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Resmumo-

Resumo

As catecolaminas endogenas adrenalina e noradrenalina controlam
importantes funcdes fisiologicas através da ativacdo de oua-ARS, que sao receptores
com 7 dominios transmembrana os quais ativam proteinas G. Muitos agonistas de
a1-ARs sdo utilizados na terapéutica, principalmente por conta de seu efeito
vasoconstritor, porém, a taquifilaxia observada com a oximetazolina, um agonista de
a1-ARs da classe das imidazolinas, € um efeito adverso importante e pode ser
observado principalmente com a utilizacdo de descongestionantes nasais por
periodos de tempo prolongado. No presente estudo, investigamos a participacédo de
PKC e GRK2 nos processos de fosforilagdo, dessensibilizacdo e internalizacao de
a1a-ARs induzidos pelos agonistas noradrenalina e oximetazolina. Segundo os
resultados obtidos, a oximetazolina, mas ndo a fenilefrina, induziu taquifilaxia nas
contracbes de artéria caudal de rato. Além disso, aa-ARs ativados pela
oximetazolina sédo fosforilados principalmente pela GRK2, seguida de rapida
dessensibilizacdo e internalizacdo. Ja aia-ARs ativados pela noradrenalina sdo
fosforilados principalmente pela PKC, sem dessensibilizacdo nem répida
internalizacdo. Esses resultados em conjunto demonstram que a oximetazolina e a

noradrenalina regulam os a;a-ARs através de diferentes mecanismos, envolvendo

diferentes quinases.



Abstract

Abstract

The endogenous cathecolamines epinephrine and norepinephrine control
important physiological functions through activation of a;a-ARS, which are 7-
transmembrane receptors that activate G proteins. Several a;-ARs agonists are
therapeutically useful in reason of its vasoconstrictor effects; however, tachyphylaxis
in the vasoconstrictor effects of nasal decongestant containing oxymetazoline, an
imidazoline a;-ARs agonist, is an important adverse effect observed after prolonged
treatment. On the present study, we investigated the roles of PKC and GRK2 on the
aia-AR phosphorylation, desensitization and internalization process after receptor
activation by norepinephrine and oxymetazoline. The results show that
oxymetazoline, but not phenylephrine, induce tachyphylaxis in contractions of rat tail
artery. Moreover, oia-ARs activated by oxymetazoline are phosphorylated
predominantly by GRK2, followed by rapid desensitization and internalization
whereas aia-ARs activated by norepinephrine are phosphorylated predominantly by
PKC and not followed by desensitization or rapid internalization. These results show
that norepinephrine and oxymetazoline regulate o3a-ARs through different

mechanisms, involving different protein kinases.



Introducéo-

Introducéo

Receptores acoplados a proteina G (GPCR) ou Receptores de 7 dominios

transmembrana (7-TMR)

Os GPCRs constituem uma superfamilia de receptores que possuem sete
dominios transmembrana e que sdo capazes de responder a diversos estimulos
externos como luz, odor ou neurotransmissores. A ativacdo dos receptores em
resposta a esses estimulos leva a regulacdo da formacao de segundos mensageiros
gue alteram a fisiologia celular.

A estimulacdo ou inibicdo de formacdo dos segundos mensageiros é feita
pela proteina G, uma proteina heterotrimérica composta por subunidades o, p e y
gue, quando em estado inativo, se liga a moléculas de difosfato de guanosina (GDP)
e quando ativadas, trocam o GDP por trifosfato de guanosina (GTP), promovendo a
dissociacdo do heterotrimero em duas partes: a subunidade o ligada a GTP e o
complexo By. Ap6s a ativagdo da subunidade o, o GTP é hidrolisado em GDP,
fazendo com que a proteina G retorne a sua forma inativa (Morris et al., 1999).

Recentemente, tem crescido a preferéncia pela utilizacdo da nomenclatura de
7-TMRs no lugar de GPCRs devido a descoberta de que esses receptores, aléem da
ativacdo de proteina G, podem iniciar sua sinalizacdo intracelular através da
interacdo com outras proteinas intracelulares (Brzostowski et al., 2001; Reiter et al.,

2012).
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Adrenoceptores o3 (1-ARS)

Os ay-ARs pertencem a superfamilia de receptores 7-TMRs, possuindo como
caracteristica principal os sete dominios transmembrana com a por¢cdo amino-
terminal (N-terminal) extracelular e a porgéo carboxi-terminal (C-terminal) intracelular
de tamanhos variados. Quando ativados, os a;-ARs levam a formagédo de segundos
mensageiros, responsaveis pela ativacdo de cascatas bioquimicas intracelulares que

culminam em respostas fisiologicas.

Os au-ARs séo divididos em trés subtipos: aua, ais € aip, (Hieble et al., 1995),
que sado codificados por trés diferentes genes (em humanos localizados nos
cromossomos 8, 5 e 20 respectivamente (Lomasney et al., 1991; Schwinn et al.,
1990; Yang-Feng et al., 1994)). Todos o0s subtipos de o;-ARs ativam
preferencialmente a proteina Ggi1 em resposta as catecolaminas endogenas

adrenalina e noradrenalina (Zhong et al., 1999).

A ativagéo da proteina Gy;11 leva a dissociagdo da unidade heterotrimérica da
proteina G e a subunidade o ativa a fosfolipase CB (PLCPB) que hidrolisa moléculas
de fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP,), formando dois segundos mensageiros
principais: o diacilglicerol (DAG), que permanece ancorado na membrana plasmatica
e o inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3), que se difunde no citoplasma e ativa receptores
especificos presentes em organelas intracelulares que estocam Ca®" promovendo a
saida de Ca®" do reticulo para o citoplasma (Berridge, 1984). O Ca?* liberado pelo
IP3, juntamente com o DAG, ativa a proteina quinase C (protein kinase C, PKC)

(Berridge, 1984), uma proteina que promove a fosforilagdo de suas proteinas-alvo.
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Importantes funcdes fisiolégicas da noradrenalina e da adrenalina sao
controladas pela ativacdo dos o3-ARS, tais como contracdo de musculatura lisa
vascular e ndo-vascular, a excitabilidade neuronal e o crescimento e diferenciagcédo
celular (Docherty, 2010; Zhong et al., 1999). Devido a essa importancia fisiologica,
diversos compostos que mimetizam (agonistas) ou diminuem (antagonistas) 0s
efeitos das catecolaminas endbégenas tém utilidade terapéutica. Por exemplo, 0s
antagonistas de o;-ARs podem ser utilizados, para o tratamento de hiperplasia
prostéatica benigna e da hipertenséo (Chapple, 1996) enquanto que agonistas desses
receptores séo utilizados para reverter a hipotensédo e choque (Stewart et al., 2002),
também como descongestionantes e midriaticos quando aplicados localmente as

membranas mucosas nasais e do olho (Johannssen et al., 1997).

De acordo com suas caracteristicas quimicas, os agonistas de o;-ARs séo
divididos em duas classes principais: as feniletilaminas (p.ex. noradrenalina,
adrenalina, fenilefrina) que, em sua maioria sdo agonistas de alta eficacia e
possuem afinidade maior pelo subtipo aip, € as imidazolinas (p.ex. nafazolina,
oximetazolina, A61603), que em sua maioria sao agonistas de baixa eficacia e
possuem seletividade maior pelo subtipo aia (Kamikihara et al., 2005; Minneman et

al., 1994).

Em geral, uma das limitagdes do uso de agonistas de 7-TMRs é a redug&o ou
até mesmo o desaparecimento da resposta farmacolégica apds o uso continuo ou
repetido destas drogas. Segundo a International Union of Pharmacology (IUPHAR),
a perda de resposta funcional é definida como taquifilaxia e quando essa perda de
resposta € consequéncia direta da ativacdo de um receptor, pode ser denominada

dessensibilizacdo (Neubig et al., 2003).
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A taquifilaxia nos efeitos vasoconstritores de medicacfes contendo agonistas
de o1-ARs da classe das imidazolinas Ilimita sua utlizacdo e a rhinitis
medicamentosa e hiperemia rebote resultante do uso destas drogas tém sido
associadas a dessensibilizacdo de oy-ARs (Graf et al., 1995; Graf et al., 1994;

Vaidyanathan et al., 2010)

A dessensibilizacdo de 7-TMRs pode resultar do bloqueio da interacdo do
receptor com a proteina G, impedindo a ativacdo dessa via de sinalizacdo. Esse
blogueio pode ocorrer, por exemplo, quando residuos de aminoacidos que interagem
com a proteina G séo fosforilados por quinases ou quando outras proteinas
intracelulares interagem com o receptor nos mesmos sitios de interacédo da proteina

G (Krupnick et al., 1998; Wilden, 1995).

