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RESUMO

A fosfoproteina 1 induzida por estresse (STIP1) é uma co-chaperona envolvida na
proteostase neuronal e na resiliéncia ao estresse. Embora expressa no coragao, sua fungao
permanece indefinida. Em estudos prévios de nosso grupo identificamos a expressao
reduzida de STIP1 em tecido cardiaco de pacientes com insuficiéncia cardiaca. Utilizando de
animais haploinsuficientes para STIP1 (STIP1*") demonstramos que 0s mesmos eram mais
susceptiveis ao estresse cardiaco gerado pelo agonista B-adrenérgico isoproterenol (1ISO),
sendo que os cardiomioctos n&o hipertrofiavam em resposta ao estimulo. Em um ensaio
protedmico identificamos diversas proteinas reguladas negativamente relacionadas ao
processo de sintese proteica nos animais STIP1*/ISO quando comparado com WT/ISO.
Também identificamos diversas vias celulares alteradas relacionas ao processo de estresse
oxidativo, bem como a inibicdo da via do fator de transcricdo NRF2. Dessa forma, o objetivo
do presente estudo foi averiguar a importancia da STIP1 para a sintese proteica, que precede
a hipertrofia de cardiomiécitos, bem como sua relevancia no contexto de hipoxia em
cardiomidcitos e sua relacdo com NRF2 nesse processo. Inicialmente, transfectamos
cardiomidcitos neonatais de rato (NRCMs) com siRNA para STIP1 e confirmamos sua eficacia
em reduzir a expressao do RNAm da STIP1 e da proteina. Em seguida, identificamos que a
STIP1 é importante para a hipertrofia de NRCMs em resposta ao ISO, mas nao aparenta ser
necessaria para o aumento celular mediado por IGF-1. Também, validamos os achados do
experimento protedémico ao mostrarmos que STIP1 é relevante para o aumento de sintese
proteica em resposta ao ISO bem como na expressao de elF4E. Em seguida demonstramos
que a via em que STIP1 modula a hipertrofia de cardiomiécitos se mostra ser dependente de
PrP°, uma vez que o silenciamento da proteina impede a hipertrofia de NRCMs em resposta
ao IS0, fendtipo idéntico ao silenciamento de STIP1. Em suporte a este achado, identificamos
a capacidade de NRCMs de secretarem STIP1 e da mesma se ligar a PrP° nessas células.
Em seguida, demonstramos que a expressao e localizagao nuclear de STIP1 é modulada
positivamente em cardiomiocitos submetidos a hipoxia gerada por CoCl,. Esse mesmo
contexto induz a secrecao de STIP1 por NRCMs. O silenciamento de STIP1 em NRCMs gerou
maior produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), assim como agravou a morte de
cardiomidcitos em resposta a hipoxia. Por fim, identificamos que a presenca de STIP1 é
relevante para garantir a expressao e localizagdo nuclear de NRF2 em contexto de estresse
oxidativo mediado por CoCl,. Em conclusao, STIP1 demonstra ser uma molécula fundamental
na adaptagdo e resiliéncia de cardiomiécitos ao estresse oxidativo bem como na

hiperatividade adrenérgica. De forma que o presente estudo posiciona o braco molecular



STIP1-PrPc como alvo terapéutico importante a ser pesquisado no contexto das doencgas

cardiacas.

Palavras chave: Coracéo, hipertrofia, hipoxia, STIP1, PrP¢, NRF2.



ABSTRACT

Stress-induced phosphoprotein 1 (STIP1) is a co-chaperone involved in neuronal
proteostasis and stress resilience. Although expressed in the heart, its function remains
undefined. In previous studies by our group, we identified reduced STIP1 expression in cardiac
tissue from patients with heart failure. Using haploinsufficient mice for STIP1 (STIP1*), we
demonstrated that these animals were more susceptible to cardiac stress generated by the 3-
adrenergic agonist isoproterenol (ISO), and their cardiomyocytes did not hypertrophy in
response to the stimulus. In a proteomic assay, we identified several negatively regulated
proteins related to the protein synthesis process in STIP1*/ISO animals when compared to
WT/ISO. We also identified several altered cellular pathways related to the oxidative stress
process, as well as an inhibition of the NRF2 transcription factor pathway. Thus, the aim of this
study was to investigate the importance of STIP1 for protein synthesis preceding
cardiomyocyte hypertrophy, as well as the relevance of STIP1 in the context of hypoxia in
cardiomyocytes and its relationship with NRF2 in this process. Initially, we transfected neonatal
rat cardiomyocytes (NRCMs) with siRNA that was able to reduce the expression of STIP1
mMRNA and protein. Subsequently, we identified that STIP1 is important for NRCM hypertrophy
in response to ISO, but does not appear to be necessary for IGF-1-mediated cell enlargement.
We also validated the findings of the proteomic experiment by showing that STIP1 is relevant
for increased protein synthesis in response to ISO as well as for elF4E expression. The
pathway by which STIP1 modulates cardiomyocyte hypertrophy appears to be PrPc-
dependent, since silencing the protein prevents NRCM hypertrophy in response to I1SO,
phenocopying STIP1 silencing. We also identified the ability of NRCMs to secrete STIP1 as
well as its binding to PrP¢in these cells. Next, we demonstrated that the expression and nuclear
localization of STIP1 is positively modulated in cardiomyocytes subjected to CoClz-induced
hypoxia. This same context induces STIP1 secretion by NRCMs. STIP1 silencing led to
increased production of reactive oxygen species (ROS), as well as exacerbated cardiomyocyte
death in response to hypoxia. Finally, we identified that the presence of STIP1 is relevant to
ensure the expression and nuclear localization of NRF2 in the context of CoCl,-mediated
oxidative stress. In conclusion, STIP1 proves to be a fundamental molecule in the adaptation
of cardiomyocytes to oxidative stress as well as in adrenergic hyperactivity. Thus, this study
positions the STIP1-PrPc molecular arm as an important therapeutic target to be investigated

in the context of cardiac diseases.

Keywords: Heart, hypertrophy, hypoxia, STIP1, PrP°, NRF2.
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1. INTRODUGAO

1.1 Doencgas cardiacas

As doencas cardiacas estdo entre as mais prevalentes e sdo as que mais matam no
mundo '. Essa problematica se da por razdes multifatoriais que vao desde questdes de ordem
genética, estilo de vida e situagdes socioecondmicas .

Uma situacao que vai de encontro com a problematica citada acima se da pelo fato de
0 coracao ser um orgao fundamental a vida. Sua fungcdo como bomba sanguinea se faz
fundamental para o suprimento de nutrientes para os todos os sistemas. Este € um 6rgao que
deve manter sua funcao contratil por toda a existéncia do individuo de forma a se adaptar as
diferentes demandas e ocasides. A fragdo de ejecao, que pode ser medida pela porcentagem
do volume sanguineo que deixa o ventriculo esquerdo apds o evento de sistole, deve ser
sempre acima de niveis compativeis com a demanda dos sistemas 2. Diversas situagdes de
quebra da homeostasia cardiaca, como ocorre na doenca, podem impactar a forga contratil e
consequentemente a fracado de eje¢ao do coragao devido a perda de tecido contratil gerada
pela morte de cardiomidcitos 2. Dessa forma o coracdo deve estar apto a se adaptar a esses

eventos de estresse, afim de manter sua fungcdo em niveis compativeis a vida.

1.2 Doencga isquémica cardiaca

Um dos quadros de quebra da homeostasia cardiaca ocasionado por doenga se da na
isquemia cardiaca. Esse evento ocorre quando o fluxo sanguineo em alguma porc¢éao do tecido
€ interrompido, ocasionando hipoxia e baixa nutricional na localidade que por sua vez gera
morte de cardiomidcitos, estabelecendo o que é chamado de infarto agudo do miocardio 3. A
causa desse interrompimento no fluxo de sangue pode se da por diversas doengas de ordem

vascular coronariana, sendo a principal delas a aterosclerose .

A morte de cardiomiécitos gerada pelo infarto agudo do miocardio se da tanto pela
interrupgéo do fluxo sanguineo quanto pela sua reperfusdo *. As causas da morte celular na
reperfusdo sdo multifatoriais e estdo intimamente ligadas ao acumulo intracelular de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e Ca?**. O processo de morte de cardiomidcitos no infarto agudo
do miocardio € complexo e pode ser classificado em alguns tipos, como necrose, apoptose,

ferroptose, necroptose e piroptose 5 6.
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1.2.1 Necrose

A necrose € um processo de morte celular que acomete cardiomidcitos em condicbes
de hipoxia. Tal processo esta relacionado com a ruptura da membrana citoplasmatica e das
mitocondrias °. Isto se da devido a um conjunto de fatores, como a acidose gerada pela hipoxia
bem como o acumulo intracelular de EROs e Ca?* 5. Esse acumulo de Ca?* é resultado do
acumulo de H* decorrente do processo metabdlico anaerdbico, gerando acidose celular e
aumento da funcao do trocador Na*/H*, dessa forma se tem um acumulo de Na* citoplasmatico
forcando a ag&o do trocador Ca?*/Na* e gerando assim o acumulo de Ca?* citoplasmatico 5. O
acumulo de Ca?* no meio intracelular gera disfungdo mitocondrial, acumulo de EROs, perda
da contratilidade e por fim morte celular > 7. O acumulo de EROs ¢é citotoxico e tem alta
contribuicdo na morte celular em ambiente de hipoxia devido a esses agentes quimicos
gerarem dano oxidativo em proteinas, lipideos e no DNA, induzindo a liberagdo de conteudo
celular para o meio externo > 7. A liberagdo desse contelido celular gera a formagdo de
padrdes de dano celular, os chamados DAMPs, que por sua vez sao reconhecidos por
receptores Toll-Like, modulando assim uma resposta inflamatdéria que muitas vezes contribui

no aumento da area infartada 5.

1.2.2 Apoptose

Os tipos de morte celular programadas também acometem cardiomiécitos submetidos
a hipoxia °. Diferentemente da necrose, a apoptose ndo envolve a ruptura da membrana
citoplasmatica, fazendo com que respostas inflamatdrias a esse processo sejam atenuadas °.
E importante dizer que a apoptose é um processo celular ativo que é induzido em resposta a
marcadores de estresse mitocondrial, como a liberacdo de citocromo C, EROs, ao acumulo
citoplasmatico de Ca?* e dano ao DNA 5. Dentre as enzimas que operam o processo de
apoptose temos as caspases, séo proteases que clivam proteinas que geram a fragmentagao

do DNA e do citoesqueleto %8,

1.2.3 Ferrroptose

O acumulo citoplasmatico de ferro em células cardiacas € um fenbmeno que acontece
decorrente a hipoxia % '°. Esse ferro em excesso pode reagir com peroxido de hidrogénio,
gerando Fe3* e OH" (um tipo de ERO) em uma reagéo chamada de fenton ¢. Com o acumulo
de EROs, as enzimas antioxidantes, como exemplo as glutationas peroxidases, tentam
resolver o estresse oxidativo estabelecido através de reagdes quimicas que neutralizam EROs
gerando H.O e alcoois ®. Quando os niveis de EROs estdo acima da capacidade de

neutralizacdo dos sistemas antioxidantes, se tem uma massiva oxidacdo de lipideos de
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membrana que culminam a ruptura da membrana plasmatica e mitocondrial gerando morte

celular, estabelecendo assim o processo de ferroptose 6.

1.2.4 Necroptose

A necroptose é um tipo de morte celular que que se assemelha ao processo de
necrose, porem se diferencia por se tratar de um tipo de morte celular programada e
dependente de ativagéo de vias celulares ©. Esse processo se inicia quando ligantes, como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), ativam receptores de morte. Dois exemplos desses
receptores s&o o fator de necrose tumoral 1 (TNFR1) e TNFR2 €. A ativagdo de TNFR1 induz
a formacao de um complexo proteico entre as proteinas quinase de interacao com receptor 1
(RIP1), RIP3 e a pseudoquinase semelhante ao dominio da quinase de linhagem mista
(MLKL), tal complexo ¢ chamado de necrossomo 6. A formagdo desse complexo gera a
fosforilagao e ativacdo de MLKL, que por sua vez leva a ruptura da membrana celular, gerando
a formagdo de DAMPs e induzindo o processo inflamatorio ¢. O processo de necroptose é
ativado em contexto de hipoxia cardiaca, tendo um aumento da fosforilagcdo de RIP1 e 3 no

coragdo de camundongos submetidos a modelo de isquemia e reperfuséo % .

