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RESUMO

Estudos anteriores demonstraram que o 17f-estradiol (E2) previne a hipertrofia cardiaca em
fémeas. Estas acOes cardioprotetoras exercidas pelo E2 tém sido principalmente relacionadas
com a atividade dos receptores de estrogeno do tipo alfa (ERa) ¢ beta (ERp). Desde 2005, 0 G
protein-coupled estrogen receptor 1 (GPER1), o receptor de membrana do E2, tem sido
estudado e identificado como mediador de diversas acdes estrogénicas do E2 em modelos in
vivo e in vitro. No entanto, 0s mecanismos através dos quais 0 GPER1 exerce suas a¢les
estrogénicas em cardiomidcitos ainda sdo pouco conhecidos. Neste trabalho, nos investigamos
a participacdo do GPER1 nas agles anti-hipertroficas exercidas pelo E2 em um modelo de
inducdo de hipertrofia do cardiomidcito induzida pela endotelina-1 (ET-1). Para a realizacéo
deste estudo, utilizamos a metodologia do cultivo de cardiomidcitos de ratas neonatos fémeas
com 1-3 dias de vida. Os cardiomiécitos foram isolados e tratados com ET-1 (100 nmol/L)
durante 48 h na presenca ou auséncia de E2 (10 nmol/L), antagonistas do GPER1 (G15 ou
G36) ou agonista do GPER1 (G1) (10 nmol/L). Ao final do protocolo de tratamento, as
células foram utilizadas para andlise da frequéncia de contracdo, amplitude de mobilidade da
membrana, Western blot, RT-PCR e imunofluorescéncia. O tratamento com ET-1 foi capaz de
produzir um aumento significativo na area de superficie dos cardiomidcitos e esta resposta foi
associada com o aumento dos niveis de expressdo de mRNA para peptideo natriurético atrial
(ANP) e peptideo natriurético do tipo B (BNP). O tratamento com o E2 a 10 nM preveniu o
desenvolvimento de hipertrofia dos cardiomidcitos tratados com ET-1 e ainda, uma reducéo
na expressdo do ANP e BNP. Esses efeitos mediados pelo E2, foram blogueados com o pré
tratamento das células com o antagonista do GPER1 (G15). Efeito similar ao E2 na atividade
anti-hipertrofica foi observada, quando os cardiomidcitos foram pré tratados com G1, o
agonista do GPER1. Notavelmente, as analises dos dados apontaram para a participacdo do
GPER1 na atividade anti-hipertréfica exercida pelo E2. Esse efeito foi comprovado com a
técnica de silenciamento do GPERL1 (siRNA), que mostrou um bloqueio parcial da atividade
anti-hipertrofica do E2 quando o GPER1 foi silenciado em 65%. O tratamento dos
cardiomidcitos com E2 foi capaz de reverter a reducdo da frequéncia de contracdo induzida
pela ET-1, um efeito que foi independente do GPER1. Apesar disso, 0 GPERL1 participou na
reducdo da amplitude de contracdo da membrana induzida pelo E2. A ET-1 levou a um
aumento na translocacdo nuclear da G protein-coupled receptor kinase 5 (GRKS5), uma
quinase relacionada a ativacdo de genes hipertréficos. O pré tratamento com E2 O E2 foi
capaz de prevenir esse aumento na translocagdo da GRK5, um efeito independente do
GPERL. O tratamento com ET-1 resultou no aumento da fosforilagdo da Extracellular signal-
regulated protein kinases 1 and 2 (ERK 1/2), um efeito que foi revertido pelo tratamento com
E2 ou G1 e que foi abolido quando as células foram tratadas com G15. Da mesma forma, o
pré tratamento com E2 reverteu a diminuicdo nos niveis de Akt fosforilada e da sua proteina
ativadora a Phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1), induzida por ET-1, e esse efeito foi
mediado pelo GPER1. Em conclusdo, o GPER1 desempenha um papel importante na
atividade anti-hipertrofica do E2 em cardiomidcitos, prevenindo a ativacdo de vias
hipertréficas e estimulando vias de sobrevivéncia celular. Os dados sugerem que o GPER1
pode ser considerado como estratégia para a compreensdo das acles cardioprotetoras ndo
gendmicas do E2 na condicdo de hipertrofia do cardiomidcito.

Palavras-chave: GPER1; Estradiol; Hipertrofia; Cardiomidcito.
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ABSTRACT

Previous studies have shown that 17p-estradiol (E2) prevents cardiac hypertrophy in females.
These cardioprotective actions exerted by E2 have been mainly related to activity of estrogen
receptor alpha (ERa) and beta (ERp). Since 2005, the G protein-coupled estrogen receptor 1
(GPER1), an E2 membrane receptor, has been studied and identified as a mediator of many
estrogenic actions of E2 in vivo and in vitro models. However, the mechanisms by which the
GPERL1 exerts its estrogenic actions in cardiomyocytes are still poorly known. In this work,
we investigated the participation of GPER1 on anti-hypertrophic actions performed by E2 in
cardiomyocyte hypertrophy endothelin-1(ET-1)-induced. To perform this study, we used
cardiomyocytes culture methodology of neonate female rats with 1-3 days life.
Cardiomyocytes were isolated and treated with ET-1 (100 nmol/L) for 48 h in the presence or
absence of E2 (10 nmol/L), GPER1 antagonists (G15 or G36) or agonist GPER1 (G1) (10
nmol/L). At the end of treatment protocol, the cells were used to analyze the frequency of
contraction, mobility range of membrane, Western blot, RT-PCR and immunofluorescence.
The treatment with ET-1 was able to produce a significant increase in surface area of
cardiomyocytes and this response was associated with increased mRNA expression levels of
atrial natriuretic peptide (ANP) and brain natriuretic peptide (BNP). Treatment with 10 nM
E2 prevented the development of cardiomyocytes hypertrophy of cells treated with ET-1 and
also a reduction in the expression of ANP and BNP. These effects mediated by E2 were
blocked with pretreatment of the cells with the antagonist GPER1 (G15). A similar effect of
E2 in the anti-hypertrophic activity was observed when the cardiomyocytes were pretreated
with G1, the GPER1 agonist. Notably, the analyzes of the data pointed to the participation of
GPERL1 in anti-hypertrophic activity exerted by E2. This effect was proven by the silencing
technique GPER1 (siRNA), which showed a partial blockage of the anti-hypertrophic activity
of E2 when GPER1 was silenced by 65%. Treatment of cardiomyocytes with E2 was able to
reverse the reduction in the contraction frequency induced by ET-1, an effect that was
independent of GPER1. Nevertheless, GPER1 participated in reducing membrane amplitude
of contractions E2-induced. ET-1 led to an increase in the nuclear translocation of G protein-
coupled receptor kinase 5 (GRKS), a kinase related to activation of hypertrophic genes. The
pre-treatment with E2 was able to prevent the increase in GRKS5 translocation, an independent
effect of GPER1. The ET-1 treatment resulted in increased phosphorylation of Extracellular
signal-regulated protein kinases 1 and 2 (ERK 1/2), an effect reversed by treatment with E2
and G1 and abolished when cells were treated with G15. Likewise, pretreatment with E2
reversed the decreased levels of phosphorylated Akt and its activating protein
Phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) induced by ET-1, and this effect was mediated
by GPERL. In conclusion, the GPERL1 plays an important role in the anti-hypertrophic activity
of E2 in cardiomyocytes, preventing activation of hypertrophic pathways and stimulating cell
survival pathways. The data suggest that GPER1 can be considered as a strategy for
understanding non-genomic cardioprotective actions of E2 in a cardiomyocyte hypertrophy
condition.

Key words: GPER1,; Estradiol; Hypertrophy; Cardiomyocyte.
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1 REVISAO DA LITERATURA

Ha mais de uma década, as doencas cardiovasculares permanecem na lideranca entre
as dez principais causas de morte no mundo (WHO, 2014). Uma parcela importante dos
pacientes com doencas cardiovasculares convive com fatores de risco como sobrepeso e
niveis elevados de pressdo arterial por um periodo longo de suas vidas (WHO, 2009). Estes
fatores levam ao processo de remodelamento cardiaco, que se manifesta principalmente pelo
aumento da massa ventricular. Esta condi¢do clinica, denominada hipertrofia cardiaca,
desencadeia adaptacGes morfofuncionais no miocéardio que, ao longo de anos, resultam em

situacdes patoldgicas como a insuficiéncia cardiaca (SHIMIZU; MINAMINO, 2016).

Em uma abordagem mais especifica, considerando os mecanismos ativados no
cardiomidcito para o aumento de sua &rea, torna-se importante o estudo de vias que possam
modular este processo. Apesar desse campo de pesquisa ser vasto, trabalhos recentes mostram

novas vias de sinalizacdo envolvidas na hipertrofia do cardiomidcito.

Os hormoénios sexuais femininos, principalmente o 17f-estradiol (E2) apresentam
efeitos cardioprotetores (ALLEN; EVANS; SUTTON, 2016). A descoberta de receptores de
E2 ndo considerados em estudos anteriores abre novas perspectivas de estudo. O G protein-
coupled estrogen receptor 1 (GPER1) é um receptor de membrana ativado pelo E2 e
considerado atualmente como importante mediador de seus efeitos (MENAZZA; MURPHY,
2016; PROSSNITZ; BARTON, 2009). Para compreender o envolvimento desta via na
hipertrofia do cardiomidcito, torna-se necessario contextualizar e relacionar o eixo E2-GPER1
com 0s mecanismos que levam a hipertrofia cardiaca, considerando suas a¢fes no sistema

cardiovascular.

1.1 HIPERTROFIA CARDIACA PATOLOGICA COMO CONDICAO PREVIA PARA
AS DOENCAS CARDIOVASCULARES

A hipertrofia do miocéardio é definida como um aumento na massa ventricular que na

pratica clinica e em estudos com animais é mensurado pela espessura septal e parede posterior



do ventriculo esquerdo no final da diastole (HEINZEL et al., 2015). A hipertrofia cardiaca
também se desenvolve no coracdo de atletas, no entanto, nesses casos ndo ha prejuizo da
fungdo ventricular e ndo esta associada ao aumento de fibrose (CASELLI et al., 2015;
COLAN et al., 1985).

A transicdo da hipertrofia fisiologica para a patologica tem sido alvo das pesquisas
mais recentes. J& foi demonstrado que na hipertrofia fisiologica ocorre aumento dos niveis do
hormonio do crescimento e do Insulin-like growth factor type 1 (IGF-1) (KOZIRIS et al.,
1999) promovendo o crescimento do cardiomidcito, mas, também, sua sobrevivéncia através
da ativacdo da via phosphoinositide 3-kinase (PI3K) (PRETORIUS et al., 2008).

A hipertrofia cardiaca patolégica é considerada no campo clinico como um fator de
risco independente para as doencas cardiovasculares (HAIDER et al., 1998). Seu
desenvolvimento leva, além do aumento no tamanho dos cardiomidcitos, também a ativacdo
local do processo de fibrose e regulacdo de células do sistema imunoldgico (FRIELER;
MORTENSEN, 2015; HEYMANS et al., 2013). Em conjunto, o aumento na deposicao de
matriz extracelular e na ativacdo de fatores de crescimento culminam com o aumento da
massa ventricular, mais comumente do ventriculo esquerdo, e altera¢cdes na funcdo cardiaca.
Dentre as doencas cardiovasculares associadas com a hipertrofia cardiaca destacam-se a
insuficiéncia cardiaca, as arritmias e a morte subita (ARO et al., 2016; VOISIN; PROBSTL;
NOURSHARGH, 2010).

O aumento da massa ventricular associada ou ndo a reducdo da fracdo de ejecéo piora
significativamente o prognostico. Existe assim, forte associacdo entre o numero de pacientes
com disfuncédo cardiaca secundéaria ao remodelamento patoldgico e a presenca de hipertrofia
cardiaca nestes. Existem trés categorias de classificacdo para a hipertrofia ventricular
esquerda: remodelamento concéntrico (aumento da massa do miocardio e espessura da parede
ventricular normal), hipertrofia concéntrica (espessura da parede ventricular aumentada com
didametro interno da camara ventricular normal) e hipertrofia excéntrica (espessura da parede
ventricular aumentada com aumento do didmetro interno da camara ventricular) (LANG et al.,
2005).



Estudos experimentais e clinicos tém estabelecido diferencas no padrdo da hipertrofia
ventricular esquerda em relacéo ao género (LEINWAND, 2003). Em condicdes de sobrecarga
pressorica (como na hipertensdo ou estenose aortica), foi observado que homens exibem
dilatagdo ventricular esquerda ou hipertrofia excéntrica. J& os coragdes de mulheres tendem a
manter o tamanho de suas camaras normais, mas apresentaram aumento na espessura da
parede consistente com hipertrofia concéntrica (HAYWARD; KELLY; COLLINS, 2000;
KRUMHOLZ; LARSON; LEVY, 1993). O Framingham Heart Study demonstrou que,
independente do padrdo de hipertrofia desenvolvido, 0 aumento da massa ventricular foi
considerado fator de risco para as doencas cardiovasculares (HAIDER et al., 1998; LEVY,
1991).

Em modelos animais, estudos que usaram como estratégia a interferéncia na cascata de
sinalizacdo da via hipertrofica resultaram em melhora da fungdo ventricular esquerda e da
sobrevivéncia (ESPOSITO et al., 2002; HILL et al., 2000). A perda ou alteragéo da funcgéo
contratil em cardiomidcitos contribui para a relacdo causa-efeito entre a hipertrofia cardiaca e
a insuficiéncia cardiaca sintomaética. Este fendtipo, associado com a fibrose e menor
complacéncia cardiaca, tém sido considerado como responsavel pela menor competéncia

cronotrépica (LAM et al., 2010) na hipertrofia cardiaca.

Assim, fica claro que pesquisas envolvendo a condicdo hipertrofica do miocéardio
(modelos in vivo) ou do cardiomidcito (in vitro) contribuem para a compreensdo dos
mecanismos etiologicos e patoldgicos da hipertrofia enquanto condicdo prévia para as

doencas cardiovasculares.

1.2 VIAS DE SINALIZACAO ENVOLVIDAS NA HIPERTROFIA CARDIACA

A hipertensdo arterial, enquanto condicdo de sobrecarga pressorica para 0 miocéardio,
estd entre os principais estimulos para a hipertrofia cardiaca e sua incidéncia é alta em
pacientes com insuficiéncia cardiaca sintomatica. O citoesqueleto intracelular funciona como
0 ambiente mecénico que favorece a transducdo de sinais extracelulares mediado pela
integrinas. Essas integrinas, localizadas na membrana celular conectam-se a filamentos de

actina através de proteinas intermediarias como a vinculina, talina e a-actinina em sitios na



membrana celular chamados de complexo de adeséo focal. Com a deformacdo da membrana
celular, consequente ao estimulo mecanico (hipertensdo arterial), a agregacao das integrinas
leva a um aumento na fosforilagdo em residuos tirosina de enzimas (tais como a Src e Fak) e a
ativacdo de vias ativadoras de proteinas celulares responsaveis pela sinalizacdo na malha de
actina (KORNBERG et al., 1992). Esses sitios podem ser responsaveis pela transducéo de

forcas e iniciar a ativacdo de mecanismos intracelulares responsaveis pela hipertrofia celular.

