
sdo expressas ubiqguamente em mamiferos (2, 3, 5 e 6) (Premont e Gainetdinov, 2007).
O padrao de fosforilacdo mediado pelas GRKs tém sido reportando por determinar a
conformacdo adquirida pelas beta-arrestinas e, consequentemente, o destino do
receptor ativado (Pitcher et al., 1998; Ren et al., 2005). Sendo assim, o efeito do T3 na

regulacao transcricional das GRKs 2, 5 e 6 foi avaliado (Figura 15C).
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Figura 14: Efeito do T3 na transcricdo e expressdo proteica de beta-arrestinas em cultura
priméaria de cardiomidcitos. (A) Andlise dos niveis de mRNA que codificam beta-arrestina 1 e 2
em cardiomiécitos tratados com T3 (15uM) por 24h por RT-PCR em tempo real (n=5). (B)
Andlise da expressdo proteica de beta-arrestina 1 e 2 em cardiomidcitos tratados com T3
(15uM) por 24h por Western Blotting (n=4). Os niveis de mMRNA de GAPDH foram utilizados
como controle interno nos ensaios de RT-PCR e a expressao de alfa-actinina foi utilizada como
normalizador nos ensaios de Western Blotting. Os dados do PCR foram calculados segundo a
equacdo (244, Os dados foram representados como médiatSEM e expressos como unidade
arbitraria (ua). * vs. controle; p<0,05; **vs. controle; p<0,01.
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Figura 15: Efeito do T3 na transcricdo das GRKs em cultura priméria de cardiomidcitos. Analise
dos niveis de mMRNA que codificam as GRK2, GRK5 e GRK6 em cardiomidcitos tratados com
T3 (15uM) por 24h por RT-PCR em tempo real (n=3). Os niveis de mRNA de GAPDH foram
utilizados como controle interno. Os dados do PCR foram calculados segundo a equacéo (2°
AACH representados como médiazSEM e expressos como unidade arbitraria (ua). * vs. controle;
p<0,05; **vs. controle; p<0,01.

Cardiomidcitos tratados com T3 por 24h apresentaram aumento significante dos
niveis de mMRNA para as todas as isoformas de GRKs avaliadas. Ainda, verificamos que
o0 aumento das GRKs 5 e 6 é mais expressivo quando comparado ao aumento da
GRK2. Porém, o significado funcional dessa regulacdo nado foi avaliado, sendo
necessaria a analise da expressao proteica dessas isoformas e sua relacdo com o
ATI1R.

6.6 Padronizacédo dos ensaios de silenciamento por RNA de interferéncia

Visando realizar ensaios de silenciamento génico por RNA de interferéncia para
beta-arrestina 1 e 2 em cultura primaria de cardiomiocitos, experimentos foram
realizados para a analise da eficiéncia de transfeccdo através da incorporagdo de um
oligonucleotideo fluorescente (BLOCK-IT fluorescente oligo, Invitrogen), cuja sequéncia
nao apresenta homologia com nenhum gene conhecido. ApOs seis horas de

transfeccdo com o oligonucleotideos fluorescente, as células foram avaliadas por
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microscopia de fluorescéncia. Assim, células com marcacdo na cor vermelha indicam a
incorporacao do oligonucleotideo.

Conforme pode ser observado na imagem representativa a seguir (Figura 16), a
maioria das células avaliadas apresentaram-se positivas para o0 oligonucleotideo,
indicando a eficiéncia do protocolo de transfecgcdo com RNA de interferéncia. Desta
forma, ensaios de padronizagdo para o silenciamento especifico de beta-arrestina 1 e 2

foram realizados.

Camﬁo claro Block-iT Alexa Fluor Red

Figura 16: Eficiéncia de transfeccdo dos ensaios de RNA de interferéncia. Imagem
representativa da eficiéncia de transfeccdo de oligonucleotideo fluorescente (BLOCK-It
fluorescent oligo; Invitrogen) em cardiomidcitos. As células positivas (marcagcdo vermelha)
indicam a incorporacao do oligonucleotideo. As imagens foram obtidas através de microscépio
de fluorescéncia (Axio Observer-Al, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha; aumento de 200X).

De acordo com as recomendacdes do fabricante do oligonucleotideo utilizado,
trés sequéncias foram testadas para o silenciamento de beta-arrestina 1. Ainda, foram
realizados testes para padronizacdo da concentracdo (50, 70 e 100nM) e do tempo de
silenciamento (48 e 72h). A analise da eficiéncia de silenciamento foi realizada através
de ensaios de RT-PCR em tempo real e por Western Blotting.

Dentre as 3 sequéncias de oligonucleotideo avaliadas, a mais eficaz na
diminuicdo da expressao de beta-arrestina 1 foi a de nimero 3 (Figura 17A). Essa
diminuicdo p6de ser observada nas trés concentracfes avaliadas nos grupos de células
transfectadas por 48h. Ja nas células transfectadas por 72h, a reexpressao de beta-
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arrestina 1 pOde ser observada para todas as sequéncias. Assim, a sequéncia
escolhida para o silenciamento de beta-arrestina 1 foi a de numero 3, a ser utilizada na
concentracdo de 50nM por 48h de silenciamento.

Em seguida, os niveis de mRNA de beta-arrestina 1 foram avaliados por RT-
PCR em tempo real nas células transfectadas nas condigcbes previamente
estabelecidas. As células transfectadas apresentaram uma redugdo em torno de 60%

do mRNA para beta-arrestina 1 em relacéo ao controle (Scr) (Figura 17B).

A. B
siRNA BARR1- sequéncia 1
157 60%
— — — — Ws s e | B-arrestina 1l G | peeecee-=
o 3 '
o T [}
— G — - S @ @w=® | GAPDH s & |
«@ - |
C C-scr C-scr 50 70 100 50 70 100 : © ]
c
50 100 ash 72h zg ﬁ '
2
o It *kkk
siRNA BARR1- sequéncia 2 S o —
» w s
G G G wwee WD WD W | B-arrestina 1 o
r— e B s
T
e
——--———— GAPDH Qg‘\'
C Cscr Cser 50 70 100 50 70 100 é&v
50 100 4sh 72h
siRNA BARR1- sequéncia 3
-— - - - W s s | B-arrestina 1

— — T w— . o awpme- Gmz== | GAPDH

C Cser Cser 50 70 100 50 70 100
50 100 * 48h 72h

Figura 17: Eficiéncia de silenciamento da beta-arrestina 1 por RNA de interferéncia.
Cardiomidcitos foram transfectados com trés sequéncias de oligonucleotideo para o
silenciamento de beta-arrestina 1 (Oligo 1, Oligo 2 e Oligo 3), utilizando a concentracéo de 50,
70 e 100nM por 48h e 72h. A eficiéncia de transfeccao foi avaliada através da expressédo
proteica de beta-arrestina 1 por Western Blotting (A). Os niveis de mRNA de beta-arrestina 1
foram avaliados por RT-PCR em tempo real em cardiomiécitos transfectados com o Oligo3
(50nM) por 48h (n=4). Os dados do PCR foram calculados segundo a equacéo (224°) e
representados como médiatSEM. Scr (Scramble), oligonucleotideo ndo especifico, utilizado
como controle interno nos ensaios de silenciamento. ****vs. Scr; p<0,0001.
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Da mesma, a padronizacdo do silenciamento de beta-arrestina 2 também foi
realizada utilizando-se as mesmas condicdes da beta-arrestina 1, ou seja, foram
testadas trés sequéncias de oligonucleotideos, em trés diferentes concentragces (50,
70 e 100nM) por 48 e 72h. A imagem representativa a seguir (Figura 18A) corresponde
ao resultado dos ensaios de Western Blotting para analise da eficiéncia de
silenciamento das trés sequéncias de oligonucleotideos testadas (Oligo 1 Oligo 2 e
Oligo 3), utilizados na concentracdo de 50nM por 48h de silenciamento. A partir desta
analise, o oligonucleotideo que se mostrou mais eficiente na diminuicdo da expressao
de beta-arrestina 2 foi a sequéncia de numero 2 (Oligo2 — seta), sendo utilizada nos
ensaios subsequentes.

Cardiomidcitos foram transfectados nas condicfes previamente estabelecidas e
os transcritos de beta-arrestina 2 foram avaliados por RT-PCR em tempo real.
Conforme pode ser observado na Figura 18B, a transfec¢do dos cardiomidcitos reduziu
os niveis de mRNA que codificam beta-arrestina 2 em torno de 70%. Desta forma, as

mesmas condi¢ces foram utilizadas nos demais ensaios de silenciamento.
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Figura 18: Eficiéncia de silenciamento da beta-arrestina 2 por RNA de interferéncia.
Cardiomidcitos foram transfectados com trés sequéncias de oligonucleotideo para o
silenciamento de beta-arrestina 2 (Oligo 1, Oligo 2 e Oligo 3), utilizando a concentracdo de
50nM por 48h. A eficiéncia de transfeccdo foi avaliada através da expressdo proteica beta-
arrestina 2 por Western Blotting (A). Niveis de mRNA de beta-arrestina 2, avaliada por RT-PCR
real time, em cardiomiécitos transfectados com Oligo2 (50nM) por 48h (n=3). Os dados do PCR
foram calculados segundo a equacdo (222°Y) e representados como médiatSEM. Scr
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(Scramble), oligonucleotideo ndo especifico, utilizado como controle interno nos ensaios de
silenciamento. ***vs. Scr; p<0,001.

6.7 Contribuicdo da beta-arrestina 1 na hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3

ApoOs a padronizacdo das condi¢Bes de silenciamento, ensaios foram realizados
para a avaliar a contribuicdo de beta-arrestina 1 na hipertrofia dos cardiomiocitos
tratados com T3. Os cardiomidcitos foram transfectados e estimulados com T3 por 24h

para analise dos marcadores de hipertrofia por RT-PCR em tempo real (Figura 19A).
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Figura 19: Contribuicdo da beta-arrestina 1 na hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3.
Cardiomidcitos foram transfectados com siBARR1 (Oligo 3-50nM) por 48h e estimulados com
T3 (15nM) por 24h. Os niveis de mRNA que codificam os marcadores hipertréficos, (A) ANF,
BNP e a-actina esquelética e (B) aMHC, BMHC e Serca2a foram avaliados por RT-PCR em
tempo real (n=6). A expressao de GAPDH foi utilizada como controle interno. Os dados do PCR
foram calculados segundo a equacdo (222°) e representados como médiatSEM. Scr
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(Scramble), oligonucleotideo ndo especifico, utilizado como controle interno nos ensaios de
silenciamento. *vs. Scr; p<0,05.

De acordo com o esperado, o aumento da transcricdo de ANF, BNP e a-actina
esquelética foi detectado nas células do grupo Scr+T3. Apesar do aumento expressivo
de BNP, este ndo foi considerado estatisticamente diferente em relagdo ao controle
(Scr). JA no grupo de células silenciadas para beta-arrestina 1 (siBARR1+T3), a
atenuacao desses marcadores hipertroficos néo foi verificada.