Existem trés classes de moléculas que promovem a dessensibilizacdo de 7-
TMRs: as proteinas quinases dependentes de segundos mensageiros, as quinases
de receptores acoplados a proteina G (G protein-coupled receptor kinase, GRK) e as

arrestinas (Ferguson, 2001; Krupnick et al., 1998).

Proteina quinase C (PKC)

A PKC faz parte do grupo de quinases dependentes de segundos
mensageiros, assim nomeados pois sua ativagdo se da por segundos mensageiros
formados em resposta a ativacdo de receptores. Sdo proteinas fosforiladoras, que
catalisam a transferéncia de um grupo y-fosfato de uma molécula de adenosina
trifosfato (ATP) para serinas ou treoninas localizadas na sequéncia consenso

RKX(SIT)X(R/K)(Pearce et al., 2010).
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O grupo de quinases dependentes de segundos mensageiros pertence a
familia AGC, assim nomeada pois seus membros possuem homologia com a
proteina quinase dependente de AMP ciclico (protein kinase A, PKA), com a
proteina quinase dependente de GMP (protein kinase G, PKG) e com a proteina
guinase dependente de calcio (protein kinase C, PKC) (Pearce et al., 2010). Todas
possuem um dominio proteina quinase de serina/treonina conservado em sua
porcdo C-terminal com propriedades cataliticas semelhantes, porém nao idénticas

(Jester et al., 2012; Nishizuka, 2003; Pearce et al., 2010).

A familia da PKC compreende dez isoformas, classificadas de acordo com
suas estruturas e caracteristicas bioquimicas: as PKCs convencionais (isoformas o,
Bl, Bl e y), as PKCs novas (isoformas 9, €, n e 0) e as PKCs atipicas (isoformas ( e

A1) (Ohno et al., 2002).

A estrutura esquematica das PKCs é mostrada na Figura 1. As PKCs
convencionais e novas possuem em sua por¢cdo N-terminal um sitio C1, rico em
cisteina, importante para sua interacdo com o segundo mensageiro DAG e com
ésteres de forbol. Além disso, as PKCs convencionais possuem um sitio C2
importante para a interagdo com Ca®" sendo que, nas PKCs novas, o sitio C2 possui
diferencas em relacdo ao sitio C2 das PKCs convencionais que faz com que esse
grupo de PKCs nao necessite da interacdo com Ca** para sua ativacéo (Shirai et al.,
2002). Nas PKCs atipicas, o sitio C1 ndo possui alguns dos residuos criticos que
sdo essenciais para a interacdo com o DAG e ésteres de forbol, fazendo com que
esse grupo de PKCs néo necessite dessa interacdo para sua ativacdo (Figura 1)

(Shirai et al., 2002).
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Figura 1. Desenho esquematico da estrutura das PKCs convencionais (A), novas (B) e
atipicas (C). O esquema destaca os dominios C1 (azul escuro) e C2 (azul claro) na porcéo

N-terminal e o dominio quinase (roxo) localizado na por¢édo C-terminal.

Apols a sua ativacdo, a PKC pode fosforilar residuos de serina e treonina
presentes no receptor que promoveu sua ativacao, promovendo dessensibilizacao
homologa, mas também pode fosforilar residuos de outros receptores presentes na
célula, uma vez que essa quinase nao faz distincdo entre receptores ativados ou
inativados (Hausdorff et al.,, 1989; Lohse et al., 1990), podendo promover

dessensibilizacédo heterdloga.

Quinase de receptores acoplados a proteina G (GRK)

As GRKs foram inicialmente descritas como proteinas fosforiladoras de
rodopsina, capazes de modular esse receptor apds sua ativacdo pela luz. E uma
familia de proteinas composta por sete isoformas divididas em trés subfamilias de

v
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acordo com sua homologia estrutural (Figura 2) (Gurevich et al., 2012; Penela et al.,

2003; Ribas et al., 2007).

As GRKs sao divididas em GRKs visuais (GRKs 1 e 7) , BARKs (GRK 2 e 3) e
a familia GRK4 (GRKs 4, 5 e 6). As GRKs 2, 3, 5 e 6 possuem uma distribuicéo
ampla por diferentes tecidos enquanto que as GRKs 1, 4 e 7 possuem localizacdo
restrita a tecidos especificos: a GRK1 é encontrada somente em bastonetes, a
GRK7 somente em cones e a GRK4 em testiculo, cerebelo e rim (Sallese et al.,

2000; Virlon et al., 1998).

As GRKs 2, 3, 4, 5 e 6 também se diferenciam em relacdo a sua localizacéo
subcelular. As GRKs 4 e 6 possuem sitios de palmitoilacdo, que facilitam sua
localizacdo na membrana, além de possuirem sitios de interacdo com lipideos. A
GRKS5 localiza-se ancorada a membrana plasmética por possuir sitios de interagdo
com lipideos em sua porcao C-terminal. As GRKs 2 e 3 localizam-se no citoplasma e
somente sdo recrutadas a membrana apds a ativacdo do receptor, pois sua
ancoragem a membrana depende da interacdo com o complexo By da proteina G

(Pitcher et al., 1992).

As GRKs 2 e 3 possuem também um sitio de interagdo com a subunidade oy
da proteina G, localizado no dominio RH (regulatory G protein signalling homology
domain) (Figura 2). Essa interacdao diminui a ativagédo de PLC pela subunidade o,
diminuindo a hidrélise dos fosfolipideos e, consequentemente, diminuindo a

producdo dos segundos mensageiros DAG e IP3 (Gurevich et al., 2012).

Assim como as PKCs, as GRKs também pertencem ao grupo AGC de

proteinas quinases por possuirem o sitio catalitico com sequéncia de aminoacidos
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semelhante ao das quinases dependentes de segundos mensageiros (Pearce et al.,
2010). Porém, diferente das PKCs, o sitio consenso especifico de fosforilagdo das
GRKs néo é conhecido; sendo assim, € dificil prever os locais exatos de fosforilacado

por essas quinases.

Figura 2. Desenho esquematico da estrutura das GRKs visuais (A), BARKs (B) e da familia
GRK4 (C). Porcdo N-terminal (rosa) responsavel pela interacdo com o receptor; dominio RH
(regulatory G protein signalling homology domain) em azul claro dividido pelo dominio
quinase (roxo); dominio PH (pleckstrin homology domain), responsavel pela interacdo com a

subunidade By da proteina G (azul escuro); porcao de interacdo com lipideos (verde).

Um fator diferencial na fosforilacdo induzida pela PKC e pela GRK é que as
GRKs somente fosforilam receptores em sua forma ativada; sendo assim, apenas 0s
receptores que foram responsaveis por sua ativacdo sao fosforilados, promovendo
dessensibilizacdo homédloga. Além disso, outro fator importante é que a fosforilagéo
induzida pela GRK aumenta o recrutamento de arrestina pelo receptor,
intensificando a dessensibilizacdo, uma vez que estas proteinas interagem com o

receptor nos mesmos sitios que a proteina G. Além de intensificar a

9
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dessensibilizacdo, a arrestina também sinaliza para a formacdo de vesiculas
recobertas por clatrina, promovendo a internalizacdo do receptor (Figura 3) (Penela

et al., 2003; Ribas et al., 2007).

Figura 3. Esquema ilustrando o processo de fosforilacdo e internalizacdo de 7-TMRs por
quinases de receptores acoplados a proteina G (GRK) ap0s a ativagdo por agonistas,
seguido de internalizacdo por vesiculas recobertas por clatrina. Ag: agonista; B-Arr: B-

arrestina

10
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Regqulacdo de a1a-ARS por serina/treonina quinases

ApoOs sua ativacdo, os ay-ARs podem ser fosforilados, dessensibilizados e
internalizados; porém, cada um dos subtipos é regulado em intensidade diferente.

Por exemplo, os a;a-ARs séo fosforilados em menor intensidade que 0s o;p-
ARs ap0s a ativacao por noradrenalina ou por ativacdo da PKC por ésteres de forbol
(Garcia-Sainz et al.,, 2000; Vazquez-Prado et al., 1996), apesar de possuirem
provaveis sitios de interacdo com PKC tanto na porcdo C-terminal como também na

terceira alga intracelular (Figura 4).

Figura 4. Estrutura secundaria do a;,-AR com a sequéncia de aminoacidos e as possiveis

sequéncias consenso reconhecidas pela PKC destacados nas caixas pretas.