Além da via de mecanotransducdo para a ativacao da hipertrofia, fatores circulantes
tais como endotelina-1 (ET-1) (LI et al., 2016a, 2016b) e angiotensina-11 (Ang-11) (GOMES et
al., 2010) s&o capazes de estimular a hipertrofia de cardiomidcitos. A familia das endotelinas,
¢ constituida por peptideos vasoativos e a ET-1 se destaca pela capacidade de promover
hipertrofia de midcitos cardiacos atraves de sua ligacao a receptores de ET-1 do tipo A (ETa)
(BUPHA-INTR; HAIZLIP; JANSSEN, 2012; SHUBEITA et al.,, 1990). O aumento dos
niveis de ET-1 durante condi¢des de sobrecarga pressérica levou a uma série de estudos

relacionando seus efeitos com a hipertrofia cardiaca descompensada.

Dentre os principais efeitos celulares da ET-1 estdo aumento da &rea celular dos
cardiomidcitos, miofibrinogénese, aumento na reexpressdo de genes fetais como peptideo
natriurético atrial (ANP) / peptideo natriurético do tipo B (BNP), B-myosin heavy chain (B-
MHC) e a-actina, dentre outros (SUGDEN, 2002).

As acbBes da ET-1 ocorrem principalmente através da via diacilglicerol-proteina
quinase C (PKC) e a cascata de sinalizacdo via 3 mitogen-activated protein kinase (MAPK).
A ativacdo da via MAPK pela ET-1 promove aumento significante na expressao da cascata
extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) mas, também, nas cascatas c-Jun N-
terminal kinase (JNK) e p38-MAPK. Os eventos necessarios para ativacdo da ERK1/2 se
iniciam quando uma MAPK kinase kinase (MKKK) fosforila e ativa a MAPK kinase (MKK),
gue na sequéncia fosforila e ativaa MAPK (BOGOYEVITCH et al., 1994, BOGOYEVITCH,;
MARSHALL; SUGDEN, 1995; SUGDEN; CLERK, 2005). Assim, a MAPK, tal como a
ERK1/2 pode entdo fosforilar e ativar outras proteinas e fatores de transcricdo responsaveis
pela indugéo da hipertrofia no cardiomiocito.



O receptor ETa tem papel fundamental na ativacdo da cascata descrita acima. Sua
principal acdo comeca quando o receptor ETa, um receptor heterotrimérico acoplado a
proteina G via proteina Gy ativa a fosfolipase C na membrana plasmatica (CLERK et al.,
1994; NISHIZUKA, 1995). A fosfolipase C catalisa a hidrdlise do fosfolipide de membrana
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;), gerando o inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3), que € liberado
para o citoplasma, e o diacilglicerol (DAG), que permanece associado a membrana
plasmatica. Este ultimo, é capaz de realizar o controle do transiente de calcio em
cardiomidcitos e ainda mais importante, ativar proteinas como Ras, responsavel pela ativacdo
de ERK1/2 e consequente ativacdo transcricional de genes promotores da hipertrofia no

cardiomiocito.

Quinases de receptores acoplados a proteina G (GRKSs) sdo importantes reguladores
das funcdes dos GPRC (Receptores Acoplados a Proteina G), mediando a dessensibilizacéo,
internalizacdo e sinalizacdo dos receptores através da fosforilacdo agonista-dependente dos
mesmos. A familia das GRKs tem até agora sete membros identificados, sendo GRK2 e
GRKS5 as mais abundantes no corac¢do. Kim e colaboradores (2005) mostraram que a inibicao
de GRKS5 e 6 levava a inibicdo da ativacdo da ERK1/2, evidenciando o papel dessas quinases
na ativacdo de vias hipertroficas (KIM et al., 2005). Existem trés isoformas das GRK com
funcbes diferentes na célula. Enquanto as isoformas GRK5 ligam-se a fosfolipideos e
induzem translocacdo membranar, GRK 2 e 3 sdo essencialmente citoplasmaticas
(BELMONTE; BLAXALL, 2011). Essa familia de quinases € uma evidéncia de que outras
vias de sinalizagdo se integram as vias hipertroficas classicas, como da ERK1/2, para

potencializar e/ou controlar o metabolismo celular.

Outras vias de sinalizacdo no cardiomiocito sdo também ativadas com o estimulo
hipertrofico. A propria ET-1 pode levar a ativacdo da via fosfatidil-inositol 3-quinase (P13K)/
/proteina quinase B (PKB ou Akt); no entanto, a ativacdo dessa via depende da ligagéo da ET-
1 ao receptor ETg (SUGDEN, 2003). Esta via tem sido relacionada com a producao de 6xido
nitrico (NO), mas pouco se pode afirmar acerca de um possivel efeito protetor da ET-1, visto

que suas acdes via ETa sdo mais pronunciadas no cardiomidcito.



Tradicionalmente, a via PKB/AKkt é ativada por agentes que contrabalangam as acfes
da ET-1. A via para ativacdo da Akt se inicia por fatores de crescimento ou receptores
acoplados a proteina G na membrana celular. A ativacdo destes leva a conversdao do
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato a inositol 3,4,5-trifosfato, que recruta a proteina Akt do citosol
para a membrana plasmatica. A partir daia Akt sera fosforilada no sitio Thr308 pela proteina
quinase dependente de fosfoinositol (phosphoinositide-dependent kinase ou PDK1), tornando-
se ativa. Outro sitio da Akt, Ser473, pode também ser fosforilado para completa ativacdo da
proteina (AOYAGI; MATSUI, 2011; SAGARA et al., 2012). As vias cardioprotetoras,
destacando-se a PKB/Akt, contribuem para impedir o remodelamento cardiaco patologico,
pois regulam a deposicdo de matriz extracelular, arranjo miofibrilar, ativacdo de inflamacéo
(GURUSAMY et al., 2009) e sobrevivéncia (YANG et al., 2013) do cardiomiécito. A
discussdo sobre as vias que controlam a hipertrofia patolégica do cardiomidcito consideram
que transicdo para o estado descompensado da hipertrofia pode envolver um balanco entre a
sinalizacdo hipertréfica, a exemplo a via ERK1/2, e a cardioprotetora como representada pela
PKB/AKt.

1.3 ESTRADIOL E SUAS ACOES NA HIPERTROFIA CARDIACA

Os hormdnios sexuais femininos tém diversos efeitos no organismo. No sistema
cardiovascular, o E2 se destaca por suas agdes protetoras. No miocardio, o E2 é capaz de
impedir o remodelamento cardiaco patoldgico (PEDRAM et al., 2008, 2010, 2013) e alguns
trabalhos relacionam seus efeitos com as acGes dos peptideos natriuréticos (ANP e BNP)
(ABDULLAH et al., 2005; REDFIELD et al., 2002; WANG et al., 2002).

Apesar de alguns estudos sugerirem que os hormdnios esteroides tém influéncia sobre
0 sistema de peptideos natriuréticos, essa relacdo tem sido pouco investigada.
Especificamente, existem poucos estudos sobre os efeitos do estrégeno na transcri¢do génica e
liberacdo de ANP e BNP.

Mulheres saudaveis apresentaram maiores niveis plasmaticos de BNP que homens

saudaveis (REDFIELD et al., 2002). Somando-se a este, dois outros trabalhos também



demonstraram que as concentracfes circulantes do BNP e NT-proBNP sdo maiores em
mulheres do que em homens (ABDULLAH et al., 2005; VASAN et al., 2002).

Para avaliar a influéncia do estado hormonal sobre os niveis de peptideos natriuréticos,
Maffei e colaboradores (2001) mensuraram o0s niveis plasméaticos de ANP e BNP em
mulheres na p6s-menopausa antes e apds a terapia de reposicdo hormonal. O grupo de
mulheres tratadas recebeu o estradiol transdérmico combinado com diidrogesterona oral.
Como esperado, os niveis de estradiol aumentaram significativamente e o0s niveis de
gonadotropinas diminuiram como um efeito da terapia de reposi¢cdo hormonal. Os niveis de
ANP e BNP aumentaram significativamente depois da terapia (34,1% e 57,1%
respectivamente). Entretanto, os niveis do BNP aumentaram em um maior nimero de
mulheres depois da reposi¢do hormonal (21 de 22 mulheres; 95,5%) comparado com o ANP
(14 de 22 mulheres; 63,6%). Este mesmo autor sugere, portanto, que o tecido miocardico
ventricular seja mais afetado pela terapéutica hormonal que os cardiomidcitos atriais
(MAFFEI et al., 2001). Um outro trabalho demonstrou ainda que os niveis do NT-proBNP
foram maiores em mulheres na pré menopausa recebendo contraceptivos orais e em mulheres
na p6s menopausa recebendo terapia de reposicdo hormonal quando comparadas com as que
ndo faziam uso de contraceptivo ou terapia estrogénica (LAM et al., 2011). Estudo de nosso
laboratério demonstrou que o tratamento com E2 reduz a pressdo arterial de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) e essa reducdo foi associada ao aumento da producao

atrial e da concentracéo plasmatica de ANP (BELO et al., 2004).

Como discutido anteriormente, existem diferencas no padrédo da hipertrofia ventricular
esquerda em relacdo ao género (LEINWAND, 2003). O coracdo de homens exibiu dilatagdo
ventricular esquerda ou hipertrofia excéntrica em resposta a sobrecarga pressorica
(hipertensdo ou estenose aortica). Ja os coracbes de mulheres tenderam a manter o tamanho de
suas camaras normais, mas apresentaram um aumento na espessura da parede consistente com
hipertrofia concéntrica (KRUMHOLZ; LARSON; LEVY, 1993). Outros, demonstraram que a
reposicdo fisiologica com E2 em camundongos fémeas foi capaz de limitar a espessura da
parede ventricular esquerda induzida por sobrecarga pressérica (LI; JUBAIR; JANICKI,
2015; PEDRAM et al., 2013).



As acdes cardiovasculares do E2 tem sido mais comumente relacionadas aos seus
receptores do tipo alfa (ERa) e beta (ERB) (ARNAL et al., 2012; KATZENELLENBOGEN;
KORACH, 1997; PETTERSSON; GUSTAFSSON, 2001). Os receptores de estrogeno estdo
presentes em muitos tecidos alvo e amplamente expressos no miocérdio. A acdo do E2 através
destes receptores, pode alterar o balanco de genes responsaveis pela expressdo de proteinas,
estimular a sintese de fatores de crescimento e também pode interagir com vias de transducao
de sinal. O estradiol ainda produz outros efeitos cardioprotetores como a diminuigdo
plasmaética da lipoproteina de baixa densidade (TERAUCHI et al., 2012).

Os receptores classicos do E2 (ERa e ERP) produzem principalmente acdes
genbmicas, mas, também, acdes ndo gendmicas no citoplasma. As acdes genémicas requerem
a ativacdo dos receptores pelo ligante E2 e sua dissociacdo do complexo inibitorio, para
formarem dimeros que irdo, no nucleo, modificar a expressao de genes alvo através da sua

ligagdo com regides promotoras.
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Figura 1. Mecanismos de acdo do E2 iniciados por diferentes vias de sinalizacdo dos
receptores. E2: estradiol, R: receptores (receptors), ERH: elementos de resposta hormonal no

DNA (DNA response elements), AP-1: proteina ativadora 1, Jun e Fos: fatores de transcrigao.

Como mostrado na figura 1, podem ser iniciadas diferentes vias apos a ativacdo dos

ER. A via classica ¢ ativada quando o E2 se liga aos receptores nucleares (ERa e ERp),



fazendo com que eles se dimerizem e se liguem a regibes responsivas ao E2 alterando a
expressao de genes. Na via independente de ligante, o complexo E2-receptor classico altera a
transcricdo de genes de forma independente das regides responsivas ao estrogeno, através de
sua interacdo com elementos de resposta alternativos tais como AP-1 e fatores de transcrigéo
com Jun e Fos. A via ndo gendmica, representa a sinalizacdo na qual o E2 ativa sitios de
ligacdo associados a membrana levando a uma rapida sinalizacdo tecidual (HALL; COUSE;
KORACH, 2001; NILSSON et al., 2001). Este mecanismo pode ser exemplificado pelo
receptor GPER1, que pode ser encontrado na membrana citoplasmatica e, uma vez ativado,

desencadear acGes rapidas no espaco intracelular.

O ERp tem sido considerado como o mais importante na ac¢do anti-hipertréfica do E2
no coracdo. Em um estudo de Pedram e colaboradores (2008), o tratamento com E2 inibiu a
hipertrofia cardiaca induzida pela Ang Il. Esse efeito do estradiol parece ter sido mediado
pelo ERB, uma vez que o estradiol teve pouco efeito em camundongos knockout para ER[}
(PEDRAM et al., 2008). Outro trabalho ainda sugeriu, que o estrégeno atenua a hipertrofia de
cardiomidcitos por um receptor de estrogeno que provavelmente é dependente de uma via que
aumenta a degradacéo da calcineurina (DONALDSON et al., 2009). Os autores discutem que
o alvo da calcineurina seria o0 nuclear factor of activated T-cell (NFAT), uma familia de
fatores capazes de ativar no nucleo celular, a transcricdo de genes do programa hipertrofico.
Nesse mesmo estudo, camundongos fémeas ovariectomizadas foram tratadas com placebo ou
estradiol e em seguida foi realizada constricdo adrtica transversa para induzir sobrecarga
pressorica. A reposicdo com estradiol limitou a hipertrofia ventricular esquerda induzida pela

constricdo aortica.

Apesar de a maioria dos trabalhos apontarem o ERP como principal mediador das
acOes anti-hipertroficas do E2, o ERa também possui efeitos cardioprotetores. Com 0 intuito
de diferenciar as agOes cardioprotetoras do ERB e ERa, Pelzer e colaboradores (2005)
analisaram os efeitos de uma agonista seletivo do ERa (16alpha-LE2) e do proprio E2. Foi
observado que ambos agonistas foram capazes de atenuar a hipertrofia cardiaca e a expressdo
de a-MHC em ratos espontaneamente hipertensos (spontaneously hypertensive rats - SHR).

Estes estudos demonstram que o estradiol possui um efeito inibidor sobre o desenvolvimento



da hipertrofia cardiaca e que seus receptores classicos — ER-o e ER-P estdo envolvidos neste

processo.

Nas ultimas décadas, o campo de estudo das acdes do E2 no sistema cardiovascular foi
ampliado com a descoberta de um novo alvo, o receptor de estrogénio acoplado a proteina G
(G protein-coupled estrogen receptor 1 ou GPER1). O estudo deste receptor pode ter grande

importancia para o esclarecimento das vias de sinalizacao intracelular no cardiomidcito.

