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RESUMO 

 

LINO, Caroline Antunes. Contribuição da sinalização dependente de beta-arrestinas 
via receptor de angiotensina II do tipo 1 na hipertrofia cardiomiocítica induzida 
por T3. 2018. 127f. Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

 

Níveis elevados de hormônios tireoidianos (HTs) são comumente associados à ativação 
do sistema renina angiotensina local e ao desenvolvimento da hipertrofia cardíaca. O 
envolvimento do receptor de angiotensina II tipo 1 (AT1R) nos efeitos hipertróficos dos 
HTs fora descrito previamente. No entanto, os mecanismos subjacentes a essa 
interação ainda são desconhecidos. O AT1R pertence à família dos receptores 
acoplados à proteína G e, portanto, promove a transdução de sinal por mecanismos 
dependentes e independentes de proteína G. Recentemente, a sinalização dependente 
de beta-arrestinas (independente de proteína G) tem sido descrita por contribuir com a 
resposta hipertrófica em diferentes modelos experimentais. Assim, no presente estudo 
investigou-se o envolvimento da sinalização dependente de beta-arrestinas nos efeitos 
hipertróficos dos HTs, mediados pelo AT1R, bem como a participação de ERK1/2 nesse 
processo. Culturas primárias de cardiomiócitos foram estimuladas com T3 
(triiodotironina; 15nM) para indução da hipertrofia. O tratamento dos cardiomiócitos com 
T3 por tempos rápidos (5-30 min) resultou na ativação transiente de ERK1/2, a qual foi 
parcialmente atenuada quando da administração de Losartan (1uM), antagonista do 
AT1R. A contribuição de ERK1/2 na hipertrofia dos cardiomiócitos foi verificada através 
do uso de PD98059 (20uM), inibidor de MEK1/2, o qual preveniu a transcrição de 
marcadores hipertróficos. Ensaios de imunoprecipitação revelaram o aumento da 
interação entre AT1R e beta-arrestina 2 sob estímulo do T3, sugerindo o recrutamento 
de beta-arrestina 2 e, possível, internalização do AT1R. Através de ensaios de 
imunofluorescência e fracionamento subcelular, foi demonstrado que o T3 estimula a 
translocação do AT1R, amentando sua expressão no núcleo dos cardiomiócitos. Além 
disso, tanto a ativação de ERK1/2 quanto a hipertrofia cardiomiocítica mostraram-se 
sensíveis à inibição da endocitose, a qual foi avaliada através de Concanavalina A 
(0,5ug/ml). Ensaios de silenciamento gênico por RNA de interferência foram eficientes 
em demonstrar o envolvimento de beta-arrestina 2 na ativação de ERK1/2 e na 
hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3. Desta forma, os resultados evidenciam o 
envolvimento da sinalização dependente de beta-arrestina 2 na ativação de ERK1/2, 
através do AT1R, a qual contribui com a hipertrofia cardiomiocítica promovida pelo T3. 
 
Palavras-Chave: Hipertrofia Cardíaca. Hormônios Tireoidianos. GPCR. Receptor de 
Angiotensina II do tipo I. Beta-arrestinas. Internalização de Receptores. 
 

 



 

 

 

ABSTRACT 
 
 

LINO, Caroline Antunes. Contribution of beta-arrestin signaling mediated by 
angiotensin II receptor type 1 in cardiomyocyte hypertrophy induced by T3. 2018. 
127f. Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 
de São Paulo, São 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 II 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 ERK1/2 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 ERK1/2, which was partially attenuated upon Losartan (1uM) 
administration, an AT1R antagonist. The contribution of ERK1/2 to cardiomyocyte 
hypertrophy was verified by using PD98059 (20uM), a MEK1/2 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 ERK1/2 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 ERK1/2 

activation and in T3-induced cardiomyocyte hypertrophy. Therefore, the results 
evidenced the involvement of beta-arrestin-2-dependent signaling in the activation of 
ERK1/2, through the AT1R, which contributes to the cardiomyocyte hypertrophy 
promoted by T3. 
 
Key Words: Cardiac hypertrophy. Thyroid Hormones. Angiotensin II Type 1 Receptor. 
GPCR. Beta-arrestins. Receptor Internalization. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Hipertrofia cardíaca 

A hipertrofia cardíaca consiste no aumento do músculo cardíaco ou miocárdio. 

Trata-se de uma resposta adaptativa do coração à demanda sistêmica ou a estímulos 

neuro-humorais na tentativa de manter a perfusão dos órgãos periféricos através do 

bombeamento de sangue na circulação. No entanto, a hipertrofia ventricular consiste 

em um fator de risco para o desenvolvimento de insuficiência cardíaca e arritmias (Levy 

et al., 1990), sendo o a prevenção ou atenuação da resposta hipertrófica considerados 

benéficos. 

Embora questionado na literatura, a hipertrofia cardíaca pode ser classificada 

como fisiológica ou patológica, sendo diferenciadas por seus mecanismos moleculares, 

fenótipo e prognóstico (Dorn, 2007; Haque e Wang, 2017; Nakamura e Sadoshima, 

2018). Exercício físico de resistência, gestação (Eghbali et al., 2005) e o 

desenvolvimento cardíaco pós-natal são exemplos de hipertrofia fisiológica que se 

caracterizam pela manutenção da função sistólica (ejeção de sangue) e por sua 

natureza reversível. Em contrapartida, a hipertrofia patológica pode ser desencadeada 

por estímulos neuro-humorais, sobrecarga de pressão ou volume, sendo acompanhada 

por eventos cardiovasculares adversos, como insuficiência cardíaca, arritmias e morte 

súbita  (Hill e Olson, 2008; Gibb e Hill, 2018). 

A hipertrofia do músculo cardíaco está diretamente relacionada à hipertrofia das 

células musculares cardíacas, as quais contribuem com apenas um terço do conteúdo 

celular do miocárdio, mas ocupam cerca de três quartos do seu volume total. As 

alterações geométricas dos cardiomiócitos definem as mudanças na arquitetura do 

miocárdio ventricular (diâmetro ventricular interno/espessura da parede ventricular) que, 

por último, determinam as consequências funcionais da hipertrofia (Hill e Olson, 2008).  

Assim, o crescimento do coração pode ser excêntrico, caracterizado pelo 

aumento proporcional entre câmara e parede ventriculares, devido à disposição dos 

sarcômeros (unidade celular contrátil) em série e crescimento longitudinal dos 
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cardiomiócitos; ou concêntrico, caracterizado pelo espessamento da parede ventricular, 

devido à disposição dos sarcômeros em paralelo e crescimento lateral dos 

cardiomiócitos. A hipertrofia patológica geralmente apresenta uma morfologia 

concêntrica, que progride para a dilatação exacerbada da câmara ventricular 

(cardiomiopatia dilatada), morte dos cardiomiócitos e fibrose intersticial (Gibb e Hill, 

2018).  

Nos cardiomiócitos, os estímulos hipertróficos geralmente exercem seus efeitos 

através de receptores acoplados à proteína G (GPCRs), receptores tirosina quinase ou 

por mecanoreceptores. Os aspectos moleculares da sinalização decorrente dos 

estímulos biomecânicos ainda são desconhecidos, mas provavelmente envolvem a 

ativação de canais iônicos sensíveis ao estiramento, proteínas da matriz extracelular e 

do citoesqueleto. A ativação desses receptores leva à modulação de vias, tais como 

MAPK/ERK, calcineurina-NFAT, Akt/mTOR, as quais promovem o aumento da síntese 

proteica, rearranjo das unidades sarcoméricas, alterações metabólicas e contráteis que, 

em conjunto, caracterizam a hipertrofia. 

O fenótipo da hipertrofia é determinado primordialmente pela natureza do 

estímulo hipertrófico e, consequentemente, na sinalização deflagrada pelos mesmos 

(Perrino et al., 2006; Nakamura e Sadoshima, 2018). No entanto, sabemos que os 

mecanismos moleculares e bioquímicos que caracterizam os tipos de hipertrofia podem 

se sobrepor e, assim, as consequências funcionais do processo hipertrófico dependem 

de cada contexto, do tipo, intensidade e duração do insulto (Dorn, 2007; Nakamura e 

Sadoshima, 2018). 
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1.2 Hipertrofia cardíaca e a sinalização MAPK/ERK 

As respostas celulares são mediadas por um complexo, mas coordenado, 

circuito de vias de sinalização. Essas vias controlam processos essenciais, tais como 

transcrição gênica, tradução de proteínas, reorganização do citoesqueleto, endocitose e 

proliferação. O crescimento e a sobrevivência dos cardiomiócitos podem ser regulados 

por ligantes extracelulares, fatores de crescimento e por citocinas que se ligam a 

receptores presentes na membrana plasmática e ativam vias de sinalização.  

Diversas vias já foram descritas por intermediar a resposta hipertrófica, dentre as 

quais destacamos as principais vias ativadas por cálcio, como calcineurina/NFAT e 

cálcio/calmodulina quinase, vias desencadeadas por fatores neuro-humorais, como a 

via Akt/mTOR, e vias ativadas por estímulos mecânicos, como as Mitogen-Activated 

Protein Kinases (MAPKs). Ainda, a ativação das MAPKs pode ser desencadeada por 

receptores acoplados à proteína G (angiotensina II, endotelina, catecolaminas), por 

receptores tirosina quinase (fatores de crescimento semelhantes à insulina) ou por 

mecanoreceptores. Esta sinalização é iniciada pelas small GTPases, as quais 

promovem a ativação 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 citosólicos e nucleares, que permite a regulação de importantes 

aspectos da fisiologia celular. As principais MAPKs são as extracellularly responsive 

kinases (ERK1/2), c-Jun N-terminal kinase (JNK), p38, ERK5, ERK3/4 e ERK8 (Sugden 

e Clerk, 1998).  

As proteínas ERK1 e ERK2 apresentam cerca 84% de similaridade e 

compartilham as mesmas vias de sinalização. Por este motivo, são comumente 

descritas como ERK1/2 (Mutlak e Kehat, 2015). Diversos estudos têm reportado a 

importante contribuição dessa via e de ERK1/2 na hipertrofia cardíaca. Animais 

transgênicos com superexpressão de MEK1/2 desenvolvem uma hipertrofia cardíaca 

compensada, com menor propensão à injúria isquêmica. Além do seu envolvimento no 

processo hipertrófico, alguns estudos também evidenciam um efeito protetor mediado 

por ERK1/2 (Bueno et al., 2000).  
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Figura 1: Esquema da sinalização mediada pelas principais MAPKs, ERK, JNK e p38. Os sinais 
hipertróficos (fatores de crescimento; estímulos biomecânicos) são intermediados pela ativação 
de receptores e canais iônicos, os 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 Hormônios tireoidianos e seus mecanismos de ação 

 Os hormônios tireoidianos (HTs) são sintetizados pela glândula tireoide por meio 

da iodação da tireoglobulina. A L-tiroxina ou T4 corresponde à principal iodotironina 

secretada na circulação (>80%), sendo convertida à 3,3’,5-triiodo-L-tironina (T3) 

mediante reação de monodesiodação. Essa reação é catalisada pelas desiodases (D1 

e D2), enzimas localizadas em diferentes tecidos (fígado, rim coração), que 

proporcionam a síntese extratireoidiana do T3. 

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

comparado ao T4, e por esse motivo é considerado o hormônio biologicamente ativo. 
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Os hormônios tireoidianos não são lipossolúveis e, portanto, devem ser conduzidos ao 

citoplasma por meio de transportadores localizados na membrana plasmática. Os 

transportadores da família monocarboxilato dos tipos 8 e 10 (MCT8 e MCT10) são os 

que apresentam maior afinidade pelas iodotironinas (Razvi et al., 2018).  

Classicamente, os HTs promovem seus efeitos intracelulares mediante interação 

com receptores nucleares, os thyroid hormone receptors (TRs), os quais agem 

constitutivamente como repressores da maquinaria transcricional. Os TRs são 

codificados por dois genes distintos, TRα e TRβ, os quais dão origem a diferentes 

isoformas: TRα 1, 2 e 3 e TRβ 1, 2 e 3 (Zhang e Lazar, 2000). No núcleo, esses 

receptores são encontrados na forma de heterodímeros, associados aos receptores de 

ácido retinóico, em sequências específicas do DNA, os T3 response elements (TREs) 

(Zhang e Lazar, 2000; Davis et al., 2008). A ligação do T3 ao receptor culmina no 

recrutamento de co-ativadores ou co-repressores que modulam a transcrição gênica, 

atuando como fatores de transcrição dependentes do ligante. A ação clássica dos HTs 

tem sido descrita como genômica, por mediar ações relacionadas à transcrição.  

Além dos efeitos genômicos, os HTs também exercem seus efeitos por 

mecanismos que independem da formação do complexo intranuclear receptor/ligante e, 

portanto, independem de transcrição gênica. Esses efeitos são observados 

rapidamente (de segundos a poucas horas) e são mediados por canais iônicos e por 

receptores localizados na membrana plasmática, no citoplasma ou, ainda, em 

organelas celulares como a mitocôndria (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 TRβ1 (Kalyanaraman et al., 2014), ou nenhuma 

homologia, como é o caso da integrina αvβ3, a qual apresenta um domínio de ligação 

aos HTs (Bergh et al., 2005; Davis et al., 2016).  

Disfunções ou doenças da glândula tireóide levam ao desenvolvimento de 

síndromes quase sempre associadas a manifestações cardiovasculares. Os vasos e o 

coração são órgãos extremamente responsivos aos níveis séricos de hormônios 

tireoidianos, neste sentido pequenas alterações nas concentrações hormonais, 

inclusive subclínicas, podem acarretar complicações cardiovasculares. 
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Figura 2: Esquema representativo dos mecanismos de ação dos hormônios tireoidianos em 
células presentes no miocárdio. Os hormônios tireoidianos podem agir em seus receptores 
nucleares (TRα1 e TRβ1) para regulação da transcrição gênica ou através de receptores 
presentes no citoplasma e da integrina αvβ3, localizada na membrana plasmática, os quais 
medeiam a modulação rápida de vias de sinalização associadas à síntese proteica; células 
endoteliais (EC); cardiomiócitos (CM); fibroblastos (FB); (Ojamaa, 2010). 

 

1.4 Hormônios tireoidianos e hipertrofia cardíaca 

Um dos estímulos hormonais associados ao desenvolvimento da hipertrofia 

cardíaca consiste nos elevados níveis de hormônios tireoidianos. A relação entre 

hormônios tireoidianos e coração é crítica desde o desenvolvimento cardíaco pós-natal, 

onde os níveis de T3 e T4 aumentam drasticamente após o nascimento e estimulam a 

transcrição de genes cardíacos, que contribuem para o aumento da massa e do 

desempenho cardíacos (Chattergoon et al., 2012; Nakamura e Sadoshima, 2018). No 

adulto, os hormônios tireoidianos contribuem para a homeostasia do tecido cardíaco 

(Klein e Danzi, 2007; Cini et al., 2009) e, neste sentido, doenças da glândula tireóide 

são acompanhadas de manifestações cardiovasculares (Klein e Ojamaa, 2001; Kahaly 

e Dillmann, 2005).  
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Os elevados níveis de hormônios tireoidianos, observados no hipertireoidismo, 

induzem a um estado cardiovascular hiperdinâmico caracterizado pelo aumento da 

pressão arterial sistêmica, diminuição da resistência vascular periférica, aumento do 

volume sanguíneo, elevação do débito cardíaco. Esses efeitos sistêmicos (indiretos), 

somados aos efeitos diretos dos hormônios tireoidianos na célula muscular cardíaca, 

resultam no desenvolvimento da hipertrofia (Dörr et al., 2005). 

A hipertrofia decorrente do hipertireoidismo tem sido definida por muitos autores 

como fisiológica. O hipertireoidismo de duração limitada resulta no desenvolvimento da 

hipertrofia cardíaca concêntrica, no entanto com função sistólica preservada e ausência 

de remodelamento do tecido cardíaco (Hu et al., 2005). Ainda, o crescimento dos 

cardiomiócitos é acompanhado da proliferação de outros tipos celulares, do sistema 

vascular por exemplo (angiogênese), que garante a manutenção da homeostase 

(Tomanek e Busch, 1998; Liu et al., 2009). Além do aumento da síntese de proteínas, 

devido à maior eficiência no processo de tradução ribossomal, dados ainda não 

publicados do nosso grupo evidenciam a ativação de vias proteolíticas (sistema 

ubiquitina proteassoma), que garantem o controle de qualidade de proteínas, crítico 

para manutenção da função cardíaca (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 insuficiência 

cardíaca congestiva e cardiomiopatia dilatada já foram reportados (Boccalandro et al., 

2003; Siu et al., 2007). 

As ações diretas dos hormônios tireoidianos são mediadas por seus receptores 

nucleares, TRα e TRβ. Ambas as isoformas são expressas nos cardiomiócitos e 

medeiam a expressão de miofibrilas que compõem o filamento fino do aparato contrátil 

(α e β-MHC), reguladores da liberação/captação de cálcio no retículo sarcoplasmático 

(Ca2+ATPase e Fosfolambam), dos transportadores (Na+/K+-ATPase), trocadores 

(Na+/Ca2+) e canais iônicos (Kv) presentes na membrana plasmática (Klein e Ojamaa, 

2001). O aumento na transcrição de genes relacionados ao aparato contrátil promovem 

o aumento do inotropismo (contratilidade cardíaca) e do cronotropismo (frequência 

cardíaca) cardíacos (Fazio et al., 2004). Além das ações clássicas dos HTs em seus 
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receptores nucleares, a hipertrofia cardíaca também pode resultar da modulação de 

vias intracelulares iniciadas no citoplasma ou na membrana plasmática (Davis e Davis, 

2002; Bergh et al., 2005; Davis et al., 2016). Uma importante via de sinalização 

associada a esse modelo é a da PI3K/Akt/mTOR, a qual pode ser ativada rapidamente 

por receptores TRα1 presentes no citoplasma (Kenessey e Ojamaa, 2006). 