Assim, para nos certificar da auséncia de participacdo da beta-arrestina 1 na
hipertrofia cardiomiocitica, outros marcadores moleculares foram avaliados. Conforme
esperado, o T3 aumentou de maneira significativa a transcricdo de aMHC e diminuiu a
transcricdo de BMHC, uma caracteristica peculiar da hipertrofia cardiaca promovida
pelos HTs, que favorece o aumento da relacdo entre miosina de contracdo rapida
(aMHC) e de contracdo lenta (BMHC). Além das miosinas, o T3 também aumentou a
transcricdo Serca2a em relacdo ao controle (diferenca néo significante). O aumento da
expressdo de Serca2a, uma bomba de célcio localizada no reticulo sarcoplasmatico da
célula muscular cardiaca, promove o aumento da captacdo de calcio do citoplasma,
diminuindo o tempo de contragcdo e aumentando o tempo de relaxamento. Da mesma
forma que os dados representados na Figura 19A, o silenciamento de beta-arrestina 1
foi indiferente ao aumento dos marcadores promovido pelo T3 (Figura 13B). Assim, 0s
resultados obtidos evidenciam que a beta-arrestina 1 ndo esta envolvida com o

processo hipertréfico induzido por T3.

6.8 Contribuicdo da beta-arrestina 2 na hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3

Sabe-se que as isoformas de beta-arrestina apresentam um alto grau de
homologia entre si e que ambas podem interagir com o AT1R. No entanto, apesar das
semelhancas, diversos estudos tém demonstrado diferencas significativas quanto ao
padrdo de expresséo, especificidade por GPCRs e efeitos funcionais entre as isoformas

(O'neal et al., 2009). Apesar da beta-arrestina 1 nao contribuir para a hipertrofia
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cardiomiocitica induzida por T3, o envolvimento da beta-arrestina 2 nesse processo foi
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Figura 20: Contribuicdo de beta-arrestina 2 na hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3.
Cardiomidcitos foram transfectados com siBARR2 (Oligo 2 — 50nM) por 48h e estimulados com
T3 (15nM) por 24h. (A) Os niveis de mRNA que codificam os marcadores hipertréficos, ANF,
BNP, a-actina esquelética foram avaliados por RT-PCR em tempo real. A expressdo de GAPDH
foi utilizada como controle interno (n=3). (B) Andlise da area de superficie celular (n=2). Os
dados do PCR foram calculados segundo a equacédo (222¢Y). Os valores foram representados
como médiaztSEM e expressos como unidade arbitraria (ua) ou como porcentagem. Scr
(Scramble), oligonucleotideo nédo especifico, utilizado como controle interno nos ensaios de
silenciamento. *vs. Scr; p<0,05; #vs. Scr+T3; p<0,05.

A contribuicdo de beta-arrestina 2 foi avaliada através da analise dos marcadores
moleculares em ensaios de RT-PCR em tempo real (Figura 20A) e da éarea de

superficie celular (Figura 20B). Cardiomidcitos foram silenciados para beta-arrestina 2 e
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estimulados com T3 por 24h. O grupo de células estimulado com T3 (Scr+T3)
apresentou aumento dos marcadores hipertroficos, diferenca estatisticamente
significante para ANF e a-actina esquelética. Diferentemente do observado para beta-
arrestina 1, o silenciamento da beta-arrestina 2 atenuou o aumento dos marcadores
hipertréficos no grupo siBARR2+T3. Ainda, a diminuigdo na expresséo de beta-arrestina
2 foi capaz de prevenir o aumento da éarea de superficie observado nas células
estimuladas com T3. Os resultados do silenciamento e da area de superficie celular
evidenciam, portanto, a contribuicdo da beta-arrestina 2 na hipertrofia cardiomiocitica

promovida pelo T3.

6.9 Contribuicdo das beta-arrestinas na ativacdo de ERKi2 em cardiomiécitos
estimulados com T3

Conforme descrito anteriormente, MAPK/ERKi2 pode ser ativada por
mecanismos dependentes e independentes de proteina G, sendo uma das vias de
sinalizacdo melhor caracterizadas por interagir com as beta-arrestinas. Estudos tém
evidenciado a existéncia de um mecanismo de regulacao reciproca entre as isoformas
de beta-arrestina quanto a transducdo de sinal, ou seja, enquanto uma isoforma
promove a ativacdo de determinada via a outra promove sua inibicdo (Smith e
Rajagopal, 2016). Neste sentido, considerando a participacdo do AT1R na ativacao de
ERKu12, a contribuicdo de cada uma das isoformas de beta-arrestina na ativacao de
ERKu2 foi avaliada, separadamente.

Cardiomidcitos foram transfectados para o silenciamento de beta-arrestina 1 ou
beta-arrestina 2, nas condicbes estabelecidas previamente, e estimuladas com T3
(15nM) por 10 min para andlise da ativacdo de ERKuw2 por Western Blotting. De acordo
com os dados representados na Figura 21, o silenciamento de beta-arrestina 1 nao
interferiu na fosforilacdo de ERK12 promovida pelo T3, enquanto que o silenciamento de
beta-arrestina 2 resultou na prevencgéo da ativagcao desta quinase, indicando apenas o

envolvimento da sinalizacdo dependente de beta-arrestina 2 na ativacdo de ERKui2.
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Figura 21: Contribuicdo das beta-arrestinas 1 e 2 na ativacdo de ERKy. promovida pelo T3.
Cardiomidcitos foram transfectados com RNA de interferéncia para silenciamento de beta-
arrestina 1 (A) ou beta-arrestina 2 (B) e estimulados com T3 (15nM) por 10 min para analise de
ERKi, fosforilada (Thr202/Tyr204) e total por Western Blotting (n=3). Os valores foram
representados como médiatSEM e expressos como unidade arbitraria (ua). **vs. C (Controle);
p<0,01; ###vs. T3; p<0,001.
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6.10 Transfeccédo dos cardiomiécitos com plasmideo AT1R-GFP

Sabe-se que o0s receptores que pertencem a familia dos GPCRs sé&o
dessensitizados e internalizados apds a estimulacdo com o agonista. As beta-arrestinas
exercem um papel fundamental na internalizacdo desses receptores ao interagir com
proteinas da via de endocitose dependente de clatrinas. No sentido de avaliar o efeito
do T3 sobre a internalizacdo do AT1R, cardiomiocitos em cultura foram transfectados
com um plasmideo do receptor AT1 marcado com GFP (Green Fluorescent Protein).
Para tal procedimento, 1ug de DNA foi transfectado com Lipofectamine 2000, de acordo
com o protocolo utilizado para RNA de interferéncia. Apesar de ter sido possivel
verificar algumas células positivas para AT1-GFP (marcacdo em azul — setas), a

eficiéncia de transfeccao foi muito baixa.

Campo claro AT1R-GFP

Figura 22: Imunofluorescéncia de cardiomidcitos transfectados com AT1R-GFP. As células
foram transfectadas com 1ug de plasmideo contendo AT1 marcado com GFP por 24 horas. As
setas indicam as células transfectadas. A fluorescéncia foi detectada em preto e branco e, em
seguida, a cor azul foi adicionada. As imagens foram obtidas por microscopia de fluorescéncia
(Objetiva de 20X).

Inicialmente, a proposta do presente estudo era de realizar as analises do
processo de internalizagcdo do AT1R por microscopia confocal. No entanto, para isso
seria necessario que os cardiomiécitos fossem plaqueados em laminas/superficie de
vidro. Assim, considerando que os cardiomiocitos ndo aderem no vidro sem um
substrato, foram realizados uma série de testes com substratos comumente utilizados
neste tipo de cultura (gelatina, fibronectina, laminina). No entanto, nenhuma das

condi¢cbes se mostrou eficaz quanto a aderéncia dos cardiomiécitos em vidro tornando
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este tipo de andlise inviavel. Assim, ensaios de imunofluorescéncia e de fracionamento
subcelular foram realizados como metodologias alternativas para avaliar a

internalizacdo do AT1R sob efeito do T3.

6.11 Efeito do T3 sobre a internalizacédo do receptor de angiotensina ll do tipo 1

Cardiomidécitos foram estimulados com T3 (15nM) por 10 e 20 min seguido do
protocolo de imunocitoquimica e analise das imagens por microscopia de fluorescéncia
(Figura 23). Nas células controle, a marcagédo do AT1R (vermelho) se mostrou difusa no
citoplasma, com poucas marcac¢fes pontuais. J& as células estimuladas com T3 por 10
min também apresentaram uma marcacao citoplasmatica, mas com muitas estruturas
puntiformes, as quais sdo sugestivas da formacdo de vesiculas de endocitose. E
interessante mencionar que a presenca dessas estruturas no grupo de células controle
deve estar relacionada a ativagdo constitutiva de tal receptor. Aos 20 min de
tratamento, de maneira interessante, a marcacdo do AT1R foi observada no nucleo dos

cardiomiocitos estimulados com T3, colocalizando com DAPI.
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Trpomiosina Sarcomérica Tropomiosina Sarcoménca

Figura 23: Efeito do T3 sobre a internalizagdo do receptor de angiotensina Il do tipo 1 em cardiomidcitos. Microscopia de fluorescéncia
em cardiomiécitos estimulados com T3 (15nM) por 10 e 20 min e imuno-marcados para tropomiosina sarcomérica (verde) e AT1R
(vermelho). O nucleo dos cardiomiécitos foi marcado com DAPI. As imagens foram obtidas por microscopia de fluorescéncia (Objetiva

de 20X).
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No sentido de confirmar a acéo do T3 sobre a translocagéo nuclear do AT1R ou
0 aumento de sua expressdo no nucleo, foram realizados ensaios de fracionamento
subcelular para analise diferencial da expressdo proteica do AT1R no ndcleo e no
citoplasma dos cardiomiocitos estimulados com T3 (Figura 24).

A eficiéncia do protocolo de fracionamento foi avaliada através da andlise da
expressdo de GAPDH, proteina citoplasmética, e de histona, proteina nuclear. Vimos
gue o protocolo utilizado foi eficiente em separar as fragdes nucleo/citoplasma, uma vez
gue ndo foram observados indicios de GAPDH na fracdo nuclear e de histona na fracao
citoplasmatica. Os resultados dos ensaios de fracionamento evidenciam o aumento da
expressdo de AT1R na fracdo nuclear dos cardiomidcitos estimulados com T3. O
aumento de AT1R pode ser claramente observado a partir de 10 min de estimulacao,
sendo mantido até o tempo avaliado de 1h.