1.4 GPER1: ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR NO SISTEMA CARDIOVASCULAR

Na década de 90, surgiram estudos descrevendo o0 GPR30 como um receptor 6rfao
acoplado a proteina G com 7 dominios transmembranares (CARMECI et al., 1997,
KVINGEDAL; SMELAND, 1997; O’ DOWD et al., 1998; OWMAN et al., 1996; TAKADA
et al., 1997). Apo6s sua descoberta e evidéncias de ativacdo do receptor pelo E2, os estudos
mais recentes buscam descrever os efeitos da sinalizacdo deste receptor nos diversos sistemas.
Dentre as a¢6es do GPR30 descritas, destacam-se sua capacidade de promover fosforilacdo da
ERK1/2 (FILARDO et al., 2000), aumento na expressdo de fatores de crescimento em
macrofagos (KANDA; WATANABE, 2003) e de c-fos em células de cancer mamario
(MAGGIOLINI et al., 2004).

Em 2005, foi demonstrado concomitantemente por dois diferentes grupos que o
GPR30 é um receptor de estrogénio, sendo ativado pelo E2 (REVANKAR et al., 2005;
THOMAS et al., 2005) e localizado tanto na superficie da célula quanto no seu interior. Este
receptor foi renomeado GPER em 2007 e esta incluido no guia oficial da International Union
of Pharmacology (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011). Devido a similaridade na
ativacdo dos receptores de estrdgeno, classicos ou membranares, houve a necessidade de
desenvolvimento de agonistas que fossem capazes de ativar GPER1 com baixa agéo sobre os
demais receptores de estrogeno. Usando a técnica de screening biomolecular, Bologa e
colaboradores identificaram o agonista G-1, componente ndo esteroidal capaz de ativar
especificamente 0 GPER1 e sem acéo nos receptores a ¢ p (BOLOGA et al., 2006), o que

representou um grande avango para as pesquisas sobre o GPERL1.



Em 2009, Dennis e colaboradores desenvolveram um antagonista seletivo para o
GPER1, denominado G15 (DENNIS et al., 2009), inicialmente mais usado nos sistemas

nervoso e reprodutor e depois também no sistema cardiovascular.

A figura 2 representada abaixo, mostra as principais vias de sinalizagdo iniciadas pela
ativagdo do GPERL1.
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Figura 2. Vias de sinalizacdo genémicas e ndo gendmicas ativadas pelo estradiol. (Adaptado
de PROSSNITZ; BARTON, 2011).

Na figura 2, 0 GPERL1, que pode ser ativado tanto pelo E2 quanto pelo G1, promove a
ativacdo de proteinas G estimulatorias ou inibitorias que irdo realizar o controle da atividade
da adenilato ciclase. Consequentemente, a producdo da adenosina monofosfato ciclico
(AMPCc) e a atividade da proteina quinase A (PKA) dependerdo de uma regulacdo via GPER1
(FILARDO et al., 2002). A estimulacdo da proteina Gj, também, promove a ativacdo da via
PI3K com consequente ativacdo da proteina Akt/PKB relacionada ao crescimento e
sobrevivéncia celular (DING et al., 2009; NILSSON et al., 2001).



As vias secundarias ap0s ativacdo do GPERL, realizam a ativacao da proteina quinase
Src e o recrutamento da proteina adaptadora (SHC) com consequente ativacdo de
metaloproteinases de matriz e transativacdo do receptor do fator de crescimento epidermal.
Assim, essa transativacéo leva a ativagdo da ERK1/2 e da via PI3K/Akt. A fosforilagdo da
Akt tem sido relacionado aos efeitos cardioprotetores mediados pelo GPER1 (NILSSON et
al., 2001; WEIL et al., 2010).

Os efeitos do E2 aumentando a concentracdo intracelular do calcio sdo os menos
descritos e apresentam ainda resultados conflitantes. Enquanto estudos mostram que esse
efeito pode ser mediado pela ativacdo do EGFR (REVANKAR et al., 2005a), outros apontam
para um efeito dependente do receptor para inositol trifosfato (ARIAZI et al., 2010).

Em 2009, Martensson e colaboradores observaram um fendtipo hipertensivo natural de
fémeas knockout para GPER1. Com 9 meses de idade as fémeas apresentaram aumento
significante da pressdo arteial média (PAM) comparado com animais controle de mesma
idade. E discutido que, o aumento da PAM possa estar relacionado com o aumento da
resisténcia vascular total, visto que os animais knockout apresentaram aumento na espessura
da camada média vascular (MARTENSSON et al., 2009). Apesar disso, ndo foi obsevado

diferencas no peso cardiaco.

Acdes vasodilatadoras do E2 tem sido reportadas e pelo fato de serem agdes nédo
gendmicas, 0 GPER1 tem sido considerado como um possivel mediador desses efeitos. Haas
e colaboradores (2009), demonstraram que a ativacdo do GPER1 com G-1 é capaz de mediar
a vasodilatacdo e reducdo da pressdo arterial em animais com deficiéncia na expressdo de
GPER1 (HAAS et al., 2009). Demonstraram ainda, que em células musculares lisas de vasos
que ndo expressam ERa nem ERP, a ativacdo do GPERI inibiu a proliferacao celular. Um
outro trabalho também demonstrou que o efeito vasodilatador do E2 é também mediado pelos
receptores classicos ERa ¢ ERB (TRAUPE et al., 2007).

O tratamento de células miocardicas H9C2 com E2 ou G1 ap06s a isquemia por 20 min
e em seguida a reperfusdo por 120 minutos, levou a uma diminuicdo da apoptose celular,

aumento da superoxido dismutase (SOD) associado com a diminui¢do dos niveis do fator de



necrose tumoral tipo alfa (TNF-a) (LI; XIANG; PING, 2015). Corroborando este dado, um
outro estudo mostrou que ha um aumento na expressdo do GPER1 em condicdes de hipdxia
em cardiomidcitos e em células de cancer mamario (RECCHIA et al., 2011). Estes dados
mostram que em certas condi¢Oes, a acdo cardioprotetora do GPER1 pode se desenvolver para

compensar a ativacdo de mecanismos patologicos.

Atualmente, o nimero de pesquisas avaliando os efeitos do GPER1 na hipertrofia de
cardiomidcitos tem crescido, no entanto, as vias envolvidas na suposta cardioprotecdo através

deste receptor, ainda sdo pouco conhecidas.



2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte no mundo
(ZHAO et al., 2015). As ultimas pesquisas indicaram que as doencas do aparelho circulatorio
representaram cerca de 31,3% das mortes em todo o Brasil e que a hipertrofia cardiaca
assume um papel importante no desenvolvimento dessas patologias, pois € um fator de risco
independente para muitas delas (VOISIN; PROBSTL; NOURSHARGH, 2010). A hipertrofia
cardiaca constitui um mecanismo adaptativo do coracdo em resposta ao aumento de sua
atividade ou de sobrecarga funcional. Essa adaptacdo pode ser em resposta a necessidade
metabdlica que impde um aumento do débito cardiaco ou em resposta a agentes hipertroficos
gue se encontram elevados em condi¢Ges patoldgicas, a exemplo da ET-1. O resultado do
aumento do trabalho do coracdo traduz-se em aumento da massa cardiaca devido ao

crescimento dos midcitos e/ou do estroma conjuntivo (LEASK, 2015).

A prevaléncia de doencas cardiovasculares varia entre homens e mulheres, sendo que
estas apresentam menor risco de desenvolver doencas cardiovasculares comparadas com
homens na mesma faixa etaria. Essa diferenca entre os sexos desaparece quando as mulheres
atingem a menopausa (CAVASIN et al., 2003). Alguns trabalhos ja demonstraram que o E2
confere cardioprotecdo para as mulheres, especialmente em resposta a sobrecarga cardiaca.
Essa evidéncia aponta para as influéncias do estado hormonal sobre o padrdo de

remodelamento cardiaco, mas ainda existem poucos trabalhos que abordam essa tematica.

Atualmente, o estudo dos efeitos do E2 na salde das mulheres ganha cada vez mais
relevancia devido a descoberta de diferentes receptores. Os estudos desenvolvidos até o
momento, apontam para o envolvimento do ERa promovendo efeitos protetores em vasos,
incluindo a proliferacdo de células endoteliais, a producéo de 6xido nitrico (NO) endotelial,
atenuacdo da inflamacdo vascular e reducdo da proliferacdo de celulas musculares lisas
(BROUCHET et al., 2001; PARE et al., 2002; VEGETO et al., 2003). Ja as informacdes a
respeito do papel do ERp ainda sdo escassas, mas é frequentemente discutida a possibilidade
de ter agdes opostas ao ERa (SUGIYAMA et al., 2010; TOUFEXIS et al., 2007).

A descoberta do GPERL e sua alta afinidade de ligagdo com o E2 foi determinante para

0 campo de pesquisa das a¢es ndo genémicas do E2 no cardiomidcito. Este receptor é uma



proteina com sete dominios transmembranicos acoplados a uma proteina G (REVANKAR et
al., 2005a; THOMAS et al., 2005). A auséncia do gene GPER1 (GPER1 knock-out) foi
estudada na ultima deécada e, através deste modelo, foi possivel analisar o papel
patofisiologico deste receptor (FILARDO; THOMAS, 2012; THOMAS et al., 2005). No
sistema cardiovascular, camundongos fémeas GPER1 KO apresentam aumento da pressao
arterial média aos nove meses de idade (MARTENSSON et al., 2009). Associado a isso, foi
demonstrado que o remodelamento cardiaco em ratas pode ser influenciado pelas acbes
mediadas pelo GPER1 (JESSUP et al., 2010). O tratamento com G1, agonista do GPERL,
preveniu hipertrofia cardiaca e fibrose perivascular em animais cardiopatas (LENHART et al.,
2013). Este trabalho sugeriu ainda que 0 GPERL1 interage com uma proteina transmembranar,
RAMP3, para ser direcionado a localizacdo especifica em células HEK293. Um outro
trabalho demonstrou que o G1 (50 ug/kg/day), peveniu a disfuncdo diastélica observada em
fémeas ovariectomizadas e com hipertrofia induzida por Ang-11 (WANG et al., 2012), bem

como reduziu a pressdo sistélica em fémeas mRen2.Lewis (LINDSEY et al., 2009).

A ativacdo do GPER1 também se mostrou benéfica no miocardio de animais infartados.
O tratamento com G1 a 110nM foi capaz de reduzir a éarea infartada em animais tratados
quando comparados aos controles ndo tratados (DESCHAMPS; MURPHY, 2009). Outro
trabalho em modelo de isquemia e reperfusdo mostrou que o0 GPERL1 reduz o dano isquémico
miocardico (KABIR et al., 2015) por influenciar a abertura de poros na mitocondria
(BOPASSA et al., 2010). Os receptores cléssicos do E2, ERa e ERp, ja foram relacionados ao
efeitos cardioprotetor do E2, junto com o GPER1 (FILICE et al., 2009). No entanto, as vias

ativadas pelo GPERL1 precisam de maiores investigagoes.

Estudos como estes indicam o papel essencial das vias ativadas pelo E2 na modulagéo
hipertrofica. Apesar das pesquisas terem voltado mais a atencdo para o receptor GPER1, ainda
existem poucos dados demonstrando o papel deste na hipertrofia cardiaca. Além disso, a
elucidacdo dos mecanismos moleculares regidos pela acdo do E2 tem avancado, mas o
estimulo iniciador deste processo, incluindo os mecanismos dos receptores envolvidos e a

complexidade das vias de sinalizagéo precisam ser melhor estudados.

Neste trabalho, nds investigamos os efeitos do E2 mediados pelo GPER1 em

cardiomiocitos de ratas neonatas. O principal objetivo foi avaliar a participagdo do GPER1 no



efeito anti-hipertrofico do E2 e os mecanismos possiveis envolvidos. Para tanto, os objetivos

do trabalho e seu desenho experimental foram divididos em trés partes:

b)

d)

f)

9)

AVALIACAO DOS EFEITOS MEDIADOS PELO ESTRADIOL VIA GPERI1
ATRAVES DO BLOQUEIO FARMACOLOGICO DESTE RECEPTOR EM
CARDIOMIOCITOS HIPERTROFIADOS

Confirmar a atividade anti-hipertréfica do E2 em cardiomiocitos com hipertrofia

induzida pela ET-1;

Avaliar o efeito do bloqueio do receptor GPERL1 na atividade anti-hipertréfica do E2
em cardiomidcitos com hipertrofia induzida pela ET-1;

Avaliar o efeito do E2 e do bloqueio do GPERL1 nos niveis dos peptideos natriuréticos
(ANP e BNP) como marcadores hipertréficos em cardiomiocitos com hipertrofia

induzida pela ET-1,;

Analisar o padrdo de expressdo de mecanismos ativadores da hipertrofia em

cardiomidcitos tratados com ET-1 e os efeitos do E2 mediados pelo GPER1;

Avaliar o envolvimento de vias cardioprotetoras ativadas pelo E2 via GPER1 em

cardiomidcitos com hipertrofia induzida pela ET-1.

Avaliar os efeitos cronotrdpicos e inotropicos do E2 via GPER1 na frequéncia e forca

de contracdo dos cardiomidcitos com hipertrofia induzida pela ET-1;

Caracterizar a imunolocalizacdo do receptor GPER1 em cardiomidcitos com
hipertrofia induzida pela ET-1;

ANALISE DOS EFEITOS MEDIADOS PELA ATIVACAO DO GPER1 COM G1
NA HIPERTROFIA DE CARDIOMIOCITOS INDUZIDA POR ET-1

Avaliar o efeito da ativacdo do receptor GPER1 em cardiomidcitos com hipertrofia

induzida pela ET-1;



b)

b)

Confirmar o efeito anti-hipertrofico do GPERL1 através da ativacdo do receptor,
avaliando suas acfes na expressdo de proteinas envolvidas nos mecanismos

hipertréficos e cardioprotetores avaliados no estudo.

SILENCIAMENTO DO GPER1 COM RNA DE INTERFERENCIA (siRNA)

Silenciar o receptor GPER1 em cardiomidcitos com hipertrofia induzida pela ET-1,

Avaliar o efeito do silenciamento do GPER1 na area dos cardiomidécitos tratados com
ET-1.



3 MATERIAL E METODOS

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais sob o numero 121/2014, aprovado em
26/08/2014.

3.1 CULTURA CELULAR DE CARDIOMIOCITOS E TRATAMENTO DAS
CELULAS

A cultura celular é uma ferramenta importante para o estudo da fisiologia celular e na
area da cardiologia, permitindo compreender caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e
eletrofisiol6gicas do coracdo. Nesse contexto, culturas primarias sdo as mais relevantes do
ponto de vista estrutural e funcional. O protocolo de cultivo celular realizado é descrito

abaixo.
3.1.1 Primeiro dia de cultivo celular:

Todas os instrumentos utilizados foram esterilizados pelo método de alta temperatura
em autoclave e os passos para extracdo do tecido cardiaco foram realizados em um fluxo
laminar para cultivo celular. Para cada experimento, aproximadamente 14 neonatos com

1-3 dias de vida foram utilizados para extracdo do tecido cardiaco.