1.2.5 Piroptose

A Piroptose é um tipo de morte celular que se inicia através da resposta inflamatéria,
que no processo de isquemia e reperfusdo cardiaca e ativada por DAMPs . As DAMPs
induzem a formagéo do complexo entre o receptor NOD-like 3 (NLRP3), proteina semelhante
a granulos de apoptose (ASC) e caspase 1 (CASP1), sendo tal complexo denominado de
inflamassoma ©. A formagao do inflamassoma induz a clivagem e ativagdo de CASP1, que por
sua vez cliva a gasdermina D e possibilita que sua porgéao N terminal se ligue a porgao interna

da membrana plasmatica e possibilite a formagao de poros, resultando na morte celular °.

1.3 Papel protetor do Fator Nuclear Eritroide 2 Relacionado ao Fator 2 (NRF2) na
hipoxia cardiaca

O fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (NRF2) foi descoberto como um fator

de transcrigdo que se liga a um sitio cis regulatério no DNA chamado de elemento de resposta

antioxidante (ARE) '2. A proteina NRF2 possui sete dominios altamente conservados,

denominados Nrf ECH homadlogos (Nhe) (Figura 1) 2. Tais dominios sdo fundamentais para

sua modulagdo, localizagdo e agdo na resposta antioxidante '>. Em humanos, foram

encontrados diversos polimorfismos unicos (SNPs) no gene de NRF2, de forma que uma
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mutacao especifica no sitio ARE localizado em sua regido promotora reduz significativamente
a expressdo de NRF2 e leva a maior prevaléncia de doencas cardiacas e hipertensdo 2. E
possivel hipotetizar que esse fenétipo é causado devido a fungao protetora e antioxidante que
NRF2 possui.
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Figura 1 - Dominios Neh da proteina NRF2. Em vermelho temos os motivos regulatérios de ativagcéo e
em azul os de inibi¢go 2.

Em situagdes de normoxia tecidual, onde n&do se tem abundancia de EROs, a proteina
NRF2 se encontra localizada no citoplasma constantemente ligada a proteina 1 associada a
ECH do tipo Kelch (Keap1) (Figura 2) '2. A ligagédo a Keap1 induz a ubiquitinagdo de NRF2 e
posteriormente a sua degradagao '2. Outras vias de degradagdo de NRF2 se dao de forma
dependente de HMG CoA redutase (Hrd1) e glicogénio sintase quinase-3 3 (GSK3pB) (Figura
2) "2, Em situagbes de quebra da proteostase celular e estabelecimento do chamado estresse
de reticulo a proteina Hrd1, que se encontra ancorada a membrana do reticulo endoplasmatico
liso, se liga a NRF2 e permite sua ubiquitinagédo e degradagéo 2. Em situagbes de normoxia,
a quinase GSK3[ se encontra ativa e capaz de fosforilar NRF2, essa fosforilagao permite a
interagéo da proteina B-TrCP ao dominio Nhe6 de NRF2, permitindo a formagédo de um
complexo proteico que promove a ubiquitinagdo de NRF2 e sua degradagao > '3,
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Figura 2 - Vias de ubquitinagdo e degradagdo de NRF2 em contexto de normoxia 2.

Como ja discutido anteriormente, ambientes de hipoxia induzem a formagao e o
acumulo de EROs, que por sua vez sao citotéxicos e induzem a morte celular. A proteina
NRF2 possui papel importante no combate a EROs por ser induzivel as mesmas e por modular
uma resposta celular antioxidante ao se translocar para o nucleo, se ligar a sitios ARE no
genoma e modular a expressao de proteinas como a NAPH quinona redutase 1 (NQO1),
Heme oxigenasse 1 (HO-1), Superdxido dismutase 1 (SOD-1) entre outras 2. Podemos

classificar as formas como NRF2 é induzivel a hipoxia em quatro, pela inativacao de Keap1,
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a remocao de Keap1, a ativagao por feedback positivo e pela inativagcdo de GSK3pB (Figura
3) 2. O aumento dos niveis de EROs € reconhecido por regibes sensiveis a oxidagdo na
proteina Keap1, isso faz com que a mesma se desligar de NRF2, o liberando para a
translocagao nuclear e ativagéo genica '2. O estresse oxidativo também pode induzir a ligagéo
do complexo proteico p62/ SQSTM1 a proteina Keap1, induzindo sua degradagéo por
autofagia e seu desligamento de NRF2, liberando assim a translocacdo de NRF2 para o
nucleo 2. O promotor do gene de NRF2 também possui sitio ARE, o que possibilita a proteina
NRF2 induzir a prépria expressao genica quando esta presente no nucleo, em um processo
de feedback positivo 2. Como dito anteriormente, GSK3B pode induzir a degradagéo de NRF2
em contexto de normoxia, esse processo € inibido quando o estresse oxidativo ativa a via
celular fosfatidinositol quinase 3 (PI3K) / proteina quinase B (AKT) que culmina na fosforilacéo

de GSK3p, isso inibe a acdo quinase da proteina impedindo a mesma de fosforilar NRF2,

impedindo sua degradagao 2.
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Figura 3 - Vias de ativacédo e acumulo celular de NRF2 em resposta a hipéxia. Linhas em vermelho indicam
ativagdo de NRF2 e azul inibigédo 2.
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Em camundongos submetidos a modelos de isquemia e reperfusdo se foi possivel
identificar aumento da expressdo de NRF2 '> ' Nesse mesmo estudo também foi
evidenciado a relevancia de NRF2 para a adaptacdo ao evento isquémico, uma vez que
animais NRF2-Knockout apresentaram maior area infartada e dano cardiaco ™.
Interessantemente, diversas drogas ativadoras de NRF2 demonstraram ter efeitos protetores
em modelos murinos de Isquemia e reperfusdo, diminuindo a area infartada, melhora da

fungao ventricular e diminuigdo de eventos arritmogénicos '2.

1.4 Remodelamento cardiaco

O processo de remodelamento cardiaco é caracterizado pela mudanga morfoldgica do
coragdo em resposta a um estimulo agressor '® ', Esse remodelamento se difere quando
provem de um estimulo fisioldgico para um patolégico '°. Na doenca, onde é comum a
presenca de morte de cardiomiécitos, o coracao muda morfologicamente afim de preservar a
estrutura do 6rgdo bem como sua fungdo '5. Esse processo pode ser caracterizado em trés
etapas, um processo inflamatorio, hipertrofia cardiaca e fibrose 6. O processo inflamatorio
acontece em resposta ao dano tecidual e morte celular, como ocorre na isquemia e
reperfusao, o que facilita a remogao de tecido morto, favorecendo o processo de cicatrizacao
e fibrose, mas também pode gerar agravamento do dano cardiaco bem como hipertrofia 6. A
fibrose é um processo fundamental em resposta a morte celular, pois ela garante a
cicatrizagao tecidual e manutengao da estrutura do coragao. Porém, a deposi¢ao de colageno
nao recupera tecido muscular cardiaco perdido pelo dano, possibilitando uma perda de forca
contratil no 6rgdo . Em ordem de responder a essa problematica, os cardiomidcitos
remanescentes sao estimulados a hipertrofiarem, afim de preservar a forga de contragao

desse coracao lesionado .

1.5 Hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca € um fenébmeno caracterizado pelo aumento do coragcado bem
como da hipertrofia de suas unidades funcionais, os cardiomiécitos. Tal processo pode ser
originado tanto em resposta a eventos de ordem fisioldégica, como gravidez e exercicio fisico,
quanto em resposta a doenga e dano cardiaco, assim como no infarto agudo do miocardio ".
Ambos os tipos de hipertrofia, fisiolégica e patoldgica, se diferem entre si tanto no aspecto

morfolégico quanto nas vias celulares acometidas 7.
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Na hipertrofia fisioldgica temos a distribuicdo de sarcomeros pelos cardiomiécitos de

forma horizontal e vertical, fazendo com que as células aumentem de tamanho tanto em

largura quanto em comprimento (Figura 4) '". Em resposta a estimulos fisioldgicos o coragdo

tem uma hipertrofia excéntrica, com aumento da luz ventricular (Figura 4) '". Esse tipo de

remodelamento acomete vias que aumentam a sintese proteica, bem como melhora o controle

de qualidade proteica e eficiéncia energética (Figura 5) '". A hipertrofia fisioldgica é

considerada um processo saudavel e reversivel, sem acometimento de morte celular e, em

alguns casos, com melhora na eficiéncia cardiovascular caracterizada por diminuicdo da

frequéncia cardiaca e
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Figura 4 - Diferengas morfolégicas da hipertrofia cardiaca fisiologica e patolégica 7.

A hipertrofia patoldgica se difere em diversos pontos da fisioldgica, por se tratar de um

processo adaptativo a um ambiente que ocorreu morte celular e inflamagdo . As mudancgas

morfolégicas nesse contexto sdo importantes para garantir que o coragdo mantenha sua
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fracdo de ejecao em niveis compativeis a vida mesmo com a perda de tecido contratil. A
hipertrofia patoldgica pode ser caracterizada por uma distribuicao dos sarcomeros de forma
mais proeminente no sentido vertical, fazendo com que os cardiomidcitos cresgam mais em
altura do que em largura, favorecendo um processo hipertréfico concéntrico no coragao
(Figura 4) "7. Esse processo pode ser denominado como hipertrofia compensada, uma vez
que a funcao contratil e fracdo de ejecdo se encontram preservadas, sendo esse fenodtipo
comum em pacientes com a chama insuficiéncia cardiaca com fragao de ejecéo preservada
(HFpEF) % 7. Em muitos casos esse remodelamento inicial evolui para um quadro de
hipertrofia excéntrica, com disposi¢cao sarcomérica em paralelo, aumento da luz ventricular e
afinamento das paredes cardiacas '". Nesse contexto, se tem um remodelamento mal
adaptativo com disfungédo contratil e diminuicdo na fracdo de ejecao, estabelecendo um
quadro de insuficiéncia cardiaca com redugao da fragao de ejecao (HFrEF) % '7. Os processos
celulares na hipertrofia patolégica se diferenciam da fisiolégica em varios pontos, como
ocorréncia de morte celular, disfungao mitocondrial, aumento de EROs, prejuizo no manuseio
de Ca?* e fibrose (Figura 5) '’.
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Figura 5 - Diferentes vias celulares ativadas no coragdo em contexto de hipertrofia fisiolégica e patolégica
17

1.5.1 Sintese proteica na hipertrofia cardiaca

A sintese proteica € um processo fundamental na fisiologia e homeostase celular, de
forma que a magnitude desse processo muda de acordo com o tipo celular e o contexto 8. A
taxa de sintese proteica do coragao adulto se mostra bem menor quando comparado a outros
orgaos, como o figado '°. Em murinos, ao comparar coragdes neonatais com adultos, é
notavel que a taxa de sintese proteica se encontra maior em periodos imaturos, demonstrando
que o decaimento na produgao de proteinas no coragao faz parte do processo maturacional

19, Interessantemente, ao estimular camundongos ou cardiomidcitos em cultura com farmacos
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que induzem a hipertrofia cardiaca a produgao de proteinas aumenta consideravelmente, em
um processo denominado de sintese proteica de novo '°. Para a ocorréncia desse processo
€ necessario a ativacao de diversas vias celulares que liberam a expressdo de uma série de
genes hipertroficos . Dentre essas vias temos o alvo mamifero do complexo rapamicina 1
(mTORC1), um complexo proteico fundamental na ativagao de fatores de iniciagao eucariotos,
os chamados elFs, que sao responsaveis por recrutar subunidades ribossomais e RNA
mensageiros para iniciar o processo de tradugao proteica %°. A atividade de mTORC1 é crucial
para o acometimento da sintese proteica que resultara na hipertrofia cardiaca adaptativa ou
mal adaptativa, sendo essa atividade crescente durante o processo hipertrofico (Figura 5) 2.
Estimulos hipertréficos, como a hiperatividade adrenérgica via receptores a e 3, sdo capazes
de ativar a via mTORC1, sendo que a inibicdo de mTORC1 em cardiomidcitos submetidos a
tratamento com agonistas adrenérgicos impediu o aumento de sintese proteica 2% .
Demonstrando que a hipertrofia cardiaca induzida por hiper atividade adrenérgica é
dependente da atividade de mTORCA1, recrutamento de elFs e do aumento na sintese proteica

resultante desse processo.