De acordo com o esperado, os resultados obtidos a partir dos ensaios de
fracionamento celular corroboram com os dados de microscopia de fluorescéncia, que

indicam o aumento da expresséao nuclear de AT1R sob estimulo do T3.
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Figura 24: Expresséao nuclear e citoplasmatica de AT1R em cardiomidcitos estimulados com T3.
Imagem representativa da expressao proteica de AT1R avaliada por Western Blotting em
fracBes nuclear e citoplasmatica. Cardiomidcitos em cultura foram tratados com T3 (15nM) por
10 e 30 min, 1, 6 e 24h. A expressado de GAPDH e Histona foram utilizadas como controle da
eficiéncia de fracionamento e como normalizadores das fracdes citoplasmatica e nuclear,
respectivamente.
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6.12 Contribuicdo do mecanismo de endocitose dependente de clatrinas na

hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3

Tendo em vista o envolvimento do mecanismo de endocitose dependente de
clatrinas na sinalizacdo mediada por beta-arrestinas, a contribuicdo desse mecanismo
na hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3 foi avaliada. Assim, cardiomidcitos foram
tratados com um inibidor de endocitose comumente utlizado na literatura, a
Concanavalina A (ConA) (Luttrell et al., 1997; Smith et al., 2001).

A ConA consiste em uma lectina que inibe o arranjo das vesiculas de endocitose,
bem como a movimentacdo das proteinas nas estruturas revestidas por clatrina.
Cardiomidcitos foram pré-tratados por 1h com ConA (0,5ug/ml), seguido do tratamento
com T3 (15nM) por 24h. A concentracdo de ConA (0,5ug/ml) foi baseada em trabalhos
prévios da literatura (Morisco et al., 2008). A hipertrofia dos cardiomidcitos foi avaliada
mediante analise dos marcadores moleculares por RT-PCR em tempo real,
incorporacdo de leucina triciada e area da superficie celular (Figura 25A, B e C,
respectivamente).

O grupo de cardiomidcitos estimulados com T3 se mostrou sensivel ao
tratamento com ConA, visto que o aumento da transcricdo dos genes relacionados com
a hipertrofia foi atenuado quando esse inibidor foi utilizado. Da mesma forma, a
incorporacdo de leucina triciada e a area de superficie celular foram atenuadas nas
células tratadas com T3 na presenca de ConA. Em conjunto, os resultados evidenciam
a contribuicdo do mecanismo de endocitose na hipertrofia cardiomiocitica induzida por
T3.
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Figura 25: Contribuicdo do mecanismo de endocitose na hipertrofia de cardiomidcitos
estimulados com T3. Culturas primarias de cardiomiécitos foram pré-tratadas com
Concanavalina A (ConA; 0,5ug/ml), por 1h, e estimuladas com T3 (15nM) por 24h. (A) Analise
dos transcritos que codificam ANF, BNP e a-actina esquelética por RT-PCR em tempo real. A
expressao de GAPDH foi utilizada como controle interno (n=3). (B) Analise da incorporacdo de
leucina triciada (n=3). (C) Andlise da area de superficie celular (n=3). Os dados do PCR foram
calculados segundo a equacdo (222", Os dados foram representados como média+SEM e
expressos como porcentagem ou como unidade arbitraria (ua). *vs. Controle; # vs. T3; p<0,05.

Uma vez demonstrado o efeito do T3 sobre a internalizacdo do ATIR e a
contribuicdo do mecanismo de endocitose na hipertrofia cardiomiocitica, a participacao
da endocitose na ativagdo de ERKui2 também foi avaliada. Cardiomiocitos em cultura
foram pré-tratados com ConA (0,5ug/ml) por 1h e estimulados com T3 por 10 min

(Figura 26). O tratamento dos cardiomiocitos com ConA resultou na inibicdo da
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fosforilacdo de ERKwy2 comparado ao grupo T3, sugerindo que o0 processo de

endocitose interfere na ativacdo de ERKz12 nas células musculares cardiacas.
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Figura 26: Contribuicdo do mecanismo de endocitose na ativagdo de ERK1, em cardiomidcitos
estimulados com T3. Culturas primarias de cardiomiécitos foram pré-tratadas com
Concanavalina A (ConA; 0,5ug/ml) por 1h e estimuladas com T3 (15nM) por 10 min. (A)
Imagem representativa e (B) quantificacdo da expressédo de ERKy, fosforilada (Thr202/Tyr204)
e total por Western Blotting (n=5). Os valores sao representados como médiatSEM e expressos
como porcentagem ou como unidade arbitraria (ua).

6.13 Efeito do T3 na interagéo entre AT1R e beta-arrestinas em cultura primaria de

cardiomiécitos

Dado os resultados evidenciando a translocag¢ao nuclear do AT1R sob efeito do

T3, além do envolvimento do mecanismo de endocitose na ativacdo de ERKi2 e
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hipertrofia, ensaios de imunoprecipitacdo foram realizados para a andlise da interacédo
entre AT1R e beta-arrestinas. Cardiomiécitos foram estimulados com T3 por 10 min,
seguido da extracdo proteica, imunoprecipitacdo do AT1R e ensaios de Western
Blotting para analise do AT1R, beta-arrestina 1 e beta-arrestina 2 na fracao
Imunoprecipitada.

Conforme pode ser observado a seguir (Figura 27), a estimulacdo dos
cardiomidcitos com T3 promoveu aumento significante da interacdo entre AT1R e beta-
arrestina 2, indicando o recrutamento desta isoforma quando da estimulagcdo com T3,
sugerindo a ativacdo da sinalizacdo dependente de beta-arrestina 2 via AT1R. Em
relagdo a beta-arrestinal, os resultados ndo evidenciaram sua interagdo com AT1R.

A. B
IP: AT1R
_W— 400-
E Il controle
. ! WB: AT1R : * = 13-10
e ~ 3004
@ @ T
o o
WB: bARR1 S =
S S 200
— o
g o
“ s & T
WB: bARR2 o = 100
=
E
% 3 (e T T
£ o BARRI/ATIR BARR2/ATIR
=]
Q

Figura 27: Interacdo do AT1R e beta-arrestina em cardiomiécitos estimulados com T3. Culturas
primarias de cardiomidcitos foram estimuladas com T3 (15nM) por 10 min. Ensaios de
imunoprecipitacdo para o AT1R através de proteina A/G agarose (Santa Cruz Biotechnology)
foram realizados, seguido da andlise da expressao do receptor AT1, beta-arrestina 1 e beta-
arrestina 2 por Western Blotting na fracdo imunoprecipitada (n=3). Os dados foram
representados como médiatSEM e expressos como porcentagem em relacdo controle. A
expressdo de ambas as isoformas de beta-arrestina foi corrigida pela expresséo do AT1R. *vs.
Controle; p<0,05.
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6.14 Efeito do T3 na ativacado de proteina G e no recrutamento de beta-arrestina 2
em células HEK293

Considerando a participacdo do AT1R na hipertrofia cardiomiocitica induzida pelo
T3 e, portanto, a possivel deflagracdo da sinalizacdo dependente de proteina G
decorrente dessa ativacdo, ensaios de BRET para andlise da ativagdo de proteina G e
do recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 foram avaliados em células HEK293. Por nédo
expressarem constitutivamente os receptores do sistema renina angiotensina, como o
AT1R, as células HEK293 consistem em um excelente modelo experimental para o
estudo da dindmica desses receptores frente a diversos estimulos.

Os experimentos relacionados a ativacdo de proteina G foram realizados em
células HEK293 com superexpressao de AT1R e das subunidades de proteina G (a, B e
y). As células foram estimuladas em duas concentra¢des de T3 (10nM e 100nM), e com
uma concentracdo de Angll (100nM), utilizada como controle positivo. Os ensaios
cinéticos foram realizados durante 20 min, sendo analisados os tempos de 5, 10, 15 e
20 min (Figura 28). Conforme esperado, as células estimuladas com Angll
apresentaram uma queda no sinal de BRET, indicando a dissociacdo das subunidades
de proteina G (a e By) e, portanto, a ativacdo de proteina G. No entanto, nenhuma
variagcdo no sinal de BRET nas células tratadas com T3.

Para andlise do recrutamento de beta-arrestinas, as células HEK293 foram
transfectadas com AT1R e beta-arrestina 1 ou beta-arrestina 2 (isoformas avaliadas em
experimentos independentes). As células foram estimuladas com T3 (10nM e 100nM) e
com Angll (100nM). Os ensaios de cinética paras as beta-arrestinas foram realizados
nas mesmas condi¢des utilizadas para proteina G. O aumento no sinal do BRET,
indicando a aproximacao entre AT1R e beta-arrestinas, péde ser verificado nas células
estimuladas com Angll. Em contrapartida, ndo observamos o efeito T3 sobre o

recrutamento das beta-arrestinas.
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Cinética de recrutamento de beta-arrestina 1 Cinética de recrutamento de beta-arrestina 2
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Figura 28: Ensaios de cinética da ativacéo de proteina G e recrutamento de beta-arrestina 1 e 2
em células HEK293. As células foram transfectadas com os plasmideos para AT1R e beta-
arrestina 1 ou beta-arrestina 2 ou com AT1R e as subunidades de proteina G. As células foram
incubadas com coelenterazine e estimuladas com T3 (10 e 100nM; legenda nas cores vermelha
e verde, respectivamente) e com Angll (100nM; legenda na cor azul). A Angll foi utilizada como
controle positivo. Os dados de cinética foram analisados nos tempos de 2, 5, 10 e 20 min (n=3).

Além dos ensaios de cinética, também foram realizados ensaios de
concentragdo-resposta na tentativa de verificar efeito do T3 em concentracdes
superiores a normalmente utilizada para inducdo da hipertrofia em cardiomiocitos
(15nM) (Figura 29).

Da mesma forma que o observado nos ensaios de cinética, nenhum efeito do T3,
nas diferentes concentragdes testadas (10 a 1012 M), foi verificado quanto a ativacdo
de proteina G e ao recrutamento das beta-arrestinas. Entretanto, a resposta positiva
para Angll evidencia que o sistema requerido para a observacdo desses eventos

intracelulares estava apropriado, ou seja, as propor¢des entre as subunidades de
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proteina G, a relacdo entre receptor/proteina G e receptor/beta-arrestina estavam
adequadas.

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de BRET em células HEK293
sugerem que o T3 ndo promove a ativacdo direta do receptor AT1. Assim, € possivel
supor que o mecanismo através do qual os horménios tireoidianos promovem seus
efeitos através do AT1R envolvem outras estruturas/proteinas que ndo foram

consideradas nesses experimentos.
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Figura 29: Ensaios de concentracdo-resposta de proteina G e recrutamento de beta-arrestina 1
e 2 em células HEK293. As células foram transfectadas com os plasmideos AT1R e
subunidades da proteina G. As células foram incubadas com coelenterazine e estimuladas com
Angll (10° a 10%°M - legenda na cor azul) e com T3 (10° a 10°°M - legenda na cor vermelha). A
Angll foi utilizada como controle positivo. Para 0s ensaios de concentragdo-resposta as células
foram estimuladas por 15 min (ativacdo de proteina G) e por 5 min (recrutamento de beta-
arrestinas) (n=3).
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6.15 Efeito do T3 na ativacado de proteina G e recrutamento de beta-arrestina 2 em

células HEK293 co-transfectadas com receptores AT2, MAS e B2-adrenérgico

Convencionalmente, os GPCRs sdo expressos primariamente na forma de
mondmeros. Porém, estudos tém reportado a formacdo dimeros ou, até mesmo, de
oligbmeros entre GPCRs em situagdes tanto fisiolégicas quanto patoldgicas. A
interacdo fisica entre diferentes receptores interfere na sinalizacdo mediada pelos
mesmos e, consequentemente, na resposta celular. Assim, a heterodimerizacao entre
receptores consiste em um mecanismo que permite ampliar a resposta aos estimulos
externos.