11
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Além disso, 0 subtipo oa também se mostra mais resistente a
dessensibilizacdo induzida por noradrenalina e por ésteres de forbol (Cabrera-
Wrooman et al.,, 2010) e a internalizacdo induzida por fenilefrina e adrenalina
(Chalothorn et al., 2002; Stanasila et al., 2008; Wang et al., 2007) que os outros dois

subtipos.

Portanto, no que se refere a fosforilacéo, dessensibilizacéo e internalizacdo, é
aceitavel a visédo de que 0s aza-ARs sdo menos regulados do que 0s outros subtipos
(revisado em (Cotecchia, 2010)). Neste contexto, a taquifilaxia nos efeitos
vasconstritores de medicacdes contendo agonistas de o;-ARs da classe das
imidazolinas € intrigante, uma vez que essas drogas sdo seletivas para oia-ARS
(Minneman et al., 1994) e estes receptores sdo menos suscetiveis a fosforilacéo,

dessensibilizacdo e internalizacdo do que os outros dois subtipos.

12
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Objetivo
O objetivo do presente trabalho foi investigar os processos de fosforilagéo,
dessensibilizacdo e internalizacdo de o;a-ARs ativados por noradrenalina e

oximetazolina bem como avaliar comparativamente a participacdo da PKC e da

GRK2 nesses processos.

Objetivos Especificos

- analisar o processo de taquifilaxia induzida pelos agonistas fenilefrina
(feniletilamina) e oximetazolina (imidazolina) através da ativacdo de oja-ARS nativos

da artéria caudal de rato;

- investigar comparativamente os processos de fosforilacdo, dessensibilizagéo e
internalizacdo de a;a-ARS humanos recombinantes expressos em células HEK293,

induzidos pelos agonistas noradrenalina e oximetazolina,

- verificar a participacdo diferencial da PKC e da GRK2 nos processos de
fosforilagdo, dessensibilizagdo e internalizacdo de aia-ARs apds estimulo com

noradrenalina ou oximetazolina.

13



Materiad e Métodoy

Material e Métodos

Estudos de Contracdo

Ratos Wistar machos adultos (16 a 20 semanas de idade) foram decapitados
em guilhotina e segmentos da porcdo distal da artéria caudal foram retirados e
preparados para o registro digital de contracBes isométricas como se segue: 0S
segmentos foram limpos de tecidos aderentes e do endotélio e montados em
camaras musculares de 10 ml sob tensao 6tima de 2.0 g em solucdo nutriente com a
seguinte composicao (mM): NaCl 119; KCIl 4.7, CaCl, 2.5, MgSO, 1.2, KH,PO,4 1.2,
NaHCO3; 25, dextrose 11, preparada em agua destilada e deionizada e mantida a
37°C, pH 7.4, continuamente borbulhada com mistura de 95%0,/5%CO,. Todos 0s
experimentos foram feitos na presenca de um coquetel de inibidores contendo
cocaina (10 pM), corticosterona (10 uM), ioimbina (0.1 uM) e propranolol (0.1 uM)
para bloquear a captacdo neuronal, extraneuronal, a,- e [-adrenoceptores,
respectivamente.

Foram construidas curvas concentragdo-resposta pelo método cumulativo
com a adicdo de concentragdes crescentes do agonista. As curvas foram analisadas
por regressdo nao-linear através do software GraphPad Prism versdo 5.00 para
Windows (GraphPad Software, San Diego California USA) para obtencdo dos
parametros pECso (que corresponde a concentracdo do agonista que promove 50%

de seu efeito maximo) e efeito Maximo (Emax)-

14



Materiad e Métodoy

Cultura de Células e Transfeccao

Células derivadas do rim embrionario humano (HEK293) foram cultivadas em
placas de cultura 100X20mm e mantidas em DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) com 1 mM piruvato de sodio, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(v/v), 10 mg/l de estreptomicina e 100 U/ml de penicilina a 37°C em atmosfera
umidificada (5% CO,). Placas com aproximadamente 70% de confluéncia foram
utilizadas para a transfeccdo com os vetores contendo as sequéncias de interesse
utilizando o reagente lipidico catibnico Lipofectamina (Lipofectamine2000® -
Invitrogen) como se segue: foram adicionados 20 pug de DNA juntamente com 60 pl
de Lipofectamina em 3 ml de DMEM sem soro e sem antibiéticos. A mistura foi
deixada por 20 minutos a temperatura ambiente para a formacdo dos complexos
DNA-reagente e, apds o periodo de incubacao, foi adicionada a placa contendo as
células em 15 ml de DMEM sem soro e sem antibi6ticos, sendo deixada por um
periodo de 4 horas a 37°C. ApOs esse periodo, o meio foi removido e trocado por
DMEM suplementado com soro e com antibidtico como descrito acima. Células
transientemente transfectadas foram utilizadas 48-72h ap6s a aplicacdo deste
protocolo e células transfectadas estavelmente foram selecionadas com G418

(Geneticin® - Gibco, como descrito em cada protocolo a seguir).

Ensaios de fosforilacdo do receptor

Os ensaios de fosforilagdo dos oia-ARs ativados pela noradrenalina ou
oximetazolina foram realizados no Instituto de Fisiologia Celular da Universidade

Nacional Autbnoma do México (UNAM) sob a supervisdo do Prof. Dr. J.Adolfo
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Garcia-Séinz e da Dr® Rocio Alcantara-Hernandez seguindo protocolo descrito
anteriormente (Alcantara-Hernandez et al., 2005).

Células HEK293 estavelmente transfectadas com o vetor pcDNAL1.1/Amp
contendo a sequéncia codificadora do dominante negativo da GRK2 (K220M,
GRK2DN, gentilmente cedidos pela Dr® Maria de Fatima Lazari — UNIFESP) foram
selecionadas com 400 pg/ml do antibiético G418 (Geneticin® - Gibco).

As células HEK293 ou GRK2DN foram transfectadas de forma transiente com
os vetores pEGFP-N3 contendo a sequéncia codificadora dos a;a-ARs fundidos a
proteina fluorescente verde GFP na porgdo C-terminal (20 ug DNA/placa) e, 24
horas apds a transfeccdo, foram transferidas para placas de 6 pocos e deixados
overnight para aderéncia. Pocos confluentes foram mantidos em 1 ml de DMEM sem
fosfato contendo [*?P]Pi (100 uCi/ml) a 37°C por 3 horas. As células foram entdo
estimuladas com os agonistas, lavadas 2 vezes com 1 ml de PBS (Na,PO4 20 mM,
NaCl 154 mM, pH 7.4) gelado e solubilizadas em tampé&o gelado contendo 1% Triton
X-100, 0,05% dodecil sulfato de sédio, 50 mM NaF, 1 mM NazVO,, 10 mM j-
glicerofosfato, 10 mM pirofosfato de sédio, 1 mM p-serina, 1mM p-treonina, 1 mM p-
tirosina e inibidores de protease (leupeptina 20 mg/ml, fenilmetilsulfonil fluorido 100
mg/ml, bacitracina 500 mg/ml e inibidor de tripsina 50 mg/ml). As placas foram
mantidas no gelo por 1 hora e entdo os extratos celulares foram centrifugados a
12.700g por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram imunoprecipitados com 10
ul de soro de coelho imunizado contra GFP. Foram feitos ao menos trés
experimentos independentes para cada tratamento. A fosforilacdo do receptor foi
detectada através do leitor de varredura Typhoon9400 (GE Healthcare) e
quantificado através do software ImageJ 1.38x (National Institutes of Health - NIH,

Estados Unidos).

16



Materiad e Métodoy

Quantificacio da ligacdo especifica do [°H]Prazosin em células intactas

Os ensaios foram realizados de acordo com protocolo descrito anteriormente
(Leeb-Lundberg et al., 1987), padronizado previamente para as condi¢cdes do
presente estudo. Nestes experimentos, as células HEK293 ou GRK2DN foram
transientemente transfectadas com o vetor pDT contendo a sequéncia codificadora
dos a1a-ARs (20 ug DNA/placa) e 24 horas apés a transfeccao, as células foram
colocadas em uma placa de 24 pocos pré-tratados com poli-d-lisina (120.000
células/poco) e deixadas overnight para aderéncia.