Os ratos neonatos foram imersos rapidamente numa solucdo de alcool a 75% para
descontaminacdo superficial. Em seguida, os mesmos foram decapitados com tesoura estéril
(EHLER; MOORE-MORRIS; LANGE, 2013) e o coracdo foi extraido com uma pinga curva
através do espaco intercostal na linha clavicular e transferidos imediatamente para uma

solucéo de sais balanceados de Hank (meio HBSS) no gelo.

Os coragdes foram cortados em pedagos menores e transferidos para novo meio até
que estivessem em pedacos muito pequenos (aproximadamente 0,5-1 mm?® ou menor) e com
solucéo livre de sangue. Em seguida, foram transferidos para um tubo falcon contendo

tripsina (100 pg/mL) em meio HBSS e mantidos sob agitacdo overnight a 4°C.



3.1.2 Segundo dia de cultivo celular:

Colagenase e meio L-15 foram adicionados a solucao de células. Em seguida, as células
foram mantidas sob agitacdo leve a 37°C para solubilizacdo no meio, seguido de dissociagéo
mecéanica lenta com pipeta de 10 mL.

Essa solucdo foi filtrada em filtro cell-strainer estéril e transferida para novo tubo falcon
de 50 mL, seguido de centrifugacdo a 1400 rpm por 5 min e o pellet ressuspenso em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM, Gibco) suplementado com 5% de soro bovino fetal
(SBF) inativado, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL). Em seguida, a
solucdo foi plaqueada em garrafas T75 por 2 horas e apOs isso, 0 sobrenadante
(cardiomidcitos) foi colocado em placas de 6 pogos ou garrafas com area de superficie de 25
cm? (T25). As garrafas ou pocos foram pré adsorvidos com solugdo de fibronectina e
incubadas a 37°C em 5% de CO; e 95% de umidade relativa. Nesse passo, as células foram
contadas utilizando uma camara de Neubauer. Os cardiomiocitos foram colocados em uma
densidade de 5 x 10* células/cm? (GUATIMOSIM et al., 2008).

Para os experimentos de imunofluorescéncia, as células foram colocadas em placas de

6 pocos com laminulas.
3.1.3 Terceiro dia de cultivo celular:

O meio de cultivo foi trocado por um novo com adicéo do inibidor de proliferacdo (ARA-
C) e mantido até o dia do inicio do tratamento (48 horas). Em nosso protocolo, o tratamento
foi iniciado no quinto dia de cultivo. Antes do inicio do tratamento, o meio foi trocado por

meio DMEM com SBF a 5% sem inibidor de proliferagéo de fibroblasto.
3.1.4 Quinto dia de cultivo celular:

Ap0s a adesdo celular (72 horas apos o plaqueamento) foi iniciado o tratamento das
células. Para inducdo da hipertrofia, as células foram tratadas durante 48 horas com ET-1 na
concentracdo de 100 nM (LI et al., 2014; MENAOUAR et al., 2014). Para analise do efeito do
E2 realizamos o pré tratamento das células (15 minutos antes da ET-1) com o 17p-estradiol na
concentracédo fisiologica de 10 nM (Sigma Aldrich, MO, USA). Os efeitos do bloqueio do

GPER1 foram avaliados com o tratamento das células, utilizando o antagonista G15 na



concentracdo de 10 nM e para alguns experimentos, outro antagonista do GPER1, o G36,
também na concentracdo de 10 nM (Phoenix Pharmaceuticals, California, USA). Para a
ativacdo do GPER1, o G1 foi utilizado na concentracdo de 10 nM (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI, USA). Nos grupos de ativacdo ou blogueio do GPER1, as drogas
foram aplicadas 15 minutos antes do E2 e este, 15 minutos antes da ET-1. A reposicdo das
drogas ocorreu a cada 12 horas durante as 48 horas totais de tratamento. A dose e

concentracdo escolhidas foram baseadas em trabalhos prévios.

Abaixo, a sintese dos protocolos experimentais 1 e 2 para 0s experimentos.
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Figura 3. Protocolo Experimental 1.
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Figura 4. Protocolo Experimental 2.

3.2 PREPARO DO RNA DE INTERFERENCIA (siRNA)

Para a realizacdo da terceira parte de experimentos, que incluiu o silenciamento do
GPER1 através de RNA de interferéncia (siRNA), foram adicionados alguns passos no

protocolo experimental.

Sequéncias génicas alvos para 0 GPER1 foram selecionadas através de busca na base
de dados NCBI Blast para confirmar a especificidade para o receptor. O siRNA foi preparado
com sequéncias especificas de oligonucleotideos pelo método transcricional através do kit de

silenciamento Silencer® da Ambion, seguindo as instrugdes do fabricante.



Para os experimentos com siRNA, as células foram transfectadas/tratadas com 100 nM
do siRNA. A transfeccdo dos cardiomiocitos com o RNA de interferéncia, foi feita através da
utilizacdo de nanotubos de carbono (NNT) do tipo multiwall (MW). Estes nanotubos foram
sonicados por um periodo minimo de 3 horas para abertura do complexo e inclusdo do
SiRNA. Ap0és a inclusdo, a solugdo nanotubo e siRNA foi sonicada por mais 30 minutos. Esta
etapa precedeu o tratamento das células, sendo este iniciada pelo menos uma hora apos a

transfecgdo. O protocololo experimental 3 é apresentado a seguir (Figura 5).
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Figura 5. Protocolo Experimental 3.



3.3 IMUNOFLUORESCENCIA E MEDIDA DA AREA CELULAR

Ap0s a incubacado e tratamento de 48 horas, as células foram lavadas duas vezes com
PBS, fixadas com paraformaldeido a 4% e permeabilizadas em solucdo de PBS contendo
0,5% de triton X-100 durante 30 minutos. Os poc¢os foram entdo lavados com solucéo de PBS
contendo 1% de BSA e 0,5% de triton X-100, por 1 hora, para bloqueio dos sitios

inespecificos.

As células foram entdo marcadas com os anticorpos primarios anti-a-actinina (1:100),
anti-GPER1 (1:150) ou anti-GRK5 (1:150), diluidos em solucdo de PBS contendo 1% de
BSA e 0,5% de triton X-100 por pelo menos 16 horas (overnight), sob agitacéo, a 4°C. Apds 6
lavagens de 5 minutos cada com PBS contendo 0,5% de triton X-100, as células foram
incubadas com os anticorpos secundarios conjugados com Alexa-FIluo 488 ou 633 (1:500) e

com DAPI na concentragéo de 1:1000 por 1 hora e 30 minutos, em temperatura ambiente.

Em seguida, as laminulas foram lavadas 8 vezes por 5 minutos cada lavagem com PBS
contendo 0,5% de triton X-100, montadas em laminas utilizando o meio ProLong® Gold
Antifade Mountant (Life Technologies) e protegidas da luz, até o momento da analise no

microscopio confocal a laser LSM 510 META (Zeiss).

A superficie da area celular dos cardiomiécitos foi determinada a partir de imagens
adquiridas por microscopia confocal, através da coloracdo do DNA por DAPI e da marcacdo
da superficie total dos cardiomidcitos por a-actinina. As analises da area dos cardiomidcitos
foram feitas utilizando ferramentas dos programas LSM Image Browser e Zen 2012 Lite (Carl
Zeiss). A superficie da area foi mensurada em pelo menos 30 células individuais em cada
grupo. A area medida foi delimitada manualmente atraves de ferramenta que permitiu marcar
os limites das células, permitindo que o software calculasse a area. A partir destes valores, a

média e o desvio padrdo foram calculados para cada grupo (PEDRAM et al., 2005).

3.4 ANALISE DA EXPRESSAO DE RNA MENSAGEIRO POR quantitative real-time
PCR (gPCR)



3.4.1 Extracdo do RNAmM

Apos a incubacéo e tratamento de 48 horas, as células foram lavadas duas vezes com
PBS e foram lisadas com TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para realizacdo do gPCR.
Foram adicionados 1000 pl do reagente TRIzol para cada poco contendo 5x10* células/cm?,
lavadas durante 3 minutos, em temperatura ambiente. A separacdo trifasica das amostras foi
feita a partir da adi¢do de 200 pl de cloroférmio, seguida da agitacdo vigorosa dos tubos por
30 segundos e centrifugacdo por 15 minutos, a 12.000 x g, a 4 °C. O RNA foi extraido da fase

aquosa formada ap0s a centrifugacéo.

Ap0s a precipitacdo do RNA com 600 pl de isopropanol, por 10 minutos a temperatura
ambiente e centrifugacdo por 15 minutos, a 12.000 x g, a 4°C, as amostras foram lavadas com
1000 pl de etanol a 75% por 5 minutos a 4°C, centrifugadas a 12.000 x g, 4°C por 15 minutos,
lavadas novamente com etanol a 75% e mantidas em freezer -20°C por 1 hora. Na sequéncia,
foi feita nova centrifugacdo por 15 minutos, a 12.000 x g, 4°C e ao final do processo, 0 RNA

foi ressuspenso em 50 pl de dgua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC).

A dosagem de RNA foi realizada através da leitura da amostra em Nanodrop com
comprimento de ondas de 260 e 280 nm. As amostras foram incubadas com a Turbo DNAse
(Ambion) por 30 minutos a 37°C, e na sequéncia, foi adicionado EDTA aos tubos numa
concentragdo final de 15 mM. Em seguida, a enzima DNAse foi inativada aquecendo-se 0s
tubos a 75°C por 10 minutos. A presenca de contaminantes foi verificada por
espectrofotometria, através da medicdo dos comprimentos de onda 260 nm (&cidos nucléicos)

e 280 nm (proteinas).

3.4.2 Sintese do DNA complementar (cDNA) — transcricao reversa



A sintese de cDNA foi iniciada preparando-se uma solucdo contendo 0,733 pg de
RNA, oligonucleotideos hexameros randémicos a 0,5 pg/pl e uma mistura de dNTPs a 10mM
(Invitrogen). Os tubos foram aquecidos em termociclador a 65°C por 5 minutos, seguido de
incubagdo no gelo por 5 minutos. A transcri¢do reversa foi realizada adicionando a solucéo
anterior uma mistura contendo 200 U da enzima transcriptase reversa Superscript® il
(Invitrogen), DTT 0,1M e tampéo First Strand 5X, seguida de aquecimento dos tubos em
termociclador em trés etapas consecutivas: 25°C por 5 minutos, 50°C por 60 minutos e 70°C
por 15 minutos. As amostras foram armazenadas a -80°C até a realizacdo dos procedimentos

experimentais.
3.43gPCR

As reacOes de qPCR foram realizadas utilizando o kit SYBR Green® PCR Master Mix
(BioRad), de acordo com as recomendages do fabricante, e o sistema de PCR em tempo real
“ABI Prism® 7500 Fast” (Applied Biosystems).

Foi utilizado um volume final de 25 pL por reagdo. Os ensaios de qPCR foram
realizados em duplicata para cada amostra. O gene de 18S foi usado como normalizador
enddgeno do cDNA. Os resultados foram analisados no programa 7500 Software v2.0.6
(Applied Biosystems). A quantificacdo da expressdao génica foi realizada pelo método
da quantificacdo relativa (AACt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

As sequéncias dos primers (Integrated DNA Technologies) foram as seguintes:

e ANP: forward primer, 5>GGATTTCAAGAACCTGCTAGACCAZ3’ e reverse
primer, S’>CTGCTTCCTCAGTCTGCTCACTCA3’;

e BNP: forward primer, S>GGTCACTCCTATCCTCTGGGAAGT3’ e reverse
primer, S>TTCTCTTATCAGCTCCAGCAGCTT3’;

e GPER1: forward primer, 5’TCCTGCCTCTACACCATCTT3’ e reverse
primer, 5>’ ACAGGTCTGGGATAGTCATCTT3".

3.5 ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA POR Western Blot



Amostras contendo 20-30 pg de proteinas foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos
com tampao contendo 5% de 2-mercaptoethanol (Invitrogen). As amostras foram corridas em
gel 10% SDS-PAGE a 120V e transferidas por 25 minutos a 20V no sistema de transferéncia
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad) para membranas de fluoreto de
polivinilidene (PVDF). Apds a transferéncia, as membranas foram coradas com o corante
Ponceau, para a conferéncia da uniformidade da transferéncia. Os sitios inespecificos de
ligagdo nas membranas foram bloqueados com solugdo de 5% de leite desnatado ou 5% BSA
diluido em TBS/Tween 0,05% por 1 hora, a temperatura ambiente ou overnight, a 4°C.

Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo para: GPER1 (1:1000,
Abcam, UK, cat. no. ab57602), phosphoERK 1/2 (1:1000, Abcam, UK, ab124773),
phosphoAkt Ser473 (1:1000, Abcam, UK, ab90857) ou phosphoPDK1 (3-phosphoinositide-
dependent protein kinase 1; 1:1000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA; #3438).
A normalizacdo da densidade de pixels foi feita pela correcdo dos valores da banda pela
expressao de sua proteina total, usando os seguintes anticorpos: anti-ERK (1:1000; Abcam;
ab196883), anti-Akt (1:1000; Abcam; ab126811) e anti-PDK1 antibody (1:1000; Cell
Signaling; #3062). Para a normalizagcdo do GPER1, a densidade de expressdo do GAPDH foi
utilizada. A imunodeteccdo foi feita através do ganho de quimioluminescéncia através da
solucdo ECL conjugada a peroxidase (Amersham ECL HRP Conjugated Antibodies) aplicada
diretamente sobre a membrana. As imagens foram capturadas e analisadas através do
Software Image Quant LAS 4000.

3.6 FREQUENCIA DE CONTRACAO DOS CARDIOMIOCITOS

A analise da contracdo dos cardiomidcitos foi determinada a partir da observacao de
trés diferentes areas do mesmo grupo. Esta analise foi realizada em video feito ao final das 48
horas de tratamento das células. Os cardiomiocitos foram filmados durante um minuto, com
uma taxa de 15 imagens por segundo. Os dados apresentados mostram a média do nimero de

contragdes por minuto em cada grupo.



Para a captura das imagens e formagao do video, foi utilizada a técnica de microscopia
de desfocalizagdo. Esta técnica baseia-se no fato de que as membranas celulares aderidas ao
substrato se comportam como objetos de fase, ou seja, sdo transparentes quando observadas
no microscopio. Os objetos de fase introduzem uma fase na luz incidente que ao ser
conjugada no plano imagem torna o objeto invisivel e, ao variar o foco levemente observa-se
um contraste que pode ser positivo ou negativo de acordo com o valor da desfocalizagao
(AGERO et al., 2004). A membrana de um cardiomidcito aderida em uma superficie pode ser
considerada um objeto de fase. Através da microscopia de desfocalizagdo foi possivel

acompanhar as flutuagdes na membrana celular em tempo real.