Considerando os resultados anteriores de BRET, sugerindo que o mecanismo de
acdo dos hormonios tireoidianos sobre o AT1R ndo dependente apenas de sua
expressdo, a possibilidade da interacdo do AT1R com outros GPCRs foi avaliada.
Assim, células HEK293 foram transfectadas com o AT1R e com receptores
relacionados ao sistema cardiovascular que ja foram reportados por dimerizar com o
AT1R, tais como o receptor de angiotensina Il do tipo 2 (AT2R), o receptor MAS
(receptor de angiotensina 1-7) ou o receptor 2-adrenérgico (B2AR). Os ensaios de
BRET foram realizados tanto para a andlise da ativacao de proteina G (Figura 30)
quanto do recrutamento de beta-arrestina 2 (Figura 31). Para esses experimentos,
apenas ensaios de cinética foram realizados.

Conforme pode ser observado na Figura 30, a co-expressado do AT1R com AT2R
nao interferiu na ativagao de proteina G frente a estimulagdo com Angll. No entanto, a
co-expressdo de AT1R/MAS promoveu o aumento da ativagcdo constitutiva/basal da
sinalizacdo dependente de proteina G mediada pelo AT1R e diminuicdo do
recrutamento de beta-arrestina 2. Ja a co-expressdao de AT1R/beta2-adrenérgico
atenuou a ativacdo de proteina G promovida pela Angll. Novamente, nenhuma resposta
nas ceélulas estimuladas com T3 foi observada, mesmo na presenca desses outros

receptores.
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Figura 30: Ativacdo de proteina G em células HEK293 co-transfectadas com o receptor AT1R e AT2R ou MAS ou beta2AR. As células
foram transfectadas com plasmideos para AT1R e as subunidades de proteina G, além dos demais GPCRs (AT2R ou MAS ou beta2-
adrenérgico). As células foram incubadas com coelenterazine e estimuladas com T3 (10 e 100nM; legenda nas cores vermelho e verde,
respectivamente) e com Angll (100nM; legenda na cor azul). A Angll foi utilizada como controle positivo. Os dados de cinética foram
analisados nos tempos de 2, 5, 10 e 20 min (n=4).
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Figura 31: Recrutamento de beta-arrestina 2 em células HEK293 co-transfectadas com o receptor AT1R e AT2R ou MAS ou beta2AR.
Células HEK293 foram transfectadas com os plasmideos para AT1R e beta-arrestina 2, além dos demais GPCRs (AT2R ou MAS ou
beta2-adrenérgico). As células foram incubadas com coelenterazine e estimuladas com T3 (10 e 100nM; legenda nas cores vermelho e
verde, respectivamente) e com Angll (100nM; legenda na cor azul). A Angll foi utilizada como controle positivo. Os dados de cinética
foram analisados nos tempos de 2, 5, 10 e 20 min (n=3).
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6.16 Efeito do T3 sobre a ligagdo de Angll no receptor AT1R em células HEK293

Os ensaios de binding para Angll foram realizados em células HEK293 na
tentativa de verificar se o T3 poderia interferir na ligacdo da Angll ao AT1R. Para tal, as
células foram estimuladas com T3 em diferentes concentracdes (10 a 1012 M) ou com
Angll (10¢ a 10*? M) ndo marcada (fria), utilizada como controle positivo, por 20 min.
Apds este periodo, as células foram incubadas com 3H-Angll (marcada com tricio —
quente) para a realizagédo do binding.

Conforme pode ser observado na Figura 32, ndo verificamos efeito do T3 sobre a
ligagdo da Angll no AT1R, visto que as células estimuladas com T3 apresentaram
ligacdo maxima com 3H-Angll em todas as concentragdes testadas. Ao contrario, no
ensaio utilizado como controle, a diminuicdo da ligagdo com 3H-Angll (quente) é
observada conforme aumenta a concentracédo de Angll (fria).

Este resultado indica, portanto, que diferentemente do que ja foi reportado para
outras estruturas ndo homoélogas aos receptores de horménios tireoidianos, como a
integrina alfavbeta3, que o T3 ndo exerce um efeito direto sobre o AT1R capaz de

interferir na ligacdo desse receptor com seu agonista, Angll.

125 A
== Angll

- T3

1001

751

50

251

*H-Angllbound (%)

-12 -11  -10 -9 -8 -7 -6 -5
Log[Ligand]M

-25=

Figura 32: Binding de Angll em células HEK293 estimuladas com T3. Células HEK293 foram
transfectadas com o AT1R e estimuladas com T3 (102 a 10°M - legenda na cor vermelha) ou
com Angll (fria) (10?2 a 10° M — legenda na cor preta) por 20 min. Em seguida, as células foram



85

incubadas com ®H-Angll (quente). Os experimentos com T3 foram realizados em paralelo com
células estimuladas com Angll, utilizadas como controle positivo (n=4).

6.17 Efeito do T3 sobre a ativacdo de ERK12 e Akt em cardiomiécitos H9c2

Baseado nos resultados obtidos dos ensaios de BRET com células HEK293 e
considerando as dificuldades concernentes a transfeccdo dos cardiomidcitos
provenientes de culturas primarias, foram realizados testes com a linhagem de
cardiomiécitos H9c2 para verificar se estas responderiam aos HTs e se poderiam ser
utilizadas como modelo nos ensaios de BRET. Os cardiomidcitos da linhagem H9c2 séo
células provenientes do ventriculo de ratos que tém sido utilizadas como modelo
diversos estudos relacionados a hipertrofia cardiaca. Assim, células H9c2 foram

estimuladas com T3 por 5, 10 e 15 minutos na presenca e auséncia de Losartan (LOS).
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Figura 33: Ativacdo de ERK e Akt em células H9c2 estimuladas com T3. Células H9c2 foram
pré-tratadas com Losartan (1uM Los) por 1h e estimuladas com T3 (15nM) por 5, 10 e 15 min
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para analise da expressdo de ERKjy, fosforilada (Thr202/Tyr204) e total (A) e de Akt fosforilada
(Thr308) e total (B). A expresséo de alfa actinina foi utilizada como normalizador.

Diferentemente do observado em cardiomiécitos obtidos a partir de culturas
primarias (Figura 7), as células H9c2 nado apresentaram aumento da fosforilagdo de
ERK12 (Figura 33A) nos tempos avaliados. Além disso, o AT1R parece nao contribuir
com a ativagdo basal ou constitutiva de ERKu/2, ao contrario do que fora verificado para
as culturas primarias (Figura 8). No intuito de nos certificarmos da auséncia de resposta
das células H9c2 frente ao estimulo com T3, também avaliamos a ativacdo de Akt
(Thr308). Conforme pode ser observado na imagem representativa (Figura 33B), nao foi
possivel verificar a ativacdo de Akt nas células estimuladas com T3.

Concluimos, portanto, que a linhagem de células H9c2, embora citada na
literatura por apresentar caracteristicas semelhantes as dos cardiomiocitos obtidos de
culturas primérias, ndo correspondem a um bom modelo para o estudo dos efeitos

hipertréficos do T3.

6.18 Efeito do T3 sobre o recrutamento de beta-arrestina 1 e beta-arrestina 2 em

cardiomiécitos humanos derivados de iPS

Dada a auséncia de resposta das células H9c2 ao T3, foram realizados testes
com cardiomidcitos humanos derivados de iPS (induced Pluripotent Stem Cells) com o
intuito de serem utilizadas ns ensaios de BRET. Do mesmo modo, para nos certificar de
que os efeitos do T3, observados nos cardiomidcitos provenientes de cultura primaria,
seriam reproduzidos nos cardiomidcitos derivados de iPS (cardiomidcitosS), ensaios
de Western Blotting foram realizados para a andalise da ativacdo de ERKaux2.
Cardiomidécitos™S foram plagqueados em diferentes confluéncias, 100%, 70% e 50%, e
estimulados com T3 (15nM) por 5, 30 min e por 24h. Conforme pode ser observado na
imagem representativa (Figura 34), os cardiomiocitos™S apresentaram ativacdo de

ERK12 aos 5 e 30 min de estimulagdo com T3, reproduzindo a resposta obtida em
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culturas priméarias. As 24 horas, em contrapartida, essa sinalizacdo se encontra

desativada.

A Ny
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Figura 34: Ativacdo de ERKy, em cardiomiécitos humanos derivados de iPS. Cardiomidcitos™S
foram plaqueados com 50, 70 e 100% de confluéncia e estimuladas com T3 (15nM) por 5, 30
min e por 24h para analise de ERKy, fosforilada (Thr202/Tyr204) por Western Blotting.

Uma vez confirmado o efeito do T3 sobre os cardiomiécitos’®S, realizamos testes
da eficiéncia de transfeccdo e citotoxicidade dos reagentes de transfeccéo,
Lipofectamine 2000 (utilizado nos ensaios de silenciamento génico por RNA de
interferéncia; Invitrogen) e TransFectin (Bio-Rad).

As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos, sendo testadas duas
concentracbes de DNA (plasmideo contendo GFP), 0,5 e 1ug. As células foram
transfectadas por 48h e analisadas por microscopia de fluorescéncia. Conforme pode
ser observado nas imagens a seguir (Figura 35), o reagente TransFectin apresentou
maior eficiéncia de transfeccdo comparado a Lipofectamine 2000. Nao foram verificadas
diferencas significantes entre as concentra¢ées de 0,5 e lug de DNA. E importante
ressaltar que uma maior quantidade de células mortas pdde ser observada nas células
expostas a TransFectin comparada a Lipofectamine 2000. Mesmo assim, devido a
maior eficiéncia, o reagente TransFectin foi o escolhido para ser utlizado nos

experimentos de BRET com cardiomidcitos™S.
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Figura 35 Eficiéncia de transfeccéo e citotoxicidade em cardiomiécitos humanos derivados de
iPS. As células foram transfectadas com plasmideo contendo GFP em duas concentracdes, 0,5
e lug de DNA, utilizando dois reagentes de transfecgéo, Lipofectamine 2000 e TransFectin. A
andlise das células foi realizada por microscopia de fluorescéncia (aumento de 100X).