Crescentes evidências têm demonstrado que os HTs modulam outros sistemas, 

como o sistema adrenérgico e o sistema renina angiotensina, cujos componentes 

medeiam as ações hipertróficas dos hormônios tireoidianos. Estudos in vivo e in vitro 

evidenciam uma relação direta entre o estado tireóideo e os níveis plasmáticos e 

teciduais dos componentes do SRA (Vargas et al., 2012). Assim, o hipertireoidismo 

experimental é acompanhado do aumento da atividade e do conteúdo de renina 

plasmático e cardíaco; e o aumento na expressão e atividade desses componentes 

estão relacionados, por sua vez, aos efeitos tróficos exercidos pelos hormônios 

tireoidianos (Kobori et al., 1997; Kobori et al., 1999). De maneira interessante, estudos 

do nosso grupo demonstraram que o bloqueio dos receptores de angiotensina II (AT1R 

e AT2R) reduz a hipertrofia cardíaca induzida pelos hormônios tireoidianos , assim 

como o crescimento de cardiomiócitos em cultura (Diniz et al., 2009; Takano et al., 

2013). Entretanto, os mecanismos relacionados com a interação desses dois sistemas 

ainda são desconhecidos. 
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Figura 3: Tabela dos principais trabalhos associando a modulação do sistema renina-
angiotensina sistêmico e local (coração, rim e vasos) às doenças da glândula tireóide, 
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 à sua importante função na 

regulação da pressão arterial sistêmica e no balanço hidroeletrolítico. Tradicionalmente, 

o SRA consiste em um sistema endócrino envolvido com a síntese de angiotensina II 

(AngII), peptídeo biologicamente ativo, que corresponde ao produto de reações que 

ocorrem na circulação.  

O angiotensinogênio, uma α-glicoproteína sintetizada nas células hepáticas, 

corresponde ao substrato primário desse sistema. O angiotensinogênio é clivado na 

circulação pela renina, enzima sintetizada pelas células justaglomerulares do rim, 

dando origem a um decapeptídeo, a angiotensina I, que pode ser convertida em AngII, 

um octapeptídeo. Essa conversão se dá por intermédio da enzima conversora de 
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angiotensina (ECA), sintetizada, predominantemente, pelas células endoteliais do 

sistema vascular pulmonar.  

A AngII exerce seus efeitos através de receptores de membrana que apresentam 

uma estrutura de sete domínios transmembranares, o receptor de angiotensina II do 

tipo 1 (AT1R) e do tipo 2 (AT2R), que pertencem à família dos receptores acoplados à 

proteína G, GPCRs (G-protein coupled receptors). O AT1R é responsável por mediar os 

principais efeitos fisiológicos atribuídos à AngII. Em contrapartida o aumento de sua 

atividade pode resultar no desenvolvimento de diversas condições patológicas, tais 

como hipertensão, hipertrofia cardíaca, remodelamento vascular, aneurisma e 

aterosclerose. Desta forma, inibidores farmacológicos do AT1R têm sido intensamente 

utilizados na terapia cardiovascular.  

Apesar da importante função sistêmica do SRA, sua complexidade está 

relacionada à existência de subsistemas que, potencialmente, promovem a biossíntese 

local de AngII. O SRA local exerce ações autócrinas (Sadoshima et al., 1993), 

parácrinas (Lyu et al., 2015) ou, ainda, intrácrinas (Kumar et al., 2012), que independem 

dos componentes do SRA sistêmico. Sugere-se que esses subsistemas estejam 

relacionados com a regulação fina da homeostasia tecidual (Baker et al., 2004), sendo 

identificado em diversos sistemas orgânicos e no coração (Dzau, 1988; Danser, 1996).  

 

1.6 Sinalização dependente e independente de proteína G  

Os GPCRs regulam diversas funções celulares. A via de transdução clássica dos 

GPCRs é mediada pela ativação de proteína G, formação de segundos mensageiros e 

ativação de efetores downstream na cascata de sinalização. No entanto, além da 

sinalização dependente de proteína G, um outro tipo de sinalização, dependente de 

beta-arrestinas, tem sido descrito recentemente. 

A ativação dos GPCRs envolve mudanças estéricas no receptor, ou seja, na 

conformação da molécula, as quais promovem a ativação de proteína G. A ativação 

dessa proteína heterotrimérica resulta na dissociação de suas subunidades 

constituintes, Gα e Gβγ e consequente ativação de enzimas, como fosfolipase C (PLC), 
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que agem sobre o fosfatidil inositol bifosfato e promovem a formação de diacilglicerol e 

inositol trifosfato, os quais agem como segundo mensageiro. O inositol trifosfato, por 

meio de receptores específicos no retículo sarcoplasmático, promove o aumento de 

cálcio citoplasmático, favorecendo a ativação de proteínas cálcio-dependentes. 

Os GPCRs apresentam dois mecanismos de regulação da sinalização, que são: 

a dessensibilização e a internalização dos receptores (Attramadal et al., 1992; Krupnick 

e Benovic, 1998). O processo de dessensibilização compreende a fosforilação do 

receptor por proteínas citoplasmáticas, as G protein-coupled receptor kinases (GRKs). 

As GRKs reconhecem mudanças na estrutura do receptor e fosforilam os resíduos 

presentes no terceiro loop citoplasmático ou na cauda C-terminal dos GPCRs 

(Ferguson et al., 1995). Além das GRKs, outras proteínas citoplasmáticas também 

podem intermediar a fosforilação dos receptores ativados como a proteína quinase A 

(PKA) e a PKC (Dewire et al., 2007). Ao reconhecerem o sítio fosforilado, proteínas 

denominadas beta-arrestinas (βARRs) são recrutadas e promovem a internalização do 

receptor. 

A família das arrestinas consiste em 4 membros. As arrestinas visuais (arrestinas 

1 e 4), expressas exclusivamente na retina, e as arrestinas não-visuais (arrestinas 2 e 3 

ou beta-arrestinas 1 e 2, respectivamente), as quais são ubiquamente expressas. 

Inicialmente, as beta-arrestinas foram descritas como “reguladores negativos” da 

sinalização mediada por GPCRs (do inglês arrestin significa parada; interrupção). As 

beta-arrestinas são proteínas adaptadoras e interagem com proteínas da via de 

endocitose dependente de clatrinas, como as subunidades β do complexo AP2 (clathrin 

adaptor protein), que interagem com depressões revestidas de clatrina, presentes na 

membrana plasmática, e permitem a formação de vesículas de endocitose que 

englobam o receptor ativado (Goodman et al., 1996).  
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Figura 4: Representação do papel das beta-arrestinas no mecanismo de dessensibilização, 
internalização e transporte intracelular de GPCRs. A fosforilação do receptor ativado pelas 
GRKs leva ao recrutamento de beta-arrestinas e interrupção da sinalização mediada por 
proteína G (1). As beta-arrestinas ancoram proteínas da maquinaria de endocitose dependente 
de clatrinas e promovem a internalização dos GPCRs (2). A interação do receptor/beta-arrestina 
é determinante no destino do receptor internalizado. Receptores de classe B, por apresentarem 
uma interação mais forte com as beta-arrestinas, são reciclados ou degradados mais 
tardiamente, quando comparados aos receptores de classe A (3). (Luttrell e Lefkowitz, 2002). 

 

Convencionalmente, a internalização de receptores está relacionada com a 

interrupção da sinalização mediada por proteína G, uma vez que esses receptores se 

tornam indisponíveis aos seus ligantes na membrana plasmática. Todavia, recentes 

estudos têm demonstrado que as beta-arrestinas recrutam proteínas sinalizadoras que 

são ativadas pelo receptor contido nas vesículas de endocitose. Desta forma, as beta-

arrestina medeiam uma segunda sinalização, a sinalização independente de proteína G 

ou dependente de beta-arrestinas.  
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As beta-arrestinas interagem com uma grande diversidade de proteínas 

sinalizadoras, tais como ERK, JNK, p38, AKT, PI3K e RhoA (Luttrell et al., 2001; Dewire 

et al., 2007; Xiao et al., 2007). Essas proteínas, quando ativadas por beta-arrestinas, 

apresentam efeitos intracelulares distintos da sinalização mediada por proteína G. A 

exemplo, o receptor de angiotensina II do tipo 1 (AT1R), por intermediar a maioria dos 

efeitos deletérios da angiotensina II no sistema cardiovascular é o principal alvo dos 

inibidores farmacológicos disponíveis. Em contrapartida, estudos com análogos de 

AngII tendenciosos (TRV120023) que, neste caso, favorecem a sinalização mediada 

por beta-arrestinas e inibem as sinalização dependente de proteína G, reportam a 

melhora de parâmetros hemodinâmicos e biomecânicos em camundongos submetidos 

à injúria cardíaca (Kim et al., 2012), indicando efeitos benéficos dessa sinalização no 

tecido cardíaco. Ainda, outros trabalhos têm investigado a contribuição das beta-

arrestinas em diferentes condições fisiológicas e patológicas. Morisco e col. 

demonstraram que a hipertrofia cardiomiocítica induzida por isoproterenol é mediada 

pela ativação da Akt dependente de beta-arrestinas (Morisco et al., 2008).  

É interessante ressaltar que a sinalização mediada por beta-arrestinas depende 

da afinidade entre esta e o receptor, sendo possível distinguir dois tipos. Os receptores 

de classe A que apresentam baixa afinidade pelas beta-arrestinas e, portanto, são 

reciclados rapidamente à membrana plasmática; e os receptores de Classe B, que 

permanecem associados às beta-arrestinas em vesículas de endocitose, favorecendo à 

transdução de sinal (Dewire et al., 2007). 

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

ativação de vias de sinalização específicas, diretamente envolvidas com a hipertrofia do 

cardiomiócito, sob diferentes condições experimentais. 
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Figura 5: Modelo proposto para ativação de MAPK/ERK1/2 mediante sinalização dependente de 
beta-arrestinas. A interação das beta-arrestinas e GPCR ativado promove o recrutamento de 
proteínas sinalizadoras da via MAPK/ERK, as quais formam um complexo através de sua 
ligação com as beta-arrestinas e vesículas de endocitose. A sinalização das beta-arrestinas tem 
sido associada à ativação de alvos citoplasmáticos de ERK, que neste caso, não é translocada 
para o núcleo. (Luttrell e Lefkowitz, 2002). 
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2 JUSTIFICATIVA  

A contribuição do sistema renina-angiotensina nos efeitos hipertróficos dos HTs 

tem sido reportada por diferentes grupos. De forma interessante, o bloqueio do receptor 

de angiotensina II do tipo 1 (AT1R), de características diferentes dos receptores 

específicos de HTs, previne a ativação de vias relacionadas ao crescimento celular e a 

hipertrofia promovidas pelos HTs, indicando a existência de uma interação de extrema 

relevância para o sistema cardiovascular ainda desconhecida.  

O AT1R pertence à família dos receptores acoplados à proteína G, os quais 

geram sinais intracelulares através de mecanismos dependentes e independentes de 

proteína G. A sinalização independente de proteína G é mediada pelas beta-arrestinas 

após a dessensibilização e internalização dos GPCRs ativados. As beta-arrestinas 

ancoram proteínas sinalizadoras, como componentes da via das MAPKs, e favorecem a 

transdução de sinal em vesículas de endocitose no citoplasma. A sinalização 

dependente de beta-arrestinas tem sido reportada por promover efeitos benéficos ao 

coração e diversos estudos têm reportado o envolvimento dessa sinalização na 

hipertrofia cardíaca.  

Considerando a importância dos GPCRs no sistema cardiovascular e a atual 

aposta no desenvolvimento de agonistas tendenciosos da sinalização dependente de 

beta-arrestinas, acreditamos ser relevante investigar a contribuição dessa sinalização 

na hipertrofia cardiomiocítica induzida pelo T3 mediada pelo AT1R. 
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3 HIPÓTESE 

A hipótese do presente estudo é que a sinalização dependente de beta-

arrestinas contribui com o efeito hipertrófico dos hormônios tireoidianos, mediado pelo 

receptor de angiotensina II do tipo 1 (AT1R), através da ativação de ERK1/2. 

 

4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral  

O objetivo do presente estudo consiste em investigar a contribuição da 

sinalização dependente de beta-arrestinas na ativação de ERK1/2, mediada pelo AT1R, 

na hipertrofia cardiomiocítica promovida por T3. 

 

4.1 Objetivos específicos 

1. Avaliar o efeito do T3 sobre a ativação de ERK1/2 e sua contribuição com a 

hipertrofia cardiomiocítica; 

2. Avaliar o envolvimento do AT1R na ativação de ERK1/2 promovida por T3; 

3. Avaliar a contribuição da sinalização dependente de beta-arrestinas na ativação 

de ERK1/2 e hipertrofia cardiomiocítica induzidas por T3; 

4. Avaliar o efeito do T3 sobre a internalização do AT1R; 

5. Avaliar a contribuição do mecanismo de endocitose na ativação de ERK1/2 e 

hipertrofia cardiomiocítica induzidas por T3. 



36 

 

 

 

5 METODOLOGIA  

 Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal do ICB/USP (Certificado 030/12/CEUA; Decl.CEUA 028/2013), 

a qual se encontra de acordo com os Princípios Éticos de Experimentação Animal 

adotado pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (COBEA - 

www.cobea.org.br). 

 

5.1 Cultura primária de cardiomiócitos  

As culturas primárias de cardiomiócitos foram obtidas segundo protocolo descrito 

previamente por Barreto-Chaves e col., com algumas modificações (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 

álcool 70° e eutanásia por decapitação. A excisão do coração foi realizada por meio de 

uma incisão torácica, seguido da retirada dos átrios e dos grandes vasos contidos na 

base do coração. Os ventrículos foram cortados em pequenos pedaços e submetidos a 

sucessivas digestões enzimáticas com uma solução tampão de ADS (NaCl 116mM, 

Hepes 20mM, NaH2PO4 H2O 1mM, D-glicose 5,5mM, KCl 5,4mM, MgSO4 0,4mM) 

contendo colagenase do tipo 2 (Worthington Biochemical Corporation, New Jersey, 

EUA) e pancreatina (GIBCO, New York, EUA). As digestões foram realizadas a 37°C 

por 30 min, sendo necessários cerca de 6 ciclos para a completa digestão dos 

ventrículos. As células musculares cardíacas foram separadas dos demais tipos 

celulares presentes no miocárdio por gradiente de densidade (Percoll; Pharmacia LKB 

Biotechnology, Uppsala, Suíça). Devido à alta citotoxicidade do Percoll, as células 

foram lavadas em Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) para retirada dos 

resquícios. Os cardiomiócitos foram contados em câmara 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, Califórnia, EUA) e 10% de antibióticos (penetre, GIBCO, Massachusetts, 

EUA), em estufa (5% de CO2 a 37°C). Após 72h da extração, as células foram privadas 

de soro, ou seja, mantidas em DMEM com apenas 0,5% de NCS overnight, e em 

seguida estimuladas.  

Para análise dos efeitos tróficos dos HTs, os cardiomiócitos foram estimulados 

com T3 (Sigma-Adrich, Massachusetts, EUA) a 15nM por 24h (avaliação da hipertrofia 

cardiomiocítica) ou por tempos rápidos (avaliação de vias hipertróficas). A concentração 

de T3 utilizada foi previamente estabelecida por promover o aumento de marcadores 

hipertróficos (ANF, BNP e α-actina esquelética) e a ativação de vias pró-hipertróficas 

(Diniz et al., 2009). 

 

5.2 RNA de interferência 

A participação da sinalização dependente de beta-arrestinas na ativação de 

ERK1/2 e na hipertrofia cardiomiocítica foi avaliada mediante silenciamento gênico por 

RNA de interferência (RNAi) de beta-arrestina 1 e beta-arrestina 2. Os procedimentos 

relacionados aos ensaios de silenciamento foram realizados em meio sem antibiótico. 

Assim, cardiomiócitos foram plaqueados em poços revestidos com gelatina 1% (Sigma-

Aldrich, Missouri, EUA), e mantidos em meio com soro e sem antibiótico. As células 

foram privadas de soro por 4h e, em seguida, transfectadas de acordo com as 

recomendações do fabricante do reagente Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Califórnia, 

EUA). As células foram incubadas com o meio de transfecção (50nM do 

oligonucleotídeo e 6ul de Lipofectamine/poço – placa de 6 poços/volume final de 1 ml) 

por 6h. Após o período de transfecção, as células foram lavadas em PBS e incubadas 

com meio puro. Após 24h da transfecção, as células foram estimuladas com T3 (15nM) 

por 24h para indução da hipertrofia ou por 10min para ativação de ERK1/2. Para controle 

dos efeitos intrínsecos ao processo de transfecção, o grupo de células controle foi 

transfectado com um oligonucleotídeo inespecífico, scramble RNAi (Scr), cuja 

sequência não apresenta homologia com nenhum gene conhecido (Stealth RNAi 
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Negative Control Duplex; Invitrogen, Califórnia, EUA). A eficiência de transfecção foi 

avaliada através dos níveis de mRNA e da expressão proteica de beta-arrestina 1 e 2. 

 

5.3 Área de superfície celular 

A área de superfície celular foi utilizada como um dos métodos de avaliação da 

hipertrofia cardiomiocítica. Após tratamento dos cardiomiócitos com T3 (15nM) por 24h, 

as células foram lavadas com PBS e analisadas ao microscópio óptico convencional 

(Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Cerca de 25 imagens de cada grupo experimental foi 

foram registradas para a quantificação da área de 50 cardiomiócitos por grupo. A 

mediada da área foi realizada através do programa Axio Vision Documentation (Zeiss, 

Oberkochen, Alemanha - aumento de 200X).  

 

5.4 Incorporação de [H3]-Leucina 

 O ensaio de incorporação de leucina triciada foi utilizado como método de 

avaliação da síntese proteica pelos cardiomiócitos. As culturas primárias de 

cardiomiócitos foram mantidas em meio de privação (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 incorporação de leucina 

triciada (L-4,5-3H) para síntese de novas proteínas 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%. Após nova centrifugação, 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 líquido de 

cintilação (PerkinElmer, Massachusetts, EUA) para análise da radioatividade contida 

nas amostras. A incorporação de L-4,5-3H] é diretamente proporcional à 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 análise dos níveis 

de mRNA no extrato de células tratadas com T3. O RNA total foi extraído de acordo 

com as especificações do fabricante do reagente Trizol (Invitrogen, Califórnia, EUA), 

sendo a qualidade da extração avaliada através da razão entre as absorbâncias obtidas 

em λ=260nm e λ=280nm. A concentração de RNA total foi determinada por 

espectrofotometria (Gen5 Data Analysis Software, BioTek, Vermont, EUA). A 

integridade do RNA extraído foi confirmada por eletroforese em gel de agarose (1%) e 

mediante a análise das subunidades de RNA ribossomal (18S e 28S) sob luz UV.  