Nos ensaios de saturacdo da ligacdo especifica do [*H]Prazosin, as células
foram pré-tratadas com noradrenalina ou oximetazolina 10 uM por 5 minutos a 37°C,
lavadas 2 vezes com 1ml de PBS gelado e incubadas com diferentes concentracdes
de [*H]Prazosin (20-2000pM) & 4°C por um periodo minimo de 8 horas. A ligacdo
nado-especifica foi determinada na presenca de fentolamina 100 uM. As curvas de
saturacao foram analisadas por regressdo nao-linear utilizando o GraphPad Prism
versao 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA) para a
determinacao da capacidade maxima de ligacao (Bmax) € a constante de dissociacao
no equilibrio do radioligante (Kp).

Para os ensaios do curso temporal da internalizacdo, as células foram
tratadas com noradrenalina ou oximetazolina 10 uM a 37°C por diferentes periodos
de tempo (5 a 60 minutos). Em seguida os pocos foram lavados 2 vezes com 1 ml
de tampéo PBS gelado. Apds a lavagem, os pocos foram incubados com 1 nM de
[*H]Prazosin (80 Ci/mmole, Amershan Biosciences) a 4°C por pelo menos 8 horas. A
ligacdo nao-especifica foi determinada com a adicdo de 100 uM de fentolamina.
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Passado o periodo de incubacgéo, os pocos foram lavados 2 vezes com 500 ul de
PBS gelado contendo 0.1% de BSA (albumina sérica bovina) para a retirada do
radioligante ndo incorporado e entdo as células foram ressuspendidas por agitacao
em 500 ul de &gua ultrapura. Em cada amostra foram adicionadas 4 ml de liquido de
cintilacédo e a leitura realizada em um contador de cintilagdo TriCarb1900 (Packard).
Para analise, as leituras foram normalizadas pela leitura dos respectivos controles
sem pré-tratamento com 0s agonistas

A quantidade de proteina de cada amostra foi determinada através do
método de Bradford (Bradford, 1976) e os valores foram utilizados, nas curvas de
saturacdo, para estimar a quantidade de receptores presentes nas preparacdes

(fmol/mg de proteina).

Microscopia confocal

Os experimentos de microscopia confocal foram realizados no Departamento
de Farmacologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (INFAR/UNIFESP).

As células HEK293 transientemente transfectadas e expressando a;a-ARS
conjugado com GFP foram cultivadas em laminulas de quartzo tratadas com poli-D-
lisina. As imagens foram capturadas em tempo real por microscépio confocal
(LSM510, Carl Zeiss) a cada 5 minutos a partir da incubacdo dos agonistas
noradrenalina (10 uM) e oximetazolina (10 uM) até o tempo total de 30 minutos. Nos
experimentos com 0 antagonista prazosin, 0 antagonista foi incubado na
concentracdo de 10 nM, 30 minutos antes da adicdo do agonista oximetazolina.
Todas as imagens foram feitas em imersdo em Oleo utilizando objetivas (Plan-

Neofluar) em aumento de 40X. A excitacao foi feita por laser de argonio e filtro HFT
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em comprimentos de onda de 488nm e a emissdo captada por filtro LP em
comprimento de onda de 505nm.

A mensuragdo da fluorescéncia foi feita com o auxilio do software ImageJ
1.38x (National Institutes of Health - NIH, Estados Unidos). A fluorescéncia foi
determinada como média de intensidade em areas circulares selecionadas em

regides adjacentes a membrana plasmatica.

Ensaios de actmulo de Ca?' intracelular

Células HEK293 estavelmente transfectadas com o vetor pDT contendo a
sequéncia codificadora dos oia-ARs foram selecionadas com 800 pg/ml do
antibiético G418 (Geneticin® - Gibco).

Aproximadamente 24 horas antes do experimento, as células foram
transferidas para placas de 96 pocos (ViewPlate96, PerkinElmer; 30.000
células/poco) pré-tratadas com poli-d-lisina para aderéncia. Antes da incubacdo com
o marcador fluorescente, as células foram incubadas com noradrenalina (10 puM) ou
oximetazolina (10 uM) por 5 minutos e entédo lavadas com 150 pl de solucdo DPBS
(NaCl 8g/l; KCI 0.2g/l; KH,PO,4 0.2g/l; Na,HPO,4.7H,0 2.16g/l) sem Ca®*" e sem Mg?*
(Gibco). Apés o tratamento com os agonistas (protocolo de dessensibilizacdo), as
células foram incubadas com 100 ul do indicador fluorescente de Ca®** FLUO-4 NW
(Invitrogen - preparado de acordo com instrucbes do fabricante) e 2.5 mM
probenecid por 60 minutos a 37°C. Células carregadas com este indicador
fluorescente de Ca®* ndo requerem lavagem para remocéo de excesso de indicador
nao incorporado. As placas foram entéo inseridas no leitor de microplacas Synergy 4

(BioTek Instruments Inc., Estados Unidos) e estimuladas com noradrenalina para
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mensuracgao de fluorescéncia (excitacao a 485 nm - filtro 485/20 nm e emisséo a 525
nm - filtro 516/20 nm). Os dados foram coletados online em microcomputador pelo
software Gen5 (BioTek Instruments Inc., Estados Unidos) e expressados na forma

da razao:

(F-Fo)/Fo

onde F é fluorescéncia maxima e Fga fluorescéncia minima detectada.

Para os ensaios utilizando o marcador FURA2-AM, as células foram
cultivadas em placas de 6 pogos (aproximadamente 10° células/poco) e deixadas
overnight para aderéncia. Apos a aderéncia, o meio foi removido e trocado por
solucéo de Krebs-Ringer (NaCl 120 mM; KH,PO,4 1.2 mM; MgSO,4 1.2 mM; KCI 4.75
mM; glicose 10 mM; HEPES 20 mM); as células foram entdo incubadas com Fura-2
(5 uM) por 1 hora a 37°C, sendo que nos ultimos 5 minutos de incubacédo, foram
adicionados veiculo ou oximetazolina 10 uM nos pocos. Apos esse periodo, as
células foram rapidamente ressuspendidas com solucdo de Tripsina/EDTA 0.01% e
lavadas 2 vezes com 4 ml de solucéo de Krebs-Ringer para a retirada do excesso do
fluoréforo. As células entdo foram ressuspendidas em 2 ml de solucdo de Krebs-
Ringer (suplementada com CaCl, 1.2 mM) e a fluorescéncia foi lida em
espectrobmetro Aminco-Bowman Series 2 com monocromador de excitacdo a 340 e

380nm e monocromador de emissao a 510nm.
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Ensaios de formacgédo de IP3 utilizando fluorescéncia polarizada

O acumulo de IP; foi mensurado por fluorescéncia polarizada utilizando-se o
kit HitHunter (DiscoveRx). Foram construidas curvas-padrdao de IP3 fluorescente
utilizando concentracdes que variaram de 0.0677 a 1330 nM, obtidas através da
diluicho do estoque padrdo fornecida pelo fabricante. As curvas-padrdo foram
utilizadas para quantificar a formacéo de IP3 nas células estimuladas com agonistas.

Para a curva padrao, foram colocados em cada poco de uma placa de 96
pocos (OptiPlate-96F, PerkinElmer) 20 ul do IP; fluorescente (IP3; Tracer Green), 10
ul de agua destilada e 10 ul de &cido perclérico 0.2 nM seguidos da agitacdo da
microplaca por 5 minutos a uma velocidade de 600 rpm. A seguir foram adicionados
a cada poco 20 ul do IP; fluorescente, seguida de nova agitacdo da microplaca por 5
minutos a 600 rpm. Por ultimo, foram adicionados a cada poco 40 ul da proteina
ligadora (Binding Protein), seguida de nova agitacdo por 5 minutos a 600 rpm.
Foram considerados como “brancos” os pog¢os onde foram incubados somente a
agua, o tampao utilizado na diluicdo do IP3 padrdo, o acido perclérico e a proteina
ligadora.

Para o protocolo de dessensibilizacdo, as células foram pré-tratadas com
noradrenalina (10 uM) ou oximetazolina (10 uM) nas préprias placas de cultivo
(100X20mm) por 5 minutos. ApGs o pré-tratamento, as ceélulas foram destacadas
com solucdo PBS+EDTA 2%, centrifugadas e ressuspendidas em solucdo DPBS
sem Ca®" e sem Mg?* (Gibco) para o ensaio.

Para a construcdo das curvas concentracao-resposta foram colocados em
cada poco 20 pl de células (40.000 células/pogo). As células entdo foram

estimuladas com noradrenalina (0.1 nM — 100 uM) por 10 segundos e a reacao foi
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terminada com a adi¢do de 10 ul de &cido perclorico 0.2 nM, seguida da agitacdo da
microplaca por 5 minutos a 600 rpm. A seguir foram adicionados a cada poco 20 pnl
do IP3 fluorescente, seguida de nova agitacdo da microplaca por 5 minutos a 600
rpm. Por ultimo, foram adicionados a cada pog¢o 40 ul da proteina ligadora (Binding
Protein), seguida de nova agitacao por 5 minutos a 600 rpm.