1.6 Fosfoproteina induzida por estresse 1 (STIP1)

Como dito anteriormente, situacbes de doenca cardiaca demandam uma adaptacao
do coracdo ao estresse. Devido a alta complexidade do ambiente intracelular, contextos de
isquemia e hipoxia geram a formagao de proteinas mal dobradas ?*. Esses peptideos mal
formados podem gerar agregados proteicos que podem interagir com proteinas de membrana
e outros componentes celulares, gerando citotoxicidade e morte de cardiomidcitos 24, Uma
das maneiras que os cardiomidocitos e outros tipos celulares reagem a quebra da proteostase
se da através das moléculas chaperonas 4. Proteinas de choque térmico (HSPs), como a
HSP90 e HSP70, sdo chaperonas que atuam diretamente em proteinas mal dobradas
tentando reestabelecer sua conformacao ideal, quando isso ndo é possivel as HSPs
encaminham esses peptideos para a degradacgao proteica via proteassoma ou autofagia 24
As chaperonas HSP90 e HSP70 tem sua expressdo aumentada em resposta a isquemia e
demonstram ter papel protetor no infarto do miocardio 2% 2, E importante salientar que as
chaperonas ndo atuam sozinhas, elas possuem moléculas auxiliadoras chamadas de co-

chaperonas.
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A fosfoproteina induzida por estresse 1 (STIP1) foi descoberta em 1989 por Nicolet e
colaboradores ?’. Sua descoberta se deu ao observar seu aumento de expressdo em
leveduras submetidas a choque térmico ?’. Futuramente, identificou-se que STIP1 ou seu
homologo humano a proteina organizadora de HSPs (HOP) atuavam como moléculas co-
chaperona 28. Sua fungdo na proteostase se da auxiliando o transporte de proteinas clientes
da HSP70 para a HSP90, sendo esse processo fundamental para a maturagao
conformacional proteica (Figura 6) 2. A STIP1 é constituida pelos dominios TPR1, TPR2A,
TPR2B, DP1 e DP2, sendo os dominios TPR fundamentais para a ligagdo nas chaperonas
HSP90 e HSP70 (Figura 7) 2. A STIP1 pode ser fosforilada em diversos sitios, de forma que
a forforilagdo no sitio S189 pela caseina quinase 2 (CK2) favorece sua presenga no nucleo e
a adigao de grupo fosfato no sitio T198 pela quinase dependente de ciclina (Cdc2) induz maior
presenca no citoplasma 2. A modulagéo da localizagdo nuclear de STIP1 por CK2 e Cdc2
pode estar relacionada a sua relevancia na embriogénese, uma vez que a delegdo completa
de STIP1 nao é compativel a vida, pois embrides murinos STIP1-Knockout ndo desenvolvem
apos a faze embrionaria E10.5 com prejuizo na progressdo de blastocistos 2°. Além da
fosforilacdo, outra modificacdo pos traducional em STIP1 se da pela sumoilacdo, onde a
proteina inibidora de STAT1 ativada (PIAS1) pode catalisar a ligagdo de moléculas SUMO em
diversos sitios de STIP1, modulando sua presenga nuclear 28. E comum encontrar a STIP1 no
nucleo em condicdes de estresse celular, fendtipo esse que vai de encontro a sumoilagcao de
STIP1 por se tratar de um evento que ocorre em resposta a dano ao DNA 28, A fung&o nuclear
de STIP1 ainda n&o é bem elucidada, porem o fato de a HSP90 ser encontrada junto de STIP1
no nucleo faz possivel hipotetizar que STIP1-HSP90 podem atuar na ligagéo e controle de

proteinas nucleares.
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Early Complex

Intermediate Complex

Figura 6 - Transporte de proteinas clientes da chaperona HSP90 para HSP70 de forma dependente de
STIP1 %0,
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1.6.1 STIP1 naisquemia

Apesar de STIP1 ser expressa em varios tipos celulares, a maioria dos estudos sobre
a proteina s&o no contexto do sistema nervo central 2. Em contexto de isquemia cerebral em
murinos e em neurbnios submetidos a privagdo de oxigénio e glicose a STIP1 tem sua
expressao aumentada 3'. Shin-Da Lee e colaboradores demonstraram que esse aumento da
expressdo de STIP1 na hipoxia € dependente do fator induzivel por hipoxia 1a (HIF-1a) *'.
Utilizando um vetor de expressdo de luciferase mediado pelo promotor de STIP1, foi
demonstrado um aumento da atividade promotora em neurdénios submetidos a hipoxia, de
forma que a mutacdo no sitio de ligacdo de HIF-1a na regiao promotora impede essa

responsividade a baixa de oxigénio *'.
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Além de ser induzivel a hipoxia, ao realizar isquemia cerebral em murinos, Beraldo e
colaboradores demonstraram que animais haploinsuficientes para STIP1 (STIP1™)
apresentavam maior area infartada e menor sobrevivéncia frente ao estimulo 2°. Além disso,
foi demonstrado que neurénios ST/P1* morriam mais em resposta a privacéo de oxigénio e
glicose quando comparado a um grupo do tipo selvagem (WT) 2. Interessantemente,
astrécitos e fibroblastos de origem cerebral secretam STIP1 em resposta a hipoxia, sendo que
o tratamento com STIP1 exdgena impede a morte celular de neurénios WT e STIP1"
submetidos a privacdo de oxigénio e glicose 2. E conhecido que a STIP1 pode se ligar a
proteina priénica celular (PrP¢) que se localiza na face extracelular da membrana plasmatica
de neurdnios 3. Ao submeter neurdnios PrP°-Knockout a privagdo de oxigénio e glicose foi
percebido que o tratamento com STIP1 exdgena nao impediu a morte celular, demonstrando
a dependéncia de PrP° na protecao a hipoxia gerada por STIP1 2°33, A protegéo ao estresse
celular mediada pela ligacao entre STIP1-PrP¢ em parte é dependente da ativagao do influxo
de Ca?* pelos receptores nicotinicos a7 por esse complexo 3. Além disso, STIP1-PrP°¢ também
podem ativar a via AKT/mTOR/mTORC1 que culmina no aumento de sintese proteica em

neurdnios 34,

1.6.2 STIP1 no coracéo

Apesar de se saber que STIP1 é expressa no coragao, suas fungdes no érgao ainda
ndo sédo bem elucidadas *°. Nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a investigar o papel dessa
proteina no contexto cardiaco . Inicialmente averiguamos e confirmamos a expresséo de
STIP1 em coragcbes humanos e, interessantemente, identificamos uma reducao da expressao
em pacientes com insuficiéncia cardiaca (Figura 8A) %. Afim de averiguar mais afundo as
consequéncias da reducao de STIP1 para a fungao cardiaca, avaliamos diversos parametros
funcionais e estruturais em camundongos STIP1*, que apresentam redugdo na expressao de
STIP1 em cerca de 50% (Figura 8B), sendo esses niveis similares a pacientes com
insuficiéncia cardiaca *. Em parametros basais ndo identificamos nenhuma alteragdo na
fungéo cardiaca, medida por meio de ecocardiografia, bem como nos padrées histoldgicos ou
no crescimento do 6rgéo (Figura 8C-G), demonstrando que a expresséao reduzida de STIP1
ndo impacta o desenvolvimento natural do coragdo bem como sua fungéo . No entanto, ao
desafiar esses animais com um tratamento pelo isoproterenol (ISO), um agonista B-
adrenérgico nao seletivo, durante sete dias, foram identificadas diferengas importantes com
relacdo a animais WT. Como ja esperado, ambos os animais WT e STIP1*" aumentaram a
relacdo peso do coragao pelo tamanho da tibia em resposta ao ISO (Figura 8C), porem os

animais STIP1*" apresentaram maior presenca de células inflamatérias em seu tecido quando
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comparado ao WT (Figura 8D-E) *. Interessantemente, cardiomidcitos dos animais STIP1"
nao hipertrofiaram em resposta ao ISO (Figura 8F-G), sendo esse um efeito classico do
farmaco e que ocorreu em animais WT. Este dado indica que o aumento do coracido dos
animais STIP1*" em resposta ao ISO no se da pelo crescimento dos cardiomidcitos, mas sim

pelo maior contetdo inflamatério, edema e fibrose, este ultimo ndo mostrado aqui .
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Figura 8 - Niveis reduzidos de STIP1 tornam os camundongos mais suscetiveis a lesées miocardicas
induzidas por adrenérgicos. A-B. Acima, imagens representativas de Western blot. Abaixo, quantificagdo
mostrando niveis reduzidos da proteina STIP1 em tecido cardiaco de pacientes humanos com cardiomiopatia
dilatada n&o isquémica (A) e de camundongos STIP1*- (B). C. Acima, esquema do tratamento com ISO (20 mg/kg)
por 7 dias e delineamento experimental para caracterizagdo da amostra cardiaca. Abaixo, relagdo peso do
coracdo/comprimento da tibia (HW/TL). D. Corte representativo do coragcdo corado com hematoxilina e eosina
mostrando uma presenga marcante de células inflamatérias (setas) em camundongos STIP1*-. E. Gréfico de
barras mostrando a quantificacdo do score inflamatorio em porcentagem do tecido. F. Imagens de miécitos
ventriculares isolados corados com faloidina. G. Grafico de violino mostrando aumento da area celular apenas em
miécitos ventriculares de camundongos WT tratados com ISO. Em A, B, C e E: os dados sdo apresentados como
meédia + desvio padrdo. Em A e B, o teste t de Student foi utilizado para determinar as diferengas estatisticas.
*p<0,05; **p<0,01. Em C, E e G: a ANOVA two way, seguida pelo teste de comparagbes multiplas de Tukey, foi
utilizada para determinar as diferencas estatisticas. *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001. n = nimero de amostras
ou células para todos os experimentos .
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Durante meu mestrado, busquei averiguar quais vias celulares eram alteradas nesse
contexto de estresse adrenérgico cardiaco nos camundongos STIP1*, afim de identificar os
mecanismos celulares por de tras dos fendtipos encontrados. Dessa forma, realizamos um
experimento de protedmica em amostras cardiacas de camundongos WT e STIP1" tratados
com ISO por sete dias (Figura 9A) ¥ . Inicialmente, identificamos mais de 350 proteinas
diferencialmente expressas, quando comparamos os dois grupos. Confirmando a acuracia da
protedmica, STIP1 foi identificada como regulada negativamente (seta, Figura 9B) *. Ao
realizar uma analise de agrupamento de proteinas pelo software ingenuity pathway analysis-
Quiagem (IPA), identificamos diversos grupos de proteinas relacionadas com processos
patolégicos, como hipertrofia cardiaca, morte celular, fibrose, estresse oxidativo e a resposta
antioxidante do fator de transcrigdo NRF2 (Figura 9C) ¥ . Interessantemente foi identificado
uma inibigdo da via celular de NRF2 através de analise z-score (Figura 9D) %’. Como dito
anteriormente, o NRF2 é uma proteina sensivel e protetora ao processo de estresse oxidativo,
um fendtipo que acontece no coragdo em resposta ao estresse metabdlico gerado pelo
tratamento com ISO. Dessa forma, avaliamos a expressao de NRF2 no tecido cardiaco dos
animais WT e STIP1" tratados com 1SO. Como esperado, NRF2 aumenta sua expressdo em
resposta ao ISO no coragcdo de animais WT, fendtipo esse que nao ocorre nos animais
STIP1*- (Figura 9E-F), validando os achados da protedmica %’. Outro processo identificado
na analise z-score foi a predigao de ativagéo do processo de fibrose (Figura 10A), evento que
foi validado ao identificarmos maior deposi¢ao de colageno no tecido cardiaco dos animais
STIP1*/, quando comparado ao WT/ISO (Figura 10B-C) %. Ao agrupar as proteinas
diferencialmente expressas na base de dados Reactome, identificamos uma série de
proteinas reguladas negativamente, relacionadas ao processo de metabolismo de RNA,
traducdo proteica e pertencentes a via mTORC1(Figura 10D-E) *’. Esse fendtipo vai de
encontro a deficiéncia de hipertrofia nos cardiomiécitos STIP1* em resposta ao ISO, uma vez
que o processo de sintese proteica é fundamental para o crescimento dos cardiomidcitos.
Concluindo, esses resultados demonstram o papel relevante da STIP1 na adaptacao cardiaca
ao estresse adrenérgico, atuando no processo hipertréfico adaptativo e no combate ao
estresse oxidativo. Apesar do avancgo desses achados em demonstrar o papel da STIP1 no
coragao, ainda nao é elucidado como e por quais vias a STIP1 modula a adaptacao ao
estresse em resposta a hiperatividade adrenérgica. Neste trabalho de tese nosso objetivo é