A reação de transcrição reversa para a síntese da fita complementar ao mRNA 

(cDNA) foi realizada a partir de 1 ug de RNA total. A reação foi realizada segundo as 

especificações do fabricante da enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen, 

Califórnia, EUA) em termociclador (PTC 200 Termocycler, MJ Research, 

Massachusetts, EUA).  

As reações de RT-PCR em tempo real foram realizadas segundo as 

recomendações do fabricante do reagente Platinum SYBR Green qPCR UPSer Mix-

UDG (Invitrogen, Califórnia, EUA). Os níveis de mRNA foram determinados através do 

cálculo 2-ΔΔCt, sendo ΔΔCt = (ΔCt tratado – ΔCt controle) e ΔCt = (Ct gene interesse – 

Ct controle interno), no qual o valor do Ct (Cycle threshold) representa a quantidade de 

ciclos necessária para a detecção de determinada fluorescência. O Ct, por sua vez, é 

determinado pelo Threshold, valor acima do background/baseline. Os níveis de GAPDH 

foram utilizados como controle interno.  
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Tabela 1: Sequência dos primers utilizados nos ensaios de RT-PCR em tempo real 

Genes de 

interesse 

Sequência 1 Sequência 2 

ANF 5’-AGTGCGGTGTCCAACACAG-3’ 5’-CTTCATCGGTCTGCTCGCT-3’ 

BNP 5’-GCTGTCTCTGAGCCATTTCC-3’ 5’-CAGAACAATCCACGATGCAG-3’ 

α-actina  5’-CCTGCCACACGCCATCAT-3’ 5’-GCTCGGTGAGGATTTTCATCA G-3’ 

α-MHC 5’-ACAGAGTGCTTCGTGCCTGAT-3’ 5’-CGAATTTCGGAGGGTTCTGC-3’ 

β-MHC 5’-AGCGAGGCTCCACCCCACAT-3’ 5’-CAAGGTGCCCTTGCCTGGGG-3’ 

Serca2a 5’-CGTTGTTTTGCTCGAGTTGA-3’ 5’-GTCGTTCACACCATCACCAG-3 

β-arrestina 1  5’-ACCTGGATGTCTTGGGTCTG-3’ 5’-GCCCACGCTTCTTGATGAGTC 3’ 

β-arrestina 2 5’-CCACGTCACCAACAATTCTG -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 fluorescência 

 Os ensaios de microscopia de fluorescência foram realizados para análise da 

internalização do AT1R. Após a estimulação dos cardiomiócitos com T3, as células 

foram rapidamente lavadas com PBS gelado, fixadas com paraformaldeído a 4% (TA 

por 10 min) e permeabilizadas com NP40 0,1% (37°C por 10 min). Em seguida, as 

células foram bloqueadas com albumina sérica bovina (1%, 37°C por 1h) e incubadas 

com anticorpo primário overnight. A relação dos anticorpos utilizados está descrita na 

Tabela 2. Após a incubação com anticorpo primário, as células foram lavadas com PBS 

e incubadas com anticorpo secundário ligado à molécula fluorescente (TA por 1h). Em 

seguida as células foram incubadas com DAPI (20 min), para marcação do núcleo, e 

observadas ao microscópio de fluorescência (Zeiss, Oberkochen, Alemanha). 
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Tabela 2: Anticorpos utilizados nos ensaios de fluorescência 

Anticorpos Fabricante Referência  

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 análise da expressão 

proteica dos cardiomiócitos estimulados com T3. A extração de proteína total foi 

realizada usando um tampão de extração contendo inibidores de proteases e fosfatases 

(KCL 90mM, Hepes 10mM, MgCl2+ 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). Após a lise das células e 

centrifugação (14.000 rpm, 15 min, 4 °C), o sobrenadante foi coletado e armazenado 

em freezer a -80°C para posterior análise. A concentração proteica das amostras foi 

determinada segundo método descrito por Bradford, em espectrofotômetro, e calculada 

segundo a equação da reta (Bradford, 1976). O volume correspondente a 30ug de 

proteína foi incubado com um tampão redutor contendo β-Mercaptoetanol e aquecido 

(100°C por 5 min). As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 10% (140 V por 1h) e transferidas para membranas de nitrocelulose 

(Bio-Rad, Califórnia, EUA) (20 V por 1h). As membranas foram coradas com solução 

Ponceau para análise da homogeneidade e, posteriormente, incubadas com o anticorpo 

primário overnight (4°C). As informações pertinentes a cada anticorpo estão descritas 

na Tabela 3. Após lavagem com TBST (Tris 50mM, NaCl 150mM e Tween-20 0,2% - pH 

7,5), as membranas foram incubadas com anticorpo secundário conjugado à 

peroxidase (temperatura ambiente por 1h). Após lavagem com TBST, as membranas 

foram incubadas com uma solução para a reação de quimioluminescência (ECL, 

Thermo Scientific, Illinois, EUA) e a análise da banda correspondente à proteína de 
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interesse foi realizada através de um transiluminador (UVItec Limited, Cambridge, Reino 

Unido). Os valores foram expressos como unidade arbitrária. 

 

Tabela 3: Anticorpos utilizados nos ensaios de Western Blotting 

Anticorpos Fabricante Referência 

Anti-AT1R Santa Cruz Biotechnology #sc-1173 

Anti-ERK1 total Santa Cruz Biotechnology #sc-93 

Anti-pERK1/2 (Thy204) Santa Cruz Biotechnology #sc-7383 

Anti-ERK1/2 total Cell Signaling Technology #9102 

Anti-pERK1/2 (Thr202/Thy204) Cell Signaling Technology #9101 

Anti-pERK1/2 (Thr188) Badrilla #A010-40AP 

Anti-MEK1/2 total  Cell Signaling Technology #4694 

Anti-pMEK1/2 (Ser217/221)  Cell Signaling Technology #9121 

Anti-p-p70S6K Cell Signaling Technology #9205 

Anti-p70S6K Cell Signaling Technology #9202 

Anti-pPKCδ/θ Cell Signaling Technology #9376 

Anti-β-arrestina 1 Abcam #ab32099 

Anti-β-arrestina 2 Abcam #31294 

Anti-Histona H2A Santa Cruz Biotechnology #8648 

Anti-α-actinina  Santa Cruz Biotechnology #sc-15335 

Anti-GAPDH Santa Cruz Biotechnology #sc-32233 
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5.8 Fracionamento subcelular (núcleo/citoplasma) 

 Os ensaios de fracionamento foram realizados para a análise da expressão de 

AT1R no núcleo e no citoplasma de cardiomiócitos estimulados com T3. Após os 

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 tampão 

RIPA contendo inibidores de protease e fosfatase. A ruptura da membrana plasmática 

foi realizada através da agitação das amostras por 15s (vortex), seguido do descanso 

em gelo nos 45s restantes a cada min. Esse procedimento foi repetido durante 10 min 

e, então, as amostras foram centrifugadas para coleta do sobrenadante (fração 

citoplasmática). Posteriormente, 40ul de um tampão específico para núcleo (RIPA, 

SDS, Doasse) foi adicionado ao pellet para ressuspensão. 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 

centrifugação para a coleta do sobrenadante (fração nuclear). Para os ensaios de 

fracionamento núcleo/citoplasma, a expressão de GAPDH foi utilizada como marcador 

citoplasmático e a expressão de Histona H2A como marcador nuclear.  

 

5.9 Linhagem de células HEK293 

A linhagem de células HEK293, do inglês Human Embryonic Kidney Cells, foi 

utilizada como modelo experimental nos ensaios de BRET, no intuito de verificar a 

existência de um efeito direto do T3 sobre a ativação do AT1R. As células foram 

mantidas em DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de 

antibióticos (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 exceção do método de transfecção 

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 Cardiomiócitos humanos derivados de iPS 

 Os cardiomiócitos humanos derivados de iPS foram adquiridos através da 

empresa PluriCell Biotech (São Paulo; Brasil). As células foram fornecidas nas 

condições experimentais desejadas. Para os ensaios de BRET, as células foram 

plaqueadas em placas de 96 poços com uma confluência de 70% e mantidas em meio 

de manutenção 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 colaboração com o Prof. Dr. Cláudio 

Miguel Costa-Neto do Departamento de Bioquímica e Imunologia da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto/USP, no intuito de avaliar o efeito do T3 sobre ativação de 

proteína G e sobre o recrutamento de beta-arrestina 1 e beta-arrestina 2, via AT1R. 

Para a realização dos ensaios de BRET foram utilizadas as células HEK293, 

cardiomiócitos humanos derivados de iPS e cardiomiócitos provenientes de culturas 

primárias. As células foram plaqueados em placas de 96 poços, brancas e opacas 

(PerkinElmer; Massachusetts; EUA), e transfectadas com os plasmídeos para os 

ensaios de ativação de proteína 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 os 

cardiomiócitos humanos foram transfectados com TransFectin Lipid Reagent (Bio-Rad, 

Califórnia, EUA) e os cardiomiócitos obtidos de culturas primárias foram transfectados 

com Lipofectamine 2000. Os procedimentos de transfecção foram realizados de acordo 

com as recomendações de cada fabricante. Após 48 horas da transfecção, as células 

foram lavadas com PBS e devidamente estimuladas.  

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

T3 (10nM e 100nM), seguido da adição 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 após 2, 5, 10, 15 e 20 minutos de estimulação. Nos ensaios 

de concentração-resposta, as células foram estimuladas com AngII e T3 em diferentes 

concentrações e a leitura das amostras foi realizada após 5 min de estimulação, para 

análise da ativação de proteína G, e após 15 min, para análise do recrutamento de 

beta-arrestina 1 e 2. 

Os sinais de BRET foram detectados em leitor de microplaca (VictorTM X Light 

Luminescence, PerkinElmer, MA, EUA). Os dados correspondem à razão da energia 

emitida pelo aceptor GFP (515±15nm) pela energia emitida pelo doador RlucII (410 ± 40 

nm).  

 

Tabela 4. Relação dos plasmídeos utilizados nos ensaios de BRET 

Plasmídeos Ativação 
Gαq 

Recrutamento beta-
arrestina 1 

Recrutamento beta-
arrestina 2 

AT1 + - - 

AT1-EGFP - + + 

Beta-arrestina 1-RlucII - + - 

Beta-arrestina 2-RlucII - - + 

Gαq-RlucII + - - 

Gβ + - - 

Gγ-GFP + - - 
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5.12 Interpretação dos resultados de BRET 

O BRET consiste em uma técnica utilizada para a análise da interação entre 

proteínas, baseada na transferência de energia entre duas moléculas (doadora e 

aceptora) de acordo com a proximidade destas. Para a análise da interação entre duas 

proteínas de interesse (X e Y), deve-se marcar uma das proteínas com uma molécula 

luminescente (X-Rluc) e a outra com uma molécula fluorescente (Y-GFP). Na presença 

do substrato (coelenterazine) da molécula luminescente (enzima renilla luciferase) a 

proteína X-Rluc irá emitir uma determinada energia que, dependendo da proximidade 

com a proteína Y-GFP, será capaz de excitar a molécula fluorescente (GFP; Green 

Fluorescent Protein) que, por sua vez, emitirá um sinal (sinal de BRET) a ser detectado 

pelo aparelho. 

No presente estudo, para análise da ativação de proteína G, avaliamos a 

separação entre as proteínas Gα e o dímero Gβγ, os quais constituem a proteína G. 

Para tal, conforme demonstrado na Tabela 4, as células foram transfectadas com os 

plasmídeos Gα-RlucII (luminescente), Gβ e Gγ-GFP (fluorescente). Desta forma, na 

ausência do agonista, em que o AT1R se encontra em estado inativo, o sinal de BRET 

mantém-se elevado, devido à proximidade entre as subunidades Gα e Gγ. Em 

contrapartida, na presença do agonista, o AT1R é ativado e, consequentemente, ocorre 

a dissociação das subunidades Gα e Gβγ, resultando na queda no sinal do BRET 

(Figura 6A). 

Para análise do recrutamento da beta-arrestina 1 ou beta-arrestina 2, as células 

foram transfectadas com os plasmídeos para beta-arrestina 1-RlucII ou beta-arrestina 2-

RlucII (luminescente) e AT1-EGFP (fluorescente). Neste caso, quando o receptor AT1 

está inativo, o sinal de BRET mantém-se baixo, devido à distância entre as duas 

proteínas. No entanto, quando o receptor é ativado, o sinal de BRET aumenta devido à 

aproximação entre elas (Figura 6B). 
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Figura 6: Esquema ilustrativo do ensaio de BRET para análise da ativação de proteína G e do 
recrutamento de beta-arrestinas. Na situação (A), as células são transfectadas com o plasmídeo 
do receptor de interesse (AT1R) e das subunidades de proteína G (α, β e δ), sendo a 
subunidade α associada à enzima renilla luciferase (RlucII) e a subunidade γ associada à 
molécula fluorescente GFP (do inglês, Green Fluorescent Protein). Durante o ensaio, as células 
transfectadas são incubadas com o substrato da RlucII e estimuladas com o agonista do 
receptor (AngII). Na inativação de proteína G, o sinal de BRET mantém-se alto, devido à 
proximidade das subunidades α-RlucII e γ-GFP. Porém, quando a proteína G é ativada o sinal 
de BRET diminui, devido à dissociação entre essas subunidades. Na situação (B), as células 
são transfectadas com o plasmídeo do receptor de interesse (AT1R), marcado com GFP, e com 
beta-arrestina 1 ou beta-arrestina 2 marcadas com RlucII. As células transfectadas são 
incubadas com o substrato da RlucII e estimuladas com o agonista do receptor (AngII). Em uma 
situação controle (sem estimulação), o sinal de BRET mantém-se baixo, devido à distância 
entre o receptor-GFP e a beta-arrestina-RlucII. No caso do recrutamento da beta-arrestina para 
próximo do receptor, o sinal de BRET aumenta. 

 

5.13 Imunoprecipitação  

 Os ensaios de imunoprecipitação foram realizados para análise da interação 

entre o receptor de angiotensina II do tipo 1 e as isoformas de beta-arrestinas. Para os 

ensaios de imunoprecipitação do receptor AT1R foram utilizados 500 ug de proteína 

total dos cardiomiócitos 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, proteína A/G PLUS-agarose (Santa Cruz Biotechnology; sc-2003) foram 

adicionados à amostra, sendo esta incubada por 1 hora em agitação lenta a 4°C. Em 
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seguida, o volume correspondente a 1 ug do anticorpo primário anti-AT1R (Santa Cruz 

Biotechnology) foi adicionado à amostra e incubado overnight em agitação lenta a 4°C. 

No dia seguinte, 40 ul de proteína A/G PLUS-agarose foram adicionados à amostra e 

incubados por 3 horas em agitação lenta a 4°C. Após este procedimento, as amostras 

contendo o anticorpo primário ligado às beads foram centrifugadas (1000 g por 5 

minutos a 4°C). Após o descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 1 ml 

de PBS gelado e incubado por 5 minutos em agitação lenta. Posteriormente, as 

amostras foram novamente centrifugadas e o sobrenadante descartado. Este 

procedimento de lavagem foi repetido três vezes. Após a etapa de lavagem, foram 

adicionados 50 ul de tampão Laemmli e, em seguida, as amostras foram fervidas a 

100°C por 5 minutos. Em seguida, realizamos o protocolo padrão 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 AngII 

 Para os ensaios de binding para AngII, células HEK293 foram plaqueadas na 

densidade de 3x105 células/poço em placas de 24 poços, previamente revestidas com 

solução de poli-L-lisina (0,1 mg/ml; diluído 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 tampão de lavagem gelado (25 mM Tris-HCl pH7,4; 10 mM 

NaCl; 5mM MgCl2; 0,1% albumina sérica bovina). Os experimentos de binding foram 

realizados em tampão de binding gelado (25 mM Tris-HCl pH7,4; 5 mM MgCl2; 0,1% 

albumina sérica bovina; 100 ug/ml bacitracina (Sigma) e iniciado com a adição do 

ligante marcado/quente (3H-AngII) na presença de diferentes concentrações do ligante 

frio (AngII) em um volume final de reação de 525 ul. Após a adição do ligante quente 

(diluído em tampão de binding), as placas foram deixadas por, no mínimo, 16 horas a 

4°C. Após o período de incubação, as células foram lavadas duas vezes com tampão 

de lavagem gelado, sendo adicionado 200 ul do tampão de lise (48% uréia; 2% Nonidet 

P-40; preparado em ácido acético 3M) em cada poço. Após a transferência do lisado 
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para tubos de cintilação, foram adicionados 3 ml de líquido de cintilação em cada tubo 

para subsequente contagem de radioativo (Packard Cobra II Gamma Counter). Os 

resultados foram normalizados e representados como porcentagem da ligação máxima 

da AngII radioativa. 

 

5.15 Análise estatística 

Os dados foram representados como médiaerro padrão (SEM). A análise de 

variância multifatorial One-Way ANOVA foi utilizada como teste estatístico para 

comparação entre as médias de três ou mais grupos experimentais, seguido do pós-

teste de Tukey. O Student t-test foi utilizado para comparação entre dois grupos. 

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. O valor de “n” 

corresponde à quantidade de culturas de cardiomiócitos independentes utilizadas em 

cada experimento. A análise estatística e os gráficos foram realizados no programa 

Prism 6 (GraphPad Software, Califórnia, EUA). 

 

6 RESULTADOS 

6.1 Contribuição do AT1R na ativação de ERK1/2 promovida pelo T3 

No intuito de avaliar o efeito do T3 sobre a ativação de ERK1/2, cardiomiócitos 

foram estimulados com T3 (15nM) por tempos rápidos (5-30 min) e por 24h para análise 

da fosforilação de ERK1/2 em seus resíduos clássicos, Thr202/Thyr204 (TEY) (Figura 7). 

O aumento na fosforilação de ERK1/2 (TEY) pôde ser verificado aos 5 min de tratamento 

com T3. Verificamos que a ativação de ERK1/2 consiste em uma ativação 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 alcançaram valores 

semelhantes, ou até mesmo menores, que o grupo controle (C-30’). 
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Figura 7: Ativação de ERK1/2, em cardiomiócitos estimulados com T3. Cardiomiócitos em cultura 
foram tratados com T3 (15nM) por tempos rápidos (5, 10, 15 e 30 min) e por 24h.  (A) Imagem 
representativa e (B) quantificação da expressão proteica de ERK1/2 fosforilada (Thr202/Thy204) 
e total avaliadas por Western Blotting (5’-30’: n=6; 24h: n=4). Os dados foram representados 
como média±SEM e expressos como unidade arbitrária (ua). *vs. C-30’. 