ApOs a Ultima agitacdo a placa foi inserida no leitor de microplacas Synergy 4
(BioTek Instruments Inc., Estados Unidos) para mensuracdo de fluorescéncia
polarizada apés excitagcdo a 485 nm (filtro 485/20 nm) e emissdo 530 nm (filtro
528/20 nm) com a utilizacdo de um espelho dicroico. Os dados da curva padrao
foram coletados online em microcomputador e analisados pelo software Gen5

(BioTek Instruments Inc., Estados Unidos) sendo expressos como:

mP = 1000 x ﬂ

)
I, +1,(G)
onde:
- Iy : intensidade de fluorescéncia paralela
- I, : intensidade de fluorescéncia perpendicular

- G : fator de correcéo especifico para cada fluoréforo e equipamento utilizado.
Os dados da estimulacio com noradrenalina sao apresentados em

concentracdo molar, obtidos ap6s a interpolacdo dos dados em milipolarizacdes

(mP) na curva padréo.
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Andlise estatistica

Os dados foram analisados através de teste t de Student para comparacdes
simples ou analise de variancia (ANOVA) seguida de teste a posteriori de Dunnett
para comparacOes multiplas. Foram consideradas significantes diferencas com

p<0.05.
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Resultados

Taquifilaxia induzida pela oximetazolina

As Figuras 5 e 6 mostram curvas concentragdo-resposta de fenilefrina e
oximetazolina construidas pelo método cumulativo em porgfes distais da artéria
caudal de rato.

Na contracdo da artéria caudal de rato, a oximetazolina comportou-se como
um agonista parcial em relagdo a fenilefrina (Figura 5 e Tabela 1). Houve intensa
taquifilaxia nas contracfes induzidas pela oximetazolina, como indicado pelas
reducdes de poténcia (pECsp) e de eficacia (Emax) nas curvas concentracao-resposta
consecutivas (Figura 5B, Tabela 1). No entanto, ndo houve taquifilaxia nas
contracdes induzidas pela fenilefrina na artéria caudal de ratos, uma vez que a
poténcia e a eficacia deste agonista ndo diferiram entre as curvas concentragcao-
resposta consecutivas (Figura 5A, Tabela 1).

Para checar se a oximetazolina induz taquifilaxia nas contra¢gdes induzidas
pela fenilefrina, um agonista mais eficaz, a artéria caudal foi tratada com
oximetazolina 10 uM por 5 minutos, e entdo uma curva-concentragao-resposta para
a fenilefrina foi construida. A fenilefrina foi cerca de dez vezes menos potente na
artéria caudal que foi previamente tratada com oximetazolina 10 uM por 5 minutos
do que na respectiva artéria controle tratada apenas com veiculo (Figura 6 e Tabela
2).

Estes resultados mostram que a oximetazolina, mas néo a fenilefrina, induz

taquifilaxia nas contracdes da artéria caudal de ratos.

25



Resultados

(A) CCR consecutiva:

3.01

2.54

n
o
1

Contracéo (g)
H
rh

o
| ]
*
A

v

12
22
32
42
52

309 o
254 "

.
204 .

v

Contracéao (g)
H
ik

-8
log [fenilefrina] M

(B) CCR consecutiva:

12
22
32
42
52

1
5 -4 -3

log [oximetazolina] M

Figura 5. Curvas concentracdo-resposta consecutivas na por¢ao distal da artéria caudal de

rato para a fenilefrina (A) e oximetazolina (B). Cada simbolo representa a média e a barra

vertical, quando maior que o simbolo, o erro padrdo da média de 4 experimentos.
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Figura 6. Curvas concentragcdo-resposta de fenilefrina em artéria caudal de rato tratadas

com veiculo (qH,O) ou com oximetazolina 10 uM por 5 minutos. Os simbolos representam a

média e as barras, quando maiores do que o simbolo, o erro padrdo da média de 6

experimentos.
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Tabela 1. Valores de pECs, e efeito maximo (Ens, €m gramas de tensdo) das curvas
concentragéo-resposta consecutivas dos agonistas fenilefrina e oximetazolina construidas

em segmentos distais de artéria caudal de rato.

Fenilefrina Oximetazolina
PECso Emax (9) PECso Emax (9)
12 Curva 6.4+0.1 1.9+0.1 7.2+0.1 1.5+0.1
22 Curva 6.1+0.1 2.2+0.1 57+0.1" 1.0+0.1°
32 Curva 6.1+0.1 2.3+0.1 54+0.1" 0.7+0.1"
42 Curva 6.1+0.1 2.3+0.1 54+0.1" 0.6+0.1"
52 Curva 6.0+0.1 2.3+0.1 54+0.1 0.6+0.1"

'p<0.05 ou p<0.01 do respectivo parametro em relacdo a 12 curva; ANOVA seguida de

teste a posteriori de Dunnett

Tabela 2. Valores de pECs, e efeito maximo (Ens, €m gramas de tensdo) das curvas

concentracdo-resposta ao agonista fenilefrina controle e apds o pré-tratamento com

oximetazolina (OXI) 10 uM por 5 minutos.

Fenilefrina
(artéria caudal)

pECSO Emé\x (g)
Controle (veiculo) 6.3+0.1 1.5+0.1
Ap6s oximetazolina 10 uM/5 min 53+0.1" 1.4+0.1

“p<0.01 do respectivo parametro em relacdo a curva “controle”; teste “t” de Student
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Dessensibilizacdo de ai1a-ARs humanos recombinantes

A Figura 7 mostra curvas concentragdo-resposta de mobilizacdo de calcio
intracelular induzida pelos agonistas nas células HEK293 expressando oia-ARS
humanos recombinantes. Nos experimentos de mobilizacdo de célcio intracelular a
oximetazolina se comportou como um agonista potente, porém de baixa eficacia
(aproximadamente 50% do efeito maximo induzido pela noradrenalina, Figura 7A,
Tabela 3).

O pré-tratamento das células com oximetazolina 10 uM por 5 minutos reduziu
a mobilizacdo de calcio intracelular induzida pela noradrenalina (Figura 7B, Tabela
4); em contrapartida, o pré-tratamento com noradrenalina 10 uM por 5 minutos nao
alterou a poténcia ou eficacia da noradrenalina (Figura 7B, Tabela 4).

A Figura 8 mostra curvas concentracao-resposta de acumulo de IP3 em
células HEK293 expressando receptores aia humanos recombinantes.

O pré-tratamento das células com oximetazolina 10 uM por 5 minutos reduziu
o acumulo de IP3 induzido pela noradrenalina (Figura 8, Tabela 5), enquanto que o
pré-tratamento com noradrenalina 10 uM por 5 minutos aumentou a poténcia da
noradrenalina (Figura 8, Tabela 5).

Estes resultados mostram que a oximetazolina, mas ndo a noradrenalina,
induz taquifilaxia na mobilizagdo de calcio intracelular e no acumulo de IP3 em

células HEK293 expressando a;a-ARs humanos recombinantes.
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Figura 7. (A) Curvas concentracdo-resposta de mobilizacdo de calcio intracelular induzida

por noradrenalina e oximetazolina; (B) Curvas concentracdo-resposta de mobilizacdo de

célcio intracelular induzida pela noradrenalina em células HEK293 tratadas com veiculo (e,

controle), noradrenalina 10 uM por 5 minutos (O) ou oximetazolina 10 uM por 5 minutos (O).
Os simbolos representam a média e as barras, quando maiores do que os simbolos, o erro

padrdo da média de 4 a 6 experimentos

Tabela 3. Valores de pECs, e efeito maximo (Ena, €m % da noradrenalina 3 uM) das curvas
concentracdo-resposta de acumulo de célcio intracelular induzido pelos agonistas

noradrenalina e oximetazolina.

Noradrenalina Oximetazolina
PECso 8.1+0.1 8.2+0.1
Emax (%0) 100.0 + 4.3 49.7+15
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Tabela 4. Valores de pECsy, e efeito maximo (Ena, €m % da noradrenalina 3 uM utilizada
como controle) das curvas concentracdo-resposta de mobilizacdo de célcio intracelular
induzido pela noradrenalina em células HEK293 tratadas com veiculo (controle),

noradrenalina 10 uM por 5 minutos ou oximetazolina 10 uM por 5 minutos.