identificar os mecanismos dependentes da STIP1 no coragdo durante situagcao de estresse.
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Figura 9 - O coragdo STIP1*/ISO apresenta uma marcada regulagdo negativa das vias de sinalizagdo
relacionadas a tradugdo. A. Esquema do delineamento experimental proteémico para os experimentos com
coragbes WT/ISO e STIP1*+/ISO. B. Gréfico de vulcdo mostrando as proteinas desreguladas (azul) em coragbes
STIP1*/ISO versus WT/ISO, destacando 168 proteinas com expressdo reduzida e 164 com expressdo
aumentada. STIP1 estava entre as proteinas com expressdo reduzida no coragdo STIP1*/ISO (seta). C. As
proteinas com expresséo diferencial no coragdo STIP1*/ISO estavam principalmente relacionadas a remodelagdo
cardiaca adversa, conforme identificado pela IPA. D. Predicdo da modulagdo de vias celulares de acordo com o
perfil proteébmico. Laranja: ativagdo; Azul: inibigdo; Branco: ndo modulado diferencialmente; Cinza: sem padrdo de
ativagdo disponivel. E. Imunofluorescencia de tecido cardiaco marcado para NRF2 (verde) e DAPI (azul). F. Grafico
de barras mostrando a intencidade de fluorescencia de NRF2 entre os grupos. Em F: ANOVA two way, seguida
pelo teste de comparagbes multiplas de Tukey, foi utilizada para determinar as diferengas estatisticas. *p<0,05. n
= numero de amostras ou células para todos os experimentos 7.
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Figura 10 - Coragdo STIP*- apresenta maior fibrose e prejuizo na maquinaria de sintese proteica em
resposta ao tratamento com ISO. A. A analise IPA mostrou a ativagéo (regulagéo positiva) da “fibrose” (escore z =
0,15, p = 0,04). B. Coloragao representativa com vermelho picrosirio mostrando o conteudo total de colageno. C.
Grafico de barras mostrando a quantificagdo do colageno total. D. Analise de enriquecimento de vias do Reactome.
O metabolismo do RNA e diversas vias relacionadas & tradugdo foram alterados em STIP1*/ISO em comparagdo
com WT/ISO. E. O heatmap dos alvos das vias de tradugdo indicou uma acentuada redugdo nos valores de log
fold change de diversos fatores de elongacgéo e proteinas ribossomais no coragdo STIP1*-/ISO. Azul = redugédo;
Vermelho = aumento. Em C: ANOVA two way, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey, foi utilizada
para determinar as diferengas estatisticas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. n = numero de amostras ou células para

todos os experimentos 7.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o impacto da delecao da STIP1 no processo de sintese proteica de novo na
hipertréfica cardiaca e em cardiomidécitos submetidos a hipoxia.

2.2 Objetivos especificos

e Averiguar a dependéncia de STIP1 na hipertrofia de cardiomiocitos em cultura.

e Avaliar a dependéncia de STIP1 na ativacdo da via mTORC1 e da sintese
proteica em cardiomiocitos submetidos a hiperatividade adrenérgica.

o Avaliar o impacto da delecdo de STIP1 em cardiomiécitos submetidos a
hipoxia.

¢ Identificar a dependéncia de STIP1 na ativacdo de NRF2 em cardiomiécitos
submetidos a hipoxia.
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3. METODOLOGIA

3.1 Modelo animal

Camundongos neonatais com 0 a 3 dias e seus progenitores, heterozigotos para
STIP1 (STIP1*") e do tipo selvagens (WT) da mesma idade, foram utilizados neste estudo. Os
animais foram alojados no biotério, mantidos sob fotoperiodo de 12:12 h (claro:escuro), com
agua e racao ad libitum. Este estudo foi aprovado pelo Comité Institucional de Cuidados e
Uso de Animais da UFMG (CEUA 97/2022, 138/2018).

3.2 Cultura, transfecc¢ao, imunofluorescencia e tratamento de cardiomiécitos
Cardiomiécitos neonatais de rato (NRCMs) ou de camundongo (NMCMs) foram
isolados de animais com 1 a 3 dias de idade como ja descrito %, e foram transfectados com
50 nmol/L de siRNA (STIP1_ID: s140524; PrPc_ID: s128285 Thermofisher Scientific) diluido
em reagente de transfeccao Lipofectamine RNAIMAX (13778150; Thermofisher Scientific).
Para a transfeccdo com DNA plasmidial, utilizamos Lipofectamine 3000 (L3000015;
Thermofisher Scientific). O pSTIP1-GFP foi gerado conforme descrito anteriormente *° e o
pZsGreen-N1 foi fornecido pela Addgene. Apds 24 horas, as células foram tratadas com I1ISO
(20 pmol/L) ou IGF-1 (50 nmol/L) uma vez ao dia durante 48 horas, ou com CoCl; (500 pmol/L)
por até 12 horas. Para imunofluorescéncia, as células foram fixadas com paraformaldeido a
4% (PFA) durante 15 minutos. Apds permeabilizagéo (PBS/Triton 0,5%) e bloqueio por 1 hora,
as células foram incubadas com anticorpos primarios durante a noite a 4 °C. Os anticorpos
primarios utilizados neste estudo foram anti-STIP1 (1:200, anticorpo produzido internamente
pela Bethyl Laboratories 2°), anti-a-actinina (1:150; Sigma-Aldrich; RRID: AB_476766) e anti-
NRF2 (1:100; Abcan; RRID: AB_881705). Anticorpos secundarios utilizados foram anti-coelho
Alexa Fluor 488 (A11034, Thermo Fisher Scientific) e anti-camundongo Alexa Fluor 633
(A21052, Thermo Fisher Scientific). A coloracédo nuclear foi obtida em células incubadas com
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1:500). As imagens foram adquiridas no sistema Cytation 5
ou confocal LSM 880 Airyscan na unidade CAPI (ICB/UFMG). Um grupo separado de células
foi marcado com a sonda FM1-43FX (4 pmol/L, F35355; Thermo Fisher Scientific) por 60
minutos ou pela sonda di-hidroetidio (DHE) (5 ymol/L, 309800; Sigma) por 30 minutos,
seguido de fixagao com PFA a 4% por 15 minutos. Para a quantificagdo da taxa de sintese
proteica, os cardiomidcitos neonatais de rato (NRCMs) foram incubados com 1 ymol/L de
puromicina (P8833, Sigma) por 30 minutos. A proteina total foi entdo extraida e submetida a

analise por Western blot, conforme descrito abaixo.
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3.3 Andlise de Western blot

Um total de 7 a 30 ug do conteudo proteico extraido de NRCMs foi separado por SDS-
PAGE e posteriormente analisado por Western blotting. Os anticorpos primarios utilizados
neste estudo foram anti-STIP1 (1:5000, Bethyl Laboratories 2°), anti-PrP¢ (1:1000, Abcan,
RRID: AB_882135) e anti-puromicina (1:5000, Sigma, MABE343, RRID: AB_2566826). Os
anticorpos secundarios foram aplicados de acordo com a espécie hospedeira dos anticorpos
primarios (1:15000, 1gG anti-coelho de cabra, Sigma-Aldrich A3687; 1:15000, IgG anti-
camundongo de cabra, Sigma-Aldrich A0545). A imunodeteccdo foi realizada utilizando
quimioluminescéncia aprimorada, detectada com o equipamento LAS 4000 (GE HealthCare

Life Science). Os niveis de proteina foram expressos como uma razao de densidades épticas.

3.4 Imunoprecipitagao

A PrP¢ foi imunoprecipitada de amostras de NRCM utilizando esferas magnéticas
(LSKMAGAO02, Millipore). 300 ug da amostra de proteina foram incubados durante a noite com
2 Jg de anticorpo anti-PrPc (ab52604, Abcam, RRID: AB_882135) em PBS, conforme descrito
anteriormente “°. As amostras foram analisadas por Western blotting utilizando anticorpos
direcionados contra PrP°¢ e STIP1 (1:5000, Bethyl Laboratories 2°). Amostras de NRCM com
expressao de PrPc silenciada foram utilizadas para validar a especificidade da reacéo.

Lisados de NRCM foram utilizados como controle positivo do immunoblotting (input).

3.5 Analises de qPCR

O RNA foi extraido de NRCMs isolados, e o cDNA foi sintetizado conforme descrito
anteriormente #'. Os primers usados no estudo est&o contidos na Tabela 1. A quantificagéo
relativa da expressdo génica foi realizada com o método 2724€T, utilizando a expressdo do

gene S26 para normalizar os dados.

Gene Sentido Sequéncia

S26 Fw CGTGCTTCCCAAGCTCTATGT
S26 Rev CGATTCCTGACAACCTTGCTATG
STIP1 Fw TGAGTGCTGGGAACATTGATG
STIP1 Rev AGTCTCCTTTCTTGGCGTAGG
ATF4 Fw GGGTTCTGTCTTCCACTCCA
ATF4 Rev AAGCAGCAGAGTCAGGCTTTC
CHOP Fw CCACCACACCTGAAAGCAGAA

CHOP Rev AGGTGAAAGGCAGGGACTCA
PrPc  Fw TGGCGAACCTTGGCTACTG
PrPc Rev CTGAGGTGGGTAACGGTTGC
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Tabela 1 - Primers usados no presente estudo.

3.6 Contratilidade de cardiomioécitos neonatais

A contratilidade dos cardiomidcitos foi registrada usando uma camera digital CMOS
de alta velocidade (SILICON VIDEO 642 M, EPIX, Inc.) a 100 quadros por segundo,
produzindo imagens de 8 bits com resolucdo de 640%x480 pixels e escala espacial de 0,25
pm/pixel, com uma objetiva de 40x. Os paradmetros de contratilidade foram quantificados de

acordo com o protocolo descrito por Scalzo et al. “? usando o software CONTRACTIONWAVE
43

3.7 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi medida pelo kit Live/Dead (L23101; Thermofisher Scientific).
As células vivas e mortas foram marcadas conforme as instru¢cdes do fabricante. Apos a
marcacao, as células foram fixadas e as imagens foram adquiridas em um microscépio Bio
Tek Cytation 5 na unidade CAPI (ICB/UFMG).