 

No intuito de avaliar a contribuição do AT1R na ativação de ERK1/2 promovida 

por T3, cardiomiócitos foram submetidos ao pré-tratamento com um antagonista do 

receptor de angiotensina II do tipo 1 (AT1R), Losartan (1uM), por 1h e estimuladas com 

T3 (15nM) por 10 min (Figura 8). A concentração e o tempo de pré-tratamento com 

Losartan foram determinados previamente (Diniz et al., 2009). O tempo escolhido para 

a estimulação dos cardiomiócitos com T3 foi de 10 min. Embora no gráfico acima a 
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diferença estatística em relação ao controle não seja significante, o aumento da 

fosforilação da ERK1/2 é ainda considerável (Figura 7B). 

Conforme esperado, o grupo de células estimulado com T3 apresentou um 

aumento significante da fosforilação de ERK1/2 quando comparado ao controle, sendo a 

inibição do AT1R com Losartan capaz de prevenir tal aumento. Esses resultados 

evidenciam, portanto, que a ativação ERK1/2 promovida pelo T3 é, parcialmente, 

mediada pelo AT1R. 
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Figura 8: Contribuição do AT1R na ativação de ERK1/2 promovida pelo T3. Cardiomiócitos foram 
estimulados com T3 (15nM) por 10 min na presença ou ausência de Losartan (1uM - LOS), 
antagonista do AT1R. Os grupos LOS e LOS+T3 foram pré-tratados por 1h (n=5). Análise da 
expressão de ERK1/2 fosforilada (Thr202/Tyr204) e total por Western Blotting. Os dados foram 
representados como média±SEM e expressos como unidade arbitrária (ua). **vs. Controle; 
p<0,01; #vs. T3; p<0,05. 
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6.2 Efeito do T3 sobre a ativação de MEK1/2 e contribuição de ERK1/2 na hipertrofia 

cardiomiocítica 

Tendo demonstrado o efeito do T3 sobre a ativação de ERK1/2 e o envolvimento 

do AT1R nesse processo, a participação de ERK1/2 na hipertrofia cardiomiocítica foi 

avaliada. Uma das principais quinases responsáveis pela fosforilação e consequente 

ativação de ERK1/2 é a MAPK/ERK kinase ou MEK1/2, (Bueno et al., 2000; Muslin, 2008; 

Lorenz, Schmitt, Vidal, et al., 2009). Assim, a contribuição de ERK1/2 na hipertrofia foi 

avaliada através de um inibidor específico para MEK1/2, PD98059.  
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Figura 9: Contribuição de MEK1/2 na ativação de ERK1/2 promovida por T3. (A) Cardiomiócitos 
em cultura foram tratados com T3 (15nM) por tempos rápidos (5, 10, 15 e 30 min) e por 24h 
para análise da expressão 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 inibição de ERK1/2. 

Cardiomiócitos foram pré-tratados com PD98059 por 1h, em diferentes concentrações (20x10-6, 
20x10-7, 20x10-8, 20x10-9 M), e estimulados com T3 por 10 min para análise da expressão de 
ERK1/2 fosforilada e total por Western Blotting. Os valores foram representados como 
média±SEM e expressos como unidade arbitrária (ua). * vs. Controle; p<0,05.  

 

Inicialmente, no intuito de verificar o efeito do T3 sobre a ativação de MEK1/2, 

cardiomiócitos foram estimulados com T3 por tempos rápidos (5-30 min) e por 24h 

(Figura 9A). O grupo de células estimulado com T3 apresentou um aumento significante 

da fosforilação de MEK1/2 aos 5 min de tratamento, exibindo um padrão de fosforilação 

semelhante ao observado para ERK1/2 (Figura 7). O grupo de células estimulado com 

T3 nos demais tempos de tratamento não apresentaram valores diferentes em relação 

aos respectivos controles. 

Tendo sido verificada a ativação de MEK1/2, uma curva concentração-resposta de 

PD98059 foi realizada para a análise da inibição de ERK1/2. Cardiomiócitos foram pré-

tratados com PD98059 por 1h, em diferentes concentrações (20x10-6, 20x10-7, 20x10-8, 

20x10-9 M), seguido do tratamento com T3 (15nM) por 10 min para análise da ativação 

de ERK1/2 por Western Blotting. De acordo com a imagem representativa a seguir 

(Figura 9B), as concentrações de 20x10-6M e 20x10-7M foram as mais efetivas na 

inibição de ERK1/2, sendo padronizada a concentração de 20uM para os demais 

ensaios. 

A contribuição de ERK1/2 na resposta hipertrófica foi avaliada através da análise 

dos transcritos que codificam genes cardíacos fetais, tais como ANF, BNP e α-actina 

esquelética (Figura 10A). Para tal, cardiomiócitos 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 níveis de mRNA de ANF, BNP e α-actina 

esquelética, indicando a ocorrência da reprogramação gênica, característica do 

processo hipertrófico. ANF e BNP são peptídeos natriuréticos sintetizados, 

primordialmente, pelas células atriais em situações de insultou ou estresse cardíacos. 

São moléculas de características anti-hipertróficas, cujos níveis séricos são utilizados 

para a análise da progressão da doença cardíaca. A α-actina esquelética, por sua vez, 
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consiste em uma proteína sarcomérica expressa, predominantemente, no período fetal. 

São duas as isoforma de actina, a cardíaca e a esquelética. Após o nascimento, a 

expressão de α-actina cardíaca aumenta, enquanto a de α-actina esquelética diminui, 

sendo reexpressa apenas quando o coração é submetido a um estímulo hipertrófico. 
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Figura 10: Contribuição de ERK1/2 na hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3. Cardiomiócitos 
foram pré-tratados com PD98059 (20uM) por 1h e estimulados com T3 (15nM) por 24h. (A) 
Análise dos níveis de mRNA de ANF, BNP e α-actina esquelética por RT-PCR em tempo real. 
(B) Área de superfície celular. Os dados do PCR foram calculados segundo a equação (2-ΔΔCt). 
Os valores foram representados como média±SEM e expressos como unidade arbitrária (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 ERK1/2 (PD+T3) preveniu de maneira 

significante o aumento dos marcadores hipertróficos promovidos pelo T3. Ainda, a 

análise da área de superfície celular (Figura 10B) evidenciou o aumento esperado para 
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o grupo T3 em relação ao controle, enquanto que o grupo PD+T3 não apresentou tal 

aumento, corroborando com os resultados do PCR. Em conjunto, os resultados 

evidenciam que o T3 promove a ativação de MEK1/2 e que a ativação ERK1/2 contribui 

com a hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3.  

 

6.3 Contribuição da sinalização dependente de proteína G na ativação de ERK1/2 

em cardiomiócitos estimulados com T3 

As PKCs (Protein Kinase C) pertencem a uma família de serina-treonina 

quinases e são consideradas as principais efetoras na sinalização mediada por Gq/11. 

As PKCs podem ser classificadas como convencionais (cPKCs), as quais são ativadas 

por cálcio, diacilglicerol (DAG) e fosfatidilserina (PS) (α, β1/2, γ); como novas PKCs 

(nPKCs), ativadas por DAG e PS (δ, ε, η, θ); e como PKCs atípicas (aPKCs), sensíveis 

apenas à PS (ζ, λ, y, μ).  

Assim, considerando o efeito dos hormônios tireoidianos sobre os níveis 

intracelulares de cálcio (Dillmann, 2010), a ativação de PKCδ/θ, uma isoforma 

independente de cálcio, foi avaliada em cardiomiócitos estimulados com T3, bem como 

o efeito da inibição de PKC sobre a ativação de ERK1/2. Cardiomiócitos foram 

estimulados com T3 por tempos rápidos (5-30 min) e a ativação de PKCδ/θ foi avaliada 

através de sua fosforilação no resíduo Ser643/676 por Western Blotting (Figura 11A).  

De maneira interessante, a modulação na expressão de PKCδ/θ fosforilada não 

foi verificada em nenhum dos tempos avaliados, sugerindo a ausência da formação de 

DAG e PS e, portanto, inativação de proteína Gq/11. 

A contribuição de PKC na ativação de ERK1/2 foi avaliada através do inibidor de 

PKC (Ro 31-8425), utilizado em duas concentrações (10nM e 100nM). Cardiomiócitos 

foram tratados com Ro 31-8425 por 1h, seguido da estimulação com T3 por 10 min para 

análise da fosforilação de ERK1/2 (TEY) por Western Blotting. Conforme demonstrado 

na imagem representativa (Figura 11B), a inibição de PKC não foi capaz de atenuar ou 

prevenir a ativação de ERK1/2 promovida pelo T3, sugerindo que sinalização 
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dependente de proteína G não está envolvida com ativação observada no modelo 

estudado. 

 

pPKC δ/θ (74kDa)

GAPDH (37kDa)
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Figura 11: Envolvimento de PKC na ativação de ERK1/2 promovida por T3. (A) Cardiomiócitos 
foram estimulados com T3 por tempos rápidos (5-30 min) para análise de PKCδ/θ fosforilada 
(Ser643/676) por Western Blotting. A expressão de GAPDH foi utilizada como normalizador. (B) 
Cardiomiócitos foram pré-tratados com Ro 31-8425, inibidor de PKC (10nM e 100nM) por 1h, 
seguido da estimulação com T3 por 10 min. A expressão de ERK1/2 fosforilada (Thr202/Tyr204) 
e total foram avaliadas por Western Blotting. 

 

 

6.4 Sinalização citoplasmática de ERK1/2 em cardiomiócitos estimulados com T3 

Recentemente foi demonstrado que a translocação nuclear de ERK1/2 requer a 

sua autofosforilação na Thr188  (Lorenz, Schmitt, Schmitteckert, et al., 2009). Para que 

ocorra a autofosforilação de ERK1/2 é necessária sua interação com o dímero βγ da 

proteína G. Desta forma, a fosforilação na Thr188 indica a ativação de proteína G e a 

sinalização citoplasmática de ERK1/2.  
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No intuito de avaliar, indiretamente, a ativação de proteína G em reposta ao 

tratamento com T3, cardiomiócitos foram estimulados com por tempos rápidos (5-30 

min) para análise da expressão de ERK1/2 fosforilada (Thr188) e total por Western 

Blotting (Figura 12).  

De acordo com a imagem representativa a seguir (Figura 12A) e a quantificação 

dos dados (Figura 12B) nenhuma alteração no padrão de fosforilação de ERK1/2 na 

Thr188 pôde ser verificada nas células tratadas com T3, o que sugere a inativação de 

proteína G. Em contrapartida, os mesmos extratos proteicos quando submetidos à 

marcação para ERK1/2 fosforilada em seus resíduos clássicos (Thr202/Tyr204) 

apresentou o aumento esperado conforme descrito previamente (Figura 7). 
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Figura 12: Sinalização citoplasmática de ERK1/2 em cardiomiócitos estimulados com T3. (A) 
Cardiomiócitos foram estimulados com T3 por tempos rápidos (5-30 min) para análise de ERK1/2 
fosforilada (Thr188 e Thr202/Tyr204) e total por Western Blotting (n=4). Os dados foram 
representados como média±SEM. 

 

Sabe-se que a ERK1/2 promove a fosforilação tanto de alvos citoplasmáticos 

quanto nucleares. Considerando o resultado descrito anteriormente (Figura 12), 

sugerindo a sinalização citoplasmática de ERK1/2, avaliamos a ativação da proteína 

p70S6K. As S6Ks pertencem a uma família de serina/treonina quinases, as quais se 

encontram envolvidas com o aumento da síntese proteica. A p70S6K, especificamente, 

consiste em uma isoforma  essencialmente citoplasmática que, quando fosforilada por 



58 

 

 

 

ERK1/2 ou Akt, aumenta a atividade ribossomal (Balasubramanian e Kuppuswamy, 

2003). Assim, cardiomiócitos foram estimulados com T3 por tempos rápidos (5-30 min) 

e a expressão das frações fosforilada e total de p70S6K foram avaliadas por Western 

Blotting. De acordo com a imagem representativa a seguir (Figura 13A) e a 

quantificação dos dados (Figura 13B), verificamos uma tendência de aumento na 

expressão de p70S6K fosforilada, mas que não é estatisticamente significante. Desta 

forma, o aumento do número experimental torna-se necessário para confirmação do 

efeito do T3 sobre a ativação dessa proteína.  
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Figura 13: Efeito do T3 na ativação de p70S6K em cultura primária de cardiomiócitos. 
Cardiomiócitos foram estimulados com T3 por tempos rápidos (5-30 min). (A) Imagem 
representativa e (B) quantificação da análise de p70S6K fosforilada e total por Western Blotting 
(n=4). Os dados foram representados como média±SEM e expressos como unidade arbitrária 
(ua). 
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6.5 Efeito do T3 sobre a expressão gênica e proteica de beta-arrestina 1 e 2 em 

cardiomiócitos 

Os efeitos dos HTs sobre a expressão e função das beta-arrestinas nas células 

musculares cardíacas ainda são desconhecidos. Assim, no intuito de compreender o 

envolvimento da sinalização dependente de beta-arrestinas na hipertrofia 

cardiomiocítica, o efeito do T3 na expressão proteica e nos níveis de mRNA das 

isoformas de beta-arrestina 1 e 2 foi avaliado. 

Cardiomiócitos foram tratados com T3 por 24h e os níveis de mRNA que 

codificam as beta-arrestinas 1 e 2 foram avaliados por RT-PCR em tempo real (Figura 

14A) e a expressão proteica por Western Blotting (Figura 14B). O grupo de células 

estimulado com T3 apresentou um aumento significante dos níveis de mRNA para beta-

arrestina 1 sendo este aumento também verificado para a beta-arrestina 2. Já a 

expressão proteica de beta-arrestina 1 nas células estimuladas com T3 apresentou uma 

diminuição de, aproximadamente, 20% comparada às células controle, enquanto que a 

expressão de beta-arrestina 2 aumentou 27%. Além das beta-arrestinas, outras 

proteínas relacionadas à regulação da sinalização mediada pelos GPCRs também 

foram avaliadas. 

As G protein-coupled receptor kinases (GRKs) são proteínas citoplasmáticas 

envolvidas com a dessensitização dos GPCRs através da fosforilação da porção C-

terminal e de outros sítios dos receptores ativados. Ao contrário da grande variedade de 

GPCRs, a família das GRKs compreende sete membros, dos quais quatro isoformas 

são expressas ubiquamente em mamíferos (2, 3, 5 e 6) (Premont e Gainetdinov, 2007). 

O padrão de fosforilação mediado pelas GRKs têm sido reportando por determinar a 

conformação 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 

regulação transcricional das GRKs 2, 5 e 6 foi avaliado (Figura 15C).  
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Figura 14: Efeito do T3 na transcrição e expressão proteica de beta-arrestinas em cultura 
primária de cardiomiócitos. (A) Análise dos níveis de mRNA que codificam beta-arrestina 1 e 2 
em cardiomiócitos tratados com T3 (15uM) por 24h por RT-PCR em tempo real (n=5). (B) 
Análise da expressão proteica de beta-arrestina 1 e 2 em cardiomiócitos tratados com T3 
(15uM) por 24h por Western Blotting (n=4). Os níveis de mRNA de GAPDH foram utilizados 
como controle interno nos ensaios de RT-PCR e a expressão de alfa-actinina foi utilizada como 
normalizador nos ensaios de Western Blotting. Os dados do PCR foram calculados segundo a 
equação (2-ΔΔCt). Os dados foram representados como média±SEM e expressos como unidade 
arbitrária (ua). * vs. controle; p<0,05; **vs. controle; p<0,01. 
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Figura 15: Efeito do T3 na transcrição das GRKs em cultura primária de cardiomiócitos. Análise 
dos níveis de mRNA que codificam as GRK2, GRK5 e GRK6 em cardiomiócitos tratados com 
T3 (15uM) por 24h por RT-PCR em tempo real (n=3). Os níveis de mRNA de GAPDH foram 
utilizados como controle interno. Os dados do PCR foram calculados segundo a equação (2-

ΔΔCt). representados como média±SEM e expressos como unidade arbitrária (ua). * vs. controle; 
p<0,05; **vs. controle; p<0,01. 

 

Cardiomiócitos tratados com T3 por 24h apresentaram aumento significante dos 

níveis de mRNA para as todas as isoformas de GRKs avaliadas. Ainda, verificamos que 

o aumento das GRKs 5 e 6 é mais expressivo quando comparado ao aumento da 

GRK2. Porém, o significado funcional dessa regulação não foi avaliado, sendo 

necessária a análise da expressão proteica dessas isoformas e sua relação com o 

AT1R.  

 

6.6 Padronização dos ensaios de silenciamento por RNA de interferência  

Visando realizar ensaios de silenciamento gênico por RNA de interferência para 

beta-arrestina 1 e 2 em cultura primária de cardiomiócitos, experimentos foram 

realizados para a análise da eficiência de transfecção através da incorporação de um 

oligonucleotídeo fluorescente (BLOCK-iT fluorescente oligo, Invitrogen), cuja sequência 

não apresenta homologia com nenhum gene conhecido. Após seis horas de 

transfecção com o oligonucleotídeos fluorescente, as células foram avaliadas por 
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microscopia de fluorescência. Assim, células com marcação na cor vermelha indicam a 

incorporação do oligonucleotídeo.   

Conforme pode ser observado na imagem representativa a seguir (Figura 16), a 

maioria das células avaliadas apresentaram-se positivas para o oligonucleotídeo, 

indicando a eficiência do protocolo de transfecção com RNA de interferência. Desta 

forma, ensaios de padronização para o silenciamento específico de beta-arrestina 1 e 2 

foram realizados. 

 

 

 

Figura 16: Eficiência de transfecção dos ensaios de RNA de interferência. Imagem 
representativa da eficiência de transfecção de oligonucleotídeo fluorescente (BLOCK-It 
fluorescent oligo; Invitrogen) em cardiomiócitos. As células positivas (marcação vermelha) 
indicam a incorporação do oligonucleotídeo. As imagens foram obtidas através de microscópio 
de fluorescência (Axio Observer-A1, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha; aumento de 200X). 

 

De acordo com as recomendações do fabricante do oligonucleotídeo utilizado, 

três sequências foram testadas para o silenciamento de beta-arrestina 1. Ainda, foram 

realizados testes para padronização da concentração (50, 70 e 100nM) e do tempo de 

silenciamento (48 e 72h). A análise da eficiência de silenciamento foi realizada através 

de ensaios de RT-PCR em tempo real e por Western Blotting.  