Os filmes foram capturados por um microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-e em que
estad acoplado uma objetiva Nikon Japan de 40X (com abertura numérica de 0.55 e distancia
de trabalho de 2.1mm) e uma camera de CO, (modelo ChamlideIC-CU:109, Live Cell
Instrument, Nowan-gu, Korea) que mantem o ambiente a 37°C, 5% de CO, e com 60% de
umidade. As imagens dos cardiomidcitos em cultura foram capturadas usando uma camera
CCD de 12 bits (Uniq modelo 1800CL com 4096 niveis de cinza). Os cardiomiocitos foram

filmados durante um minuto com uma taxa de 15 imagens por segundo.

3.7 AMPLITUDE DE MOBILIDADE DA MEMBRANA DO CARDIOMIOCITO

Para obter a fracdo da area contraida dos cardiomidcitos, usamos o plugin
StackDifference. Este plugin faz a diferenca entre duas imagens subsequentes e este resultado
é transformado em uma sequéncia binaria usando o ImageJ>Adjust>BrightnessContrast
aplicados no programa Kaleidagraph®. A partir da figura binaria usamos
ImageJ>AnalyseParticles para identificar a fragdo da area contraida e obtermos um grafico
desta area em funcéo do tempo.

3.8 DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados nas mesmas condigdes de temperatura e
concentracdo de CO, para evitar as variacOes indesejaveis, permitindo que obtivéssemos
apenas as variacdes decorrentes do tratamento com as drogas. Os dados apresentados foram

de células obtidas de pelo menos trés experimentos realizados em momentos diferentes e



foram expressos como meédiatEPM. Os dados foram analisados através da andlise de
variancia ANOVA one-way seguido do pos teste de Newman-Keuls (GraphPad Prism, San

Diego, CA, USA). Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



4 RESULTADOS

4.1 ANTAGONISTA DO GPER1 REVERTE O EFEITO DO ESTRADIOL NA
HIPERTROFIA DE CARDIOMIOCITOS INDUZIDA PELA ENDOTELINA 1 (ET-1)

411 AVALIACAO DE PARAMETROS MORFOMETRICOS E
MARCADORES DE HIPERTROFIA

O objetivo central do trabalho foi investigar a participacdo do GPERL1 na atividade do

E2 em modelo de hipertrofia induzida por ET-1 em cardiomidcitos.

A ET-1 foi escolhida como droga indutora de hipertrofia, apds testes para escolha da
concentracdo e tempo de tratamento das células.O protocolo que conferiu maior eficacia
preservando a viabilidade das células foi o tratamento por 48 horas a uma concentracdo final
de 100 nM. Como pode ser observado na figura 6A-B, este tratamento induziu aumento
significativo na area das células quando comparado ao grupo controle (Figura 6A-B).

O tratamento prévio com E2 preveniu 0 aumento da area dos cardiomidcitos, como
pode ser observado na figura 6A-B. Na figura 6A, esta representada a imunofluorescéncia
delimitando a area celular (através da marcacdo por a-actinina), onde observa-se que a

hipertrofia induzida pela ET-1 foi prevenida pelo tratamento com E2.

Na Figura 6B, a medida quantitativa da area destas células é mostrada. O efeito do E2
prevenindo o aumento da area dos cardiomidécitos pela ET-1 foi significativo, normalizando
para valores iguais ao grupo controle. Como este tratamento prévio com E2 foi capaz de
reduzir o efeito hipertréfico da ET-1, iniciamos entdo, a investigagdo do GPER1 como
possivel mediador destes efeitos. Mesmo na presenca do E2, o grupo tratado com o
antagonista do GPER1 apresentou aumento na area dos cardiomidcitos para valores similares
ao grupo ET-1. O bloqueio do GPER1 via G15 promoveu a perda dos efeitos anti-
hipertroficos do E2.

Os peptideos natriuréticos ANP e BNP sdo amplamente usados como marcadores para

caracterizar o perfil hipertrofico em midcitos cardiacos (YANG et al., 2015). Neste trabalho, a



analise da expressdo de RNA mensageiro indicou que o tratamento com ET-1 foi capaz de
aumentar a expressdao de mRNA de ambos, ANP e BNP, como pode ser observado na figura
7A-B. Estes dados confirmam o perfil hipertréfico observado em nosso experimento. O pré
tratamento com E2 preveniu 0 aumento na expressdo de mMRNA desses peptideos para niveis
ainda menores que o controle. Observamos ainda, que o0 GPER1 parece estar envolvido nesse
efeito visto que, com o seu bloqueio, os niveis de mMRNA do ANP e BNP foram maiores

comparados com o grupo pré tratado com E2.



ET-1+E2 ET-1+E2+G15

20001

1500-
€ 1000-

5001

Area dos cardiomidcitos 00
2

m
N
|
I
+
+

Figura 6. Antagonista do GPER1, G15, reverte o efeito anti-hipertréfico do E2 em
cardiomidcitos. A. Imagens representativas do confocal mostrando a marcagdo para a-actinina e
DAPI (nacleo) em cardiomidcitos de fémeas neonatas com 1-3 dias de vida. Barra = 10 um. B.
Grafico de barra representando o aumento significante na area de superficie celular apds o tratamento
dos cardiomiécitos com ET-1, o qual foi prevenido pela co-incubagdo com E2. O tratamento com G15,
antagonista do GPERL, resultou em atenuacédo dos efeitos anti-hipertroficos do E2. n indica 0 nimero
de cardiomidcitos analisados. Os dados apresentados sdo resultantes de pelo menos trés experimentos

independentes. *p < 0.05 comparado aos grupos controle e ET-1+E2.
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Figura 7. Participagdo dos peptideos natriuréticos ANP e BNP na hipertrofia induzida por ET-1.
A e B. Expressdo aumentada do mRNA para o peptideo natriurético atrial e do tipo B (ANP and BNP)
foi induzida pelo tratamento com ET-1 e inibida pelo tratamento com E2. Os efeitos do E2 foram
atenuados na presenga do G15. Os dados apresentados sdo resultantes de pelo menos trés
experimentos independentes. n representa 0 nimero de amostras analisadas pela técnica de gPCR. # p

< 0.05 comparado aos demais grupos.



4.1.2 VIAS DE SINALIZACAO ENVOLVIDAS NA HIPERTROFIA DE
CARDIOMIOCITOS: BLOQUEIO DO EFEITO DO ESTRADIOL POR G15

NOs seguimos investigando as vias envolvidas no efeito hipertréfico da ET-1 e que
seriam provavelmente alvo de inibicdo pelo E2. Nossos resultados indicaram a participacao

efetiva do GRKS5 neste efeito, como pode ser observado na figura 8A-B.

Através da andlise da densidade de marcacdo da GRK5 no nucleo e citoplasma, foi
possivel avaliar a razdo nucleo citoplasma, que indica a translocacdo nuclear da GRKS5.
Nossos resultados sugerem que a translocacdo da GRKS5 para o nicleo no grupo tratado com
ET-1 pode estar mediando seus efeitos hipertréficos (Figura 8A-B). Além disso, essa
translocacédo foi revertida no grupo tratado com E2. O tratamento com G15 ndo alterou este

padrdo, apresentando apenas uma tendéncia de ser maior que o grupo pré-tratado com E2.

Para testar se as isoformas de MAPK participam na hipertrofia induzida por ET-1, a

expressao de ERK1/2 foi analisada por Western blot.

Como observado na figura 9, o tratamento com ET-1 produziu aumento significativo
na expressao de ERK1/2 e o mesmo foi abolido pelo pré-tratamento com o E2. Nossos dados
revelaram ainda que no grupo tratado com G15, a expressdo de ERK1/2 é maior que 0 grupo
pré-tratado com E2. Em conjunto, nossos resultados revelaram que a ativacdo da ERK
induzida por ET-1 foi suprimida por E2, podendo este efeito ser parcialmente mediado pelo
GPER1. Nos ainda testamos neste experimento, um antagonista para GPER1 desenvolvido
mais recentemente que o G15, o G36. Este antagonista, assim como o G15 apresentou efeito

sobre a expressdo da ERK1/2, impedindo a reducéo da expressdo desta pelo E2.

A proteina serina/treonina quinase Akt é um importante mediador da sinalizacdo da
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e regula uma grande variedade de funcdes celulares em
diferentes tecidos. Nossos resultados (Figura 10) mostram uma participacdo importante da

proteina Akt nos efeitos do E2.

A expressdo da Akt diminuida no grupo ET-1 foi revertida pelo pré-tratamento com
E2. Este efeito do E2 pode contribuir para o entendimento de como sua sinalizagao contribuiu

para reversdo da hipertrofia ativada pela ET-1. Além disso, o E2 perdeu parcialmente seu



efeito no aumento da expressao de Akt quando o GPERL1 foi bloqueado. Quanto ao G36, este
antagonista apresentou efeito mais pronunciado que o G15 na reducdo da expressdo da Akt
fosforilada, o que corrobora dados indicando maior afinidade desta droga ao GPER1. Mais
uma vez, este receptor parece estar envolvido nas agBes do E2 em cardiomidcitos

hipertrofiados.

A proteina PDK1 que é efetora na cascata de ativacdo da Akt, foi também avaliada por

Western blot como pode ser observado na figura 11.

A participagdo da PDK1 fosforilada confirma a via de ativagdo da Akt participando
nos efeitos protetores exercidos pelo E2. Na figura 11, observa-se que a reducdo da expressao
da PDK1 fosforilada no grupo tratado com ET-1, coincidiu com a reducdo da Akt no mesmo
grupo. Da mesma forma, 0 aumento na expressdo da Akt fosforilada coincidiu com o aumento

da expressdo da PDK1 fosforilada no grupo pré-tratado com E2.

Tanto para a expressdao da Akt quanto para PDK1, a participacdo do GPER1 foi
importante, pois, com o blogueio deste, houve uma reducdo na expressao destas proteinas
mesmo na presenca do E2. A reducdo da Akt fosforilada foi parcialmente reduzida quando as
células foram tratadas com G15, indicando a participacdo de outros receptores de E2 nesse
processo. Apesar disso, a reducdo na expressdo da PDK1 fosforilada foi totalmente

dependente do GPER1, como observado nos grupos tratados com G15 ou G36.
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Figura 8. Contribuicdo do E2 na reversdo da sinalizacdo de vias hipertréficas. A. Imagens
representativas de microscopia confocal marcando o GRKS5 (verde) e DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole; azul). B. Gréfico de barra representando a localizagdo nuclear do GRK5. O aumento da
razdo de GRKS5 nuclear observado no grupo tratado com ET-1, foi completamente abolido pelo co-
tratamento com E2, e esta supressdo da translocacdo nuclear de GRK5 mediada pelo E2 ndo foi
afetada pelo tratamento com G15. Barra = 10 um. Cada grupo representa dados de pelo menos 3

experimentos independentes. *p < 0.05 comparado aos demais grupos.
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Figura 9. E2 reverte o aumento da fosforilagdo da ERK1/2 induzida pela ET-1. O tratamento
com ET-1 induziu aumento significativo na expressdo da ERK1/2 fosforilada e a co-incubagdo com E2
reduziu esta expressdo para niveis menores que o controle. O tratamento com G15 ou G36, ambos
inibidores do GPER1, reduziram o efeito do E2. Na parte superior, estd a imagem representativa de
Western blot. Na parte inferior, a quantificagdo da fosforilagdo da ERK1/2 em unidades arbitrarias. # p

< 0.05 comparado aos demais grupos.
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Figura 10. Sinalizacéo protetora do E2 aumenta a expressdo da pAkt e é dependente do GPERL.
Na parte superior da figura esta a imagem representativa de Western blot. Na parte inferior, estdo os
valores de densitometria em unidades arbitrarias. O tratamento com ET-1 reduziu a fosforilagcdo da
Akt e o efeito foi completamente revertido pelo E2. . Este efeito do E2 foi parcialmente bloqueado
pela co-incubagdo com G15 e totalmente bloqueado pela co-incubacdo pelo G36. n = nimero de
amostras analisadas. Pelo menos 3 experimentos independentes foram realizados. *p < 0.05

comparado aos demais grupos.
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Figura 11. Aumento da expressdo da pPDK1 pelo tratamento com E2 é dependente do GPER1.
O tratamento com E2 reverteu a expressdo reduzida da pPDK1 em células tratadas com ET-1. Este
efeito foi abolido pela co-incubacdo com os antagonistas de GPER1, G15 ou G36, indicando a
participacdo deste receptor no efeito protetor mediado pelo E2. n = nimero de amostras analisadas.
Pelo menos 3 experimentos independentes foram realizados. Q p < 0.05 comparado ao grupo controle
e ET-1+E2.



4.1.3 CONTRATILIDADE DOS CARDIOMIOCITOS TRATADOS COM ET-1
E EFEITOS DO E2

O envolvimento do E2 na funcéo cardiaca, especialmente em efeitos cronotrdpicos e
inotropicos, tem sido indicado em alguns trabalhos, mas 0s mecanismos ainda ndo sdo
definidos. Considerando estes achados, investigamos se E2 poderia exercer alguma
modificacdo no padrdo contratil em cardiomiocitos hipertrofiados. Inicialmente, observamos
que a ET-1 promoveu uma diminui¢do significante da frequéncia de batimento das células,
como pode ser observado na figura 12A.

Ainda é incerto por quais mecanismos a ET-1 promove tal reducdo no padrdo de
contracdo das células. Curiosamente, o tratamento prévio com E2 restaurou a frequéncia de
contracdo nestas células. Para este parametro, o bloqueio do GPER1 ndo alterou o efeito do
E2. Por isso, acredita-se que outros receptores, como o ERa ¢ ERB possam estar mediando os

efeitos cronotropicos positivos do E2.

Os efeitos do E2 na contratilidade da membrana também foram avaliados quanto ao
parametro da area de contracdo da membrana (Figura 12B). Apesar de a ET-1 ndo ter
promovido mudancas significativas, observa-se uma tendéncia para 0 aumento da
porcentagem da area contraida. O tratamento prévio com E2 ndo alterou este parametro, no
entanto, o blogueio do GPER1 levou ao aumento significativo quando comparado ao controle
e grupo ET-1+E2, demonstrando assim, que este receptor previne o aumento da mobilidade
da membrana, uma segunda analise obtida através dos videos de frequéncia de contracgéo.

Este resultado, pode indiretamente mostrar a intensidade de contracdo destas células.
A participagdo do GPER1 neste evento foi de grande importancia visto que o seu bloqueio
com G15 aboliu os efeitos do E2 na forca de contracdo. S&o recentes os achados de que
receptores de estradiol podem modular a intensidade de contracdo em cardiomidcitos e por

isso, tais efeitos devem ser investigados.
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Figura 12. E2 reverte a diminuicdo da frequéncia de contragdo induzida pela ET-1 em
cardiomidcitos. A. A ET-1 reduziu significativamente a frequéncia de contracdo dos cardiomidcitos.
A quantificagdo da frequéncia de contragdo dos cardiomidcitos foi realizado através de videos com 1
minuto de duracdo em cada regido sincicial. n = nimero de regifes analisadas por grupo. Este efeito
foi prevenido pela co-incubagdo com E2e ndo foi mediado pelo GPERL. B. O gréfico representa a
porcentagem de area contraida dos cardiomidcitos. Esta analise permite quantificar a forca de
contracdo dessas células através de uma andlise da diferenca de deslocamento da membrana durante a
contracdo. O tratamento com E2 ndo alterou a porcentagem de contracdo em relagdo ao grupo
controle. O grupo tratado com ET-1 apresentou uma tendéncia a aumento na porcentagem de
contracdo, mas sem significancia estatistica. O bloqueio do receptor GPER1com G15 causou aumento
significativo na porcentagem de contracdo. n = numero de regides analisadas por grupo. *p < 0.05

comparado aos demais grupos; # p < 0.05 comparado ao grupo controle e ET-1+E2.