3.8 Fluorescéncia por Reflexao Interna Total (TIRF)

As imagens foram adquiridas em um microscépio Leica TIRF Infinity HP equipado com
uma objetiva HC PL APO 63x%/1,47 NA Oil CORR TIRF. A excitagao foi realizada utilizando
um laser de alta poténcia de 488 nm. O ajuste do angulo de incidéncia para atingir o angulo
critico de reflexao interna total foi realizado automaticamente pelo software LASX, que
também controlou toda a aquisicdo. Para o modo TIRF, a separacao espectral foi realizada
com um filtro QWF-T (quadrupla banda), que abrange as seguintes faixas: excitagdo em
400/28, 490/20, 561/15 e 640/20 nm, e filtros de emiss&o em 448/48, 531/32, 598/40 e 705/90
nm. A fluorescéncia foi detectada com uma cadmera CMOS PhotometricsPrime95B (1,4 MP,
95% QE, pixels de 11 uym). As amostras permaneceram no sistema de incubacao do
microscopio, mantido a 37 °C, 5% de CO, e umidade controlada durante toda a aquisigao.
Ap0s a calibragdo do médulo TIRF, as imagens foram registradas em trés profundidades de
campo evanescente: 250 nm, 150 nm e 90 nm. Além das imagens TIRF, também foram
adquiridas imagens de fluorescéncia de campo amplo, utilizando uma lampada de mercurio
HXP para excitagado e o cubo de fluorescéncia RHOD (ex.: 546/10 nm; em.: 585/40 nm) para

separar os espectros de excitagdo e emissao.
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3.9 Andlises estatisticas

Os dados sao apresentados como média £ SD. No grafico de violino, as linhas
tracejadas grossas e finas indicam as medianas e os percentis 25 e 75, respectivamente. As
formas coloridas mostram as estimativas de densidade dos dados. Os dados foram testados
quanto a normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk. Os dados ndao normais foram
analisados usando o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA de uma via ndo paramétrica) ou o teste
t de Mann-Whitney n&o paramétrico. A significncia estatistica entre dois grupos foi
determinada usando um teste t de Student ndo pareado bicaudal. ANOVA de uma e duas vias
foram usadas para avaliar a influéncia das variaveis em cada grupo experimental, seguidas
por testes post hoc apropriados. Todas as analises foram realizadas usando o GraphPad

Prism (versdo 9.4.1). O nivel de significancia foi definido como p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 A via celular STIP1-PrP¢ é fundamental para a hipertrofia de cardiomiécitos
induzida por ISO

Apesar de demonstrarmos a relevancia da STIP1 para a adaptagcdo ao estresse
cardiaco em trabalhos anteriores, esse conjunto de dados apresenta algumas limitagdes. O
animal STIP1*" apresenta a redugdo na expressao de STIP1 de forma sistémica e nao restrita
ao coracao, o que limita nosso conhecimento sobre o impacto direto e localizado da STIP1
em cardiomiécitos. Outro fato é que apesar dos dados protedémicos demonstrarem um prejuizo
no processo proteico isso ainda nao foi medido ou validado em cardiomidcitos. Dessa forma,

buscamos vencer essas questdes citadas com os resultados a seguir.

4.1.1 A STIP1 é relevante para a hipertrofia de cardiomidcitos neonatais de rato (NRCMs) em
resposta apenas ao ISO e nao a IGF-1

Com o objetivo de investigar a relevancia de STIP1 na hipertrofia de cardiomidcitos,
realizamos o isolamento de cardiomidcitos neonatais de rato (NRCMs), transfectamos com
um siRNA para STIP1, seguido de tratamento com ISO e IGF-1 afim de mediar a hipertrofia
das células (Figura 11A). O siRNA foi capaz de reduzir a expressdo de STIP1 em RNAm
(Figura 11B) e em niveis proteicos (Figura 11C-D), tendo sido validado por PCR em tempo
real, western blott e imunofluorescéncia respectivamente. O silenciamento de STIP1 néao
alterou o tamanho dos cardiomidcitos em niveis basais (Figura 11E-F), corroborando com os
achados dos experimentos in vivo. Ao serem submetidos a 48 horas de tratamento com ISO
os cardiomiécitos silenciados para a STIP1 nao hipertrofiaram (Figura 11E-F), de forma que
cardiomiécitos mock aumentaram seu tamanho como esperado (Figura 11E-F), validando
mais uma vez os achado nos animais STIP1". Interessantemente, ao tratarmos os
cardiomiocitos com IGF-1, ambos os contextos, mock ou silenciados, hipertrofiaram em
resposta ao tratamento (Figura 11G-H). E importante salientar que, diferentemente do 1SO, o
IGF-1 é considerado um indutor de hipertrofia fisiolégica, demonstrando que STIP1 aparenta

ter uma relevancia restrita ao contexto patolégico.
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Figura 11 - O silenciamento de STIP1 prejudica a hipertrofia patolégica em cardiomiécitos. A. Esquema
da transfecgdo e tratamento in vitro de cardiomiécitos neonatais de rato (NRCMs). Os NRCMs foram transfectados
com siRNA para STIP1 e submetidos a tratamento com ISO (20 uM) ou IGF-1 (50 nmol/L) por 48 horas. O
silenciamento de STIP1 foi confirmado por gPCR (B), western blott (C) e imunomarcag¢édo (D). Em D, as imagens
sdo representativas de, pelo menos, trés experimentos independentes. Vermelho = marcagdo para STIP1. Azul =
DAPI. E. NRCMs representativos marcados com anti-a-actinina. F. Quantificacao da area de superficie de NRCMs
transfectados ou ndo com siRNA para STIP1, com ou sem tratamento com ISO. G. NRCMs representativos
marcados com anti-a-actinina. H. Quantificagcdo da area de superficie de NRCMs transfectadas ou ndo com STIP1-
SiRNA, com ou sem tratamento com IGF-1. B e C: Os dados sdo apresentados como média + SD. O teste t de
Student foi utilizado para determinar as diferengas estatisticas. *p < 0,05. Em F e H: O teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn, foi utilizado para determinar as diferengas estatisticas. **p
<0,01; **p < 0,001; ***p < 0,0001. n = nimero de amostras ou células para todos os experimentos.

A nao hipertrofia de cardiomiocitos com reducao de STIP1 em resposta ao ISO poderia
ser explicada por essas células, possivelmente, possuirem algum prejuizo na sinalizagéo -
adrenérgica. Para testar essa possibilidade, averiguamos a modulacdo do ISO na
contratilidade de NRCMs transfectados com siRNA para STIP1. Ambos os grupos de
cardiomidcitos, mock e siRNA, aumentaram a frequéncia de contracao (Figura 12A) e a area
de encurtamento (Figura 12B) em resposta ao ISO, demonstrando que a baixa de STIP1 ndo

altera a responsividade da sinalizagédo (3-adrenérgica em NRCMs.
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Figura 12 - Redugéo dos niveis de STIP1 ndo impacta alteragbes contrateis induzidas por ISO em
NRCMs. O ISO aumentou a frequéncia de contragées (A) e a area de encurtamento (B) de forma semelhante em
NRCMs transfectadas com o controle negativo (mock) e com siRNA para STIP1 (STIP1-siRNA). Os dados sdo
apresentados como média + SD. A analise de variancia (ANOVA) Two way, seguida pelo teste de comparagcbes
mdltiplas de Tukey, foi utilizada para determinar as diferencgas estatisticas. *=p<0,05 ou ****=p<0,0001 em Mock
versus Mock/ISO; #=p<0,05 ou #### p<0,0001 em células siRNA versus células siRNA/ISO. Os dados foram
obtidos a partir de pelo menos 3 experimentos independentes.

4.1.2 A STIP1 é importante para a ativacao da sintese proteica mediada por ISO

Como ja descrito anteriormente, o processo de hipertrofia de cardiomiécitos precede
uma ativacdo e aumento da sintese proteica, um fenbmeno denominado de sintese proteica
de novo. Como a STIP1 se mostra importante para o processo hipertréfico mediado pelo ISO,
buscamos averiguar se essa relevancia se estende ao processo de sintese proteica. Dessa
forma, avaliamos a taxa de sintese proteica de cardiomiécitos com reducdo de STIP1 em
resposta a 24 horas de ISO. Para a avaliagdo da taxa de sintese proteica, utilizamos do
protocolo SUNSET, que consiste na marcacdo de peptideos nascentes com o antibiético
puromicina, extracao do conteudo proteico das células e em seguida se é feito o0 experimento
de western blott com as amostras e marcagcdo das membranas com um anticorpo anti-
puromicina #4. A puromisina se liga a peptideos nascentes através do sitio de ligagdo de RNAt
em ribossomos, fazendo ser possivel mensurar a taxa de sintese proteica pela quantidade de
puromicina ligada a proteinas de uma amostra. Como ja esperado, cardiomiocitos mock
aumentam sua taxa de sintese proteica em resposta ao ISO (Figura 13A-B), algo que néo
ocorreu no grupo siRNA, demonstrando um prejuizo nesse processo em cardiomiocitos com
redugcado de STIP1. Além disso, foi identificado no experimento protedmico que proteinas
relacionadas a via mTORC1 se apresentaram reguladas negativamente nos coragdes STIP1*"
/isso, quando comparados ao WT/ISO, sendo um desses alvos o fator de elongamento elF4E.
Com o objetivo de validar esse achado, averiguamos a expressao proteica de elF4E em

NRCMs. Demonstramos que os cardiomiécitos silenciados para STIP1 tratados com ISO
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apresentam menor expressao de elF4E, quando comparados ao grupo mock/ISO (Figura
13C-D), validando os achados da proteémica e evidenciando que a STIP1 é relevante para o
processo de inducao e ativagao da sintese proteica.
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Figura 13 - O silenciamento de STIP1 prejudica a ativagcdo da sintese proteica induzida por ISO em
cardiomiécitos sem ativar estresse de reticulo. A. Acima, imagem de Western blot. Abaixo, coloracdo com Ponceau
confirmando a igualdade de quantidade de proteinas. B. A incorporagao de puromicina foi elevada em NRCMs
tratados com Mock/ISO em relagdo as células STIP1-siRNA/ISO, indicando que a deplegdo de STIP1 prejudica a
sintese proteica induzida por ISO. C. Acima, imagem de Western blot. Abaixo, coloragdo com Ponceau
confirmando a igualdade de quantidade de proteinas. D. O tratamento com ISO induz a regulagdo positiva da
expressdo de elF4E em células transfectadas com o vetor de transfecgdo vazio (mock), uma resposta que é
marcadamente prejudicada em cardiomiécitos sem STIP1. E. O silenciamento de STIP1 ndo gera aumento da
expresscao de Atf4 em contexto basal ou de hiperatividade adrenergica. F. O silenciamento de STIP1 ndo gera
aumento da expresscao de Chop em contexto basal ou de hiperatividade adrenergica. Em B, D, E e F: Os dados
sdo representados como média + SD. Em B, E e F: ANOVA Two way seguida pelo teste de compara¢c6es multiplas
de Tukey foi usada para determinar as diferencas estatisticas. Em D: ANOVA de Two way sequida pelo teste de
comparagOes multiplas de Sidak foi usada para determinar as diferengas estatisticas. *p<0,05, **p<0,01. Os dados
foram obtidos de pelo menos 3 experimentos independentes. n = numero de amostras para todos os experimentos.

O prejuizo no processo de sintese proteica pode ocorrer em resposta ao estresse de
reticulo endoplasmatico (ER) “°. Esse evento é caracterizado pelo acumulo de proteinas mal
dobradas no ER seguido de aumento da expressado de fatores sensiveis a esse processo,
como ¢é o caso de ATF4 e CHOP, seguido de inibigdo da sintese proteica na célula *°. Com
isso em mente, fomos averiguar a ocorréncia de estresse de ER em NRCMs com baixa de
STIP1 tratados com ISO através da expressao dos marcadores desse processo. Nenhum dos

grupos apresentou qualquer alteragdo na expressdo de ATF4 ou CHOP (Figura 13E-F),
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evidenciando que o prejuizo no aumento da sintese proteica em cardiomiocitos com baixa de

STIP1 nao se deve ao processo de ER.