Dentre as 3 sequências de oligonucleotídeo avaliadas, a mais eficaz na 

diminuição da expressão de beta-arrestina 1 foi a de número 3 (Figura 17A). Essa 

diminuição pôde ser observada nas três concentrações avaliadas nos grupos de células 

transfectadas por 48h. Já nas células transfectadas por 72h, a reexpressão de beta-

Merge Block-iT Alexa Fluor Red Campo claro 
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arrestina 1 pôde ser observada para todas as sequências.  Assim, a sequência 

escolhida para o silenciamento de beta-arrestina 1 foi a de número 3, a ser utilizada na 

concentração de 50nM por 48h de silenciamento. 

 Em seguida, os níveis de mRNA de beta-arrestina 1 foram avaliados por RT-

PCR em tempo real nas células transfectadas nas condições previamente 

estabelecidas. As células transfectadas apresentaram uma redução em torno de 60% 

do mRNA para beta-arrestina 1 em relação ao controle (Scr) (Figura 17B). 
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Figura 17: Eficiência de silenciamento da beta-arrestina 1 por RNA de interferência. 
Cardiomiócitos foram transfectados com três sequências de oligonucleotídeo para o 
silenciamento de beta-arrestina 1 (Oligo 1, Oligo 2 e Oligo 3), utilizando a concentração de 50, 
70 e 100nM por 48h e 72h. A eficiência de transfecção foi avaliada através da expressão 
proteica de beta-arrestina 1 por Western Blotting (A). Os níveis de mRNA de beta-arrestina 1 
foram avaliados por RT-PCR em tempo real em cardiomiócitos transfectados com o Oligo3 
(50nM) por 48h (n=4). Os dados do PCR foram calculados segundo a equação (2-ΔΔCt) e 
representados como média±SEM. Scr (Scramble), oligonucleotídeo não específico, utilizado 
como controle interno nos ensaios de silenciamento. ****vs. Scr; p<0,0001. 
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Da mesma, a padronização do silenciamento de beta-arrestina 2 também foi 

realizada utilizando-se as mesmas condições da beta-arrestina 1, ou seja, foram 

testadas três sequências de oligonucleotídeos, em três diferentes concentrações (50, 

70 e 100nM) por 48 e 72h. A imagem representativa a seguir (Figura 18A) corresponde 

ao resultado dos ensaios de Western Blotting para análise da eficiência de 

silenciamento das três sequências de oligonucleotídeos testadas (Oligo 1 Oligo 2 e 

Oligo 3), utilizados na concentração de 50nM por 48h de silenciamento. A partir desta 

análise, o oligonucleotídeo que se mostrou mais eficiente na diminuição da expressão 

de beta-arrestina 2 foi a sequência de número 2 (Oligo2 – seta), sendo utilizada nos 

ensaios subsequentes. 

Cardiomiócitos foram transfectados nas condições 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 transfecção dos cardiomiócitos reduziu 

os níveis de mRNA que codificam beta-arrestina 2 em torno de 70%. Desta forma, as 

mesmas condições foram utilizadas nos demais ensaios de silenciamento. 
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Figura 18: Eficiência de silenciamento da beta-arrestina 2 por RNA de interferência. 
Cardiomiócitos foram transfectados com três sequências de oligonucleotídeo para o 
silenciamento de beta-arrestina 2 (Oligo 1, Oligo 2 e Oligo 3), utilizando a concentração de 
50nM por 48h. A eficiência de transfecção foi avaliada através da expressão proteica beta-
arrestina 2 por Western Blotting (A). Níveis de mRNA de beta-arrestina 2, avaliada por RT-PCR 
real time, em cardiomiócitos transfectados com Oligo2 (50nM) por 48h (n=3). Os dados do PCR 
foram calculados segundo a equação (2-ΔΔCt) e representados como média±SEM. Scr 
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(Scramble), oligonucleotídeo não específico, utilizado como controle interno nos ensaios de 
silenciamento. ***vs. Scr; p<0,001. 

 

6.7 Contribuição da beta-arrestina 1 na hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3 

Após a padronização das condições de silenciamento, ensaios foram realizados 

para a avaliar a contribuição de beta-arrestina 1 na hipertrofia dos cardiomiócitos 

tratados com T3. Os cardiomiócitos foram transfectados e estimulados com T3 por 24h 

para análise dos marcadores de hipertrofia por RT-PCR em tempo real (Figura 19A).  
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Figura 19: Contribuição da beta-arrestina 1 na hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3. 
Cardiomiócitos foram transfectados com siβARR1 (Oligo 3-50nM) por 48h e estimulados com 
T3 (15nM) por 24h. Os níveis de mRNA que codificam os marcadores hipertróficos, (A) ANF, 
BNP e α-actina esquelética e (B) αMHC, βMHC e Serca2a foram avaliados por RT-PCR em 
tempo real (n=6). A expressão de GAPDH foi utilizada como controle interno. Os dados do PCR 
foram calculados segundo a equação (2-ΔΔCt) e representados como média±SEM. Scr 
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(Scramble), oligonucleotídeo não específico, utilizado como controle interno nos ensaios de 
silenciamento. *vs. Scr; p<0,05. 

 

De acordo com o esperado, o aumento da transcrição de ANF, BNP e α-actina 

esquelética foi detectado nas células do grupo Scr+T3. Apesar do aumento expressivo 

de BNP, este não foi considerado estatisticamente diferente em relação ao controle 

(Scr). Já no grupo de células silenciadas para beta-arrestina 1 (siβARR1+T3), a 

atenuação desses marcadores hipertróficos não foi verificada.  

Assim, para nos certificar da ausência de participação da beta-arrestina 1 na 

hipertrofia cardiomiocítica, outros marcadores moleculares foram avaliados. Conforme 

esperado, o T3 aumentou de maneira significativa a transcrição de αMHC e diminuiu a 

transcrição de βMHC, uma característica peculiar da hipertrofia cardíaca promovida 

pelos HTs, que favorece o aumento da relação entre miosina de contração rápida 

(αMHC) e de contração lenta (βMHC). Além das miosinas, o T3 também aumentou a 

transcrição Serca2a em relação ao controle (diferença não significante). O aumento da 

expressão de Serca2a, uma bomba de cálcio localizada no retículo sarcoplasmático da 

célula muscular cardíaca, promove o aumento da captação de cálcio do citoplasma, 

diminuindo o tempo de contração 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, os 

resultados obtidos evidenciam que a beta-arrestina 1 não está envolvida com o 

processo hipertrófico induzido por T3.  

 

6.8 Contribuição da beta-arrestina 2 na hipertrofia cardiomiocítica 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 

semelhanças, diversos estudos têm demonstrado diferenças significativas quanto ao 

padrão de expressão, especificidade por GPCRs e efeitos funcionais entre as isoformas 

(O'neal et al., 2009). Apesar da beta-arrestina 1 não contribuir para a hipertrofia 
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cardiomiocítica induzida por T3, o envolvimento da beta-arrestina 2 nesse processo foi 

avaliada. 
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Figura 20: Contribuição de beta-arrestina 2 na hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3. 
Cardiomiócitos foram transfectados com siβARR2 (Oligo 2 – 50nM) por 48h e estimulados com 
T3 (15nM) por 24h. (A) Os níveis de mRNA que codificam os marcadores hipertróficos, ANF, 
BNP, α-actina esquelética foram avaliados por RT-PCR em tempo real. A expressão de GAPDH 
foi utilizada como controle interno (n=3). (B) Análise da área de superfície celular (n=2). Os 
dados do PCR foram calculados segundo a equação (2-ΔΔCt). Os valores foram representados 
como média±SEM e expressos como unidade arbitrária (ua) ou como porcentagem. Scr 
(Scramble), oligonucleotídeo não específico, utilizado como controle interno nos ensaios de 
silenciamento. *vs. Scr; p<0,05; #vs. Scr+T3; p<0,05. 

 

A contribuição de beta-arrestina 2 foi avaliada através da análise dos marcadores 

moleculares em ensaios de RT-PCR em tempo real (Figura 20A) e da área de 

superfície celular (Figura 20B). Cardiomiócitos 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 hipertróficos, diferença estatisticamente 

significante para ANF e α-actina esquelética. Diferentemente do observado para beta-

arrestina 1, o silenciamento da beta-arrestina 2 atenuou o aumento dos marcadores 

hipertróficos no grupo siβARR2+T3. Ainda, a diminuição na expressão de beta-arrestina 

2 foi capaz de prevenir o aumento da área de superfície observado nas células 

estimuladas com T3. Os resultados do silenciamento e da área de superfície celular 

evidenciam, portanto, a contribuição da beta-arrestina 2 na hipertrofia cardiomiocítica 

promovida pelo T3. 

 

6.9 Contribuição das beta-arrestinas na ativação de ERK1/2 em cardiomiócitos 

estimulados com T3 

 Conforme descrito anteriormente, MAPK/ERK1/2 pode ser ativada por 

mecanismos dependentes e independentes de proteína G, sendo uma das vias de 

sinalização melhor caracterizadas por interagir com as beta-arrestinas. Estudos têm 

evidenciado a existência de um mecanismo de regulação recíproca entre as isoformas 

de beta-arrestina quanto à transdução de sinal, ou seja, enquanto uma isoforma 

promove a ativação de determinada via a outra promove sua inibição (Smith e 

Rajagopal, 2016). Neste sentido, considerando a participação do AT1R na ativação de 

ERK1/2, a contribuição de cada uma das isoformas de beta-arrestina na ativação de 

ERK1/2 foi avaliada, separadamente.  

Cardiomiócitos foram transfectados para o silenciamento de beta-arrestina 1 ou 

beta-arrestina 2, nas condições estabelecidas previamente, e estimuladas com T3 

(15nM) por 10 min para análise da ativação de ERK1/2 por Western Blotting. De acordo 

com os dados representados na Figura 21, o silenciamento de beta-arrestina 1 não 

interferiu na fosforilação de ERK1/2 promovida pelo T3, enquanto que o silenciamento de 

beta-arrestina 2 resultou na prevenção da ativação desta quinase, indicando apenas o 

envolvimento da sinalização dependente de beta-arrestina 2 na ativação de ERK1/2. 
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Figura 21: Contribuição das beta-arrestinas 1 e 2 na ativação de ERK1/2 promovida pelo T3. 
Cardiomiócitos foram transfectados com RNA de interferência para silenciamento de beta-
arrestina 1 (A) ou beta-arrestina 2 (B) e estimulados com T3 (15nM) por 10 min para análise de 
ERK1/2 fosforilada (Thr202/Tyr204) e total por Western Blotting (n=3). Os valores foram 
representados como média±SEM e expressos como unidade arbitrária (ua). **vs. C (Controle); 
p<0,01; ###vs. T3; p<0,001. 
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6.10 Transfecção dos cardiomiócitos com plasmídeo AT1R-GFP 

Sabe-se que os receptores que pertencem à família dos GPCRs são 

dessensitizados e internalizados após a estimulação com o agonista. As beta-arrestinas 

exercem um papel fundamental na internalização desses receptores ao interagir com 

proteínas da via de endocitose dependente de clatrinas. No sentido de avaliar o efeito 

do T3 sobre a internalização do AT1R, cardiomiócitos em cultura foram transfectados 

com um plasmídeo 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 interferência. Apesar de ter sido possível 

verificar algumas células positivas para AT1-GFP (marcação em azul – setas), a 

eficiência de transfecção foi muito baixa.   

 

 

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

 

Inicialmente, a proposta do presente estudo era de realizar as análises do 

processo de internalização do AT1R por microscopia confocal. No entanto, para isso 

seria necessário que os cardiomiócitos fossem plaqueados em lâminas/superfície de 

vidro. Assim, considerando que os cardiomiócitos não 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 

condições se mostrou eficaz quanto à aderência dos cardiomiócitos em vidro tornando 
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este tipo de análise inviável. Assim, ensaios de imunofluorescência e de fracionamento 

subcelular foram realizados como metodologias alternativas para avaliar a 

internalização do AT1R sob efeito do T3. 

 

6.11 Efeito do T3 sobre a internalização do receptor de angiotensina II do tipo 1 

Cardiomiócitos foram estimulados com T3 (15nM) por 10 e 20 min seguido do 

protocolo de imunocitoquímica e análise das imagens por microscopia de fluorescência 

(Figura 23). Nas células controle, a marcação do AT1R (vermelho) se mostrou difusa no 

citoplasma, com poucas marcações pontuais. Já as células estimuladas com T3 por 10 

min também apresentaram uma marcação citoplasmática, mas com muitas estruturas 

puntiformes, as quais são sugestivas da formação de vesículas de endocitose. É 

interessante mencionar que a presença dessas estruturas no grupo de células controle 

deve estar relacionada à ativação constitutiva de tal receptor. Aos 20 min de 

tratamento, de maneira interessante, a marcação do AT1R foi observada no núcleo dos 

cardiomiócitos estimulados com T3, colocalizando com DAPI. 
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Figura 23: Efeito do T3 sobre a internalização do receptor de angiotensina II do tipo 1 em cardiomiócitos. Microscopia de fluorescência 
em cardiomiócitos estimulados com T3 (15nM) por 10 e 20 min e imuno-marcados para tropomiosina sarcomérica (verde) e AT1R 
(vermelho). O núcleo dos cardiomiócitos foi marcado com DAPI. As imagens foram obtidas por microscopia de fluorescência (Objetiva 
de 20X).  
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No sentido de confirmar a ação do T3 sobre a translocação nuclear do AT1R ou 

o aumento de sua expressão no núcleo, foram realizados ensaios de fracionamento 

subcelular para análise diferencial da expressão proteica do AT1R no núcleo e no 

citoplasma dos cardiomiócitos estimulados com T3 (Figura 24). 

A eficiência do protocolo de fracionamento foi avaliada através da análise da 

expressão de GAPDH, proteína citoplasmática, e de histona, proteína nuclear. Vimos 

que o protocolo utilizado foi eficiente em separar as frações núcleo/citoplasma, uma vez 

que não foram observados indícios de GAPDH na fração nuclear e de histona na fração 

citoplasmática. Os resultados dos ensaios de fracionamento evidenciam o aumento da 

expressão de AT1R na fração nuclear dos cardiomiócitos estimulados com T3. O 

aumento de AT1R pode ser claramente observado a partir de 10 min de estimulação, 

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 fluorescência, que 

indicam o aumento da expressão nuclear de AT1R sob estímulo do T3. 

 

 

 

 

 

Figura 24: Expressão nuclear e citoplasmática de AT1R em cardiomiócitos estimulados com T3. 
Imagem representativa da expressão proteica de AT1R avaliada por Western Blotting em 
frações nuclear e citoplasmática. Cardiomiócitos em cultura foram tratados com T3 (15nM) por 
10 e 30 min, 1, 6 e 24h. A expressão de GAPDH e Histona foram utilizadas como controle da 
eficiência de fracionamento e como normalizadores das frações citoplasmática e nuclear, 
respectivamente. 
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6.12 Contribuição do mecanismo de endocitose dependente de clatrinas na 

hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3 

Tendo em vista o envolvimento do mecanismo de endocitose dependente de 

clatrinas na sinalização mediada por beta-arrestinas, a contribuição desse mecanismo 

na hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3 foi avaliada. Assim, cardiomiócitos foram 

tratados com um inibidor de endocitose comumente utilizado 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 vesículas de endocitose, 

bem como a movimentação das proteínas nas estruturas revestidas por clatrina. 

Cardiomiócitos foram pré-tratados por 1h com ConA (0,5ug/ml), seguido do tratamento 

com T3 (15nM) por 24h. A concentração de ConA (0,5ug/ml) foi baseada em trabalhos 

prévios da literatura (Morisco et al., 2008). A hipertrofia dos cardiomiócitos foi avaliada 

mediante análise dos marcadores moleculares por RT-PCR em tempo real, 

incorporação de leucina triciada e área da superfície celular (Figura 25A, B e C, 

respectivamente).  

O grupo de cardiomiócitos estimulados com T3 se mostrou sensível ao 

tratamento com ConA, visto que o aumento da transcrição dos genes relacionados com 

a hipertrofia foi atenuado quando esse inibidor foi utilizado. Da mesma forma, a 

incorporação de leucina triciada e a área de superfície celular foram atenuadas nas 

células tratadas com T3 na presença de ConA. Em conjunto, os resultados evidenciam 

a contribuição do mecanismo de endocitose na hipertrofia cardiomiocítica induzida por 

T3.  
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Figura 25: Contribuição do mecanismo de endocitose na hipertrofia de cardiomiócitos 
estimulados com T3. Culturas primárias de cardiomiócitos foram pré-tratadas com 
Concanavalina A (ConA; 0,5ug/ml), por 1h, e estimuladas com T3 (15nM) por 24h. (A) Análise 
dos transcritos que codificam ANF, BNP e α-actina esquelética por RT-PCR em tempo real. A 
expressão de GAPDH foi utilizada como controle interno (n=3). (B) Análise da incorporação de 
leucina triciada (n=3). (C) Análise da área de superfície celular (n=3). Os dados do PCR foram 
calculados segundo a equação (2-ΔΔCt). Os dados foram representados como média±SEM e 
expressos como porcentagem ou como unidade arbitrária (ua). *vs. Controle; # vs. T3; p<0,05. 

 

 Uma vez demonstrado o efeito do T3 sobre a internalização do AT1R e a 

contribuição do mecanismo de endocitose na hipertrofia cardiomiocítica, a participação 

da endocitose na ativação de ERK1/2 também foi avaliada. Cardiomiócitos em cultura 

foram pré-tratados com ConA (0,5ug/ml) por 1h e estimulados com T3 por 10 min 

(Figura 26). O tratamento dos cardiomiócitos com ConA resultou na inibição da 
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fosforilação de ERK1/2 comparado ao grupo T3, sugerindo que o processo de 

endocitose interfere na ativação de ERK1/2 nas células musculares cardíacas. 
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Figura 26: Contribuição do mecanismo de endocitose na ativação de ERK1/2 em cardiomiócitos 
estimulados com T3. Culturas primárias de cardiomiócitos 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) quantificação da expressão de ERK1/2 fosforilada (Thr202/Tyr204) 
e total por Western Blotting (n=5). Os valores são representados como média±SEM e expressos 
como porcentagem ou como unidade arbitrária (ua).  