4.1.4 IMUNOLOCALIZACAO DO GPER1 EM CARDIOMIOCITOS

O padrdo de expressio do GPER1 nos diferentes grupos foi avaliado por

imunofluorescéncia e western blot (Figura 13A-B).

Na figura 13A observamos a expressao do GPER1 pela marcacgdo na coloragéo verde.
A imunolocalizacdo demonstra que este receptor é expresso de forma difusa ha membrana

citoplasmatica, mas é marcadamente localizado na regido perinuclear.

Através da andlise de expressdo deste receptor, observa-se na figura 13B que o
tratamento com ET-1 ou E2 reduziu a expressdo do GPER1, enquanto que o tratamento com o
antagonista G15 reverteu essa diminuicdo. Este efeito do E2 pode ser resultante da regulacéo
que o ligante induz no receptor, ou seja, um excesso do ligante E2 pode ter induzido
downregulation de seu receptor, o que fisiologicamente é esperado nessas condicdes.
Interessante foi que, mesmo nessa condi¢gdo com menor expressao do GPER1, o E2 foi capaz
de reverter a vias hipertréficas ativadas pela ET-1. A expressao reduzida do GPER1 no grupo

tratado com ET-1 pode participar dos mecanismos hipertréficos desenvolvidos nesse grupo.
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Figura 13. G15 previne downregulation do GPER1 induzida pelo tratamento com E2 em
cardiomidcitos tratados com ET-1. A. Imagens representativas em microscopia confocal de
cardiomidcitos de ratas neonatas corados para a-actinina (vermelho) e GPER1 (verde). O nucleo foi
corado com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). GPER1 foi predominantemente localizado na

regido perinuclear e também, apresentando marcacdo dispersa no citosol. Barra = 10 um. B. Analise



do Western blot indica que ET-1 e E2 resultou em expressdo diminuida do GPERL e que foi
restabelecida pelo tratamento com o antagonista do GPER1, G15. Acima do grafico, imagens
representativas do western blot. O gréfico representa a quantificacdo da expressdo das bandas para
GPER1 em unidades arbitrarias e normalizadas pela expressdo do GAPDH. n = nimero de amostras

analisadas. *p < 0.05 comparado aos demais grupos.



4.2 ATIVACAO DO GPER1 PELO AGONISTA G1 REVERTE A HIPERTROFIA DE
CARDIOMIOCITOS INDUZIDA PELA ENDOTELINA 1 (ET-1)

421 PARAMETROS MORFOMETRICOS DE CARDIOMIOCITOS
ATIVADOS POR G1

Para confirmar a participacdo do GPER1 no efeito anti-hipertrofico do E2, foi
realizada sua ativacdo usando-se o seu agonista G1 (Figura 14A-B).Assim, observamos que o
tratamento prévio com G1, impediu o efeito hipertréfico da ET-1, o que confirma a
participacdo desse receptor na prevencao da hipertrofia do cardiomiécito. Esse efeito do G1
foi similar ao observado com o pré tratamento com E2. O tratamento somente com G1 ndo

alterou o padrao de area celular.
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Figura 14. Agonista do GPER1, G1, reverte o efeito hipertréfico da ET-1 em cardiomidécitos. A.
Imagens representativas do confocal mostrando a marcagdo para a-actinina (vermelho) e DAPI
(nacleo) em cardiomidcitos de fémeas neonatas com 1-3 dias de vida. Barra = 10 um. B. Gréfico de
barra representando o aumento significativo na area de superficie celular apds o tratamento dos
cardiomidcitos com ET-1, o qual foi prevenido pela co-incubagdo com G1. O tratamento com G1, um
agonista do GPER1, resultou em reversao total dos efeitos hipertroficos da ET-1. n indica o nimero de
cardiomidcitos analisados. Os dados apresentados sdo resultantes de pelo menos trés experimentos

independentes. *p < 0.05 comparado aos demais grupos.



422 VIAS DE SINALIZACAO ENVOLVIDAS NA HIPERTROFIA DE
CARDIOMIOCITOS: EFEITO DO G1

A participacdo de vias de sinalizagdo tais como, da ERK1/2 e Akt no processo
hipertrdfico sdo classicamente descritas, mas, existem dados diferentes a depender do modelo
utilizado para inducdo do processo patologico. A analise dessas vias na condicdo onde o
GPERL1 foi bloqueado, mostrou influéncia significante dessas vias na prevencao da hipertrofia
induzida pelo E2. Assim, testamos se a ativagdo do GPER1, utilizando o G1, poderia modular

estas vias (Figuras 15 e 16).

O aumento da ativacdo de ERK1/2, como demonstrado na figura 15, foi prevenida
pelo tratamento das células com o G1. Este dado, se correlaciona com as a¢fes do E2 como
observado nos experimentos anteriores. Assim, podemos considerar que quanto aos efeitos na
sinalizacdo dessa via envolvida na sinalizacdo hipertrofica, o G1 ou E2 apresentaram efeitos
similares. Apesar desse efeito do G1, quando o mesmo foi administrado sozinho no cultivo,

ndo houve modificacdo no padréo de fosforilacdo da ERK1/2.

Ja a fosforilacdo da Akt, foi menos sensivel ao tratamento com G1, como pode ser
observado na figura 16. A reducdo da fosforilacdo da Akt induzida por ET-1, ndo foi revertida
pelo tratamento com G1 e nem sofreu alteragdo quando o G1 foi administrado sozinho ao
cultivo. A diferenca na atividade da Akt frente ao tratamento com E2 e com G1 pode ser

resultado da ativacdo de diferentes proteinas a depender do agonista.
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Figura 15. Agonista do GPERL1 reverte o aumento da fosforilagdo da ERK1/2 induzida pela ET-
1. O tratamento com ET-1 induziu aumento significativo na expressdo da ERK1/2 fosforilada e a co-
incubacdo com G1 normalizou esta expressdo. A incubacdo apenas com o G1 ndo alterou a area de
superficie das células. Na parte superior, esta a imagem representativa de Western blot. Na parte
inferior, a quantificacdo da fosforilacdo da ERK1/2 em unidades arbitrarias. * p < 0.05 comparado aos

demais grupos.
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Figura 16. Reducéo da expressdo pAkt induzida pela ET-1 néo foi alterada pelo tratamento com
G1. Na parte superior da figura, esti a imagem representativa de Western blot. Na parte inferior, estdo
os valores de densitometria em unidades arbitrarias. O tratamento com ET-1 promoveu reducdo da
fosforilacdo da Akt. O efeito da ET-1 n&o foi bloqueado pela co-incubagdo com G1. n = 5. Pelo menos

3 experimentos independentes foram realizados. *p < 0.05 comparado ao grupo controle.



4.3. SILENCIAMENTO DO GPER1 POR RNA DE INTERFERENCIA (siRNA)
REVERTE O EFEITO DE E2 NA HIPERTROFIA DE CARDIOMIOCITOS
INDUZIDA PELA ENDOTELINA 1 (ET-1)

O silenciamento do GPER1 foi realizado utilizando-se RNA de interferéncia (SIRNA)
com o objetivo de se confirmar os resultados anteriores. Inicialmente foram testadas 4
sequéncias alvo do gene para GPERL1. A escolha da melhor sequéncia para silenciamento foi
feita através da analise da expressao do mRNA para GPER1 com a técnica do Real-Time-PCR
(figura 17).

O silenciamento da sequéncia alvo 4 no gene do GPER1 foi o que produziu reducéo
mais significante do GPER1, representando 65% de silenciamento. A porcentagem de
silenciamento dos alvos 1, 2 e 3 foram, respectivamente: 53%, 39% e 22%. Assim, o alvo 4
foi escolhido para o experimento de silenciamento e analise da é&rea celular dos

cardiomiocitos.

Na figura 18A-B esta representada a area dos cardiomidcitos. Nela, observamos
novamente que o pré tratamento com E2 reverteu a hipertrofia induzida por ET-1. O
silenciamento de 65% nos cardiomidcitos. O silenciamento do GPER1 reverteu o efeito do
pré-tratamento com E2.. Nenhuma alteracdo na area celular dos cardiomiécitos foi observada

com o uso do siRNA sozinho.
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Figura 17. Andlise da expressdo do mRNA para defini¢do do melhor alvo para silenciamento do
GPERL1. A anélise da expressao de mMRNA para GPER1 mostrou que o silenciamento do alvo 4 foi o
que produziu redugdo mais significante do receptor. Assim, a sequéncia do alvo 4 foi utilizado nos

experimentos de silenciamento do GPER1. *p < 0.05 comparado ao grupo controle.
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Figura 18. O silenciamento do GPER1 reverte a acdo anti-hipertrofica do E2. A. Imagens
representativas do confocal mostrando a marcagdo para a-actinina e DAPI (nucleo) em cardiomiocitos
de ratas neonatas com 1-3 dias de vida. Barra = 10 um. B. Grafico de barra representando o aumento
significante na area de superficie celular apds o tratamento dos cardiomidcitos com ET-1, o qual foi
prevenido pela co-incubacdo com E2. O silenciamento do GPER1 reverteu o efeito anti-hipertrofico
do E2. O tratamento das células apenas com o siRNA nado alterou o padrdo de area celular dos
cardiomidcitos. n indica o nimero de cardiomiécitos analisados. Os dados apresentados sdo resultantes
de pelo menos trés experimentos independentes. *p < 0.05 comparado aos demais grupos; #p < 0.05

comparado aos demais grupos.



5 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi demonstrada a participacdo do GPER1 na atividade anti-
hipertréfica do E2 em modelo de hipertrofia de cardiomidcitos induzida por ET1. A ET-1
produziu um padrdo hipertrofico satisfatorio a uma concentragdo de 100 nM. Esse padréo,
serviu de modelo em nosso estudo, onde foi possivel avaliar os efeitos do E2 e seu receptor de

membrana em uma condicdo classica de ativacao de vias hipertroficas.

Outros estudos demonstraram esse efeito da ET-1 na inducdo da hipertrofia (MALIK
et al., 2015; TANAKA et al., 2014). A ET-1 atua nos cardiomidécitos ativando a transcrigdo de
genes envolvidos na proliferacdo celular. Além disso, o sistema cardiovascular, em especial,
os cardiomiocitos, sdo locais de sintese e acdo da ET-1, atuando principalmente de maneira
paracrina ou autocrina (AGAPITOV; HAYNES, 2002; RUBANYI; POLOKOFF, 1994). Essa
sinalizacdo da ET-1 est4 envolvida na hipertrofia de cardiomidcitos e no desenvolvimento de
fibrose e ativacdo de processos inflamatorios no tecido cardiaco, bem como atuando de
maneira sistémica na inducdo de vasoconstricdo acentuada (ALLEN et al., 2003; NUNEZ et
al., 1990; SUZUKI; KUMAZAKI; MITSUI, 1993). Por esse motivo, a droga é amplamente

utilizada em estudos que visam a investigacao da hipertrofia no sistema cardiovascular.

Neste trabalho, o tratamento com E2 preveniu o aumento da area dos cardiomidcitos
induzido por ET-1. A atividade anti-hipertrofica do E2 foi demonstrada anteriormente em
estudos in vivo e in vitro. Pedram e colaboradores (2013) investigaram os efeitos do E2 na
prevencdo da hipertrofia desenvolvida em cardiomiécitos induzida por Ang Il. Foi
demonstrado que o 17-B-Estradiol e também um ligante especifico do ERP foram capazes de
prevenir a hipertrofia (PEDRAM et al., 2013). O estudo citado acima, demonstrou que o E2
foi capaz de prevenir o aumento na atividade/fosforilacdo da classe | das HDAC, responsaveis
pela sinalizacdo hipertrofica induzida pela Ang Il. A participacdo do ERP também foi
relacionada ao efeito cardioprotetor exercido pelo E2 em condigfes de hipoxia em
cardiomiocitos adultos. A expressdo do mRNA para este receptor foi aumentada na hipoxia
(0.5% O3) e normalizada na normoxia (21% O;) (CUNNINGHAM et al., 2016), mostrando

assim uma modulagdo do receptor nas condic6es de estresse cardiaco.



Corroborando a atividade anti-hipertrofica do E2, observada em nosso trabalho, outro
estudo mostrou que in vivo, este efeito protetor também acontece (VAN EICKELS et al.,
2001). Sob estimulacdo da sobrecarga circulatoria apos constricdo transversa da aorta (TAC),
o0 tratamento com E2 reverteu a hipertrofia em fémeas ovariectomizadas. Nesses animais, 0
aumento da massa ventricular foi revertido com o tratamento com E2 por até 8 semanas.
Quanto a sinalizacao hipertréfica modulada pelo E2, este estudo demonstrou que o mesmo foi
capaz de reverter o aumento da fosforilagdo das MAPK (p38-mitogen-activated protein
kinase), mas sem alteragdo na fosforilagdo da ERK1/2 e JNK. Nesse mesmo trabalho, a TAC
aumentou a expressdo de ANP e esta expressao foi ainda maior com o tratamento com E2.
Wang e colaboradores (2012) também demonstraram que o tratamento com G1 em fémeas
ovariectomizadas melhorou a fungéo cardiaca e reduziu a hipertrofia de cardiomdcitos nesses
animais (WANG et al., 2012).

Estes estudos em modelos in vivo ou in vitro mostram uma atividade cardioprotetora
do E2 e apontam para diversas vias de sinalizacdo que podem ser moduladas por esse

hormonio.

Este estudo mostrou que o blogueio do GPERL1 pelo G15 promoveu a perda dos efeitos
anti-hipertroficos do E2. Pouco se sabe sobre a participacdo de GPER1 nos efeitos
cardioprotetores do E2 (SHEN et al.,, 2014). A maioria dos trabalhos, at¢ o momento,
apontaram para o ERP como o principal mediador das agdes anti-hipertroficas do E2
(BABIKER et al., 2006; SKAVDAHL et al., 2005). Skavdahl e colaboradores (2005)
demonstraram que camundongos fémeas knockout para ERP apresentaram hipertrofia
cardiaca bem mais acentuada quando submetidas a TAC quando comparadas as knockout para
ERa. Neste trabalho, o fato de o GPERL estar envolvido na prevencdo do aumento da area dos
cardiomidcitos indica a importancia de se estudar este receptor e as vias ativadas por ele em

condicGes hipertroficas.