Apds estabelecer as condices de transfecgdo nos cardiomiocitos’S, os ensaios
de BRET para andlise do recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 foram realizados.
Entretanto, apesar de termos utilizado células musculares capazes de responder aos
HTs (Figura 34), o efeito do T3 sobre o recrutamento de beta-arrestina 1 e 2, tanto nos
ensaios de cinética (Figura 36) quanto nos ensaios de concentracdo-resposta (Figura
37), nao foi observado. J4 nos grupos estimulados com com Angll, a resposta

esperada foi observada, indicando a eficiéncia do protocolos de transfec¢do e do BRET.
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Figura 36: Cinética do recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 em cardiomiécitos humanos
derivados de iPS. As células foram utilizadas na confluéncia de 70% e transfectadas com
plasmideos para AT1R e beta-arrestina 1 ou beta-arrestina 2. As células foram incubadas com
coelenterazine e estimuladas com Angll (100nM — legenda na cor azul) e com T3 (10 e 100nM -
legenda nas cores vermelha e verde). A Angll foi utilizada como controle positivo. Os dados de
cinética foram analisados nos tempos de 2, 5, 10 e 15 min (n=3).
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Figura 37: Concentracao-resposta do recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 em cardiomidcitos
humanos derivados de iPS. As células foram utilizadas na confluéncia de 70% e transfectadas
com os plasmideos para AT1R e beta-arrestina 1 ou beta-arrestina 2. As células foram
incubadas com coelenterazine e estimuladas com T3 (10° a 10*°M - legenda na cor azul) e
com Angll (10° a 10°M - legenda na cor vermelha). Para os ensaios de concentracédo-resposta
as células foram estimuladas por 15 minutos (n=3).
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6.19 Efeito do T3 na ativacdo de proteina G em cardiomiécitos obtidos de cultura

primaria

A ativacdo de proteina Gqq foi avaliada através de ensaios de BRET em cultura
primaria de cardiomiécitos. Cardiomiocitos foram transfectados com AT1R e com as
subunidades de proteina Gqgq (a, B e y), de acordo com protocolo previamente
estabelecido. A fim de nos certificar da eficiéncia de transfec¢do, um grupo de células

estimulado com Angll (100nM) foi utilizado como controle positivo.
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Figura 38: Cinética de ativagdo de proteina G em cardiomidcitos derivados de culturas
primarias. Cardiomiécitos obtidos a partir de culturas priméarias foram transfectados com
plasmideos para AT1R e para as subunidades de proteina G. As células foram incubadas com
coelenterazine e estimulados com Angll (100nM; legenda na cor preta), T3 (10 e 100nM,;
legenda nas cores vermelha e verde, respectivamente) e Angll+T3 (100nM; 10nM; legenda na
cor azul). A Angll foi utilizada como controle positivo. Os dados de cinética foram analisados
nos tempos de 2, 5, 10 e 15 min (n=4).

De acordo com o esperado, os cardiomiécitos estimulados com Angll
apresentaram uma rapida queda no sinal do BRET aos 2 min de estimulacdo, sendo o
baixo sinal mantido durante os 15 min do experimento (Figura 38). Essa queda no sinal
de BRET corresponde a dissociagcdo do complexo Gag-Rlucll/Gy1-GFP10 e indica a
ativacdo da proteina Gaq. Assim, através dos experimentos com Angll podemos concluir

gue os cardiomidcitos foram devidamente transfectados e expressavam todo o sistema
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necessario para ativagdo de proteina Ggi1 via AT1R. No entanto, ao contrario da
estimulacdo com Angll, nas duas concentracdes de T3 analisadas (10 e 100nM) nao
observamos variacao no sinal de BRET.

Além dos tratamentos em separado, com a intencédo de avaliar o possivel efeito
tendencioso do T3 sobre a ativagdo de proteina G, também avaliamos células
estimuladas com um tratamento combinado de Angll+T3. Esse efeito tendencioso pode
ser interpretado como a capacidade do T3 de enviesar a sinalizacdo promovida por
Angll, seja favorecendo ou prejudicando a sinalizacdo dependente de proteina G. De
acordo com os resultados obtidos, o tratamento de Angll+T3 n&o diferiu daquele obtido
para Angll, indicando que o T3 ndo modula o efeito da Angll na ativagdo do AT1R em
cardiomidcitos.

Além dos ensaios de cinética, também realizamos uma curva de concentracéo-
resposta em cardiomiocitos estimulados por 5 min, tempo de ativacdo maxima de
proteina G para Angll (Figura 39). De forma semelhante, a ativacdo de proteina G péde
ser verificada apenas nos cardiomiocitos estimulados com Angll, através da queda do
sinal de BRET nas concentracdes em torno de 10 M. Nas células estimuladas com T3,

no entanto, nenhum sinal foi observado.
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Figura 39: Concentracdo-resposta de proteina G em cardiomidcitos derivados de culturas
primarias. Cardiomidcitos obtidos a partir de culturas primarias foram transfectados com foram
com plasmideos para AT1R e para as subunidades de proteina G. As células foram incubadas
com coelenterazine e estimulados com Angll (legenda na cor preta) e com T3 (legenda na cor
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vermelha). A Angll foi utilizada como controle positivo. Os ensaios de concentragdo-resposta
foram realizados durante 5 min (n=3).

6.20 Efeito do T3 no recrutamento de beta-arrestina 2 em cardiomiocitos obtidos

de cultura priméaria

No intuito de avaliar a sinalizacdo dependente de beta-arrestinas mediada pela
ativacdo do AT1R, cardiomidcitos foram transfectados com plasmideos contendo AT1R
fusionado com GFP e com plasmideos contendo a beta-arrestina 2 fusionada a enzima
Renilla luciferase. Os cardiomidécitos foram estimulados com Angll (100nM), T3 (100nM
e 1uM) e em tratamento combinado (Angll+T3) (Figura 40).

Conforme esperado, o grupo de células estimulado com Angll apresentou rapido
aumento do sinal de BRET a partir dos 2 min de estimulacdo, sendo este aumento
mantido até o término do experimento. Em contrapartida, o grupo de células estimulado
com T3, em ambas as concentragdes (100nM e 1uM), ndo apresentou modulacdo do
sinal de BRET. O grupo de células exposto ao tratamento combinado, Angll+T3,
apresentou um aumento do sinal, no entanto, com um padrdo semelhante ao obtido

para os cardiomiécitos estimulados apenas com Angll.
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Figura 40: Cinética do recrutamento de beta-arrestina 2 em cardiomiécitos. Cardiomiocitos
obtidos de culturas primarias foram estimulados com Angll (100nM; legenda na cor preta) e T3
(100nM e 1uM; legenda nas cores vermelha e verde, respectivamente) e Angll+T3 (100nM,;



93

10nM; legenda na cor azul). A Angll foi utilizada como controle positivo. Os dados foram
analisados nos tempos de 2, 5, 10 e 15 min (n=4).

Ja nos ensaios de concentragdo-resposta, um pequeno aumento do sinal de
BRET pdde ser detectado nas células estimuladas com T3, nas concentracbes mais
altas (luM e 10uM). No entanto, ndo sabemos se a diferenca observada &

funcionalmente relevante.
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Figura 41: Concentracdo-resposta do recrutamento de beta-arrestina 2 em cardiomidécitos.
Cardiomidcitos foram estimulados com Angll (legenda na cor preta) e com T3 (legenda na cor
vermelha). A Angll foi utilizada como controle positivo. Os ensaios de concentragdo-resposta
foram realizados durante 15 min (n=3).
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7 DISCUSSAO

7.1 Ativacao de MAPK/ERK12 na hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3

No presente estudo demonstramos que a ativacdo de ERKi2 € mediada pela
ativacdo do receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1R), o qual apresenta
caracteristicas distintas dos receptores especificos dos horménios tireoidianos (HTS).
Sabemos que os HTs exercem suas acdes através de receptores nucleares (acdes
gendmicas) ou, ainda, de receptores extranucleares (ndo-gendmicas) (Davis et al.,
2016). Neste sentido, Bergh e col. demonstraram que a ativacdo de ERKi12 pode ser
desencadeada pela ligacdo do T4 a integrina alfavbeta3 de células endoteliais (Bergh et
al., 2005) e estudos com o receptor especifico de HT na membrana plasmética, p30
TRa, também reportaram a ativacéo dessa sinalizagédo (Kalyanaraman et al., 2014).

O envolvimento dos componentes do sistema renina angiotensina e, mais
especificamente, do AT1R, nos efeitos cardiacos do T3 ja foram descritos previamente.
Estudos in vivo demonstraram que a inibicdo do AT1R, através da administracdo de
Losartan, em animais hipertireoideos previne o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
(Hu et al., 2003; Diniz et al., 2007; Carneiro-Ramos et al., 2010; Takano et al., 2018).
Além disso, através de um abordagem in vitro, Diniz e col. demonstraram a participacao
do AT1R na ativacado da via AKT/GSK3B/mTOR e no desenvolvimento da hipertrofia do
cardiomiécito (Diniz et al., 2009). Entretanto, os mecanismos relacionados a interacao
entre HTs e AT1R permanecem desconhecidos.

Considerando que a ativacdo das vias ERK12 e AKUmTOR sdo mediadas pelo
AT1R, hipotetizamos que os mecanismos classicos de transducdo de sinal desse
receptor também seriam ativados sob efeito dos HTs, ou seja, que a sinalizacao
dependente e independente de proteina G estariam ativadas. Assim, através de
diferentes abordagens avaliamos a contribuicdo da sinalizacdo dependente de beta-
arrestinas na ativacédo de ERKuy.

A anadlise de segundos mensageiros, tais como trifosfato de inositol, diacilglicerol
(DAG), célcio e ativacdo de PKC, é frequentemente utilizada como indicadora da
ativacdo de proteina G. Como consequéncia do aumento de DAG e célcio
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citoplasmaticos, isoformas de PKC sé&o ativadas. No presente estudo, verificamos que o
tratamento dos cardiomidcitos com T3 ndo leva ao aumento da fosforilacdo de PKCo/8,
que consiste em uma isoforma independente de calcio, mas sensivel ao DAG e a
fosfatidilserina. Esses resultados sugerem, portanto, que os HTs ndo promovem a
ativacdo de proteina G em cardiomiécitos. De maneira surpreendente, verificamos
também que a ativacdo de ERK12 ndo depende de PKC.

Apesar das evidéncias, ndo é possivel afirmar que a sinalizacdo dependente de
proteina se encontra inativada em nosso modelo. Isto, porque os HTs exercem uma
acao repressora sobre a atividade de PKC (Rybin e Steinberg, 1996). Neste sentido,
Wang e col. demonstraram que o aumento de PKC induzido por Angll pode ser
facilmente revertido quando da administragédo de T3 (Wang et al., 2006). Assim, nao
sabemos se a auséncia de resposta ao inibidor de PKC €& decorrente da acédo
repressora dos HTs ou da inativacédo de proteina G.