Noradrenalina

PECso Emax (%)
Controle (veiculo) 8.1+0.1 100.0£4.3
Apoés noradrenalina 10 uM/5 min 8.1+0.1 114.8+6.9
Ap6s oximetazolina 10 pM/5 min 6.8+0.1" 202 +4.4"

“p<0.01 do respectivo parametro em relacdo a curva controle; ANOVA seguida de teste a

posteriori de Dunnett
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Figura 8. Curvas concentragdo-resposta de formacdo de IP; induzida pela noradrenalina
controle (®) e apos pré-tratamento com noradrenalina (NOR) 10 uM por 5 minutos (O0) ou

oximetazolina (OXI) 10 uM por 5 minutos (O). Os simbolos representam a média e as

barras, quando maiores do que os simbolos, o erro padrdo da média de 2 a 4 experimentos
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Tabela 5. Valores de pECs, e efeito méximo (Ena, NM) das curvas concentragdo-resposta
de acumulo de IP; induzido pela noradrenalina em células HEK293 tratadas com veiculo

(controle), noradrenalina 10 uM por 5 minutos ou oximetazolina 10 uM por 5 minutos.

Noradrenalina

PECso Emax (NM)

Controle 51+0.1 252+19

Ap6s NOR 6.1+0.2° 229+24
Apo6s OXI n.d n.d

"p<0.05 do respectivo pardmetro em relacéo a curva controle; teste “t” de Student
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Internalizacdo de de a1a-ARs humanos recombinantes

A ligacdo especifica do radioligante [*H]Prazosin em células HEK293 intactas
expressando asa-ARS humanos recombinantes foi determinada a 4°C para
quantificar receptores na superficie celular.

A Figura 9 mostra o curso temporal dos efeitos do tratamento das células
HEK293 com noradrenalina ou oximetazolina na expressdo de aia-ARS humanos
recombinantes na superficie celular. O tratamento das células HEK293 com
noradrenalina 10 uM reduziu a ligacdo especifica do radioligante [*H]Prazosin em
aproximadamente 40% apenas apés 60 minutos de estimulacdo; por outro lado, o
tratamento das células com oximetazolina 10 uM reduziu a ligacdo especifica do
radioligante [*H]Prazosin em aproximadamente 40% ja aos 5 minutos de estimulacéo
chegando a 80% apos 60 minutos (Figura 9).

Para checar se a reducéo da ligacéo especifica do radioligante [*H]Prazosin a
superficie das células HEK293 foi devida a lavagem incompleta dos agonistas, foram
feitas curvas de saturacdo da ligacdo especifica do radioligante [*H]Prazosin em
células tratadas com veiculo, noradrenalina (10 uM por 5 minutos) ou oximetazolina
(10 uM por 5 minutos). O pré-tratamento com oximetazolina 10 uM por 5 minutos
diminuiu a capacidade méaxima de ligacdo (Bmax) do [*H]Prazosin, sem alterar o valor
de Kp (Figura 10, Tabela 6), enquanto que o pré-tratamento com noradrenalina 10
uM por 5 minutos nao alterou nem a ligacéo especifica nem o valor de Kp (Figura 10,
Tabela 6). Estes resultados indicam que a perda de ligacdo especifica do
[*H]Prazosin ndo é devida & “competicdo” resultante de lavagem incompleta da

oximetazolina.
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Os efeitos da noradrenalina e da oximetazolina e na localizagcdo dos aia-ARS
humanos recombinantes foram adicionalmente investigados por microscopia
confocal de células HEK293 expressando os receptores conjugados a proteina
fluorescente verde (GFP) na porcédo carboxi-terminal. As imagens feitas em tempo
real mostram a rapida internalizacdo dos receptores ativados pela oximetazolina (10

uM), mas ndo pela noradrenalina, e também mostram que o antagonista seletivo de

a1-ARs prazosin (10 nM) inibe a internalizagao (Figuras 11 e 12).
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Figura 9. Curso temporal dos efeitos da noradrenalina 10 uM (preto) e oximetazolina 10 uM
(vermelho) sobre os a;4-ARs humanos recombinantes na superficie de células HEK293
quantificados pela ligac8o especifica do [*H]Prazosin. Os simbolos representam a média e
as barras, quando maiores do que o simbolo, o erro padrdo da média de 4 a 6

experimentos.
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Figura 10. Curvas de saturacdo da ligacdo especifica do [*H]Prazosin em células HEK293
tratadas com veiculo (controle), noradrenalina 10 uM por 5 minutos ou oximetazolina 10 uM
por 5 minutos. Os simbolos representam a média e as barras, quando maiores do que o

simbolo, o erro padrdo da média de 4 a 6 experimentos.
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Tabela 5. Valores de ligagdo maxima (Bmsx) € constante de dissociacdo (Kp) do radioligante
[®H]Prazosin calculadas a partir das curvas de saturacdo controle e ap6s o pré-tratamento

com noradrenalina ou oximetazolina 10 uM por 5 minutos

Ko (pM) Bmax (fmol/mg proteina)
Controle 252.2+84.0 2479+ 258
Apbs NOR 321.6 £ 86.0 252.8 +23.3
Apo6s OXI 379.4 £ 85.0 188.2+17.9

Figura 11. Imagens em tempo-real de microscopia confocal ilustrando células expressando
os a1a-ARS conjugados a proteina fluorescente verde GFP e incubadas com noradrenalina
(10 uM) (a), oximetazolina (10 uM) (b) e oximetazolina (10 uM) apds incubacao prévia de
prazosin (10 nM) (c).
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Fluorescéncia Intracelular Relativa

Figura 12. Fluorescéncia intracelular relativa mensurada em células apds a incubacdo com
noradrenalina 10 uM (¥, n=4), oximetazolina 10 uM (A, n=4) e oximetazolina 10 uM apds a
incubagéo prévia com prazosin 10 nM (m, n=3). * p<0.05, teste “t” pareado em relagéo a
fluorescéncia mensurada no tempo zero.

Fosforilacdo de a1a-ARS

A Figura 13 mostra autoradiografias dos oia-ARs fosforilados e
imunoprecipitados de células HEK293 pré-marcadas com [*?P] e tratadas com os
agonistas pelos diferentes periodos de tempo, como indicado.

Ambos os agonistas noradrenalina e oximetazolina foram capazes de induzir
fosforilacdo dos aja-ARs conjugados com GFP (Figura 13). O aumento da
fosforilacdo induzida pela noradrenalina (10 uM) foi maximo com 15 minutos de
estimulacdo, dobrando o sinal de fosforilagdo em relagdo ao sinal basal (Figura 13).

No entanto, apesar do aumento da fosforilagdo dos receptores ativados pela
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oximetazolina (10 pM) também ter atingido seu maximo com 15 minutos de

estimulacdo, a fosforilagdo aumentou aproximadamente 60% em relacdo ao sinal

basal (Figura 13).

2501

Fosforilagao
(% basal)

100-

Fosfo-aya
(~90kDa)

FOSfO-OL]_A
(~90kDa)

o
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tempo (minutos)

Tempo (minutos)
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15 30

Noradrenalina
Oximetazolina

Figura 13. Acima: Fosforilacdo induzida pelos agonistas noradrenalina (NOR, @) e

oximetazolina (OXI, O0) 10 uM. Os simbolos representam a média e as barras, quando
maiores do que o0 simbolo, o erro padrdo da média de 3 experimentos. Abaixo:
autoradiografias ilustrativas do oya-AR fosforilado, imunoprecipitado das células pré-
marcadas com [*P] e estimuladas com os agonistas nos periodos de tempo indicados.
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Envolvimento da PKC e da GRK2 na fosforilacdo de ama-ARs induzida pela

Noradrenalina e pela Oximetazolina

A Figura 14 mostra um gel representativo de um Western Blot feito com
anticorpo anti-GRK2 em extratos de células HEK293WT e em células expressando a
forma dominante negativa da GRK2 (K220M, GRK2DN). As bandas imunoreativas
encontradas em extratos de células transfectadas com o GRK2DN foram mais
intensas que aquelas encontradas em extratos de células ndo transfectadas

(HEK293WT).

GRK2
(80kDa)

WT GRK2DN WT GRK2DN

Figura 14. Western Blot de extratos de células HEK293WT (WT) ou expressando a forma
dominante negativa da GRK2 (GRK2DN).

38



Resultados

A Figura 15 mostra a quantificacdo da fosforilacdo induzida pela
noradrenalina ou pela oximetazolina (10 uM) apds diferentes periodos de
estimulacdo de células HEK293WT ou GRK2DN expressando 0 aja-ARS.