A via dos peptideos natriuréticos é amplamente usada para descrever ou caracterizar o
perfil hipertréfico em midcitos cardiacos (YANG et al., 2015). Estes peptideos séo liberados
sob estimulo de sobrecarga circulatoria em que, ha um aumento na pressao ventricular. Esse
aumento pressorico, funciona como estimulo mecénico para a liberagdo dos peptideos (DEL
RY; CABIATI; CLERICO, 2014). Os dados demonstraram, atraves da andlise da expressao



de RNA mensageiro, que o tratamento com ET-1 foi capaz de aumentar a expressdo de
MRNA de ambos ANP e BNP. A reducdo na expressdo do ANP e BNP induzida pelo E2, foi
também mediada pelo GPER1, corroborando os dados de hipertrofia avaliados anteriormente.
Acredita-se que esses peptideos podem promover a ativacdo de mecanismos anti-hipertréficos
em cardiomiocitos tratados com ET-1 e/ou sinalizar um aumento de area celular, funcionando

como marcadores.

Outros trabalhos da literatura, mostram um efeito do E2, estimulando a expressédo dos
peptideos natriuréticos. A maioria destes estudos foram realizados em condicbes de pés
menopausa ou mesmo em mulheres em idade fértil (MAFFEI et al., 1999, 2001), mas sem
estimulo patoldgico. No presente estudo, o tratamento com E2 reduziu significativamente a
expressdo do ANP e BNP para valores até menores que o controle. Apesar de parecerem
conflitantes, acredita-se que sob estimulos patoldgicos, como a ET-1, o E2 possa atuar de
forma a contrabalancear as vias hipertréficas e, assim, reduzir os marcadores de hipertrofia,

tais como os peptideos natriuréticos.

Alguns trabalhos demonstraram que a ativacao da sinalizacdo do BNP leva a formacao
do segundo mensageiro GMPc, ativando proteinas efetoras, as quais levariam ao efeito
compensatdrio para reversdao da hipertrofia (DEL RY; CABIATI; CLERICO, 2014). No
entanto, observou-se que os niveis de mMRNA dos peptideos permaneceu elevado apds o
tratamento por 48 horas no grupo tratado com ET-1+E2+G15. Provavelmente, esses peptideos
por si s6 ndo sdo capazes de reverter a hipertrofia induzida por ET-1, mas participam na
sinalizacdo da ativacdo de vias anti-hipertroficas. Nossos dados mostram que o0 GPERL1 parece
estar envolvido na reducdo da expressdo dos peptideos natriuréticos o que coincidiu também

com seu efeito sobre a area celular.

A andlise da marcagdo do GPER foi realizada por imuno-histoquimica. A
imunolocalizagdo mostrou um padréo intenso de expressdo do GPER1 na regido perinuclear,
demonstrando que este receptor é expresso na membrana citoplasmatica, mas é marcadamente
localizado na regido perinuclear. Por outra técnica, Western Blot, observou-se que o
tratamento com E2 reduziu a expressdo do GPER1, enquanto a utilizacdo do antagonista G15
reverteu essa diminuicdo. Este efeito das drogas, pode ser resultante da regulacdo que o

ligante induz no receptor, ou seja, 0 excesso do ligante E2 pode ter induzido a downregulation



de seu receptor, o que fisiologicamente é esperado nessas condicOes. Interessante foi que,
mesmo nessa condicdo com menor expressdo do GPER1, o E2 foi capaz de reverter a vias

hipertroficas ativadas pela ET-1.

A andlise de dados referentes a expressdo deste receptor € complexa, pois deve ser
considerada sua marcacdo nos diferentes compartimentos celulares, o que pode indicar
atividade diferenciada deste. Ja foi demonstrado, que este receptor é imunolocalizado de
diferentes formas a depender do tipo celular (AKAMA et al., 2013; SANDEN et al., 2011).
Em cardiomidcitos, pouco se conhece sobre sua localizacdo subcelular. Revankar e
colaboradores (2005), analisaram a localizacdo intracelular do GPER1 em células COS7
(fibroblasto do rim de macacos). Através da marcacdo do receptor com uma proteina
fluorescente verde (GFP), o grupo demonstrou que este receptor esta localizado no envelope
nuclear, ligado ao reticulo endoplasmético e complexo de Golgi. Entretanto, ndo foi
observada co-localizacdo do GPER1 no citoesqueleto de actina e mitocéndria (REVANKAR
et al., 2005b).

Alguns autores tém sugerido que as vias de sinalizacdo evocada pelo GPER1 podem
depender da localizacgdo intracelular deste receptor. Portanto, consideramos que no presente
estudo, a abordagem futura mais detalhada sobre a localizacdo do GPER1 em cardiomidcitos
hipertrofiados e tratados com E2 poderd enriquecer a compreensdo dos efeitos do E2

mediados por este receptor de membrana.

O envolvimento do E2 na funcdo cardiaca, especialmente em efeitos cronotrépicos e
inotropicos, tem sido indicado em alguns trabalhos, mas 0s mecanismos ainda ndo sao
definidos. Os dados deste trabalno mostraram que a ET-1 promoveu uma diminuigédo

significante da frequéncia de batimento das células.

Ainda € incerto por quais mecanismos a ET-1 promove tal reducdo no padrdo de
contracdo das células. Alguns autores sugerem que poderia envolver a mobilizagéo de célcio,
0 que acontece principalmente em condic¢Bes patologicas (SEO et al., 2014; YAMAMURA,
2014). Ono e colaboradores (2001) mostraram que a ET-2 tem efeito cronotrépico negativo
em células do no sinoatrial de coelhos. Este efeito da ET-1 foi ainda associado com um

aumento na extenséo (tempo) do potencial de acdo de maneira dependente do receptor ET a.



Assim, os investigadores utilizaram a técnica de voltage-clamp do tipo whole-cell, para
avaliar as correntes envolvidas no efeito mediado pela ET-1 (ONO et al., 2001). Através
destas analises, os autores concluiram que o efeito inibitério da ET-1 na contracdo de células
sinoatriais, era através de sua acao, inibindo as correntes de calcio (Ica+L) € potassio (lk). A
acao sobre a corrente Iy, culminou na lentificacao da repolarizacdo do potencial de a¢do nestas
células. Também, ja foi demonstrado que esta acdo da ET-1 é independente do NO, visto que
a adicdo de N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), um inibidor da NO sintase, nédo
alterou os feitos da ET-1 (ZHU; YANG; ENDOH, 1997).

Curiosamente, em nosso trabalho, o tratamento prévio com E2 restaurou a frequéncia
de contragdo nestas células. Para este parametro, o blogueio do GPER1 néo alterou o efeito do
E2. Por isso, acredita-se que outros receptores, como o ERa ¢ ER possam estar mediando os
efeitos cronotropicos positivos do E2. O interesse em estudos envolvendo mecanismos
explicando como o E2 pode exercer efeitos positivos nesta condicdo ajudaria na compreensdo

da modulacéo exercida por estrogénios em midcitos cardiacos.

Apesar de a ET-1 ndo ter promovido mudangas significativas na amplitude de
mobilidade da membrana, observa-se uma tendéncia para 0 aumento da porcentagem da area
contraida. O tratamento prévio com E2 ndo alterou este parametro, no entanto, o bloqueio do
GPERL1 levou a um aumento significativo quando comparado ao controle e grupo ET-1+E2,
demonstrando assim, que este receptor pode prevenir o aumento da mobilidade da membrana

em cardiomidcitos.

Este resultado pode, indiretamente, mostrar a intensidade de contracdo destas células.
A participacdo do GPERL1 neste evento foi de grande importancia visto que, o bloqueio deste
com G15 aboliu os efeitos do E2 na forca de contracdo. S&o recentes os achados de que
receptores de estradiol podem modular a intensidade de contracdo em cardiomiocitos. Vigne e
colaboradores, em 1989, ja haviam demonstrado que a ET-1 era capaz de produzir efeito
inotropico positivo em células atriais de ratos. A ET-1 produziu um efeito bifasico no perfil
de contracdo destas células. No primeiro minuto apos o tratamento, observou-se uma redugéo
da amplitude de contragcdo (menor que 10%) e apos esse tempo, houve aumento significativo
da tensdo, o que durou aproximadamente 45 minutos e s6 regrediu apds sucessivas lavagens

das células. Esse estudo, mostrou ainda que a esta acdo da ET-1 é mediada pela mobilizagdo



do inositol (monofosfato, bifosfato e trifosfato) intracelular, pois a concentracdo deste foi
aumentada com o tratamento com ET-1 a 100 nM. Ainda, o bloqueio farmacologico dos
canais de célcio (D888) aboliu os efeitos inotropicos da ET-1, sugerindo que o influxo de
calcio € importante mediador das acbes da ET-1 (VIGNE; LAZDUNSKI; FRELIN, 1989).
Com isso, contextualizando com o nosso trabalho, consideramos que a imunolocalizacéo
perinuclear do GPER1, possa estar envolvida na liberacdo do calcio reticular e assim,

contribuir ou influenciar de alguma forma para as agdes da ET-1.

Um estudo de Opel e colaboradores (2015) analisou a participacdo de um regulador de
sinalizacdo das proteinas G, chamado de RGS4, no padrdo de contratilidade de
cardiomiécitos. O RGS4 € considerado como um desativador de receptores acoplados a
proteinas G, por acelerar a atividade GTPésica das subunidades a. Neste estudo, o uso de
animais com delecdo genética para RGS4 (RGS4-/-) mostrou que 0S mesmos apresentam
maiores frequéncias de sparks de calcio e essa frequéncia foi ainda amplificada pelo
tratamento dos cardiomidcitos com ET-1 (100 nM) (OPEL et al., 2015). Esse efeito da ET-1
ocorreu tanto em animais RGS4+/+ como RGS4-/-. Seria de esperar entdo que, o tratamento
com ET-1, em nosso estudo, fosse capaz de até aumentar a frequéncia de contracdo dos
cardiomidcitos, o que ndo ocorreu. Apesar deste efeito esperado, ja foi demonstrado que a ET-
1 pode alterar o padrdo de contracdo ndo somente pelo aumento do transiente de célcio, mas,
também por acdes citosolicas e nucleares que culminam no padrdo contrétil e na ativacdo de
vias de sinalizagdo, como a CaM/CaMK II/HDACS5. Assim, o padrdo contrétil observado ndo
deve ser analisado apenas do ponto de vista da mecanica de contracdo, mas também, como
resultante de toda a sinalizacdo intracelular evocada pela ET-1. O aumento na area contraida,
observada no grupo ET-1+E2+G15, pode indicar que o GPER1, mesmo néo interferindo na
frequéncia de contracdo em condicGes de estimulo pela ET-1, pode estar envolvido na

magnitude de contracdo nessas mesmas condigdes.

Por isso, consideramos promissores que os efeitos do E2 mediados pelo GPER1
possam participar do mecanismo de mobilizacdo de calcio, produzindo efeito cronotrdpico
positivo e modulando os mecanismos da forca de contracdo. Obviamente, esses mecanismos

necessitam ser melhor compreendidos considerando novas técnicas e abordagens especificas.



A GRKS5 atua em cardiomiocitos regulando os eventos de sinalizacdo que controlam a
funcdo cardiaca e € conhecida por sofrer upregulation na insuficiéncia cardiaca. Apesar de a
funcéo principal da GRKS5 ser a de dessensibilizar receptores acoplados a proteina G através
da fosforilagdo, tem sido demonstrado que a GRK5 se localiza no nucleo dos midcitos
cardiacos onde exerce efeitos independentes dos receptores acoplados a proteina G,
promovendo respostas mal-adaptativas na hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca
(HULLMANN et al., 2014). O aumento de GRKS5 nuclear esta associado ao desenvolvimento
de hipertrofia patolégica. No entanto, protocolos visando desenvolvimento de hipertrofia

fisiolégica ndo induziram aumento no acimulo nuclear de GRK5 (TRAYNHAM et al., 2015).

Através da andlise da densidade de marcacdo da GRK5 no nucleo e citoplasma, foi
possivel avaliar a razdo nucleo citoplasma, que indica a translocacdo nuclear da GRKS5.
Nossos resultados, sugeriram que a translocacdo da GRK5 para o ndcleo no grupo tratado
com ET-1 pode estar mediando seus efeitos hipertréficos. Além disso, essa translocacao foi
revertida no grupo tratado com E2. O tratamento com G15 ndo alterou este padrdo, mas
observa-se uma tendéncia de ser maior que o pré-tratado com E2. A acumulacdo nuclear de
GRKS5 ocorre ap6s ativacdo da subunidade Gq. Durante a fase de hipertrofia patol6gica que
precede a insuficiéncia cardiaca, ha um aumento da atividade de sinalizacdo através de
GPCRs que sdo acoplados a Gg. Ao entrar no ndcleo, através de seu dominio catalitico, a
GRKS5 pode fosforilar fatores como HDACS5 ou NFAT, orientando-0os para o nucleo e
liberando sua represséo no MEF2 (HULLMANN et al., 2014), um fator de transcri¢do
essencial na regulacdo do crescimento de cardiomidcitos. Esse mecanismo pode certamente

ajudar a compreender as vias de regulacdo do E2 em cardiomidcitos hipertrofiados.

A via de sinalizagdo MAPK/ERK1/2 parece ser crucial na regulacdo de eventos
fisiologicos e patologicos cardiacos (FRYER et al., 2001; KOVACS et al., 2009). Em nosso
estudo, o tratamento com ET-1 produziu aumento significativo na expressdo de ERK1/2 e o
mesmo foi abolido pelo pré-tratamento com o E2. Este dado corrobora as a¢fes da ERK1/2 no
desenvolvimento da hipertrofia induzida por ET-1 (YUE, 2000). Nossos dados revelaram
ainda que no grupo tratado com G15, a expressdo de ERK1/2 é maior que o0 grupo preé-tratado
com E2. Em conjunto, nossos resultados revelaram que a ativacdo da ERK induzida por ET-1

foi suprimida por E2, podendo este efeito ser parcialmente mediado pelo GPERL1.



A proteina serina/treonina quinase Akt é um importante mediador da sinalizacdo da
fosfatidilinositol-3-quinase (P13K) e regula uma grande variedade de funcdes celulares em
diferentes tecidos. Trabalhos anteriores indicaram a dependéncia das vias de sinalizagcdo da
Akt na regulacdo do crescimento cardiaco, funcdo contratil, e angiogénese coronariana
(SHIOJIMA; WALSH, 2006), além de acbes neuroprotetoras (BOURQUE; MORISSETTE;
DI PAOLO, 2014). Nossos dados demonstraram uma participacdo importante da proteina Akt
nos efeitos do E2. A expressdao da Akt diminuida no grupo ET-1 foi revertida pelo pré-
tratamento com E2. Este efeito do E2 pode contribuir para o entendimento de como sua
sinalizacdo contribuiu para reversao da hipertrofia ativada pela ET-1. Além disso, o E2 perdeu
parcialmente seu efeito no aumento da expressdo de Akt quando o GPER1 foi bloqueado.
Quanto ao G36, este antagonista apresentou efeito mais pronunciado que o G15 na reducéo da
expressao da Akt fosforilada, o que corrobora dados indicando maior afinidade desta droga ao
GPERL1.