4.1.3 Eixo STIP1-PrP°¢ participa da regulagéo da hipertrofia de cardiomiécitos dependente do
ISO

A STIP1 aparenta ser importante para o processo hipertréfico de cardiomidcitos em
resposta a estimulo patolégico, bem como na sintese proteica que precede essa resposta.
Dessa forma nos perguntamos, como a STIP1 poderia modular a sintese proteica e a
hipertrofia em cardiomiécitos? Como citado anteriormente, em modelos de acidente vascular
encefalico, astrocitos secretam STIP1, que por sua vez se liga a PrP°¢ presente na face
extracelular da membrana plasmatica de neurdnios, modulando vias neuroprotetoras e
aumento de sintese proteica via mTORC1. Dessa forma, investigamos se NRCMs sao
capazes de secretar STIP1. Incubamos NRCMs com a sonda FM 1-43, que é capaz de se
ligar a vesiculas recicladas de exocitose e identificamos diversas areas de co-localizagao
entre STIP1 e vesiculas (Figura 14A). Isso demonstra que cardiomiocitos sdo capazes de
secretar STIP1, uma vez que essas vesiculas fazem parte do sistema secretor. Além disso,
trasfectamos NRCMs com um vetor plasmidial que expressa STIP1 ligada a uma molécula
verde fluorescente (pSTIP1-GFP), por meio desta estratégia foi possivel averiguar a
localizacdo de STIP1 em tempo real em cardiomiécitos funcionalmente ativos. Ao
averiguarmos a marcacao de STIP1-GFP em microscépio TIRF, foi possivel identificar a
presenca de STIP1 em uma disténcia de 250nm da membrana plasmatica (Figura 14B). De
forma interessante, o tratamento com ISO induziu alteragdo significativa do padréo de
localizagao da STIP1-GFP, que mudou de um padréo difuso para uma marcagao vesicular
(Figura 14B). Este dado fortalece a ideia de que cardiomidcitos secretam STIP1 em resposta

ao tratamento com ISO.
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Figura 14 - A interagdo STIP1-PrPc impulsiona a ativagdo dependente de ISO da hipertrofia em
cardiomiécitos. A. Em NRCMs, STIP1 se localiza tanto na membrana plasmatica (setas brancas) quanto no citosol,
onde se co-localiza com vesiculas exocitéticas marcadas com a sonda FM1-43FX (pontas de seta amarelas) B.
Cardiomiécitos neonatais de rato (NRCMs) transfectados com um plasmideo STIP1-GFP e imagiados por
microscopia de fluorescéncia de reflexdo interna total (TIRF) com uma profundidade de campo evanescente de
250 nm. Em cima, cardiomiécito controle. Abaixo, o mesmo cardiomiécito mostrado a cima, apds 4 horas de
estimulagdo com ISO. A estimulagdo com ISO promove a localizagdo vesicular de STIP1. C. NRCMs foram
transfectadas com siRNA para PrPc e o silenciamento foi confirmado por gPCR. D. Western blot representativo de
amostras imunoprecipitadas (IP) ou lisados de células inteiras (input). Acima, PrPc aparece em ~35 kDa, exibindo
seu padréo caracteristico de bandas triplas. Uma amostra transfectada com siRNA para PrPc foi usada para validar
a imunoespecificidade do anticorpo anti-PrPc. No meio, STIP1 co-imunoprecipita com PrPc em NRCMs. Na parte
inferior, coloragdo de Ponceau confirmando a quantidade igual de proteinas. E. Imagens representativas de
NRCMs marcadas com anti-a-actinina. F. Quantificagdo da area de superficie de NRCMs transfectados ou ndo
com siRNA para PrPc, tratados ou ndo com ISO. Em C: Os dados séo representados como média + SD. O teste t
de Student foi usado para determinar as diferengas estatisticas. ****p<0,0001. Em F: O teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de comparacbes multiplas de Dunn, foi usado para determinar as diferencas estatisticas.
****p<0,0001. Os dados foram obtidos de pelo menos 3 experimentos independentes. n = nimero de amostras ou
células para todos os experimentos.

Em seguida, fomos averiguar a influéncia de PrP°® no processo hipertréfico em
cardiomidcitos, bem como a capacidade de STIP1 e PrP° de se ligarem nessas células. Para
isso, utilizamos de um siRNA que foi capaz de reduzir a expressdo do RNAm de PrP¢ de forma
significativa (Figura 14C). Em seguida, fomos averiguar se, assim como acontece em
neurénios, STIP1 pode se ligar a PrP® em cardiomiécitos. Para isso realizamos um ensaio de

imunoprecipitagdo, onde precipitamos a PrP° do lizado celular de NRCMs e em seguida
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realizamos um experimento de western blot do precipitado. Como ja esperado, a PrP° esta
presente em seu precipitado e se mostra reduzida em amostras transfectadas com siRNA
(Figura 14D), demonstrando que a reacao do anticorpo anti-PrP° é seletiva para precipitar a
proteina. A STIP1 se encontra presente no precipitado de PrP° (Figura 14D), confirmando o
fato de que STIP1 se liga a PrP°® em cardiomidcitos. Ao silenciar a expressao de PrP°¢
observamos menor ligacao entre STIP1-PrP¢ (Figura 14D), evidenciando um prejuizo dessa
via em cardiomiécitos com baixa de PrP°. Ao tratarmos com ISO os NRCMs transfectados
com siRNA para PrPc observamos que os mesmos ndo hipertrofiam em resposta ao
tratamento (Figura 14E-F), copiando o mesmo fendtipo de STIP1 ja descrito anteriormente.
Este dado demonstra fortemente um envolvimento da via STIP1-PrP¢ no processo hipertréfico

de cardiomiocitos em resposta a hiperatividade adrenérgica.

42 A STIP1 é relevante para a adaptagdao ao contexto de hipéxia em
cardiomiocitos

Outro fendtipo apontado pelo experimento protedmico foi um prejuizo dos coragdes
STIP1"- em se adaptar ao estresse oxidativo gerado pela hiperatividade adrenérgica, um dado
que ainda carece de validagdo. Com o objetivo de entender a relevancia de STIP1 no estresse
oxidativo em cardiomiécitos, nos utilizamos o indutor de hipoxia quimica CoCl,, que é capaz
de gerar estresse mitocondrial, aumento de EROs e regulagao positiva do fator de transcri¢ao
HIF1a 8,

4.2.1 CoCl; é capaz de induzir hipoxia e modular a expressao de STIP1

Tratamos NRCMs com 500uM de CoCl, e avaliamos dois fendtipos classicos
relacionados a hipoxia em cardiomidcitos, geracao de EROs e prejuizo na contratilidade. A
partir de 3 horas de exposi¢cao ao CoCl; ja é possivel identificar um aumento significativo na
producdo EROs que persiste por 6 e 12 horas (Figura 15A-B). J&4 quando avaliamos a
contratilidade de cardiomiécitos na presenga de CoCl; identificamos prejuizo na frequéncia
(Figura 15C) e area de encurtamento (Figura 15D) evidente a partir de 6 horas. Ambos os
fendtipos suportam o CoCl> como um bom indutor de hipoxia em cardiomiécitos. Em seguida,
avaliamos a expressao de STIP1 na presenga de CoCl,. Apesar de se ter um ligeiro aumento
na expressao de RNAm de STIP1 no tempo de 6 horas de exposicdo ao CoCl,, apenas com
12 horas esse aumento foi significativo (Figura 15E). Ao avaliarmos a expressao proteica de

STIP1 através de imunofluorescéncia, identificamos um aumento expressivo da proteina nos
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tempos de 6 e 12 horas (Figura 15F-G), demonstrando que o ambiente de hipoxia modula a
expressao de STIP1 tanto em RNAmM quanto em proteina. Interessantemente, observamos
que o CoCl, modula a migracdo de STIP1 para o nucleo celular (Figura 15H), sendo esse um

fendtipo ja reportado previamente para a STIP1 em contextos de estresse celular.
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Figura 15 - O CoCl, mimetiza a hipéxia e induz STIP1 promovendo sua expressao e translocagdo nuclear
em cardiomiécitos. A-B. Quantificacdo de ROS por fluorescéncia de DHE (intensidade por area) em NRCMs
tratados com 500 uM de CoCl, por 3, 6 e 12 horas. C. CoCl: diminui a frequencia de contragdo em NRCMs a partir
de 6 horas. D. CoCl: diminui a area de encurtamento em NRCMs a partir de 6 horas. E. A expressdo de mRNA de
STIP1 aumenta apés o tratamento com CoCl, em NRCMs por 12 horas. F. Imagens de imunofluorescéncia de
NRCMs apds tratamento com CoCl,. STIP1 em verde e DAPI em azul. G. A marcagdo de STIP1 aumenta em
NRCMs tratados com CoCl; por 6 e 12 horas. H. Observou-se um aumento na translocagao nuclear de STIP1 em
NRCMs apoés 6 e 12 horas de tratamento com CoCl2. Todos os experimentos foram realizados utilizando pelo
menos trés culturas celulares independentes. Em B, G e H: O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
comparag6es multiplas de Dunn, foi usado para determinar as diferencas estatisticas. Em C e D: amostras
representadas em média +- SEM, de forma que ANOVA Two way seguida pelo teste de comparagdes multiplas de
Tukey foi usada para determinar as diferencas estatisticas. Em E: amostras representadas em média +- SD, de
forma que ANOVA Two way seguida pelo teste de comparagbes muiltiplas de Tukey foi usada para determinar as
diferengas estatisticas. **p < 0,01; ***p<0,001; ****p < 0,0001.

4.2.2 CoCl, modula a secregéao de STIP1 em cardiomiocitos

Como ja descrito anteriormente, STIP1 pode ser secretada de astrécitos em respostas
a privagao de oxigénio. Além disso, demonstramos em resultados acima, que NRCMs
possuem a capacidade de secretar STIP1. Dessa forma, investigamos se o CoCl, é capaz de

modular a secrecao de STIP1 em cardiomidcitos. Inicialmente, transfectamos NRCMs com o
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vetor de expressado STIP1-GFP e tratamos as células com CoCl; nos tempos de 3, 6 € 12
horas (Figura 16A-B). A partir do tempo de trés horas identificamos um padrao vesicular de
STIP1 em cardiomiécitos, como indicado pelas setas brancas (Figura 16A), e nos tempos de
6 e 12 horas identificamos uma reducgao global na presenca de STIP1 na célula (Figura 16A-
B). Uma explicagao plausivel € que essa reducao de STIP1-GFP em reposta a hipoxia poderia
estar relacionada a secrecdo. Dessa forma, realizamos experimentos de microscopia TIRF
em cardiomiocitos STIP1-GFP tratados com CoCl, afim de averiguar a presenca de STIP1
em regidbes proximas a membrana plasmatica, com o objetivo de inferir sua secrecéo.
Inicialmente, adquirimos a intensidade de fluorescéncia em reposta a 3 horas de exposig¢ao
ao CoCl, em campo amplo (WF) sem o modo TIRF, onde nao identificamos diferenga (Figura
16C-D). Ao avaliarmos a fluorescéncia em modo TIRF na distédncia de 250nm de profundidade
da membrana plasmatica, identificamos um aumento da presenca de STIP1-GFP em células
tratadas com CoCl, (Figura 16E), bem como maior prevaléncia de um padrao vesicular da
proteina (Figura 16A). Também avaliamos regides mais proximas da membrana plasmatica,
como 150nm (Figura 16F) e 90nm (Figura 16G), em todos os casos identificamos maior

presenca de STIP1-GFP em resposta a hipoxia.
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Figura 16 - STIP1 é secretada em resposta a hipoxia. A—B. Cardiomiécitos neonatais de rato (NRCMs)
foram transfectados com o plasmideo STIP1-GFP. A. Imagens mostram a localizacéo de STIP1-GFP em células
tratadas com CoCI2 por 3, 6 e 12 horas. As setas apontam para STIP1-GFP presente em um padréo vesicular. B.
A fluorescéncia de STIP1-GFP foi quantificada por area em NRCMs individuais. C-G Medidas de microscopia de
Fluorescéncia por Reflexdo Interna Total (TIRF) referente a localizagdo de STIP1 em NRCMs apés 3 horas de
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tratamento com CoCl2. A fluorescéncia de STIP1-GFP foi quantificada por area nas imagens de TIRF. A
fluorescéncia de STIP1 em NRCMs tratados com CoCI2 nao apresenta diferenca em campo amplo (WF, D), mas
aumenta sua intensidade a 250nm (E), 150nm (F) e 90nm (G) préximo da membrana celular em resposta ao CoCI2.
Em B: O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagbes multiplas de Dunn, foi usado para determinar
as diferengas estatisticas. Em D, E, F e G: O teste t de Student foi usado para determinar as diferengas estatisticas.
*p < 0,05; **p < 0,01. Os dados séo representativos de pelo menos 3 experimentos independentes.