Verificamos que o T3 promove uma ativacdo rapida de ERKi2 e que essa
ativacao se caracteriza como transiente. Além disso, verificamos que a beta-arrestina 2
contribui com a ativagdo de ERK1/2 e que essa sinalizagédo é sensivel ao mecanismo de
endocitose. Com relagéo ao perfil de ativacdo de ERK12, Ahn e col. demonstraram que
a ativacao dependente de proteina G apresenta uma perfil transiente, cuja ativacao
maxima ocorre em menos de 2 min, e resulta na translocacédo nuclear de ERKu12 para
regulacdo da atividade transcricional (Ahn, Shenoy, et al., 2004). Em contrapartida, a
sinalizacdo mediada por beta-arrestinas € sustentada por mais tempo (ativagdo maxima
entre 5-10 min), e localizada, primordialmente, no citoplasma (Tohgo et al., 2002).
Essas diferencas quanto ao perfil de ativacdo das sinalizacbes dependente e
independente de proteina G tém sido confirmadas em diversos modelos experimentais.
Em nosso estudo, apesar de termos verificado a contribuicdo de beta-arrestina 2 na
ativacdo de ERKui2, o perfil de ativacdo desta sinalizacdo condiz com a sinalizacéo
mediada por proteina G, por ser transiente.

A compartimentalizagdo consiste em uma das principais diferencas reportadas
entre as sinalizacbes dependente e independente de proteina G. Enquanto a ativacéo
de proteina G resulta na translocacdo nuclear de ERKi2, a sinalizacdo mediada por
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beta-arrestinas geralmente restringe sua localizacdo no citoplasma, favorecendo a
ativacdo de substratos citosoélicos como p70S6K, p90RSK e proteinas do citoesqueleto.

Em 2009, um novo sitio de fosforilacdo de ERKz12 na Thrl88 foi descrito por
mediar a translocacdo de ERKi2 para nucleo, culminando na ativagdo de fatores de
transcricdo envolvidos com a resposta hipertréfica patolégica (Lorenz, Schmitt,
Schmitteckert, et al., 2009). A autofosforilacdo de ERK12 na Thrl88 requer a formacéo
de um complexo que envolve o dimero By, apds ativagdo de proteina G (Lorenz,
Schmitt, Schmitteckert, et al., 2009; Ruppert et al.,, 2013). Nossos resultados
demonstram que o T3 ndo promove a fosforilagdo de ERK12 na Thr188. Considerando
que este sinal é essencial para o acimulo de ERK12 no nucleo, acreditamos que em
nosso modelo a sinalizacdo de ERKz12 seja predominantemente citoplasmatica. Indo ao
encontro dos nosso resultados, Ruppert e col. demonstraram recentemente que a
fosforilacdo de ERKz12 na Thrl88 pode ser regulada pelas beta-arrestinas, uma vez que
a superexpressao de beta-arrestina 2 previne a interagdo da subunidade GBy com
ERKu12, impedindo sua autofosforilacdo (Ruppert et al., 2013). No intuito de avaliar a
sinalizacdo citoplasmatica de ERKi2 em nosso modelo, avaliamos a ativacdo da
proteina p70S6K. No entanto, ndo verificamos a ativacdo desta proteina.

Contrariamente a sinalizacao citoplasmatica das beta-arrestinas, ha evidéncias
de gue as essas proteinas também podem mediar o transporte nuclear de ERKu2
(Kobayashi et al., 2005). Neste sentido, Piu e col. demonstraram o papel critico da
interacdo entre ERKi12 e beta-arrestinas no aumento da atividade transcricional de
alguns receptores nucleares, como RAR e RXR (Piu et al., 2006).

No presente estudo demonstramos a contribuicdo de ERKi2 na resposta
hipertréfica mediada pelo T3. A via da ERKa2 esté relacionada com diversos processos
biolégicos, dentre os quais a hipertrofia cardiaca. Neste sentido, a ativacdo exacerbada
de ERKu2 resulta no desenvolvimento de sindromes com significativas manifestacdes
cardiacas (Lorenz, Schmitt, Vidal, et al., 2009) e o uso de inibidores farmacoldgicos de
MEK12, dominantes negativos para Raf-1 e MEK, e o uso de oligonucleotideos anti-
ERKu12 atestam a importante contribuicdo dessa sinalizacdo no processo hipertrofico
(Muslin, 2008; Lorenz, Schmitt, Vidal, et al., 2009).
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7.2 Participagdo do AT1R nos efeitos do T3 em cardiomiocitos

Uma das hipéteses sugeridas para o efeito dos hormonios tireoidianos (HTs) nos
receptores de angiotensina é a secrecao de Angll pelas cardiomidcitos sob efeito do T3.
Para que essa hipétese corrobore nossos resultados, é necessario que 0 mecanismo
proposto ocorra rapidamente, considerando que a ativagdo de ERK1/2 ocorre em menos
de 5 min da estimulagcdo com os HTs.

Diniz e col. demonstraram um aumento rapido na expressédo de Angll no extrato
proteico de cardiomidécitos (Diniz et al., 2009) e aumento de Angll no meio de cultura de
cardiomiécitos estimulados com T3 por 24h (dados ndo publicados). Esses resultados
encontram-se de acordo com a hip6tese proposta, no entanto, nao justificam os efeitos
rapidos do T3 sobre a ativacdo das vias intracelulares. Sadoshima e col., entretanto,
demonstraram que as células musculares cardiacas apresentam estoques
intracelulares de Angll, os quais podem ser secretados rapidamente para 0 meio
extracelular sob estiramento mecéanico (Sadoshima et al., 1993).

Sabe-se que o AT1R consiste em um mecanoreceptor podendo ser ativado
independentemente da sua interacdo com a Angll (Zou et al., 2004; Hong et al., 2016).
O crescimento hipertréfico induzido por estimulos biomecéanicos tem se destacado por
desempenhar um papel significante em patologias cardiacas. Porém, pouco se sabe a
respeito de como esses estimulos sédo sentidos e traduzidos em sinais intracelulares.
Evidéncias recentes tém sugerido um papel ndo-estrutural das proteinas do
citoesqueleto na mecanotransducdo ou, mais especificamente, na mecanotransmissao,
onde as estruturas do citoesqueleto servem como condutores da sinalizacdo (Lyon et
al., 2015). Isto, porque essas proteinas estruturais apresentam dominios (PDZ, SH3,
LIM) que favorecem a interacdo entre as proteinas sinalizadoras (Ehler, 2016). A
exemplo, o dominio FHL1, presente no sarcbmero dos cardiomidcitos, foi descrito por
mediar a resposta hipertrofica através da ativacdo da via MAPK/ERK, frente a
sobrecarga de presséao e superexpressao de Gq (Hong et al., 2016).

Elevados niveis de HTs classicamente melhoram o desempenho cardiaco, na

medida em que promovem o aumento da frequéncia e da for¢ca de contracdo (Dahl et
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al., 2008). No entanto, ndo sabemos se os efeitos inotropicos (forca de contracdo) e
cronotropicos (frequéncia de contracdo) promovidos pelos HTs consistem em um
estimulo mecénico capaz de ativar o AT1R in vitro ou, ainda, de promover a liberacao
de Angll para o meio extracelular. Em contrapartida, uma importante constatacdo dos
Nossos experimentos é que a estimulacdo da linhagem de cardiomidcitos H9c2, que
ndo apresenta propriedades contrateis, ndo reproduz os efeitos do T3 sobre a ativagédo
de ERKuy2 e Akt, observados em culturas primarias de cardiomiocitos. Este dado sugere
a participacdo do citoesqueleto ou de mecanismos contrateis nas acdes mediadas pelo
T3.

Recentemente, Téth e col. evidenciaram um mecanismo de ativacao heterdloga
mediado por beta-arrestinas (To6th et al., 2018). Nesse estudo foi demonstrado que o
aumento de PKC decorrente da estimulagcdo do receptor a-adrenérgico, promove 0
recrutamento e a sinalizacdo dependente de beta-arrestina 2 através do AT1R. Essa
constatacdo é de extrema relevancia para o nosso estudo, uma vez que propde uma
sinalizacdo dependente de beta-arrestinas que envolve a interacdo entre receptores.
Isto nos permite sugerir que os efeitos intracelulares dos HTs, como aumento de célcio
ou outro segundo mensageiro, poderiam induzir o recrutamento e sinalizacdo mediada
por beta-arrestinas via AT1R. No entanto, para que essa hipbétese se aplique aos
nossos resultados é necessario verificar se o uso de um antagonista do AT1R, como
Losartan, inibe a ativacdo heteréloga proposta por Téth e col., visto que os efeitos do
T3 sao prevenidos quando o AT1R € bloqueado com Losartan.

Diversos trabalhos na literatura tém evidenciado a existéncia de uma interacao
entre integrinas e receptores acoplados a proteina G (Teoh et al., 2012). As integrinas
tém sido reportadas por intermediar a organizacdo de complexos supramoleculares
relacionados a formacdo de microdominios de lipideos especializados, os lipid rafts
(Leitinger e Hogg, 2002). Aléem disso, foi demonstrado que P2Y2R, um GPCR, tém um
dominio RGD em sua estrutura que lhe permite interagir com as integrinas (Erb et al.,
2001). N&o € do nosso conhecimento a presenca do dominio RGD na estrutura do
AT1R, no entanto, uma das hipdteses especuladas € que a integrina avp3 possa
intermediar os efeitos do T3 sobre o AT1R.
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7.3 Regulacdo da expressdo de beta-arrestinas e GRKs em cardiomiocitos
estimulados com T3

No presente estudo, caracterizamos o efeito do T3 sobre a modulacdo da
transcricdo e expressao das isoformas de beta-arrestinas, assim como das GRKs, em
cardiomidcitos. Verificamos que o tratamento com T3 aumenta a transcricdo de ambas
as isoformas de beta-arrestinas, no entanto, apenas a expressao proteica de beta-
arrestina 2 encontra-se aumentada.

Na literatura, pouco se sabe a respeito da regulacdo dos horménios tireoidianos
(HTs) sobre a expressdo e funcdo das beta-arrestinas. Sabe-se que as arrestinas
visuais possuem uma regido responsiva ao acido retinoico (Li et al., 2002), cujo receptor
pode heterodimerizar com os receptores nucleares de HTs e, recentemente, um estudo
sobre a diferenciacdo de astrocitos mostrou que os HTs aumentam a expressao de
beta-arrestina 1 e, consequentemente, promovem a internalizacdo dos receptores (32-
adrenérgicos (Das et al., 2016).

O receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1R) pertence a classe B dos
receptores acoplados a proteina G, podendo se ligar as duas isoformas de beta-
arrestina com igual afinidade (Oakley et al., 2000). No entanto, analises de proteébmica
evidenciam uma maior rede de interacdes entre a beta-arrestina 2 e proteinas
sinalizadoras apos a estimulacdo do AT1R, quando comparado a beta-arrestina 1 (Xiao
et al., 2007). No mesmo sentido, a internalizagdo do AT1R é mais prejudicada quando
da auséncia da beta-arrestina 2 (Ahn et al., 2003).