Em células expressando a GRK2DN, a fosforilacdo dos aia-ARs ativados pela
noradrenalina (10 uM) foi pouco diferente daquela encontrada em células
HEK293WT (Figura 15A). Em contraste, 0s a1a-ARS ativados pela oximetazolina (10

uM) foram pouco fosforilados em células expressando a GRK2DN (Figura 15B).
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Figura 15. Acima: Curso temporal da fosforilagdo de o;a-ARs ativados pela noradrenalina

(A) e oximetazolina (B) 10 uM em células HEK293WT (WT) ou expressando a dominante
negativa da GRK2 (GRK2DN). Os simbolos representam a média e as barras, quando
maiores que o simbolo, o erro padrao da média de 3 experimentos. Abaixo: autoradiografias

representativas do a;a-AR fosforilado, imunoprecipitado de células WT ou GRK2DN.
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A Figura 16 apresenta a quantificacdo da fosforilacdo induzida pela
noradrenalina ou pela oximetazolina (10 uM) na auséncia ou presenca de diferentes
inibidores de PKC. Os a;4-ARs ativados pela noradrenalina (10 uM) foram menos
fosforilados quando as células foram previamente incubadas com os inibidores de
PKC bisindolilmaleimida | (1 uM, inibidor de isoformas convencionais de PKC) e
G66976 (0.1 uM, inibidor de PKCa e B) (Figura 16). No entanto, os inibidores
hispidina (1 uM, inibidor de PKCp) e rottlerina (1 uM, inibidor de PKCd) néo
alteraram a fosforilacdo induzida pela noradrenalina (Figura 16). J& a pequena
fosforilacdo dos aua-ARs ativados pela oximetazolina néo foi afetada por nenhum

dos inibidores de PKC investigados.
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Figura 16. Fosforilacdo induzida pela noradrenalina (A) ou oximetazolina (B) 10 uM por 15
minutos na auséncia ou presenca dos inibidores de PKC bisindoliimaleimida (Bis,1 uM),
G66976 (Go, 0.1 uM), hispidina (Hisp, 1 uM) e rottlerina (Rot, 1 uM). As colunas
representam a média e as barras, quando maiores do que a coluna, o erro padrao da média
de 3 a 4 experimentos. ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett: *p<0.05 em relacdo
ao sinal basal e *p<0.05 em relacdo ao sinal mensurado apds o estimulo do respectivo
agonista na auséncia dos inibidores.
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Papel da GRK2 na dessensibilizagdo e internalizacdo de aia-ARs induzidas pela

oximetazolina

A Figura 17 mostra a mobilizacdo de célcio intracelular induzida pela
noradrenalina (10 uM) em células HEK293WT e GRK2DN, pré-tratadas ou ndo com
oximetazolina (10 uM/5 minutos).

Houve reducdo da mobilizacdo de calcio intracelular induzida pela
noradrenalina (10 uM) em células HEK293WT pré-tratadas com oximetazolina; no
entanto, o pré-tratamento de células expressando a GRK2DN com oximetazolina

nao alterou a mobilizacé@o de calcio intracelular induzida pela noradrenalina (10 uM).
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Figura 17. Aumento de célcio intracelular induzido por noradrenalina 10 uM em células
HEK293WT ou expressando a GRK2DN, controle ou apés pré-tratamento com
oximetazolina (OXI) 10 uM por 5 minutos. As colunas representam a média e as barras,
guando maiores do que a coluna, o erro padrdo da média de 3 experimentos. p<0.05, teste

“t” de Student em relagéo ao respectivo controle sem o pré-tratamento com oximetazolina.
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A Figura 18 mostra a internalizacdo de oya-ARS ativados pela noradrenalina
ou oximetazolina em células expressando a GRK2DN; para comparacao, também é
mostrada a internalizacdo dos oa-ARs em células HEK293WT. Em células
expressando a GRK2DN, a internalizacdo dos a;a-ARs ativados pela oximetazolina
foi intensamente reduzida, enquanto que a internalizacdo dos receptores ativados

pela noradrenalina foi pouco afetada.
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Figura 18. Curso temporal dos efeitos da noradrenalina 10 uM (A) e oximetazolina 10 uM
(B) sobre os a;a-ARs humanos recombinantes na superficie de células HEK293WT (preto) e
GRK2DN (vermelho) quantificados pela ligacdo especifica do [*H]Prazosin. Os simbolos
representam a média e as barras, quando maiores do que o simbolo, o erro padrdo da

média de 4 a 6 experimentos.
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Participacdo da PKC na internalizacdo tardia de oa-ARsS induzidas pela

noradrenalina

A Figura 19 mostra o curso temporal dos efeitos da noradrenalina ou
oximetazolina na expressédo de a;a-ARS humanos recombinantes na superficie de
células HEK293 na presenca do inibidor de PKC staurosporina; para comparagao,

também é mostrada a internaliza¢do dos aya-ARS em células HEK293WT.

A internalizacdo tardia dos aya-ARS humanos recombinantes ativados pela
noradrenalina foi inibida pela staurosporina (Figura 19B), enquanto que este inibidor
de PKC ndo afetou a internalizacdo de receptores ativados pela oximetazolina

(Figura 19A).
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Figura 19. Curso temporal dos efeitos da noradrenalina 10 uM (A) e oximetazolina 10 uM
(B) sobre os aia-ARs humanos recombinantes na superficie de células HEK293WT na
auséncia (preto) e presenca (vermelho) de staurosporina (100 nM) quantificados pela
ligacdo especifica do [*H]Prazosin. Os simbolos representam a média e as barras, quando

maiores do que o simbolo, o erro padrdo da média de 4 a 6 experimentos.
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Discussao

Discussao

A presente tese investigou os processos de fosforilacdo, dessensibilizacao e
internalizacao de a;a-ARs.ativados pela noradrenalina e oximetazolina.

E sabido que a oximetazolina induz taquifilaxia nas contracdes do ducto
deferente de rato em resposta a ativacdo de aya-ARs (Akinaga, 2008; Rice et al.,
1991; Ruffolo et al., 1977). No presente estudo foi observado que a oximetazolina
também induz taquifilaxia nas contracdes da artéria caudal de rato, outro tecido
cujas contracdes em resposta a agonistas adrenérgicos resultam da ativagdo de aa-
ARs (Kamikihara et al., 2005; Lachnit et al., 1997).

Neste trabalho, os mecanismos moleculares envolvidos na taquifilaxia
induzida pela oximetazolina foram investigados em oa-ARS humanos
recombinantes expressos em células HEK293. A necessidade da utilizacdo desse
sistema recombinante vem da falta de ferramentas experimentais tais como
anticorpos e drogas suficientemente especificas que permitam o estudo destes
mecanismos em receptores nativos de tecidos ou células animais.

Nesse sistema recombinante, o pré-tratamento das células HEK293 com
oximetazolina 10 uM por 5 minutos dessensibilizou 0s a;a-ARS, como indicado pela
reducdo da poténcia e eficacia da noradrenalina em mobilizar calcio intracelular e
promover o acumulo de IP3;. Em contrapartida, o pré-tratamento das células com
noradrenalina 10 uM por 5 minutos ndo resultou em reducdes da poténcia ou
eficacia da noradrenalina na mobilizacdo de calcio intracelular e no acimulo de IP3.
Ha poucos estudos descrevendo a dessensibilizacdo de oia-ARS, 0 que pode ser

explicado pela maior resisténcia destes receptores a estes mecanismos de
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regulacdo aguda de sua expressdo, quando comparados aos aig- € aip-ARS. NoO
entanto, € sabido que altas concentracdes de noradrenalina induzem apenas
modesta dessensibilizacdo de a;a-ARS, mesmo apds 30 minutos de pré-tratamento
(Price et al., 2002). Assim, a taquifilaxia/dessensibilizacdo dos a;a-ARs ativados pela
oximetazolina observada na presente tese mostra que este mecanismo de regulacao
aguda depende do tipo de agonista que interage com 0s asa-ARS.