Esse fenotipo de migragao de STIP1 para regides préximas a regido da membrana
celular poderia estar relacionado ao seu repérter fluorescente GFP. Dessa forma, repetimos
0s mesmos experimentos citados acima com o vetor de expressao pZsGreen-N1, um
plasmideo que codifica a proteina ZsGreen (uma variante de GFP). Avaliamos a intensidade
de florescéncia de GFP na presenca de diferentes tempos de exposicdo ao CoCl; e nao
identificamos nenhuma diferenca (Figura 17A-B). Além disso, também realizamos a
microscopia TIRF nesses NRCMs transfectados com pZsGreen-N1 e ndo identificamos
nenhuma diferenga na fluorescéncia de GFP em resposta ao CoCl, em nenhuma das regides
préximas a membrana plasmatica (Figura 17C-J). Estes dados corroboram o fendtipo de

secregao de STIP1 por cardiomiécitos em resposta ao CoCl..
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Figura 17 - A localizagdo da GFP né&o é alterada pelo tratamento com CoCI2 em NRCMs. A. Imagens de
amostra de NRCMs transfectadas com um plasmideo pZsGreen-N1 e submetidas a tratamento com CoCI2. (B)
Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia GFP (GFP/Area? média/mm? expressa por pZsGreen-N1 medida
ao longo do tempo (0, 3, 6 e 12 horas) em células tratadas em condicbes de controle (CT) ou expostas ao
tratamento com CoClI2. C. Imagens de amostra de NRCMs transfectadas com GFP e submetidas a fluorescéncia
TIRF de campo amplo. D. Quantificagdo dos dados em campo amplo. E, G e I: Imagens de amostra de NRCMs
transfectadas com GFP e submetidas a microscopia TIRF em profundidades de 250, 150 e 90 nm. F, H e J: Os
gréficos de violino mostram a quantificagdo da intensidade de fluorescéncia da GFP (GFP/Area? média/mm?
expressa por pZsGreen-N1 3 horas apos o tratamento com CoCl2 em diferentes profundidades. Nenhuma
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diferenca significativa (ns) foi observada em diversas comparagbes. Os dados foram obtidos de pelo menos 3
experimentos independentes.

4.2.3 Redugao dos niveis de STIP1 impactam a sobrevivéncia de cardiomiécitos em resposta
a hipoxia

Uma vez que identificamos que o ambiente de hipoxia gerado por CoCl, induz a
expressao e secrecao de STIP1 por cardiomidcitos, é possivel inferir que esses fendtipos sao
relevantes para a adaptagdo ao esse contexto de estresse. Com isso, avaliamos o impacto
da delegao de STIP1 na geracao de EROs e na sobrevivéncia a hipoxia em cardiomiocitos.
Interessantemente, o silenciamento da expressao de STIP1 por siRNA foi capaz de aumentar
os niveis de EROs em NRCMs (Figura 18A-B). Também avaliamos a produg¢do de EROs em
cardiomidcitos neonatais de camundongo (NMCMs) isolados dos animais WT e STIP1*", onde
observamos o mesmo resultado, ou seja, aumento de EROS nos cardiomidcitos de
camundongos STIP1* (Figura 18C-D). Estes dados evidenciam que o fenétipo de aumento
de EROs em contexto de baixa de STIP1 acontece independente do modelo experimental
avaliado. Em seguida, avaliamos como a reducao dos niveis de STIP1 afeta a sobrevivéncia
de cardiomidcitos ao contexto de hipoxia. Para isso, tratamos NRCMs mock e transfectados
com siRNA para STIP1 com CoCl, e averiguamos a morte celular por meio da sonda
Live/Dead. Como esperado, cardiomiécitos mock apresentam aumento na morte celular em
resposta a exposicdao por CoCl,. Evento que foi amplificado nos cardiomidcitos com
diminui¢ao da expressao de STIP1 (Figura 18E-F). Repetimos esse mesmo experimento em
NMCMs WT e STIP1* e identificamos o mesmo resultado (Figura 18G-H), onde a redugdo
de STIP1 agrava a morte celular gerada por CoCl,. Demonstramos assim, mais uma vez, um

fendtipo que se repete em diferentes modelos experimentais de reducao de STIP1.



54

D

<= 80000+ Mock/ CoCl,

fum?

N < 60000-

mea

Pl — 400004

siRNA/ CoCl,
20000+

DHE/ Area

0-

40-

w
o
1

STIP1"/CoCl,

Dead cells (%)
Dead cells (%)
8

-
o
1

o

Figura 18 — A diminuigdo de STIP1 leva a niveis elevados de ROS e aumenta a susceptibilidade de
NRCMSs a morte celular induzida por hipéxia. A. Imagens de amostras de NRCMs transfectadas com siRNA para
STIP1 e células controle (mock) marcadas com sonda DHE. B. Quantificagdo de ROS pela intensidade de
fluorescéncia de DHE em NRCMs transfectadas ou ndo com siRNA para STIP1. C. Imagens de amostras de
cardiomiécitos neonatais de camundongos isolados de camundongos haploinsuficientes para STIP1 (STIP1+/-)
marcados com DHE. D. Quantificagdo de ROS por fluorescéncia de DHE (intensidade por area) em NMCMs WT e
STIP1+/-. E. Imagem de amostra de NRCMs submetidos a marcagdo com sonda Live/Dead. F. Quantificagdo da
viabilidade celular (% de células mortas) em NRCMs transfectados ou ndo com siRNA para STIP1 submetidos ou
néo a tratamento com CoCl2. DMSO foi usado como controle positivo de morte celular. G-H: marcagdo e
quantificagdo de NMCMs em processo de morte celular. Os dados sédo representativos de pelo menos 3
experimentos independentes. Em B e C: O teste t de Student foi usado para determinar as diferengas estatisticas.
Em F e H: o teste ANOVA Two way seguida pelo teste de comparagbes mdultiplas de Tukey foi usada para
determinar as diferengas estatisticas; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001; ****p < 0,0001; ns = nao significativo.

4.2.4 STIP1 é relevante para a responsividade de NRF2 a hipoxia em cardiomiécitos

O motivo do descontrole na produgao de EROs, bem como o agravamento da morte
celular de cardiomiocitos em resposta a hipoxia pode estar relacionado a inibicdo de NRF2,
evidenciada tanto na protedmica, quanto nos dados de imunofluorescéncia do tecido cardiaco
nos animais STIP1*/ISO, apresentados anteriormente. Com o objetivo de validar esses
achados, realizamos uma imunofluorescéncia para NRF2 em NRCMs transfectados com
siRNA para STIP1 tratados com CoCl,. Como esperado, NRF2 tem sua expressao proteica
aumentada em resposta a hipoxia gerada por CoCl, em cardiomiécitos, o que ndo acontece
em células com baixa de STIP1 (Figura 19A-B), repetindo o fenétipo evidenciado através dos
experimentos in vivo. Interessantemente, além do prejuizo na abundancia proteica de NRF2

em contexto de hipoxia, o silenciamento de STIP1 também impediu a translocagdo de NRF2
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para o nucleo em resposta a presenga de CoCl; (Figura 19C). Demonstrando que baixos
niveis de STIP1 em cardiomiécitos impedem a abundancia e a responsividade de NRF2 em

contextos de hipoxia.
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Figura 19 - A STIP1 desempenha um papel crucial na regulagéo da expresséo de NRF2 e na promog¢do
de sua translocacéo nuclear em condigbes de hipoxia. A-B.Quantificacdo por imunofluorescéncia da intensidade
de NRF2 em cardiomibcitos neonatais de rato (NRCMs) controle e deficientes em STIP1 sob tratamento com
CoClI2. A e C. Quantificagdo da fluorescéncia e localizacdo nuclear de NRF2 em células tratadas com CoCl2. As
setas indicam a marcagdo nuclear de NRF2 em NRCMs. Os dados sao representativos de pelo menos 3
experimentos independentes. Os dados sdo apresentados como média + SEM; *p < 0,05; ****p < 0,0001; ns = ndo
significativo.
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5 DISCUSSAO

Nosso estudo demonstra que a STIP1 interage com a PrPc em cardiomidcitos para
formar um eixo regulatério, que impulsiona a traducdo de proteinas durante a hipertrofia
patolégica modulada por hiperatividade adrenérgica. Ao utilizarmos de modelos in vitro, foi
demonstrado que a deficiéncia de STIP1 atenua a resposta hipertréfica adaptativa. De forma
mecanistica, a STIP1 se localiza em vesiculas de reciclagem em cardiomidcitos, facilitando
sua secregao e interagédo extracelular com a PrPC para impulsionar a hipertrofia patolégica.
Além disso, também estabelecemos a STIP1 como uma molécula induzivel em resposta a
hipoxia em cardiomiécitos, assim como importante para o controle de EROs, sobrevivéncia

celular e garantidora da resposta de NRF2 a hipoxia.

Para avaliar como a reducao de STIP1 afeta a hipertrofia de cardiomidcitos, utilizamos
de cardiomidcitos neonatais de rato (NRCMs) transfectados com siRNA para STIP1, que é
capaz de reduzir os niveis da proteina bem como seu RNAm. De forma bem interessante, a
diminuicdo da expressao de STIP1, ndo alterou a area de cardiomiécitos no estado basal,
sugerindo que a reducido de STIP1 é tolerada em condigbes fisioldgicas, embora
potencialmente insuficiente em situacbes de estresse cardiaco. Esse fenétipo também foi
observado in vivo realizados anteriormente em nosso grupo, onde nao identificamos
alteragdes no tamanho de cardiomidcitos dos camundongos STIP1*, assim como n&o ouve
mudanc¢as no tamanho do coragdo nem em aspectos teciduais, quando comparado a animais
WT. O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), é considerado um indutor de
hipertrofia fisiolégica de cardiomiécitos por mediar um aumento de sintese proteica de forma
direta, sem a presenca da ativagédo de genes fetais ou morte celular 47, Ao se ligar a seu
receptor do tipo tirosina quinase, se tem uma ativacao da via AKT/mTOR/mTORC1, que
culmina na ativagdo de elFs e aumento na sintese proteica '" 4", A hipertrofia induzida por
IGF-1 permaneceu intacta em cardiomidcitos deficientes em STIP1, corroborando ainda mais
a ideia de STIP1 se restringir em sua funcao hipertréfica a estimulos de ordem patoldgica.
Estudos futuros devem explorar se a hipertrofia dependente de STIP1 em cardiomidcitos se
estende a outros contextos fisioldgicos relacionados a hipertrofia, como gravidez ou exercicio

fisico.