 

6.13 Efeito do T3 na interação entre AT1R e beta-arrestinas em cultura primária de 

cardiomiócitos 

 Dado os resultados evidenciando a translocação nuclear do AT1R sob efeito do 

T3, além do envolvimento do mecanismo de endocitose na ativação de ERK1/2 e 
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hipertrofia, ensaios de imunoprecipitação foram realizados para a análise da interação 

entre AT1R e beta-arrestinas. Cardiomiócitos foram estimulados com T3 por 10 min, 

seguido da extração proteica, imunoprecipitação do AT1R e ensaios de Western 

Blotting para análise do AT1R, beta-arrestina 1 e beta-arrestina 2 na fração 

imunoprecipitada.  

 Conforme pode ser observado a seguir (Figura 27), a estimulação dos 

cardiomiócitos com T3 promoveu aumento significante da interação entre AT1R e beta-

arrestina 2, indicando o recrutamento desta isoforma quando da estimulação com T3, 

sugerindo a ativação da sinalização dependente de beta-arrestina 2 via AT1R. Em 

relação à beta-arrestina1, os resultados não evidenciaram sua interação com AT1R. 
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Figura 27: Interação do AT1R e beta-arrestina em cardiomiócitos estimulados com T3. Culturas 
primárias de cardiomiócitos foram estimuladas com T3 (15nM) por 10 min. Ensaios de 
imunoprecipitação para o AT1R através de proteína A/G agarose (Santa Cruz Biotechnology) 
foram realizados, seguido da análise da expressão do receptor AT1, beta-arrestina 1 e beta-
arrestina 2 por Western Blotting na fração imunoprecipitada (n=3). Os dados foram 
representados como média±SEM e expressos como porcentagem em relação controle. A 
expressão de ambas as isoformas de beta-arrestina foi corrigida pela expressão do AT1R. *vs. 
Controle; p<0,05. 
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6.14 Efeito do T3 na ativação de proteína G e no recrutamento de beta-arrestina 2 

em células HEK293 

 Considerando a participação do AT1R na hipertrofia cardiomiocítica induzida pelo 

T3 e, portanto, a possível deflagração da sinalização dependente de proteína G 

decorrente dessa ativação, ensaios de BRET para análise da ativação de proteína G e 

do recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 foram avaliados em células HEK293. Por não 

expressarem constitutivamente os receptores do sistema renina angiotensina, como o 

AT1R, as células HEK293 consistem em um excelente modelo experimental para o 

estudo da dinâmica desses receptores frente a diversos estímulos. 

Os experimentos relacionados à ativação de proteína G foram realizados em 

células HEK293 com superexpressão de AT1R e das subunidades de proteína G (α, β e 

γ). As células foram estimuladas em duas concentrações de T3 (10nM e 100nM), e com 

uma concentração de AngII (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 AngII 

apresentaram uma queda no sinal de BRET, indicando a dissociação das subunidades 

de proteína G (α e βγ) e, portanto, a ativação de proteína G. No entanto, nenhuma 

variação no sinal de BRET nas células tratadas com T3. 

Para análise 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 AngII (100nM). Os ensaios de cinética paras as beta-arrestinas foram realizados 

nas mesmas condições utilizadas para proteína G. O aumento no sinal do BRET, 

indicando a aproximação entre AT1R e beta-arrestinas, pôde ser verificado nas células 

estimuladas com AngII. Em contrapartida, não observamos o efeito T3 sobre o 

recrutamento das beta-arrestinas. 
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Figura 28: Ensaios de cinética da ativação de proteína G e recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 
em células HEK293. As células foram transfectadas com os plasmídeos para AT1R e beta-
arrestina 1 ou beta-arrestina 2 ou com AT1R e as subunidades de proteína G.  As células foram 
incubadas com coelenterazine e estimuladas com T3 (10 e 100nM; legenda nas cores vermelha 
e verde, respectivamente) e com AngII (100nM; legenda na cor azul). A AngII 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 

concentração-resposta na tentativa de verificar efeito do T3 em concentrações 

superiores à normalmente utilizada para indução da hipertrofia em cardiomiócitos 

(15nM) (Figura 29).  

Da mesma forma que o observado nos ensaios de cinética, nenhum efeito do T3, 

nas diferentes concentrações testadas (10-6 a 10-12 M), foi verificado quanto à ativação 

de proteína G e ao recrutamento das beta-arrestinas. Entretanto, a resposta positiva 

para AngII evidencia que o sistema requerido para a observação desses eventos 

intracelulares estava apropriado, ou seja, as proporções entre as subunidades de 



80 

 

 

 

proteína G, a relação entre receptor/proteína G e receptor/beta-arrestina estavam 

adequadas. 

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de BRET em células HEK293 

sugerem que o T3 não promove a ativação direta do receptor AT1. Assim, é possível 

supor que o mecanismo através do qual os hormônios tireoidianos promovem seus 

efeitos através do AT1R envolvem outras estruturas/proteínas que não foram 

consideradas nesses experimentos.  
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Figura 29: Ensaios de concentração-resposta de proteína G e recrutamento de beta-arrestina 1 
e 2 em células HEK293. As células foram transfectadas com os plasmídeos AT1R e 
subunidades da proteína G. As células foram incubadas com coelenterazine e estimuladas com 
AngII (10-5 a 10-10M - legenda na cor azul) e com T3 (10-5 a 10-10M - legenda na cor vermelha). A 
AngII foi utilizada como controle positivo. Para os ensaios de concentração-resposta as células 
foram estimuladas por 15 min (ativação de proteína G) e por 5 min (recrutamento de beta-
arrestinas) (n=3).  
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6.15 Efeito do T3 na ativação de proteína G e recrutamento de beta-arrestina 2 em 

células HEK293 co-transfectadas com receptores AT2, MAS e β2-adrenérgico  

Convencionalmente, os GPCRs são expressos primariamente na forma de 

monômeros. Porém, estudos têm reportado a formação dímeros ou, até mesmo, de 

oligômeros entre GPCRs em situações tanto fisiológicas quanto patológicas. A 

interação física entre diferentes receptores interfere na sinalização mediada pelos 

mesmos e, consequentemente, na resposta celular. Assim, a heterodimerização entre 

receptores consiste em um mecanismo que permite ampliar a resposta aos estímulos 

externos.  

Considerando os resultados anteriores de BRET, sugerindo que o mecanismo de 

ação dos hormônios tireoidianos sobre o AT1R não dependente apenas de sua 

expressão, a possibilidade da interação do AT1R com outros GPCRs foi avaliada. 

Assim, células HEK293 foram transfectadas com o AT1R e com receptores 

relacionados ao sistema cardiovascular que já foram reportados por dimerizar com o 

AT1R, tais como o receptor de angiotensina II do tipo 2 (AT2R), o receptor MAS 

(receptor de angiotensina 1-7) ou o receptor β2-adrenérgico (β2AR). Os ensaios de 

BRET foram realizados tanto para a análise da ativação de proteína 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-expressão do AT1R com AT2R 

não interferiu na ativação de proteína G frente a estimulação com AngII. No entanto, a 

co-expressão de AT1R/MAS promoveu o aumento da ativação constitutiva/basal da 

sinalização dependente de proteína G mediada pelo AT1R e diminuição do 

recrutamento de beta-arrestina 2. Já a co-expressão de AT1R/beta2-adrenérgico 

atenuou a ativação de proteína G promovida pela AngII. Novamente, nenhuma resposta 

nas células estimuladas com T3 foi observada, mesmo na presença desses outros 

receptores.  
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Figura 30: Ativação de proteína G em células HEK293 co-transfectadas com o receptor AT1R e AT2R ou MAS ou beta2AR. As células 
foram transfectadas com plasmídeos para AT1R e as subunidades de proteína 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 AngII (100nM; legenda na cor azul). A AngII 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 plasmídeos 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 AngII (100nM; legenda na cor azul). A AngII 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 ligação de AngII no receptor AT1R em células HEK293 

 Os ensaios de binding para AngII foram realizados em células HEK293 na 

tentativa de verificar se o T3 poderia interferir na ligação da AngII ao AT1R. Para tal, as 

células foram estimuladas com T3 em diferentes concentrações (10-5 a 10-12 M) ou com 

AngII (10-6 a 10-12 M) não marcada (fria), utilizada como controle positivo, por 20 min. 

Após este período, as células foram incubadas com 3H-AngII (marcada com trício – 

quente) para a realização do binding. 

Conforme pode ser observado na Figura 32, não verificamos efeito do T3 sobre a 

ligação da AngII no AT1R, visto que as células estimuladas com T3 apresentaram 

ligação máxima com 3H-AngII em todas as concentrações testadas. Ao contrário, no 

ensaio utilizado como controle, a diminuição da ligação com 3H-AngII (quente) é 

observada conforme aumenta a concentração de AngII (fria).  

Este resultado indica, portanto, que diferentemente do que já foi reportado para 

outras estruturas não homólogas aos receptores de hormônios tireoidianos, como a 

integrina alfavbeta3, que o T3 não exerce um efeito direto sobre o AT1R capaz de 

interferir na ligação desse receptor com seu agonista, AngII.  
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Figura 32: Binding de AngII em células HEK293 estimuladas com T3. Células HEK293 foram 
transfectadas com o AT1R e estimuladas com T3 (10-12 a 10-5 M – legenda na cor vermelha) ou 
com AngII (fria) (10-12 a 10-5 M – legenda na cor preta) por 20 min. Em seguida, as células foram 
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incubadas com 3H-AngII (quente). Os experimentos com T3 foram realizados em paralelo com 
células estimuladas com AngII, utilizadas como controle positivo (n=4). 

 

6.17 Efeito do T3 sobre a ativação de ERK1/2 e Akt em cardiomiócitos H9c2 

Baseado nos resultados obtidos dos ensaios de BRET com células HEK293 e 

considerando as dificuldades concernentes à transfecção dos cardiomiócitos 

provenientes de culturas primárias, foram realizados testes com a linhagem de 

cardiomiócitos H9c2 para verificar se estas responderiam aos HTs e se poderiam ser 

utilizadas como modelo nos ensaios de BRET. Os cardiomiócitos da linhagem H9c2 são 

células provenientes do ventrículo de ratos que têm sido utilizadas como modelo 

diversos estudos relacionados à hipertrofia cardíaca. Assim, células H9c2 foram 

estimuladas com T3 por 5, 10 e 15 minutos na presença e ausência de Losartan (LOS).  

A. 

 

B.  

 

Figura 33: Ativação 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 análise da expressão de ERK1/2 fosforilada (Thr202/Tyr204) e total (A) e de Akt fosforilada 
(Thr308) e total (B). A expressão de alfa actinina foi utilizada como normalizador. 

 

Diferentemente do observado em cardiomiócitos obtidos a partir de culturas 

primárias (Figura 7), as células H9c2 não apresentaram aumento da fosforilação de 

ERK1/2 (Figura 33A) nos tempos avaliados. Além disso, o AT1R parece não contribuir 

com a ativação basal ou constitutiva de ERK1/2, ao contrário do que fora verificado para 

as culturas primárias (Figura 8). No intuito de nos certificarmos da ausência de resposta 

das células H9c2 frente ao estímulo com T3, também avaliamos a ativação de Akt 

(Thr308). Conforme pode ser observado na imagem representativa (Figura 33B), não foi 

possível verificar a ativação de Akt nas células estimuladas com T3.  

Concluímos, portanto, que a linhagem de células H9c2, embora citada na 

literatura por apresentar características semelhantes às dos cardiomiócitos obtidos de 

culturas primárias, não correspondem a um bom modelo para o estudo dos efeitos 

hipertróficos do T3. 

 
 

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

cardiomiócitos humanos derivados de iPS 

Dada a ausência de resposta das células H9c2 ao T3, foram realizados testes 

com cardiomiócitos 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 cardiomiócitos provenientes de cultura primária, 

seriam reproduzidos nos cardiomiócitos derivados de iPS (cardiomiócitosiPS), ensaios 

de Western Blotting foram realizados para a análise da ativação de ERK1/2. 

CardiomiócitosiPS foram plaqueados em diferentes confluências, 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 cardiomiócitosiPS apresentaram ativação de 

ERK1/2 aos 5 e 30 min de estimulação com T3, reproduzindo a resposta obtida em 
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culturas primárias. Às 24 horas, em contrapartida, essa sinalização se encontra 

desativada.  

 

Figura 34: Ativação de ERK1/2 em cardiomiócitos humanos derivados de iPS. CardiomiócitosiPS 
foram plaqueados com 50, 70 e 100% de confluência e estimuladas com T3 (15nM) por 5, 30 
min e por 24h para análise de ERK1/2 fosforilada (Thr202/Tyr204) por Western Blotting. 
 

Uma vez confirmado o efeito do T3 sobre os cardiomiócitosiPS, realizamos testes 

da eficiência de transfecção e citotoxicidade dos reagentes de transfecção, 

Lipofectamine 2000 (utilizado nos ensaios de silenciamento gênico por RNA de 

interferência; Invitrogen) e TransFectin (Bio-Rad).  

As células foram plaqueadas em placas de 24 poços, sendo testadas duas 

concentrações de DNA (plasmídeo contendo GFP), 0,5 e 1ug. As células foram 

transfectadas por 48h e analisadas por microscopia de fluorescência. Conforme pode 

ser observado nas imagens a seguir (Figura 35), o reagente TransFectin apresentou 

maior eficiência de transfecção comparado à Lipofectamine 2000. Não foram verificadas 

diferenças significantes entre as concentrações de 0,5 e 1ug de DNA. É importante 

ressaltar que uma maior quantidade de células mortas pôde ser observada nas células 

expostas à TransFectin comparada à Lipofectamine 2000. Mesmo assim, devido à 

maior eficiência, o reagente TransFectin foi o escolhido para ser utilizado nos 

experimentos de BRET com cardiomiócitosiPS. 
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Figura 35 Eficiência de transfecção e citotoxicidade em cardiomiócitos humanos derivados de 
iPS. As células foram transfectadas com plasmídeo contendo GFP em duas concentrações, 0,5 
e 1ug de DNA, utilizando dois reagentes de transfecção, Lipofectamine 2000 e TransFectin. A 
análise das células foi realizada por microscopia de fluorescência (aumento de 100X). 

 

Após estabelecer as condições de transfecção nos cardiomiócitosiPS, os ensaios 

de BRET para análise 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 concentração-resposta (Figura 

37), não foi  observado. Já nos grupos estimulados com com AngII, a resposta 

esperada foi observada, indicando a eficiência do protocolos de transfecção e do BRET. 



89 

 

 

 

 

C in é tic a  d e  r e c ru ta m e n to  d e  b e ta -a r r e s t in a  1

iP S -A T 1 R

T e m p o  (m in )

B
R

E
T

 p
r
o

m
o

v
id

o
 p

e
lo

 l
ig

a
n

te

5 1 0 1 5 2 0 2 5

0 .0 0

0 .0 5

0 .1 0

0 .1 5

A n g II (1 0 0  n M )

T 3  (1 0  n M )

T 3  (1 0 0  n M )

C in é tic a  d e  r e c ru ta m e n to  d e  b e ta -a r r e s t in a  2

iP S -A T 1 R

T e m p o  (m in )

B
R

E
T

 p
r
o

m
o

v
id

o
 p

e
lo

 l
ig

a
n

te

5 1 0 1 5 2 0 2 5

0 .0 0

0 .0 5

0 .1 0

0 .1 5

A n g II (1 0 0  n M )

T 3  (1 0  n M )

T 3  (1 0 0  n M )

 

Figura 36: Cinética do recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 em cardiomiócitos humanos 
derivados de iPS. As células foram utilizadas na confluência de 70% e transfectadas com 
plasmídeos para AT1R e beta-arrestina 1 ou beta-arrestina 2. As células foram incubadas com 
coelenterazine e estimuladas com AngII (100nM – legenda na cor azul) e com T3 (10 e 100nM - 
legenda nas cores vermelha e verde). A AngII 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: Concentração-resposta do recrutamento de beta-arrestina 1 e 2 em cardiomiócitos 

humanos derivados de iPS. As células foram utilizadas na confluência de 70% e transfectadas 
com os plasmídeos para AT1R e beta-arrestina 1 ou beta-arrestina 2. As células foram 
incubadas com coelenterazine e estimuladas com T3 (10-5 a 10-10M - legenda na cor azul) e 
com AngII (10-5 a 10-10M - legenda na cor vermelha). Para os ensaios de concentração-resposta 
as células foram estimuladas por 15 minutos (n=3). 
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6.19 Efeito do T3 na ativação de proteína G em cardiomiócitos obtidos de cultura 

primária 

A ativação de proteína Gαq foi avaliada através de ensaios de BRET em cultura 

primária de cardiomiócitos. Cardiomiócitos foram transfectados com AT1R e com as 

subunidades de proteína Gq (α, β e γ), de acordo com protocolo previamente 

estabelecido. A fim de nos certificar da eficiência de transfecção, um grupo de células 

estimulado com AngII (100nM) foi utilizado como controle positivo.  
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Figura 38: Cinética de ativação de proteína G em cardiomiócitos derivados de culturas 
primárias. Cardiomiócitos obtidos a partir de culturas primárias foram transfectados com 
plasmídeos para AT1R e para as subunidades de proteína G. As células foram incubadas com 
coelenterazine e estimulados com AngII (100nM; legenda na cor preta), T3 (10 e 100nM; 
legenda nas cores vermelha e verde, respectivamente) e AngII+T3 (100nM; 10nM; legenda na 
cor azul). A AngII 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 cardiomiócitos estimulados com AngII 

apresentaram uma rápida queda no sinal do BRET aos 2 min de estimulação, sendo o 

baixo sinal mantido durante os 15 min do experimento (Figura 38). Essa queda no sinal 

de BRET corresponde à dissociação do complexo Gαq-RlucII/Gγ1-GFP10 e indica a 

ativação da proteína Gαq. Assim, através dos experimentos com AngII podemos concluir 

que os cardiomiócitos foram devidamente transfectados e expressavam todo o sistema 
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necessário para ativação de proteína Gq/11 via AT1R. No entanto, ao contrário da 

estimulação com AngII, nas duas concentrações de T3 analisadas (10 e 100nM) não 

observamos variação no sinal de BRET. 