A microscopia confocal e os experimentos da ligacdo especifica do
[*H]Prazosin em células intactas mostraram que a oximetazolina causou rapida
internalizacdo dos aya-ARS, observada ja aos 5 minutos de estimulagéo, enquanto
que a internalizacdo dos aia-ARs ativados pela noradrenalina foi menor e observada
apenas apoés 45 a 60 minutos de estimulacdo. Estes dados sdo semelhantes aos
encontrados na literatura empregando técnicas variadas de localizacdo de
receptores que relatam internalizacdo pequena e tardia dos a;a-ARS; no entanto,
todos estes estudos empregaram agonistas da classe das feniletilaminas para ativar
0 receptor. Por exemplo, a microscopia confocal de células HEK293 expressando
a1a-ARs marcados com GFP na porgcao C-terminal mostrou que oS receptores
ativados pela fenilefrina internalizam apenas apos 50 minutos de estimulagéo
(Chalothorn et al., 2002). De forma semelhante, em células HEK293 expressando
aia-ARs marcados com epitopo da hemaglutinina (HA), a adrenalina induziu
modesta internalizacdo apdés 90 minutos de estimulagcdo, enquanto que a
precipitacdo de a;a-ARs de superficie celular marcados com biotina ndo revelou
internalizacao significativa (Stanasila et al., 2008). Ensaios da ligacdo especifica do
[*H]Prazosin em fibroblastos rat-1 intactos expressando oia-ARS marcados com

epitopo da hemaglutinina (HA) (Price et al., 2002) e citometria de fluxo para
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localizac&o dos receptores (Morris et al., 2004) também confirmam que 0s oua-ARS
ativados pela noradrenalina internalizam apés cerca de 30 a 50 minutos de
estimulacdo. Portanto, os resultados da presente tese com a oximetazolina mostram
que a velocidade e a intensidade da internalizacdo dependem da natureza do
agonista que ativa 0 oua-AR.

A imunoprecipitacdo dos oya-AR fosforilados mostrou que os receptores
ativados pela noradrenalina foram mais fosforilados do que aqueles ativados pela
oximetazolina. Entretanto, a quinase envolvida na fosforilagdo do a;a-AR dependeu
do agonista que ativou o receptor. A dessensibilizagdo e fosforilagdo dos aya-AR
expostos a oximetazolina em células expressando um mutante dominante negativo
da GRK2 foram drasticamente reduzidas, enquanto que a fosforilagcdo dos
receptores ativados pela noradrenalina foi pouco afetada. De forma reciproca, a
inibicdo da PKC virtualmente aboliu a fosforilagdo dos oia-ARs ativados pela
noradrenalina, mas nao teve efeitos claros na pequena fosforilacdo dos oua-ARS
ativados pela oximetazolina. O envolvimento da PKC na fosforilagdo dos oua-AR ja é
bem conhecido (Price et al., 2002; Vazquez-Prado et al., 1996; Vazquez-Prado et al.,
2000). No presente estudo, a fosforilagdo dos aia-AR ativados pela noradrenalina foi
inibida por bisindolilmaleimida | e G66976, mas nado por hispidina e rottlerina,
sugerindo que a PKCa é a principal isoforma envolvida. Entretanto, é importante
mencionar que a seletividade da maioria dos inibidores de proteinas quinases tem
sido questionada (Bain et al., 2007; Davies et al., 2000) e que € necessaria cautela
na definicdo do papel de uma quinase particular empregando tais inibidores. Ha
evidéncias indiretas do envolvimento da GRK2 na fosforilagdo dos oua-AR em

fibroblastos rat-1, uma vez que a superexpressao de GRK2, mas ndo de GRKG®6,
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reduziu o acumulo de inositol fosfato em resposta a noradrenalina (Price et al.,
2002). Porém, a superexpressdo de GRK2 em células HEK293 nédo afetou a
internalizacao dos aya-ARS ativados pela adrenalina (Stanasila et al., 2008).

E interessante notar que a internalizacdo modesta e tardia dos osa-ARs
ativados pela noradrenalina foi inibida pela staurosporina, um inibidor de PKC,
enquanto que a internalizacdo dos a;a-ARs ativados pela oximetazolina em células
expressando o mutante dominante negativo da GRK2 foi menor e mais lenta do que
nas células que ndo expressavam o dominante negativo. Estes resultados sugerem
gue, dependendo do agonista que ativa 0 oua-AR, uma quinase especifica é
recrutada, o que poderia gerar padrées diferentes de fosforilacdo do receptor
causando, por sua vez, interacbes com proteinas intracelulares especificas que
poderiam levar a dessensibilizacao/internalizacdo dos a;a-ARS.

Ha alguns exemplos na literatura que ddo suporte a esta fosforilagdo
diferencial dirigida pelo tipo de agonista, tal como a observada na presente tese. E
sabido que a morfina e o DAMGO, dois agonistas de receptores opidides, sao
capazes de induzir tolerancia in vivo através da dessensibilizacado de receptores p-
opidides. Porém, estes compostos induzem tolerancia através de vias diferentes:
enquanto que a morfina € um agonista parcial e induz dessensibilizacdo dos
receptores através de fosforilacdo via PKC sem subsequente internalizacdo do
receptor, 0o DAMGO € um agonista total e induz dessensibilizacdo dos receptores
através de fosforilagdo via GRK com posterior internalizacdo dos receptores (Bailey
et al., 2009; Hull et al., 2010). Um estudo recente monstrou que agonistas diferentes
promovem fosforilagdo de aminoacidos distintos do receptor p-opidide, e que

guinases diferentes estéo envolvidas nesta fosforilagéo (Doll et al., 2012).
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Ainda sdo desconhecidos sitios especificos de fosforilacdo de cada uma
dessas quinases no aia-AR, porém hé sequéncias consensuais RKX(S/T)X(R/K) de
fosforilacdo para PKC (Pearce et al., 2010) tanto na terceira alca intracelular como
na porcao C-terminal do receptor. A cauda C-terminal intracelular do a;a-AR parece
ser importante para a fosforilagdo por PKC, visto que um mutante truncado do
receptor tem a sua fosforilagdo reduzida a metade em relagéo a um receptor integro.
Em contrapartida, a superexpressdo de GRK2 em células HEK293 reduziu de forma
semelhante o acumulo maximo de fosfatos de inositol induzidos pela noradrenalina
apos a ativacdo de receptores integros e de mutantes truncados na porcdo C-
terminal indicando que, possivelmente, o sitio de fosforilagcdo para GRK2 néo esteja
localizada na porg¢ao C-terminal (Price et al., 2002).

E possivel que a oximetazolina e a noradrenalina promovam diferentes
mudancas conformacionais no oia-AR, induzindo assim, diferentes respostas
intracelulares ainda que ativando o mesmo receptor. Dados na literatura suportam
essa hipotese, uma vez que a ativacdo de receptores purinérgicos P2Y, pelos
ligantes enddgenos ATP ou UTP faz com que o receptor mude o recrutamento de
arrestinas: apos ativacdo com ATP h& o recrutamento igual de B-arrestinal e 2 e
apos ativacdo com UTP ha o recrutamento preferencial de p-arrestina2 (Hoffmann et
al., 2008).

Recentemente, foi descrito que ligantes com diferentes eficacias induzem
mudancas conformacionais em diferentes segmentos transmembranares do receptor
(Deupi et al., 2012). Essa observacao também reforca a teoria de que oximetazolina
e noradrenalina possam induzir diferentes conformacdes do receptor, uma vez que
séo ligantes de diferentes classes quimicas, com diferentes eficacias e diferentes

sitios de interagdo com o receptor.
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Discuussao

Camundongos transgénicos que expressam um mutante constitutivamente
ativo do aua-AR, mas néo do a;s-AR, tem expectativa de vida aumentada em cerca
de 10%, como resultado de neuro- e cardioprotecédo (Perez et al., 2011), ampliando
as potenciais aplicacdes terapéuticas de drogas que interferem com a sinalizacao
resultante da ativacdo destes dois receptores. Tal potencial terapéutico s6 podera
ser atingido com o conhecimento dos perfis de sinalizacao disparados por diferentes

agonistas ao ativarem aya-ARS.
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Conclusoes

- a oximetazolina induz taquifilaxia nas contracbes da artéria caudal de rato

induzidas pela fenilefrina e pela prépria oximetazolina,

- a noradrenalina induz fosforilagdo dos a;a-AR de maneira PKC-dependente sem
induzir dessensibilizacdo e induzindo uma internalizacdo somente apos tempos

prolongados de tratamento;

- a oximetazolina, diferentemente da noradrenalina, induz fosforilagdo dos a;a-AR de
maneira GRK2-dependente, induzindo também dessensibilizacdo e internalizacéo

significativas com apenas 5 minutos de tratamento;

- a diferenca entre as quinases recrutadas por cada um dos agonistas apds a
ativacdo dos aia-AR parece ser um ponto importante nos processos de taquifilaxia,

dessensibilizacao e internalizacgao.
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