Cardiomidécitos com baixa de STIP1 falharam em aumentar a area celular e sintese
proteica em resposta ao tratamento com ISO, bem como apresentaram prejuizo na expressao

de elF4E. Aqui é importante mencionar, que a falha na indugdo da sintese proteica nos
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cardiomiocitos com baixa de STIP1, ndo tem relagdo com prejuizo na atividade de receptores
adrenérgicos nem com estresse de reticulo, demonstrando que STIP1 modula a sintese
proteica induzida por ISO através de outro caminho celular. Os dados obtidos em
cardiomiocitos vao de encontro com resultados obtidos em neurénios, onde o tratamento com
STIP1 exdgena induz o aumento de sintese proteica bem como a ativacdo da via
mTOR/mTORC1 34, A hiperestimulagdo B-adrenérgica, inicialmente, leva a massiva ativagao
de receptores B1 e B2 acoplados a proteina Gs, que induzem o aumento citoplasmatico de
AMPc e ativacao da proteina quinase A (PKA), gerando aumento de calcio citoplasmatico e
contratilidade '7: 4" 48, Posteriormente, receptores B2 podem ser fosforilados e se acoplar a
proteina Gi, que leva a ativagdo da via AKT/mTOR/mTORC1, gerando ativagao de elFs e
aumento de sintese proteica ' 4" 48, A ndo hipertrofia de NRCMs com baixa de STIP1 em
resposta ao ISO pode ser explicada por falha na ativagdo do processo de sintese proteica de
novo dependente da via mTORC1, uma vez que esse processo se mostra fundamental para
a hipertrofia de cardiomiécitos '°. E importante salientar que a hipertrofia de cardiomiocitos
induzida por ISO se difere de IGF-1 por ser induzida de forma indireta, apés desordem na

fungdo mitocondrial e ativagéo de proteina Gi em receptores B2 1748,

Interessantemente, o tratamento com STIP1 exdgena é incapaz de induzir aumento
de sintese proteica em neurénios PrP°-Knockout, demonstrando a dependéncia de PrP¢ para
essa fungéo de STIP1 **. Esse dado prévio vai de encontro aos nossos resultados mostrando
a auséncia de hipertrofia em cardiomidcitos transfectados com siRNA para PrP°¢ ou STIP1 em
resposta ao ISO, uma vez que ambas as proteinas podem estar atuando em conjunto para o
acometimento desse processo. O fato de encontrarmos a STIP1 no precipitado de PrP°® em
cardiomidcitos, também favorece essa ideia, de que ocorre agao conjunta de STIP-PrP°¢ em
cardiomidcitos. Por fim, também identificamos a capacidade de cardiomidcitos secretarem
STIP1 ao encontrarmos a mesma co-localizada com vesiculas extracelulares de reciclagem e
em regides proximas a membrana plasmatica. Dessa forma & possivel compreender que a
ligagdo entre STIP1-PrP° se mostra importante para a modulagdo da sintese proteica e
hipertrofia de cardiomiécitos no contexto de hiperatividade adrenérgica. Ainda nao foi possivel
identificar como e por qual mecanismo celular o brago STIP1-PrP°¢ € modulado no contexto
patolégico em cardiomiécitos, mas levando em consideragdo a capacidade da PrP°¢ de
transativar diferentes receptores, € possivel hipotetizar que esse fendmeno também esteja

presente na sinalizagdo STIP1-PrP° *° (Figura 20).



59

Cardiomyocyte

ol ( AN Protein synthesis
ucleu (V and hypertrophy

L\ = IF4-E
" % 4 =
o® MTORC1

Downstream

signaling
Vesicles ?
9 © PrPc () &
%«\?r\ B-AR
[ J Transactivation
? Pathological
stimulus

Figura 20 - Modelo proposto de regulagdo da hipertrofia patolégica em cardiomiécitos pelo eixo STIP1-
PrPc. A proteina STIP1, secretada pelos cardiomiocitos, liga-se a PrPc. Apos estimulagdo com ISO, o eixo STIP1-
PrPc ativa a maquinaria de tradugdo a jusante, incluindo mTORC1 e elF4, promovendo a sintese proteica e o
crescimento hipertréfico. A interrupgdo desse eixo STIP1-PrPc abole a ativagdo da tradugdo e atenua a resposta
hipertréfica. Embora o mecanismo preciso pelo qual o eixo STIP1-PrPc interage com as vias hipertréficas canbnicas
permanega desconhecido, a transativagdo da PrPc surge como uma possibilidade plausivel, que justifica
investigacées adicionais.

A ideia que STIP1 é modulada em resposta a hipoxia ndo € nova, uma vez que ja foi
demonstrado que esse fenbmeno acontece em neurdnios quando o fator de transcricao HIF1a
se liga ao sitio ARE no promotor de STIP1 3'. Aqui demonstramos que a STIP1 também é
modulada em resposta a hipoxia em cardiomidcitos, de forma que estudos futuros
investigando a influéncia de HIF1a nesse processo se mostram necessarios. Além disso,
também identificamos que STIP1 migra para o nucleo de cardiomiécitos em resposta a
hipoxia. A localizagao nuclear de STIP1 acontece em contexto de estresse celular e ja foi
sugerida sua fungao na resposta ao dano gendémico . Experimentos futuros devem investigar
qual a relevancia da fungdo nuclear de STIP1 em cardiomidcitos, bem como se essa
translocagdo é resultado direto do estresse oxidativo ou mediada de forma indireta por
mecanismos de dano ao DNA/morte celular.

Também identificamos que a STIP1-GFP possui um decaimento de sua marcagéo em
resposta a hipoxia gerada pelo CoCl,. E importante salientar que nestes experimentos a
expressao de STIP1-GFP n&o é modulada por seu promotor candnico, em vez disso, o vetor

utilizado contém um promotor de citomegalovirus (CMV), evidenciando que essa diminuigao
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de STIP1-GFP nao se da por uma inibicao na expressdo, mas sim por algum efeito pos
transcricional. Dentre esses efeitos, temos a possibilidade de degradagdo de seu RNAm, da
proteina e/ou da secrecdo, sendo os dois primeiros menos provaveis, uma vez que
observamos que o CoCl; induz o aumento do RNAm e da proteina STIP1 por gPCR e
imunofluorescéncia respectivamente. Outro fator que corrobora a ideia de que a STIP1 ¢é
secretada por cardiomiocitos em resposta a hipoxia se da pelos experimentos com
microscopia TIRF, onde observamos que o CoCl, modula a translocagcdo de STIP1 para
regides proximas da membrana plasmatica, bem como maior presengca de um padrdo
vesicular da proteina. Quando realizamos os mesmos experimentos de microscopia com
cardiomidcitos transfectados com pZsGreen-N1, nao identificamos nenhuma diferencga
estatistica na intensidade e fluorescéncia em nenhum dos pardmetros avaliados, o que
fortalece ainda mais o fenoétipo de secrecao de STIP1. Beraldo e colaboradores demonstraram
que STIP1 é secretada de astrécitos e fibroblastos no sistema nervoso central em resposta a
privagdo de oxigénio, apresentando menor quantidade de STIP1 intracelular quando
comparada a abundancia no meio de cultura ?°. Dessa forma, demonstramos que STIP1
possui, potencialmente, um papel extracelular na hipoxia em cardiomiécitos de forma similar

ao que acontece no sistema nervoso central.

Nés encontramos um aumento de EROs em cardiomidcitos com baixa de STIP1 em
dois modelos experimentais distintos, o que fortalece a reprodutibilidade desse fenétipo. E
possivel hipotetizar que a razdo desse fenoétipo se da pela relagcéo intima que STIP1 possui
com a atividade da proteina antioxidante SOD *°. Neste sentido, quando utilizado um vetor de
superexpressao de STIP1 em células H9c2 (um tipo de célula cardiaca imortalizada), foi
encontrado uma maior ativagdo de SOD °°. Além disso, também demonstramos, que
independente do modelo utilizado, a redugédo de STIP1 agrava a morte celular de
cardiomiocitos em resposta a hipoxia. Esses dados vao de encontro a experimentos com
neurdnios em contexto de privagao de oxigénio, onde a baixa expressao de STIP1 agrava a
morte celular e o tratamento com STIP1 exdgena atenua o fenétipo de forma dependente da
presencga de PrP°¢ e do receptor nicotinico a7 %3, Com isso, se faz relevante experimentos
futuros avaliando a influéncia de PrP° e do receptor a7 na resposta protetora a hipoxia da

STIP1 em cardiomidcitos.

Nos apresentamos nesse estudo, pela primeira vez, uma relagao intima entre STIP1 e
a atuacdo de NRF2 na hipoxia em cardiomiocitos, sendo demonstrado por experimento

protedmico, in vivo e in vitro uma inibicado de NRF2 em contexto de estresse oxidativo e baixa
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de STIP1. Analisando os caminhos celulares em que NRF2 é ativado em resposta a hipoxia
podemos hipotetizar que STIP1 poderia atuar de duas maneiras nesse processo. Uma delas
seria por sua funcado extracelular em conjunto com PrP° uma vez que demonstramos a
capacidade de cardiomiécitos de secretar STIP1 em resposta a hipoxia. Como ja citado, STIP1
interage com PrP° em neurdnios, o que leva a uma fosforilagdo de AKT 4. Essa ativagéo de
AKT conduz a uma cascata celular que culmina na fosforilagdo de GSK3pB, que por sua vez
impede a degradagdo de NRF2 e induz seu acumulo citoplasmatico (Figura 3) 2. A baixa de
STIP1 em contexto de hipoxia geraria menos STIP1 sendo secretada, logo menor interagao
com a PrP°¢ e menor ativacio da sinalizagao de AKT no contexto de hipoxia. Além da atuagao
extracelular de STIP1, essa proteina também possui um papel co-chaperona, auxiliando a
HSP90 em suas fungbes. Recentemente foi demostrado que HSP90 se liga a ao complexo
Keap1-NRF2, sendo esse processo importante para estabilidade de NRF2 ', evidenciando
um outro caminho celular pelo qual STIP1 poderia influenciar as fungcdes de NRF2 na hipoxia.
Utilizando-se de leveduras como modelo experimental, se observou que a superexpressao de
NRF2 bem como de sua subunidade Nhe2 prejudica o crescimento de colonias °'. Esse
prejuizo em leveduras se deve a subunidade Neh2, que é considerada um dominio
intrinsicamente desordenado que pode favorecer seu dobramento errado e indugdo de
citotoxicidade por quebra da proteostase *'. Vy Ngo e colaboradores demostraram nesse
estudo que a ligagéo entre HSP90 e NRF2 impede a citotoxicidade da proteina em leveduras,
sugerindo que esse processo € importante para a estabilidade de NRF2 ®'. Além disso, foi
identificado que a delecdo de STIP1 em leveduras agrava a citotoxicidade de NRF2,
evidenciando a participacdo de STIP1 na estabilidade de NRF2 ®'. Uma vez que observamos
um prejuizo na responsividade de NRF2 a hipoxia em cardiomidcitos com baixa de STIP1, é
possivel hipotetizar que STIP1 em conjunto a HSP90 atuam para estabilizar NRF2 nesse
contexto gerando um complexo proteico entre STIP1/HSP90/NRF2/Keap1, garantindo sua
responsividade e papel protetor a hipoxia cardiaca. Experimentos futuros de
imunoprecipitagcdo de NRF2 afim de averiguar a ligagao entre STIP1 e HSP90, bem como a
influéncia da sinalizagéo celular modulada por STIP1-PrP¢ na ativagdo de NRF2, se mostram
relevantes para entender a dependéncia de STIP1 na responsividade a hipoxia de NRF2.
Futuramente também é valido averiguar a influéncia de NRF2 na cardioprotecdo mediada por
STIP1 em contexto de estresse oxidativo, onde experimentos de superexpressido ou
modulagdo de NRF2 em contextos de baixa expressao de STIP1 se mostram relevantes para

esse entendimento. Esse conjunto de dados apresentaria potencial para estabelecer a STIP1
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como um alvo terapéutico para assegurar as fungbes antioxidantes de NRF2 em contexto de

isquémica e reperfusao cardiaca.
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6. CONCLUSAO

Com o presente estudo, estabelecemos a STIP1 como uma molécula relevante para
a adaptacao ao estresse patolégico cardiaco, tanto em resposta a hipoxia quanto na
hiperatividade adrenérgica. Demonstramos o papel crucial da sinalizagdo STIP1-PrP°® na
hipertrofia de cardiomidcitos em resposta ao ISO bem como sua influéncia na modulagao e
ativagao do processo de sintese proteica de novo. Também validamos a STIP1 como uma
molécula que responde a hipoxia, bem como um alvo relevante no controle de EROs, na
resiliéncia a morte de cardiomiocitos em resposta a hipoxia e na preservagao da ativacio de
NRF2 nesse contexto. Nossos dados apontam o papel promissor da STIP1 como um alvo

terapéutico em contextos de doenca cardiaca hipertréfica e isquémica.
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