No sistema cardiovascular, a beta-arrestina 2 exerce um efeito protetor sobre o
miocardio ao modular positivamente o lusitropismo e inotropismo cardiaco, enquanto 0s
efeitos da beta-arrestina 1 ja foram descritos por se contraporem aos efeitos benéficos
da beta-arrestina 2, podendo agir, inclusive, como dominante negativo desta ultima
(Ahn et al., 2003). Estudos com células HEK293 demonstraram a diminuicdo da
fosforilacdo de ERKi2 apds o silenciamento da beta-arrestina 2 e, ao contrario do
esperado, o silenciamento de beta-arrestina 1 resultou no aumento da fosforilagdo de
ERKai2 (Ahn, Wel, et al.,, 2004). Aléem disso, animais duplamente knockouts para as

beta-arrestinas sdo incompativeis com a vida, enquanto que a auséncia de uma ou
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outra isoforma séo viaveis. Em conjunto, esses estudos sugerem a existéncia de um
mecanismo de regulacdo reciproca entre as beta-arrestinas, onde a diminuicdo na
expressao de uma isoforma pode levar ao aumento da outra. No caso do AT1R, esse
mecanismo deve ser levado em consideracgdo, visto que este pode interagir com ambas
as isoformas (Oakley et al., 2000).

No intuito de caracterizar a sinalizacado das beta-arrestinas em nosso modelo, a
expressdo génica das GRKs 2, 5 e 6 foram avaliadas em cardiomiécitos estimulados
com T3, levando em consideracdo a existéncia de uma atividade coordenada entre as
isoformas de GRKs. No presente estudo, vimos que os HTs aumentam a transcricdo de
todas as GRKs avaliadas, sendo a modulagédo das GRKs 5 e 6 mais expressiva quando
comparada a GRK2. Neste sentido, Kim e col. mostraram que a dessensitizacdo do
receptores, recrutamento de beta-arrestina e internalizacéo séo, inicialmente, mediados
pelas GRKs 2 e 3, enquanto que as GRKs 5 e 6 permitem a ativacdo de ERK1.2 (Kim et
al., 2005).

Estudos sugerem a hipétese do “bar code”, segundo a qual o padrdo de
fosforilacdo dos GPCRs promovido pelas GRKs determina a isoforma de beta-arrestina
a ser recrutada, bem como a conformacdo ativa adquirida pelo receptor e, em
consequéncia, determina os efetores downstream (Kim et al., 2005). Neste sentido, em
cardiomidcitos isolados, a fosforilacdo do AT1R promovida pela GRK6 foi descrita por
mediar o recrutamento de beta-arrestina 2, enquanto que a fosforilacdo promovida pela
GRK2 recruta beta-arrestina 1 (Rajagopal et al., 2006). Os detalhes relativos a
preferéncia das GRKs por determinados sitios de fosforilagdo nos GPCRs ainda néo
foram elucidados, entretanto, levando-se em consideracdo as inUmeras possibilidades
de fosforilacdo nas porcdes C-terminal e central dos receptores 7TMRs, também

podemos supor inimeras possibilidades de sinalizacéo (Cahill et al., 2017).
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7.4 Contribuicdo da sinalizacdo dependente de beta-arrestinas na hipertrofia
cardiomiociticainduzida por T3

Em nosso estudo avaliamos a contribuicdo da sinalizacdo independente de
proteina G, através do silenciamento das beta-arrestinas 1 ou 2 por RNA de
interferéncia, na hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3. Demonstramos que apenas
o silenciamento de beta-arrestina 2 € capaz de prevenir a hipertrofia dos cardiomiécitos
estimulados com T3.

Estudos sobre o AT1R na insuficiéncia cardiaca sugerem que a sinalizacao
classica mediada por proteina G resulta em efeitos deletérios ao coracdo, como
remodelamento, inflamacdo e desordens metabdlicas. Neste sentido, a maioria das
terapias disponiveis para as doengas cardiacas consiste na inibicdo desse receptor. A
sinalizacdo mediada por beta-arrestinas, em contrapartida, tém sido reportada por
mediar efeitos benéficos ao miocardio (Noma et al., 2007; Ahn et al., 2009), como o
aumento da contratilidade, reorganizacdo do citoesqueleto e ativagdo de vias anti-
apoptéticas (Ahn et al.,, 2009). No entanto, o papel fisiolégico e patolégico dessas
proteinas ainda nao foi devidamente esclarecido e estudos recentes contestam o efeito
cardioprotetor comumente reportado.

Paralelamente aos trabalhos de grande repercussado que evidenciam o efeito
anti-hipertréfico das beta-arrestinas através do uso agonistas tendenciosos de Angll
(Monasky et al., 2013) e agonistas endégenos (Ang 1-7/AT1R) (Galandrin et al., 2016;
Teixeira et al.,, 2017), crescentes evidéncias sugerem o envolvimento das beta-
arrestinas no crescimento dos cardiomiécitos (Lou et al., 2016). Assim, animais
transgénicos incapazes de ativar proteina G desenvolvem hipertrofia cardiaca
exacerbada com menor area de fibrose e apoptose quando estimulados com Angll
(Zhai et al., 2005). Da mesma forma, a ativagdo mecanica dos receptores de apelina e
de angiotensina Il do tipo 1 leva ao desenvolvimento da hipertrofia por mecanismos
mediados por beta-arrestinas (Rakesh et al., 2010; Scimia et al., 2012).

Recentemente, as beta-arrestinas foram descritas por mediar a transativacéo de
EGFR e resposta hipertrofica em funcdo de diferentes GPCRs (Maudsley et al., 2000;
Esposito et al., 2011; Tilley, 2011), inclusive do AT1R (Zhai et al., 2006).
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7.5 Contribuicdo do mecanismo de endocitose dependente de clatrinas na
hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3

Nossos resultados evidenciam que a inibicdo do mecanismo de endocitose
através de Concanavalina A previne a hipertrofia dos cardiomidcitos estimulados com
T3, além de inibir a ativacdo de ERKu/2.

A endocitose dependente de clatrinas e mediada por cavéolas consistem nas
principais vias relacionadas a endocitose dos GPCRs (Guo et al., 2015). No contexto da
dessensitizacdo, a endocitose dependente de clatrinas consiste em um mecanismo de
regulacdo negativa da sinalizacdo dependente de proteina G, uma vez que resulta na
indisponibilidade do receptor aos seus agonistas (Sorkin e Von Zastrow, 2009). No
entanto, sabemos que o processo de internalizagdo ndo implica necessariamente no
término da sinalizacdo e que as beta-arrestinas ao promoverem a endocitose dos
GPCRs ativados favorecem a sinalizacdo em vesiculas de endocitose.

A via de endocitose dependente de clatrinas € essencial para a manutencéo da
funcdo cardiaca e estudos tém evidenciado sua importante contribuicdo no
desenvolvimento da hipertrofia (Morisco et al., 2008; He et al., 2016). Neste sentido,
Morisco e col. demonstraram que a sinalizacdo hipertréfica decorrente da estimulacao
do receptor B1-adrenérgico com isoproterenol € dependente do mecanismo de
endocitose. Ainda, oi demonstrado no mesmo estudo que a Concanavalina A inibe a
ativacao de Akt e a hipertrofia mediada pelos receptores a-adrenérgicos (Morisco et al.,
2008).

RabGTPase consiste em uma proteina relacionada a internalizacao de proteinas
e controla o acoplamento e fusdo das vesiculas de endocitose em compartimentos
celulares. Estudos demonstraram que o aumento da expressdo de RabGTPase é
suficiente para desencadear o processo hipertréfico (Wu et al., 2001). Além disso, foi
demonstrado que a internalizagcdo da integrina B3 esta diretamente relacionada a
ativacdo de vias hipertroficas, tais como S6K, MEK/ERK e PISK/mTOR
(Balasubramanian e Kuppuswamy, 2003).

E importante ressaltar que os resultados obtidos no presente estudo devem ser

interpretados com cautela, uma vez que a Concanavalina A, assim como outros
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inibidores de endocitose (sucrose e dominantes negativos para dinamina) ndo sao
especificos para a via de endocitose dependente de clatrinas e interferem na

sinalizacdo de varios GPCRs (Guo et al., 2015).

7.6 Internalizacéo e translocacéao nuclear de AT1R sob efeito do T3

No presente estudo demonstramos o aumento da expressao de AT1R no nucleo
de cardiomiocitos estimulados com T3 através de ensaios de microscopia de
fluorescéncia e fracionamento subcelular. Evidéncias da presenca de sitios nucleares
da Angll datam do inicio da década de 70 (Robertson e Khairallah, 1971). Esses
estudos, realizados em extratos nucleares, evidenciaram a presenca dos trés principais
receptores de Angll no ndcleo, sendo a maioria receptores do tipo 1 (Li e Zhuo, 2008;
Gwathmey et al., 2012). De maneira surpreendente, a densidade dos receptores
nucleares de angiotensina no cortex renal € duas vezes maior comparado a da
membrana plasmatica; e em hepatocitos, essa diferenca € ainda mais expressiva, cerca
de 20 vezes maior (Booz et al., 1992; Pendergrass et al., 2006).

Parece ndo haver um consenso ha literatura quanto a natureza ou origem dos
receptores nucleares, se oriundos da membrana plasmatica ou se expressos
constitutivamente na membrana nuclear (Gwathmey et al., 2012). Segundo Hunyady e
col., a internalizacdo e translocacdo nuclear do AT1R pode ser detectada em imagens
de microscopia confocal cerca de 5 e 30 min apds estimulagdo com Angll,
respectivamente (Hunyady et al., 2000). Acredita-se que a presenca desses receptores
no nucleo esteja relacionada com a regulacdo da transcricdo (Li e Zhuo, 2008;
Tadevosyan et al., 2012).

A presenca de diferentes componentes do sistema renina angiotensina, como
Agt, renina, pro-renina, receptor de pro-renina, ECA e ECA2 ja foi reportado em
compartimentos nucleares, o que sugere a existéncia de um SRA intracrino e formacao
intracelular de Angll (Alzayadneh e Chappell, 2015). Em 2010, Tadevosyan e col.
descreveram uma sinalizacao intracelular mediada pelo AT1R, cuja ativag&o resulta na

mobilizacdo de IP3, célcio e formacdo de ROS (Tadevosyan et al., 2010). Em 2017, o
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mesmo grupo descreveu a contribuicdo dessa sinalizacao intracelular na proliferacao de
fibroblastos cardiacos, assim como na sintese e secrecao de coldgeno (Tadevosyan et
al., 2017). Considerando o aumento da expressédo nuclear de AT1R em modelos de
insuficiéncia cardiaca, acredita-se que o0 SRA intracelular apresente significativa
relevancia fisiopatoldgica.

Estudos desenvolvidos por Baker e col. evidenciaram que a superexpressao de
Angll intracelular em cardiomidcitos e em camundongos promove o desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca exacerbada. Ainda, a ineficiéncia do tratamento com Losartan na
prevencao desses efeitos intracelulares da Angll, indicaram o envolvimento de
receptores intracelulares (Baker et al., 2004).