Além dos tratamentos em separado, com a intenção de avaliar o possível efeito 

tendencioso do T3 sobre a ativação de proteína G, também avaliamos células 

estimuladas com um tratamento combinado de AngII+T3. Esse efeito tendencioso pode 

ser interpretado como a capacidade do T3 de enviesar a sinalização promovida por 

AngII, seja favorecendo ou prejudicando a sinalização dependente de proteína G. De 

acordo com os resultados obtidos, o tratamento de AngII+T3 não diferiu daquele obtido 

para AngII, indicando que o T3 não modula o efeito da AngII na ativação do AT1R em 

cardiomiócitos. 

Além dos ensaios de cinética, também realizamos uma curva de concentração-

resposta em cardiomiócitos estimulados por 5 min, tempo de ativação máxima de 

proteína G para AngII (Figura 39). De forma semelhante, a ativação de proteína G pôde 

ser verificada apenas nos cardiomiócitos estimulados com AngII, através da queda do 

sinal de BRET nas concentrações em torno de 10-8 M. Nas células estimuladas com T3, 

no entanto, nenhum sinal foi observado. 
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Figura 39: Concentração-resposta de proteína G em cardiomiócitos derivados de culturas 
primárias. Cardiomiócitos obtidos a partir de culturas primárias foram transfectados com foram 
com plasmídeos para AT1R e para as subunidades de proteína G. As células foram incubadas 
com coelenterazine e estimulados com AngII (legenda na cor preta) e com T3 (legenda na cor 
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vermelha). A AngII foi utilizada como controle positivo. Os ensaios de concentração-resposta 
foram realizados durante 5 min (n=3). 

 

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

de cultura primária 

No intuito de avaliar a sinalização dependente de beta-arrestinas mediada pela 

ativação do AT1R, cardiomiócitos foram transfectados com plasmídeos contendo AT1R 

fusionado com GFP e com plasmídeos contendo a beta-arrestina 2 fusionada à enzima 

Renilla luciferase. Os cardiomiócitos foram estimulados com AngII (100nM), T3 (100nM 

e 1uM) e em tratamento combinado (AngII+T3) (Figura 40). 

Conforme esperado, o grupo de células estimulado com AngII apresentou rápido 

aumento do sinal de BRET a partir dos 2 min de estimulação, sendo este aumento 

mantido até o término do experimento. Em contrapartida, o grupo de células estimulado 

com T3, em ambas as concentrações (100nM e 1uM), não apresentou modulação do 

sinal de BRET. O grupo de células exposto ao tratamento combinado, AngII+T3, 

apresentou um aumento do sinal, no entanto, com um padrão semelhante ao obtido 

para os cardiomiócitos estimulados apenas com AngII.  
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Figura 40: Cinética do recrutamento de beta-arrestina 2 em cardiomiócitos. Cardiomiócitos 
obtidos de culturas primárias foram estimulados com AngII (100nM; legenda na cor preta) e T3 
(100nM e 1uM; legenda nas cores vermelha e verde, respectivamente) e AngII+T3 (100nM; 
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10nM; legenda na cor azul). A AngII foi utilizada como controle positivo. Os dados foram 
analisados nos tempos de 2, 5, 10 e 15 min (n=4). 

 

 Já nos ensaios de concentração-resposta, um pequeno aumento do sinal de 

BRET pôde ser detectado nas células estimuladas com T3, nas concentrações mais 

altas (1uM e 10uM). No entanto, não sabemos se a diferença observada é 

funcionalmente relevante.  
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Figura 41: Concentração-resposta do recrutamento de beta-arrestina 2 em cardiomiócitos. 
Cardiomiócitos foram estimulados com AngII (legenda na cor preta) e com T3 (legenda na cor 
vermelha). A AngII foi utilizada como controle positivo. Os ensaios de concentração-resposta 
foram realizados durante 15 min (n=3). 
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7 DISCUSSÃO 

7.1 Ativação de MAPK/ERK1/2 na hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3 

No presente estudo demonstramos que a ativação de ERK1/2 é mediada pela 

ativação do receptor de angiotensina II do tipo 1 (AT1R), o qual apresenta 

características distintas dos receptores específicos dos hormônios tireoidianos (HTs). 

Sabemos que os HTs exercem suas ações através de receptores nucleares (ações 

genômicas) ou, ainda, de receptores extranucleares (não-genômicas) (Davis et al., 

2016). Neste sentido, Bergh e col. demonstraram que a ativação de ERK1/2 pode ser 

desencadeada pela ligação do T4 à integrina alfavbeta3 de células endoteliais (Bergh et 

al., 2005) e estudos com o receptor específico de HT na membrana plasmática, p30 

TRα, também reportaram a ativação dessa sinalização (Kalyanaraman et al., 2014).  

O envolvimento dos componentes do sistema renina angiotensina e, mais 

especificamente, do AT1R, nos efeitos cardíacos do T3 já foram descritos previamente. 

Estudos in vivo demonstraram que a inibição do AT1R, através da administração de 

Losartan, em animais hipertireoideos previne o desenvolvimento da hipertrofia cardíaca 

(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 participação 

do AT1R na ativação da via AKT/GSK3β/mTOR e no desenvolvimento da hipertrofia do 

cardiomiócito (Diniz et al., 2009). Entretanto, os mecanismos relacionados à interação 

entre HTs e AT1R permanecem desconhecidos.  

Considerando que a ativação das vias ERK1/2 e Akt/mTOR são mediadas pelo 

AT1R, hipotetizamos que os mecanismos clássicos de transdução de sinal desse 

receptor também seriam ativados sob efeito dos HTs, ou seja, que a sinalização 

dependente e independente de proteína G estariam ativadas. Assim, através de 

diferentes abordagens avaliamos a contribuição da sinalização dependente de beta-

arrestinas na ativação de ERK1/2.  

A análise de segundos mensageiros, tais como trifosfato de inositol, diacilglicerol 

(DAG), cálcio e ativação de PKC, é frequentemente utilizada como indicadora da 

ativação de proteína G. Como consequência do aumento de DAG e cálcio 
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citoplasmáticos, isoformas de PKC são ativadas. No presente estudo, verificamos que o 

tratamento dos cardiomiócitos com T3 não leva ao aumento da fosforilação de PKCδ/θ, 

que consiste em uma isoforma independente de cálcio, mas sensível ao DAG e à 

fosfatidilserina. Esses resultados sugerem, portanto, que os HTs não promovem a 

ativação de proteína G em cardiomiócitos. De maneira surpreendente, verificamos 

também que a ativação de ERK1/2 não depende de PKC.  

Apesar das evidências, não é possível afirmar que a sinalização dependente de 

proteína se encontra inativada em nosso modelo. Isto, porque os HTs exercem uma 

ação repressora sobre a atividade de PKC (Rybin e Steinberg, 1996). Neste sentido, 

Wang e col. demonstraram que o aumento de PKC induzido por AngII pode ser 

facilmente revertido quando da administração de T3 (Wang et al., 2006). Assim, não 

sabemos se a ausência de resposta ao inibidor de PKC é decorrente da ação 

repressora dos HTs ou da inativação de proteína G. 

Verificamos que o T3 promove uma ativação rápida de ERK1/2 e que essa 

ativação se caracteriza como transiente. Além disso, verificamos que a beta-arrestina 2 

contribui com a ativação de ERK1/2 e que essa sinalização é sensível ao mecanismo de 

endocitose. Com relação ao perfil de ativação de ERK1/2, Ahn e col. demonstraram que 

a ativação dependente de proteína G apresenta uma perfil transiente, cuja ativação 

máxima ocorre em menos de 2 min, e resulta na translocação nuclear de ERK1/2 para 

regulação da atividade transcricional (Ahn, Shenoy, et al., 2004). Em contrapartida, a 

sinalização mediada por beta-arrestinas é sustentada por mais tempo (ativação máxima 

entre 5-10 min), e localizada, primordialmente, no citoplasma (Tohgo et al., 2002). 

Essas diferenças quanto ao perfil de ativação das sinalizações dependente e 

independente de proteína G têm sido confirmadas em diversos modelos experimentais. 

Em nosso estudo, apesar de termos verificado a contribuição de beta-arrestina 2 na 

ativação de ERK1/2, o perfil de ativação desta sinalização condiz com a sinalização 

mediada por proteína G, por ser transiente.  

A compartimentalização consiste em uma das principais diferenças reportadas 

entre as sinalizações dependente e independente de proteína G. Enquanto a ativação 

de proteína G resulta na translocação nuclear de ERK1/2, a sinalização mediada por 
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beta-arrestinas geralmente restringe sua localização no citoplasma, favorecendo a 

ativação de substratos citosólicos como p70S6K, p90RSK e proteínas do citoesqueleto. 

 Em 2009, um novo sítio de fosforilação de ERK1/2 na Thr188 foi descrito por 

mediar a translocação de ERK1/2 para núcleo, culminando na ativação de fatores de 

transcrição envolvidos com a resposta hipertrófica patológica (Lorenz, Schmitt, 

Schmitteckert, et al., 2009). A autofosforilação de ERK1/2 na Thr188 requer a formação 

de um complexo que envolve o dímero βγ, após ativação de proteína G (Lorenz, 

Schmitt, Schmitteckert, et al., 2009; Ruppert et al., 2013). Nossos resultados 

demonstram que o T3 não promove a fosforilação de ERK1/2 na Thr188. Considerando 

que este sinal é essencial para o acúmulo de ERK1/2 no núcleo, acreditamos que em 

nosso modelo a sinalização de ERK1/2 seja predominantemente citoplasmática. Indo ao 

encontro dos nosso resultados, Ruppert e col. demonstraram recentemente que a 

fosforilação de ERK1/2 na Thr188 pode ser regulada pelas beta-arrestinas, uma vez que 

a superexpressão de beta-arrestina 2 previne a interação da subunidade Gβγ com 

ERK1/2, impedindo sua autofosforilação (Ruppert et al., 2013). No intuito de avaliar a 

sinalização citoplasmática de ERK1/2 em nosso modelo, avaliamos a ativação da 

proteína p70S6K. No entanto, não verificamos a ativação desta proteína.  

Contrariamente à sinalização citoplasmática das beta-arrestinas, há evidências 

de que as essas proteínas também podem mediar o transporte nuclear de ERK1/2 

(Kobayashi et al., 2005). Neste sentido, Piu e col. demonstraram o papel crítico da 

interação entre ERK1/2 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 contribuição de ERK1/2 na resposta 

hipertrófica mediada pelo T3. A via da ERK1/2 está relacionada com diversos processos 

biológicos, dentre os quais a hipertrofia cardíaca. Neste sentido, a ativação exacerbada 

de ERK1/2 resulta no desenvolvimento de síndromes com significativas manifestações 

cardíacas (Lorenz, Schmitt, Vidal, et al., 2009) e o uso de inibidores farmacológicos de 

MEK1/2, dominantes negativos para Raf-1 e MEK, e o uso de oligonucleotídeos anti-

ERK1/2 atestam a importante contribuição dessa sinalização no processo hipertrófico 

(Muslin, 2008; Lorenz, Schmitt, Vidal, et al., 2009). 
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7.2 Participação do AT1R nos efeitos do T3 em cardiomiócitos 

Uma das hipóteses sugeridas para o efeito dos hormônios tireoidianos (HTs) nos 

receptores de angiotensina é a secreção de AngII pelas cardiomiócitos sob efeito do T3. 

Para que essa hipótese corrobore nossos resultados, é necessário que o mecanismo 

proposto ocorra rapidamente, considerando que a ativação de ERK1/2 ocorre em menos 

de 5 min da estimulação com os HTs.  

Diniz e col. demonstraram um aumento rápido na expressão de AngII no extrato 

proteico de cardiomiócitos (Diniz et al., 2009) e aumento de AngII no meio de cultura de 

cardiomiócitos estimulados com T3 por 24h (dados não publicados). Esses resultados 

encontram-se de acordo com a hipótese proposta, no entanto, não justificam os efeitos 

rápidos do T3 sobre a ativação das vias intracelulares. Sadoshima e col., entretanto, 

demonstraram que as células musculares cardíacas apresentam estoques 

intracelulares de AngII, os quais podem ser secretados rapidamente para o meio 

extracelular sob estiramento mecânico (Sadoshima et al., 1993).  

Sabe-se que o AT1R consiste em um mecanoreceptor podendo ser ativado 

independentemente da sua interação com a AngII (Zou et al., 2004; Hong et al., 2016). 

O crescimento hipertrófico induzido por estímulos biomecânicos tem se destacado por 

desempenhar um papel significante em patologias cardíacas. Porém, pouco se sabe a 

respeito de como esses estímulos são sentidos e traduzidos em sinais intracelulares. 

Evidências recentes têm sugerido um papel não-estrutural das proteínas do 

citoesqueleto na mecanotransdução ou, mais especificamente, na mecanotransmissão, 

onde as estruturas do citoesqueleto servem como condutores da sinalização (Lyon et 

al., 2015). Isto, porque essas proteínas estruturais apresentam domínios (PDZ, SH3, 

LIM) que favorecem a interação entre as proteínas sinalizadoras (Ehler, 2016). A 

exemplo, o domínio FHL1, presente no sarcômero dos cardiomiócitos, foi descrito por 

mediar a resposta hipertrófica através da ativação da via MAPK/ERK, frente à 

sobrecarga de pressão e superexpressão de Gq (Hong et al., 2016). 

Elevados níveis de HTs classicamente melhoram o desempenho cardíaco, na 

medida em que promovem o aumento da frequência e da força de contração (Dahl et 
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al., 2008). No entanto, não sabemos se os efeitos inotrópicos (força de contração) e 

cronotrópicos (frequência de contração) promovidos pelos HTs consistem em um 

estímulo mecânico capaz de ativar o AT1R in vitro ou, ainda, de promover a liberação 

de AngII para o meio extracelular. Em contrapartida, uma importante constatação dos 

nossos experimentos é que a estimulação da linhagem de cardiomiócitos H9c2, que 

não apresenta propriedades contráteis, não reproduz os efeitos do T3 sobre a ativação 

de ERK1/2 e Akt, observados em culturas primárias de cardiomiócitos. Este dado sugere 

a participação do citoesqueleto ou de mecanismos contráteis nas ações mediadas pelo 

T3.  

Recentemente, Tóth e col. evidenciaram um mecanismo de ativação heteróloga 

mediado por beta-arrestinas (Tóth et al., 2018). Nesse estudo foi demonstrado que o 

aumento de PKC decorrente da estimulação do receptor α-adrenérgico, promove o 

recrutamento e a sinalização dependente de beta-arrestina 2 através do AT1R. Essa 

constatação é de extrema relevância para o nosso estudo, uma vez que propõe uma 

sinalização dependente de beta-arrestinas que envolve a interação entre receptores. 

Isto nos permite sugerir que os efeitos intracelulares dos HTs, como aumento de cálcio 

ou outro segundo mensageiro, poderiam induzir o recrutamento e sinalização mediada 

por beta-arrestinas via AT1R. No entanto, para que essa hipótese se aplique aos 

nossos resultados é necessário verificar se o uso de um antagonista do AT1R, como 

Losartan, inibe a ativação heteróloga proposta por Tóth e col., visto que os efeitos do 

T3 são prevenidos quando o AT1R é bloqueado com Losartan.  

Diversos trabalhos na literatura têm evidenciado a existência de uma interação 

entre integrinas e receptores acoplados à proteína G (Teoh et al., 2012). As integrinas 

têm sido reportadas por intermediar a organização de complexos supramoleculares 

relacionados à formação de microdomínios de lipídeos especializados, os lipid rafts 

(Leitinger e Hogg, 2002). Além disso, foi demonstrado que P2Y2R, um GPCR, têm um 

domínio RGD em sua estrutura que lhe permite interagir com as integrinas (Erb et al., 

2001). Não é do nosso conhecimento a presença do domínio RGD na estrutura do 

AT1R, no entanto, uma das hipóteses especuladas é que a integrina αvβ3 possa 

intermediar os efeitos do T3 sobre o AT1R. 
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7.3 Regulação da expressão de beta-arrestinas e GRKs em cardiomiócitos 

estimulados com T3 

No presente estudo, caracterizamos o efeito do T3 sobre a modulação da 

transcrição e expressão das isoformas de beta-arrestinas, assim como das GRKs, em 

cardiomiócitos. Verificamos que o tratamento com T3 aumenta a transcrição de ambas 

as isoformas de beta-arrestinas, no entanto, apenas a expressão proteica de beta-

arrestina 2 encontra-se aumentada.  

Na literatura, pouco se sabe a respeito da regulação dos hormônios tireoidianos 

(HTs) sobre a expressão e função das beta-arrestinas. Sabe-se que as arrestinas 

visuais possuem uma região responsiva ao ácido retinóico (Li et al., 2002), cujo receptor 

pode heterodimerizar com os receptores nucleares de HTs e, recentemente, um estudo 

sobre a diferenciação de astrócitos mostrou que os HTs aumentam a expressão de 

beta-arrestina 1 e, consequentemente, promovem a internalização dos receptores β2-

adrenérgicos (Das et al., 2016).  

O receptor de angiotensina II do tipo 1 (AT1R) pertence à classe B dos 

receptores acoplados à proteína G, podendo se ligar às duas isoformas de beta-

arrestina com igual afinidade (Oakley et al., 2000). No entanto, análises de proteômica 

evidenciam uma maior rede de interações entre a beta-arrestina 2 e proteínas 

sinalizadoras após a estimulação do AT1R, quando comparado à beta-arrestina 1 (Xiao 

et al., 2007). No mesmo sentido, a internalização do AT1R é mais prejudicada quando 

da ausência da beta-arrestina 2 (Ahn et al., 2003).  

No sistema cardiovascular, a beta-arrestina 2 exerce um efeito protetor sobre o 

miocárdio ao modular positivamente o lusitropismo e inotropismo cardíaco, enquanto os 

efeitos da beta-arrestina 1 já foram descritos por se contraporem aos efeitos benéficos 

da beta-arrestina 2, podendo agir, inclusive, como dominante negativo desta última 

(Ahn et al., 2003). Estudos com células HEK293 demonstraram a diminuição da 

fosforilação de ERK1/2 após o silenciamento da beta-arrestina 2 e, ao contrário do 

esperado, o silenciamento de beta-arrestina 1 resultou no aumento da fosforilação de 

ERK1/2 (Ahn, Wei, et al., 2004). Além disso, animais duplamente knockouts para as 

beta-arrestinas são incompatíveis com a vida, enquanto que a ausência de uma ou 
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outra isoforma são viáveis. Em conjunto, esses estudos sugerem a existência de um 

mecanismo de regulação recíproca entre as beta-arrestinas, onde a diminuição na 

expressão de uma isoforma pode levar ao aumento da outra. No caso do AT1R, esse 

mecanismo deve ser levado em consideração, visto que este pode interagir com ambas 

as isoformas (Oakley et al., 2000).  