Mais uma vez, este receptor parece estar envolvido nas acdes do E2 em cardiomidcitos
hipertrofiados. Em células ndo estimuladas, a Akt reside no citosol e seu dominio quinase é
inibido por um dominio hidrofébico C-terminal. Em resposta a estimulacdo por fatores de
crescimento, como no nosso estudo por ET-1, Akt é recrutada para a membrana plasmatica
através do seu dominio PH N-terminal. Associada a membrana, a Akt é sequencialmente
fosforilada nos seus dois sitios regulatorios, T308 ou S473 (no caso de Aktl), por quinases
conhecidas como proteina-quinases dependentes de fosfoinositideos 1 (PDK1).

No estudo de Deschamps e Murphy (2009), animais infartados foram tratados com
110 nM de G1. Esse tratamento prévio com G1, reduziu a area infartada apos a isquemia
(DESCHAMPS; MURPHY, 2009). Essa acdo foi perdida com wortmannin, um inibidor da
PI3K, mostrando assim, uma dependéncia dessa via para as acOes mediadas pelo GPER1.
Interessantemente, 0 G1 aumentou a expressao tanto de Akt quanto de ERK1/2 no estudo. Em
contraponto, em nosso estudo, o bloqueio do GPERL1 foi relacionado com redugéo da Akt,
mas com aumento da ERK1/2. Patten e colaboradores (2004) relacionaram a cardioprotecéo
exercida pelo E2 com a ativagdo da via PI3K/Akt (PATTEN et al., 2004). Essa via, foi

também relacionada com a reducdo da &rea infartada apds o tratamento com E2.



A proteina PDK1, que ¢ efetora na cascata de ativacdo da Akt, foi também avaliada em
nosso estudo. A participacdo da PDK1 fosforilada confirma a via de ativacdo da Akt
participando nos efeitos protetores exercidos pelo E2. Observamos que a reducdo da
expressdo da PDK1 fosforilada no grupo tratado com ET-1, coincidiu com a reducdo da Akt
no mesmo grupo. Da mesma forma, o aumento na expressdo da Akt fosforilada coincidiu com

0 aumento da expressdo da PDK1 fosforilada o grupo pre-tratado com E2.

Tanto para a expressdao da Akt quanto para PDK1, a participacdo do GPER1 foi
essencial, induzindo uma redugéo na expressdo destas mesmo na presenca do E2. A reducéo
da Akt fosforilada foi parcialmente reduzida quando as células foram tratadas com G15,
indicando a participacdo de outros receptores de E2 nesse processo. Apesar disso, a reducdo
na expressdo da PDK1 fosforilada foi totalmente dependente do GPER1, como observado nos
grupos tratados com G15 ou G36.

Em 2006, apos a identificacdo do GPER1 pelo mesmo grupo de pesquisadores, Bologa
e colaboradores identificaram através de screening biomolecular, o0 G1, agonista especifico do
GPER1 (BOLOGA et al., 2006), que passou a ser utilizado amplamente em trabalhos
investigando os efeitos mediados pelo receptor de membrana do E2. Em trabalhos posteriores,
o0 estudo do GPER1 mostrou evidencias de suas a¢des protetoras no sistema cardiovascular
(LINDSEY; CHAPPELL, 2011).

A anélise dos efeitos tanto do E2, impedindo o desenvolvimento de hipertrofia via ET-
1, quanto do bloqueio do GPER1 via G15 mostraram a participacdo do receptor mediando
acles no cardiomiocito. Assim, foram investigados os efeitos do G1 no modelo hipertréfico
utilizado em nossos experimentos anteriores e observamos que o tratamento prévio com G1
impediu o efeito hipertrofico da ET-1, ressaltando a participacdo desse receptor na prevencao
da hipertrofia do cardiomiocito. Esse efeito do G1 foi similar ao observado com o pré
tratamento com E2. Apesar de sua acéo impedindo o desenvolvimento de hipertrofia, quando

as células foram tratadas apenas com o G1 ndo houve alteracéo do padrdo de &rea celular.

Estudos como o de Kabir e colaboradores (2015) mostraram que em machos C57BL/6,
a expressdo de mRNA para GPER1 no coragdo ¢ maior quando comparado ao ERa e ER.

Nesse estudo, os autores relacionam a ativacdo do GPER1 com o efeito cardioprotetor agudo



do E2 em modelo de isquemia/reperfusdo miocardica. O tratamento com E2, reduziu a
porcentagem de area infartada em animais controle e knockout para ERa. € ER, mas, ndo teve
efeito cardioprotetor no animais knockout para GPER1 (KABIR et al., 2015). Em modelo in
vitro, os efeitos cardioprotetores e antiapoptoéticos da ativacdo do GPER1 também foram
demonstrados (LI; XIANG; PING, 2015). Trabalhos como estes, apesar de serem
desenvolvidos em machos, indicam um papel importante do GPER1 como mediador das
acoes de E2 e indicam que mesmo em outras condi¢Ges que ndo sejam a hipertrofia, os efeitos
da ativacdo do GPERL s&o cardioprotetores.

Em fémeas, ja foi demonstrado uma interacdo entre 0 GPER1 e a Receptor activity
modifying protein 3 (RAMP3), uma proteina relacionada com o desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca. Através da técnica de Bioluminescence Ressonance Energy Transfer
(BRET), Lenhart e colaboradores (2013) demonstraram a interacdo molecular entre GPER1 e
RAMP3 como mecanismo importante para as acoes mediadas pelo GPER1. Essa interacdo é
sugerida pelos autores como um mecanismo para direcionar e translocar o GPER1 dentro da
célula, permitindo suas ac¢Ges rapidas. Além disso, nesse estudo a ativacdo do GPER1 via G1
promoveu efeitos anti-hipertréficos no coracdo e uma reducdo da fibrose perivascular, um
efeito que foi presente em machos Ramp™* mas ndo em machos Ramp™ (LENHART et al.,
2013).

Alguns modelos de injuria cardiaca como o de isquemia e reperfusdo, bem como de
knockouts para proteinas de interacbes com os receptores acoplados a proteina G, como citado
acima, tem sido descritos na literatura e todos mostram algum tipo de efeito protetor exercido
pela via mediada pelo GPER1. Apesar disso, estudos sobre as vias hipertroficas ativadas bem

como os efeitos do GPER1 em modelos com fémeas e in vitro sdo escassos.

A participacdo de vias de sinalizagdo tais como da ERK1/2 e Akt no processo
hipertréfico sdo classicamente descritas, mas existem dados diferentes, a depender do modelo
utilizado para indugdo do processo patolégico. A andlise dessas vias, na condi¢do de bloqueio
do GPER1, mostrou influéncia significante dessas vias na prevencdo da hipertrofia induzida
pelo E2. Assim, testamos se a ativacdo do GPER1, utilizando o G1, poderia modular estas
vias. O aumento da ativacdo de ERK1/2 foi prevenido pelo tratamento das células com o G1.

Este dado se correlaciona com as a¢des do E2 como observado nos experimentos anteriores.



Assim, podemos considerar que, quanto aos efeitos na sinalizacdo dessa via envolvida na
sinalizacdo hipertrdfica, 0 G1 ou E2 apresentaram efeitos similares. Apesar desse efeito do
G1, quando o mesmo foi administrado sozinho no cultivo, ndo houve modificacdo no padrdo
de fosforilagdo da ERK1/2.

No estudo de Kabir e colaboradores (2015), o tratamento com E2 aumentou a
expressao da ERKZ1/2 fosforilada, contrastando assim com o0s nossos achados quando
comparamos com o tratamento com G1 ou E2. Tal efeito, de aumentar a expressdo da
ERK1/2, pode ter ocorrido como resultado de uma dose elevada de E2 (40 nM) comparada
com a utilizada em nosso estudo (10 nM). Além disso, o trabalho citado acima, utilizou um
modelo de coracdo isolado e um tratamento com E2 que precedia a isquemia. Assim, é
possivel que a diferenca do modelo, dose e vias de injaria, sejam responsaveis pela diferenca
na ativacdo da ERK1/2 observado nesses trabalhos.

No mesmo trabalho, a fosforilagdo da Akt foi aumentada no grupo WT tratado com
E2, o0 mesmo resultado obtido com E2, mas ndo com G1 em nosso estudo. A Akt é
considerada uma proteina envolvida na sobrevivéncia celular e producéo de 6xido nitrico, de
forma indireta, pela ativacdo da sintase de Oxido nitrico. De forma interessante, coracdo de
animais knockout para GPER1 ndo apresentaram aumento na expressdo da Akt fosforilada.
Esse estudo, relacionando aos nossos dados, mostram que o GPER1 esta envolvido na

ativacdo de via de sinalizacdo anti-hipertrofica como da Akt.

Através da técnica de utilizacdo do RNA de interferéncia (siRNA), foi escolhida uma
sequéncia alvo para 0 GPER1 que produziu 65% de silenciamento do receptor. A analise da
area dos cardiomiocitos mostrou novamente que o pré tratamento com E2 reverteu a
hipertrofia induzida por ET-1 e que o pré tratamento com E2 na condigdo onde houve o
silenciamento de 65% do GPERL reverteu a agdo hipertréfica da ET-1. O silenciamento do
GPER1 mostrou novamente que este receptor tem funcéo importante no processo hipertréfico
desenvolvido em cardiomidcitos. Em funcdo de a técnica de silenciamento ter reduzido para
35% a expressdo do receptor, acreditamos que esta atividade basal que restou pode ter sido
responsavel por impedir o blogueio total das a¢fes do E2 na célula. De qualquer forma, o

dado contribui para confirmagdo do papel do receptor no crescimento da célula e representa



uma nova ferramenta de investigacdo para as vias de sinalizacdo envolvidas nas acdes do
GPERL1.

Outros estudos, principalmente envolvendo pesquisas com células carcinogénicas,
utilizaram a técnica de silenciamento do GPER1 como estratégia de investigacéo
(FRANCOIS et al., 2015; LAM et al., 2014). Lam e colaboradores, em 2014, mostraram que a
ativacdo do GPER1 com o G1 foi capaz de inibir o crescimento de células tumorais da
préstata resistentes a castracdo. Nesse estudo, o tratamento com G1 durante 16 dias em uma
dose de 4mg/kg/dia, subcutaneamente, promoveu reducdo do volume tumoral para menos que
50% comparado ao controle (LAM et al., 2014).

Em células de carcinoma ovariano, a migracdo e proliferacdo celular dessas células foi
prevenida pelo tratamento com E2. Interessantemente, a ativagdo de ERK1/2 nesse modelo foi
relacionado com a capacidade de metéstase das células. Os autores, através de técnica de
silenciamento ou do bloqueio do GPER1 (G15), mostraram que a reversdo do aumento da
ativacdo da ERK1/2 induzida pelo tratamento com E2 foi mediado pelo GPER1 e nédo pelos
receptores ERa ¢ ERB (FRANCOIS et al., 2015). Em nosso estudo, a prevencao da ativacéo
da ERK1/2 também foi observada e indica que mesmo em outros tipos celulares, a via das

MAPK ¢é um alvo das a¢cbes ndo genémicas do E2.

Assim, nosso estudo trouxe informacGes acerca das acGes do GPER1 em uma
condicdo de hipertrofia do cardiomiécito e os resultados apontam para a participacdo do
receptor em efeitos importantes exercidos pelo E2. Nossos dados apontam para ideia do E2
contribuindo para a reducdo da hipertrofia através da inibicdo de vias hipertréficas, como da
GRKS5, ERK1/2 e para a ativagdo de vias protetoras tais como Akt/PDK1. Dessa forma,

apresentamos abaixo, uma sintese do mecanismo de a¢éo proposto para o eixo E2/GPERL.
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Figura 19. Esquema proposto para as vias envolvidas nas a¢cdes mediadas pelo eixo E2-GPERL.

Conforme observado nessa pesquisa, a investigacdo das acdes do GPER1 seja

utilizando o seu antagonista (G15) ou agonista (G1), mostrou que a modulagédo deste receptor
interfere na ativacdo da via PDK1/Akt e esta sinalizacdo protetora no cardiomiécito pode ter
sido responsavel pelas a¢des anti-hipertréficas do E2, resultando na reducdo da expressdo da

ERK1/2. Por outro lado, efeitos ndo mediados pelo GPER1 também se destacaram, como a

reducdo da translocacdo nuclear da GRKS5, o que pode ter sido mediado por outros receptores

de E2, que além de interferir nessa via, podem ainda ter sido responsaveis por parte das aces

anti-hipertroficas do mesmo, através de suas agdes classicas nucleares.



6 CONCLUSOES

Este trabalho demonstra o papel protetor essencial do E2 em cardiomidcitos
hipertrofiados através da ET-1 e apresenta resultados que demonstram fortes evidéncias para a
participacdo do GPER1 nos efeitos mediados pelo E2. Os mecanismos envolvidos na protecéo
exercida pelo E2, aléem da prevencdo do aumento da area celular, envolve modificacdes na
expressdo dos marcadores hipertréficos ANP e BNP, prevengdo de alteracdes no padrao
contrétil exercido pela ET-1, reducdo na translocacdo nuclear de fatores ativadores do
crescimento celular (GRKS5) e inibicdo de moléculas ativadoras de vias hipertroficas como a
ERK1/2. Ainda, este trabalho sugere que a via protetora utilizada pelo E2 para produzir seus
efeitos protetores seja via proteina PDK1/Akt, aumentada com o pré-tratamento com E2,
resultado que pode ser comprovado pelo blogqueio deste receptor pelo G15 e mais eficazmente
pelo G36.

O silenciamento do GPERL1 evidenciou ainda mais as acgdes estrogénicas nao
genémicas, mediadas pelo GPER1. Nesse estudo, o bloqueio parcial das acdes do E2 com o
siRNA GPERL1 corrobora os resultados do mecanismo antihipertréfico atribuido ao E2 e se

caracteriza como ferramenta importante para futuras investigacGes nessa linha de pesquisa.

Observamos que mais estudos das vias alteradas neste trabalho, especialmente em
modelo in vivo, possam enriquecer essa linha de pesquisa. Em contrapartida, os resultados
encontrados sugerem ainda maior investigacdo de como o E2 pode modificar tais vias no
cardiomidécito, havendo entdo necessidade de associar ao modelo in vivo, o cultivo celular

para investigacOes de vias de sinalizagéo ativadas ou influenciadas pelo GPER1.

Considerando que o foco das pesquisas mais recentes do sistema endocrino
envolvendo o E2, tem se voltado mais para as acGes ndo gendmicas deste como importante na
abordagem da terapia hormonal, este trabalho contribui para a compreensdo de tais efeitos,
abordando uma condigcdo importante para a doengas cardiovasculares — a hipertrofia de

cardiomiocitos.
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