Ao formar complexos altamente estaveis com os GPCRs, as beta-arrestinas
exercem um efeito inibitério sobre a translocacdo nuclear de proteinas sinalizadoras
(Ahn, Shenoy, et al., 2004; Aplin et al., 2007). No entanto, evidéncias indicam que a
sinalizagdo dependente de beta-arrestinas iniciada no citoplasma também pode se
estender para o nucleo (Neuhaus et al., 2006). Em 2005, Kang e col. demonstraram a
primeira evidéncia da translocacdo nuclear de beta-arrestina (Kang et al., 2005). No
ndcleo, ao interagir com promotores especificos, as beta-arrestinas recrutam histonas e
modulam a transcricdo génica. Assim, dadas as evidéncias da presenca nuclear de
beta-arrestinas, acreditamos que estas possam estar envolvidas com a translocacao
nuclear do AT1R observada em nosso estudo.

No presente estudo também verificamos, através de ensaios de
imunoprecipitagdo, uma maior interagdo do AT1R com a beta-arrestina 2. Esse
resultado corrobora com a hipotese da beta-arrestina 2 intermediar a translocacdo do

AT1R para o nucleo dos cardiomidécitos estimulados com T3.
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7.7 Ensaios de BRET para analise da ativacdo de proteina G e recrutamento de
beta-arrestinas em cardiomiécitos estimulados com T3

J& é bem descrito na literatura que as alteragdes nos niveis de hormdnios
tireoidianos (HTs) sdo acompanhadas da modulagdo do sistema renina angiotensina
(SRA) sistémico e local. Kobori e col. (Kobori et al., 1997; Kobori et al.,, 1999)
demonstraram a importante contribuicdo do SRA cardiaco no processo hipertréfico
mediado pelos HTs e, posteriormente, nosso grupo evidenciou a contribuicdo do AT1R
nesse processo (Hu et al., 2003; Diniz et al., 2007; 2009). No entanto, 0s mecanismos
relacionados aos efeitos dos HTs no AT1R sdo desconhecidos, ou seja, ndo sabemos
se a acao do T3 sobre esse receptor consiste em uma acéo direta ou se intermediada
por outra estrutura; se resulta na sinalizacéo classica do AT1R, mediada por proteina G
e por beta-arrestinas; se depende da acao autocrina de angiotensina Il; ou se envolve a
ativacao do AT1R como um mecanoreceptor.

No intuito de compreender os mecanismos relacionados a “ativacdo” do AT1R
em funcado do tratamento com T3, avaliamos a ativacao de proteina G e o recrutamento
de beta-arrestinas 1 e 2 através dos ensaios de BRET. Embora diferentes isoformas de
proteina Ga sejam expressas no tecido cardiaco, apenas Ga12/13 € Gag/11 €ncontram-se
associadas as ac0fes intracelulares mediadas pelo AT1R (Tilley, 2011). Desta forma, os
ensaios de BRET foram realizados usando apenas proteina Gag.

A fim de verificar a existéncia de uma ac¢ao direta dos HTs sobre a ativagao do
AT1R, assim como o reportado para a integrina av3 (Bergh et al., 2005), o0s ensaios
de BRET foram realizados inicialmente em células HEK293. Os resultados obtidos
revelaram a auséncia do efeito do T3 sobre a ativacdo de proteina G e sobre o
recrutamento de beta-arrestinas. Neste sentido, duas interpretagdes foram propostas: a
primeira € que o T3 néo interage diretamente com o AT1R, sendo necessaria a
presenca de outras estruturas para que essa interagdao ocorra (heterodimerizagéo ou
ativacdo heter6loga do AT1R); e a segunda é que o T3 ndo modula a sinalizagédo

dependente ou independente de proteina G via AT1R.
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De acordo com estudos recentes, 0s receptores acoplados a proteina G podem
forma homo e heterodimeros, o que amplia sua funcéo intracelular (Abdalla et al.,
2000). Neste sentido, estudos tém reportado a formacédo de dimeros associados ao
AT1R, tais como AT1R/AT2R (Abdalla et al., 2001), AT1R/MAS (Kostenis et al., 2005),
AT1R/receptor de endotelina B, AT1R/receptor de bradicinina B2 (Abdalla et al., 2000),
AT1R/receptores B-adrenérgicos (Barki-Harrington et al., 2003). Barki-Harrington e col.
evidenciaram um efeito de inibicdo cruzada entre os receptores AT1R e beta2-
adrenérgico, onde o bloqueio de determinado receptor interfere na resposta do outro.
Assim, ensaios de BRET foram realizados em células HEK293 expressando o AT1R e
outros receptores com 0s quais este poderia dimerizar, AT2, MAS e B2-adrenérgico.
Contudo, também nao observamos variacdo do sinal de BRET em funcdo do T3.
Apesar de ndo termos verificado o envolvimento desses receptores, a possiblidade de
interacdo do AT1R com outros receptores, tais como a integrina avp3, p30TRa, ainda
precisam ser investigados.

Dada a auséncia de efeito do T3 nas células HEK293, testamos a possiblidade
de usar células com caracteristicas mais proximas as culturas primarias de
cardiomiécitos, mas que fossem faceis de transfectar. Assim, testamos a linhagem de
células H9c2 e os cardiomiécitos humanos derivados de iPS. De maneira inesperada,
as células H9c2 nao responderam ao tratamento T3 quanto a fosforilagdo de ERKu/.
Assim, os ensaios de BRET foram realizados apenas com os cardiomidcitos’”S. Como
essas células também nao responderam ao T3, decidimos realizar os ensaios de BRET
com cultura priméria de cardiomidcitos, apesar das dificuldades relacionadas a
transfeccdo das culturas primarias com plasmideos. O grupo de células estimulado com
Angll apresentaram a resposta esperada, garantindo que as células foram devidamente
transfectadas. Cogitamos a possibilidade de ndo termos verificado o efeito dos HTs
devido a auséncia de estimulo mecanico, uma vez que os ensaios de BRET foram
realizados com células em suspensao.

Conforme mencionado anteriormente, Sadoshima e col. mostraram evidéncias
de que o estiramento mecanico pode levar a liberacédo de Angll para o meio extracelular

em cardiomiécitos (Sadoshima et al., 1993). Além disso, outros trabalhos demonstram
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que o AT1R consiste em um mecanoreceptor (Zou et al., 2004) e que o estiramento
mecanico é capaz de ativar a sinalizagdo independente de proteina G (Rakesh et al.,
2010). Diversos trabalhos mostram que a carga mecanica gerada a partir do
mecanismo de excitacdo-contracdo é suficiente para induzir a reexpressdo de genes
fetais cardiacos, bem como ao aumento de proteinas sarcoméricas (Qi et al., 1997,
Eble et al., 1998). Em ensaios com cultura primaria de cardiomiécitos foi demonstrado
gue o aumento da contratilidade esta diretamente relacionado com o desenvolvimento
da hipertrofia cardiaca (Eble et al., 1998). Apesar dos efeitos inotrépicos e lusitropicos
positivos exercidos pelos HTs sobre as células musculares cardiacas (Segal et al.,
1996; Dillmann, 2002), ndo ha evidéncias na literatura de que o aumento da
contratilidade promova a ativacao do AT1R.

No intuito de verificar o envolvimento de estimulos contrateis (biomecanicos)
secundarios ao tratamento com T3 na ativacdo do AT1R, experimentos de BRET foram
realizados com cardiomiécitos em aderidos (dados nao incluidos). No entanto, esses
resultados ndo foram diferentes dos obtidos para as células em suspensdo. Assim,
considerando os resultados obtidos dos experimentos de BRET concluimos que o
mecanismo através do qual o T3 promove seus efeitos no AT1R difere do mecanismo
da Angll. Assim, considerando que este ainda € desconhecido, os ensaios de BRET
tornaram-se ineficientes para o estudo dos efeitos do T3, mesmo nos cardiomiécitos
obtidos de cultura priméaria. Acreditamos que o efeito do T3 também ndo pode ser
verificado nos experimentos com culturas primarias, devido a desproporcao entre as

proteinas envolvidas.
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8 CONCLUSOES

O presente estudo teve como objetivo avaliar a contribuicdo da sinalizagéo
dependente de beta-arrestinas na hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3 e mediada
pelo AT1R.

e Concluimos que o T3 promove a ativacdo transiente de ERKi2, a qual é
parcialmente mediada pelo AT1R, e que esta ativacdo contribui com a hipertrofia

cardiomiocitica

e Através dos ensaios de silenciamento génico por RNA de interferéncia
concluimos que a sinalizacdo dependente de beta-arrestina 2 encontra-se
envolvida com a ativagcdo de ERKiz2 e com a hipertrofia cardiomiocitica
promovidas pelo T3.

e A partir dos ensaios realizados com Concanavalina A, concluimos que o
mecanismo de endocitose contribui para a ativagdo de ERKz1/2 e para a hipertrofia
cardiomiocitica promovidas pelo T3.

e Considerando os resultados dos experimentos de fracionamento e microscopia
de fluorescéncia, concluimos que o T3 aumenta a expressao nuclear de AT1R,
sugerindo sua translocacao a partir da membrana plasmatica. Ainda, o aumento
da interacdo entre beta-arrestina 2 e AT1R, verificado através dos ensaios de

imunoprecipitacdo, sugere o envolvimento da beta-arrestina 2 nesse processo.

e Apesar dos resultados aparentemente negativos obtidos dos experimentos de
BRET, concluimos que o mecanismo através do qual o T3 exerce seus efeitos
sobre o AT1R difere do mecanismo da Angll, ou seja, ndo envolve uma interacao
direta. Além disso, concluimos que a heterodimerizacdo entre AT1R e os
receptores AT2R, MAS e beta2-adrenérgico ndo apresenta relagdo com as acdes
mediadas pelo T3. Os ensaios de binding para Angll atestam que o T3 néo

interfere na ligacao da Angll no AT1R.
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e Contudo, baseado nos resultados obtidos, contemplamos duas principais
possibilidades para essa interacdo. A primeira delas consiste na acdo autécrina
da Angll, baseada no trabalho de Sadoshima e col. (Sadoshima et al., 1993) que
evidencia a presenca de estoques intracelulares de Angll em cardiomidcitos. A
segunda possibilidade, baseada nos achados de Toth e col. (Téth et al., 2018), é
da ativacao heterdloga do AT1R como resultado de ac¢fes intracelulares do T3
(Figura 42).

Hormonios Tireoidianos

Hipertrofia
cardiomiocitica

)
>+ oo+

P R —

Proteina
desconhecida Beta-arrestina 2
(receptor, integrina,
canais idnicos)

Ativagdo de
MAPK/ERK

Figura 42: Modelo proposto do mecanismo de ativacdo de MAPK/ERK através da sinalizacao
dependente de beta-arrestinas na hipertrofia cardiomiocitica induzida por T3 via AT1R.
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