No intuito de caracterizar a sinalização das beta-arrestinas em nosso modelo, a 

expressão gênica das GRKs 2, 5 e 6 foram avaliadas em cardiomiócitos estimulados 

com T3, levando em consideração a existência de uma atividade coordenada entre as 

isoformas de GRKs. No presente estudo, vimos que os HTs aumentam a transcrição de 

todas as GRKs avaliadas, sendo a modulação das GRKs 5 e 6 mais expressiva quando 

comparada à GRK2. Neste sentido, Kim e col. mostraram que a dessensitização do 

receptores, recrutamento de beta-arrestina e internalização são, inicialmente, mediados 

pelas GRKs 2 e 3, enquanto que as GRKs 5 e 6 permitem a ativação de ERK1/2 (Kim et 

al., 2005). 

Estudos sugerem a hipótese do “bar code”, segundo a qual o padrão de 

fosforilação dos GPCRs promovido pelas GRKs determina a isoforma de beta-arrestina 

a ser recrutada, bem como a conformação ativa adquirida pelo receptor e, em 

consequência, determina os efetores downstream (Kim et al., 2005). Neste sentido, em 

cardiomiócitos isolados, a fosforilação do AT1R promovida pela GRK6 foi descrita por 

mediar o recrutamento de beta-arrestina 2, enquanto que a fosforilação promovida pela 

GRK2 recruta beta-arrestina 1 (Rajagopal et al., 2006). Os detalhes relativos à 

preferência das GRKs por determinados sítios de fosforilação nos GPCRs ainda não 

foram elucidados, entretanto, levando-se em consideração as inúmeras possibilidades 

de fosforilação nas porções C-terminal e central dos receptores 7TMRs, também 

podemos supor inúmeras possibilidades de sinalização (Cahill et al., 2017). 
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7.4 Contribuição da sinalização dependente de beta-arrestinas na hipertrofia 

cardiomiocítica induzida por T3 

Em nosso estudo avaliamos a contribuição da sinalização independente de 

proteína G, através do silenciamento das beta-arrestinas 1 ou 2 por RNA de 

interferência, na hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3. Demonstramos que apenas 

o silenciamento de beta-arrestina 2 é capaz de prevenir a hipertrofia dos cardiomiócitos 

estimulados com T3. 

Estudos sobre o AT1R na insuficiência cardíaca sugerem que a sinalização 

clássica mediada por proteína G resulta em efeitos deletérios ao coração, como 

remodelamento, inflamação e desordens metabólicas. Neste sentido, a maioria das 

terapias disponíveis para as doenças cardíacas consiste na inibição desse receptor. A 

sinalização mediada por beta-arrestinas, em contrapartida, têm sido reportada por 

mediar efeitos benéficos ao miocárdio (Noma et al., 2007; Ahn et al., 2009), como o 

aumento da contratilidade, reorganização do citoesqueleto e ativação de vias anti-

apoptóticas (Ahn et al., 2009). No entanto, o papel fisiológico e patológico dessas 

proteínas ainda não foi devidamente esclarecido e estudos recentes contestam o efeito 

cardioprotetor comumente reportado. 

Paralelamente aos trabalhos de grande repercussão que evidenciam o efeito 

anti-hipertrófico das beta-arrestinas através do uso agonistas tendenciosos de AngII 

(Monasky et al., 2013) e agonistas endógenos (Ang 1-7/AT1R) (Galandrin et al., 2016; 

Teixeira et al., 2017), crescentes evidências sugerem o envolvimento das beta-

arrestinas no crescimento dos cardiomiócitos (Lou et al., 2016). Assim, animais 

transgênicos incapazes de ativar proteína G desenvolvem hipertrofia cardíaca 

exacerbada com menor área de fibrose e apoptose quando estimulados com AngII 

(Zhai et al., 2005). Da mesma forma, a ativação mecânica dos receptores de apelina e 

de angiotensina II 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 transativação de 

EGFR e resposta hipertrófica em função 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 Contribuição do mecanismo de endocitose dependente de clatrinas na 

hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3 

Nossos resultados evidenciam que a inibição do mecanismo de endocitose 

através de Concanavalina A previne a hipertrofia dos cardiomiócitos estimulados com 

T3, além de inibir a ativação de ERK1/2.  

A endocitose dependente de clatrinas e mediada por cavéolas consistem nas 

principais vias relacionadas à endocitose dos GPCRs (Guo et al., 2015). No contexto da 

dessensitização, a endocitose dependente de clatrinas consiste em um mecanismo de 

regulação negativa da sinalização dependente de proteína G, uma vez que resulta na 

indisponibilidade do receptor aos seus agonistas (Sorkin e Von Zastrow, 2009). No 

entanto, sabemos que o processo de internalização não implica necessariamente no 

término da sinalização e que as beta-arrestinas ao promoverem a endocitose dos 

GPCRs ativados favorecem a sinalização em vesículas de endocitose.  

A via de endocitose dependente de clatrinas é essencial para a manutenção da 

função cardíaca e estudos têm evidenciado sua importante contribuição no 

desenvolvimento da hipertrofia (Morisco et al., 2008; He et al., 2016). Neste sentido, 

Morisco e col. demonstraram que a sinalização hipertrófica decorrente da estimulação 

do receptor β1-adrenérgico com isoproterenol é dependente do mecanismo de 

endocitose. Ainda, oi demonstrado no mesmo estudo que a Concanavalina A inibe a 

ativação de Akt e a hipertrofia mediada pelos receptores α-adrenérgicos (Morisco et al., 

2008). 

RabGTPase consiste em uma proteína relacionada à internalização de proteínas 

e controla o acoplamento e fusão das vesículas de endocitose em compartimentos 

celulares. Estudos demonstraram que o aumento da expressão de RabGTPase é 

suficiente para desencadear o processo hipertrófico (Wu et al., 2001). Além disso, foi 

demonstrado que a internalização da integrina β3 está diretamente relacionada à 

ativação de vias hipertróficas, tais como S6K, MEK/ERK e PI3K/mTOR 

(Balasubramanian e Kuppuswamy, 2003). 

É 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) não são 

específicos para a via de endocitose dependente de clatrinas e interferem na 

sinalização de vários GPCRs (Guo et al., 2015).  

 

7.6 Internalização e translocação nuclear de AT1R sob efeito do T3 

No presente estudo demonstramos o aumento da expressão de AT1R no núcleo 

de cardiomiócitos estimulados com T3 através de ensaios de microscopia de 

fluorescência e fracionamento subcelular. Evidências da presença de sítios nucleares 

da AngII datam do início da década de 70 (Robertson e Khairallah, 1971). Esses 

estudos, realizados em extratos nucleares, evidenciaram a presença dos três principais 

receptores de AngII no núcleo, 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 córtex renal é duas vezes maior comparado à da 

membrana plasmática; e em hepatócitos, essa diferença é ainda mais expressiva, cerca 

de 20 vezes maior (Booz et al., 1992; Pendergrass et al., 2006). 

Parece não haver um consenso na literatura quanto à natureza ou origem dos  

receptores nucleares, se oriundos da membrana plasmática ou se expressos 

constitutivamente na membrana nuclear (Gwathmey et al., 2012). Segundo Hunyady  e 

col., a internalização e translocação nuclear do AT1R pode ser detectada em imagens 

de microscopia confocal cerca de 5 e 30 min após estimulação com AngII, 

respectivamente (Hunyady et al., 2000). Acredita-se que a presença desses receptores 

no núcleo esteja relacionada com a regulação da transcrição (Li e Zhuo, 2008; 

Tadevosyan et al., 2012).  

A presença de diferentes componentes do sistema renina angiotensina, como 

Agt, renina, pró-renina, receptor de pró-renina, ECA e ECA2 já foi reportado em 

compartimentos nucleares, o que sugere a existência de um SRA intrácrino e formação 

intracelular de AngII (Alzayadneh e Chappell, 2015). Em 2010, Tadevosyan e col. 

descreveram uma sinalização intracelular mediada pelo AT1R, cuja ativação resulta na 

mobilização de IP3, cálcio e formação de ROS (Tadevosyan et al., 2010). Em 2017, o 
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mesmo grupo descreveu a contribuição dessa sinalização intracelular na proliferação de 

fibroblastos cardíacos, assim como na síntese e secreção de colágeno (Tadevosyan et 

al., 2017). Considerando o aumento da expressão nuclear de AT1R em modelos de 

insuficiência cardíaca, acredita-se que o SRA intracelular apresente significativa 

relevância fisiopatológica. 

Estudos desenvolvidos por Baker e col. evidenciaram que a superexpressão de 

AngII intracelular em cardiomiócitos e em camundongos promove o desenvolvimento de 

hipertrofia cardíaca exacerbada. Ainda, a ineficiência do tratamento com Losartan na 

prevenção desses efeitos intracelulares da AngII, indicaram o envolvimento de 

receptores intracelulares (Baker et al., 2004). 

Ao formar complexos altamente estáveis com os GPCRs, as beta-arrestinas 

exercem um efeito inibitório sobre a translocação nuclear de proteínas sinalizadoras 

(Ahn, Shenoy, et al., 2004; Aplin et al., 2007). No entanto, evidências indicam que a 

sinalização dependente de beta-arrestinas iniciada no citoplasma também pode se 

estender para o núcleo (Neuhaus et al., 2006). Em 2005, Kang e col. demonstraram a 

primeira evidência da translocação nuclear de beta-arrestina (Kang et al., 2005). No 

núcleo, ao interagir com promotores específicos, as beta-arrestinas recrutam histonas e 

modulam a transcrição gênica. Assim, dadas as evidências da presença nuclear de 

beta-arrestinas, acreditamos que estas possam estar envolvidas com a translocação 

nuclear do AT1R observada em nosso estudo. 

No presente estudo também verificamos, através de ensaios de 

imunoprecipitação, uma maior interação do AT1R com a beta-arrestina 2. Esse 

resultado corrobora com a hipótese da beta-arrestina 2 intermediar a translocação do 

AT1R para o núcleo dos cardiomiócitos estimulados com T3. 
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7.7 Ensaios de BRET para análise da ativação de proteína G e recrutamento de 

beta-arrestinas em cardiomiócitos estimulados com T3 

Já é bem descrito na literatura que as alterações nos níveis de hormônios 

tireoidianos (HTs) são acompanhadas da modulação do sistema renina angiotensina 

(SRA) sistêmico e local. Kobori e col. (Kobori et al., 1997; Kobori et al., 1999) 

demonstraram a importante contribuição do SRA cardíaco no processo hipertrófico 

mediado pelos HTs e, posteriormente, nosso grupo evidenciou a contribuição do AT1R 

nesse processo (Hu et al., 2003; Diniz et al., 2007; 2009). No entanto, os mecanismos 

relacionados aos efeitos dos HTs no AT1R são desconhecidos, ou seja, não sabemos 

se a ação do T3 sobre esse receptor consiste em uma ação direta ou se intermediada 

por outra estrutura; se resulta na sinalização clássica do AT1R, mediada por proteína G 

e por beta-arrestinas; se depende da ação autócrina de angiotensina II; ou se envolve a 

ativação do AT1R como um mecanoreceptor.  

No intuito de compreender os mecanismos relacionados à “ativação” do AT1R 

em função do tratamento com T3, avaliamos a ativação de proteína G e o recrutamento 

de beta-arrestinas 1 e 2 através dos ensaios de BRET. Embora diferentes isoformas de 

proteína Gα sejam expressas no tecido cardíaco, apenas Gα12/13 e Gαq/11 encontram-se 

associadas às ações intracelulares mediadas pelo AT1R (Tilley, 2011). Desta forma, os 

ensaios de BRET foram realizados usando apenas proteína Gαq. 

A fim de verificar a existência de uma ação direta dos HTs sobre a ativação do 

AT1R, assim como o reportado para a integrina αvβ3 (Bergh et al., 2005),  os ensaios 

de BRET foram realizados inicialmente em células HEK293. Os resultados obtidos 

revelaram a ausência do efeito do T3 sobre a ativação de proteína G e sobre o 

recrutamento de beta-arrestinas. Neste sentido, duas interpretações foram propostas: a 

primeira é que o T3 não interage diretamente com o AT1R, sendo necessária a 

presença de outras estruturas para que essa interação ocorra (heterodimerização ou 

ativação heteróloga do AT1R); e a segunda é que o T3 não modula a sinalização 

dependente ou independente de proteína G via AT1R.  
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De acordo com estudos recentes, os receptores acoplados à proteína G podem 

forma homo e heterodímeros, o que amplia sua função intracelular (Abdalla et al., 

2000). Neste sentido, estudos têm reportado a formação de dímeros 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 β-adrenérgicos (Barki-Harrington et al., 2003). Barki-Harrington e col. 

evidenciaram um efeito de inibição 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 os quais este poderia dimerizar, AT2, MAS e β2-adrenérgico. 

Contudo, também não observamos variação do sinal de BRET em função do T3. 

Apesar de não termos verificado o envolvimento desses receptores, a possiblidade de 

interação do AT1R com outros receptores, tais como a integrina αvβ3, p30TRα, ainda 

precisam ser investigados. 

Dada a ausência de efeito do T3 nas células HEK293, testamos a possiblidade 

de usar células com características mais próximas às culturas primárias de 

cardiomiócitos, mas que fossem fáceis de transfectar. Assim, testamos a linhagem de 

células H9c2 e os cardiomiócitos humanos derivados de iPS. De maneira inesperada, 

as células H9c2 não responderam ao tratamento T3 quanto à fosforilação de ERK1/2. 

Assim, os ensaios de BRET foram realizados apenas com os cardiomiócitosiPS. Como 

essas células também não responderam ao T3, decidimos realizar os ensaios de BRET 

com cultura primária de cardiomiócitos, apesar das dificuldades relacionadas à 

transfecção das culturas primárias com plasmídeos. O grupo de células estimulado com 

AngII apresentaram a resposta esperada, garantindo que as células foram devidamente 

transfectadas. Cogitamos a possibilidade de não termos verificado o efeito dos HTs 

devido à ausência de estímulo mecânico, uma vez que os ensaios de BRET foram 

realizados com células em suspensão.  

Conforme mencionado anteriormente, Sadoshima e col. mostraram evidências 

de que o estiramento mecânico pode levar à liberação de AngII para o meio extracelular 

em cardiomiócitos (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 

mecânico é capaz de ativar a sinalização independente de proteína G (Rakesh et al., 

2010). Diversos trabalhos mostram que a carga mecânica gerada a partir do 

mecanismo de excitação-contração é suficiente para induzir a reexpressão de genes 

fetais cardíacos, bem como ao aumento de proteínas sarcoméricas (Qi et al., 1997; 

Eble et al., 1998). Em ensaios com cultura primária de cardiomiócitos foi demonstrado 

que o aumento da contratilidade está diretamente relacionado com o desenvolvimento 

da hipertrofia cardíaca (Eble et al., 1998). Apesar dos efeitos inotrópicos e lusitrópicos 

positivos exercidos pelos HTs sobre as células musculares cardíacas (Segal et al., 

1996; Dillmann, 2002), não há evidências na literatura de que o aumento da 

contratilidade promova à ativação do AT1R. 

No intuito de verificar o envolvimento de estímulos contráteis (biomecânicos) 

secundários ao tratamento com T3 na ativação do AT1R, experimentos de BRET foram 

realizados com cardiomiócitos em aderidos (dados não incluídos). No entanto, esses 

resultados não foram diferentes dos obtidos para as células em suspensão. Assim, 

considerando os resultados obtidos dos experimentos de BRET concluímos que o 

mecanismo através do qual o T3 promove seus efeitos no AT1R difere do mecanismo 

da AngII. Assim, considerando que este ainda é desconhecido, os ensaios de BRET 

tornaram-se ineficientes para o estudo dos efeitos do T3, mesmo nos cardiomiócitos 

obtidos de cultura primária. Acreditamos que o efeito do T3 também não pode ser 

verificado nos experimentos com culturas primárias, devido à desproporção entre as 

proteínas envolvidas.  
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8 CONCLUSÕES  

 O presente estudo teve como objetivo avaliar a contribuição da sinalização 

dependente de beta-arrestinas na hipertrofia cardiomiocítica induzida por T3 e mediada 

pelo AT1R.  

 Concluímos que o T3 promove a ativação transiente de ERK1/2, a qual é 

parcialmente mediada pelo AT1R, e que esta ativação contribui com a hipertrofia 

cardiomiocítica 

 Através dos ensaios de silenciamento gênico por RNA de interferência 

concluímos que a sinalização dependente de beta-arrestina 2 encontra-se 

envolvida com a ativação de ERK1/2 e com a hipertrofia cardiomiocítica 

promovidas pelo T3.  

 A partir dos ensaios realizados com Concanavalina A, concluímos que o 

mecanismo de endocitose contribui para a ativação de ERK1/2 e para a hipertrofia 

cardiomiocítica promovidas pelo T3. 

 Considerando os resultados dos experimentos de fracionamento e microscopia 

de fluorescência, concluímos que o T3 aumenta a expressão nuclear de AT1R, 

sugerindo sua translocação a partir da membrana plasmática. Ainda, o aumento 

da interação entre beta-arrestina 2 e AT1R, verificado através dos ensaios de 

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

 Apesar dos resultados aparentemente negativos obtidos dos experimentos de 

BRET, concluímos que o mecanismo através do qual o T3 exerce seus efeitos 

sobre o AT1R difere do mecanismo da AngII, ou seja, não envolve uma interação 

direta. Além disso, concluímos que a heterodimerização entre AT1R e os 

receptores AT2R, MAS e beta2-adrenérgico não apresenta relação com as ações 

mediadas pelo T3. Os ensaios de binding para AngII atestam que o T3 não 

interfere na ligação da AngII no AT1R.  
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 Contudo, baseado nos resultados obtidos, contemplamos duas principais 

possibilidades para essa interação. A primeira delas consiste na ação autócrina 

da AngII, baseada no trabalho de Sadoshima e col. (Sadoshima et al., 1993) que 

evidencia a presença de estoques intracelulares de AngII em cardiomiócitos. A 

segunda possibilidade, baseada nos achados de Tóth e col. (Tóth et al., 2018), é 

da ativação heteróloga do AT1R como resultado de ações intracelulares do T3 

(Figura 42). 

 

 

 

 

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