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Resumo

A obesidade esta associada ao desenvolvimento de inflamagao crénica no tecido
adiposo branco (TAB) e a uma maior produgao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), resultando em elevados niveis de estresse oxidativo. O TAB armazena
energia na forma de triacilglicerol (TAG), que ao sofrer lipdlise, € hidrolisado em
acidos graxos livres (FFA) e glicerol. O hormdnio tireoidiano T3 regula a taxa
metabdlica basal, estimula a lipdlise, aumenta a producédo de adenosina 5'-trifosfato
(ATP) e a produgao de calor, regulando a termogénese. Sabe-se que o T3 modula a
transcricdo génica e tradugdo proteica por meio das vias citoplasmaticas da
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e/ou proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK) no TAB. A molécula de ATP pode ou nao ser hidrolisada por agao de
ecto-enzimas. O ATP e seus derivados atuam no meio extracelular sinalizando por
meio dos receptores purinérgicos, expressos no TAB, regulando o metabolismo
lipidico. O receptor P2X7 é sensivel ao ATP e, quando ativado, é capaz de modular
o metabolismo lipidico, adipogénese, lipdlise e inflamagao. Existe uma importante
relacdo entre o horménio tireoidiano e a sinalizagdo purinérgica em diferentes
sistemas fisiologicos e patoldgicos, mas essa relagdo ainda € pouco elucidada na
literatura, especialmente no TAB. Nosso trabalho tem como objetivo demonstrar a
relagdo existente entre a agdo do T3 na modulagdo da sinalizagdo purinérgica em
adipocitos subcutdneos humanos, bem como determinar se essa acdo € mediada
por mecanismos nao nucleares, por meio das vias MAPK/ERK e PI3K. Para isso,
pré-adipocitos humanos (HPAd-802s-05A), apds a diferenciagéao, foram submetidos
ao tratamento com T3 (10nM) por 24 horas, na presenga ou auséncia de inibidores

das vias MAPK/ERK (PD98059, 5 uM) e PI3K (LY294002, 5 uM). Os seguintes
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parametros foram analisados: viabilidade celular (MTT, LDH e contagem nuclear),
acumulo lipidico (coloragéo Oil Red), lipdlise basal (ensaio de acidos graxos livres e
glicerol), estresse oxidativo (dosagens de malonaldeido e carbonilagdo proteica),
expressao proteica dos receptores purinérgicos P2 e ectonucleotidases
(imunofluorescéncia), quantificacdo do ATP extracelular (ensaio de bioluminescéncia
luciferina-luciferase HS 1) e liberagdo/acumulo extracelular de adenosina (ADO)
(cromatografia liquida de ultra performance - UHPLC). Demonstramos que o T3
desempenha um papel importante na redugcdo da expressdao de NTPDase1,
NTPDase3 e ecto-5'-nucleotidase, resultando no aumento da concentragao
extracelular de ATP. Evidenciamos também que o hormbnio aumentou a expressao
do receptor P2X7, acompanhado de uma maior liberagdo/acimulo de ATP
extracelular, e esses efeitos foram abolidos pelo bloqueio das vias MAPK/ERK e
PI3K. Com isso, evidenciamos que o T3 modula a sinalizacdo ATP/P2X7 por meio

das vias MAPK e PI3K em adipécitos subcutdneos humanos.
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Abstract

Obesity is associated with the development of chronic inflammation in white adipose
tissue (WAT) and increased production of reactive oxygen species (ROS), resulting in
high levels of oxidative stress. TAB stores energy in the form of triacylglycerol (TAG),
which, upon undergoing lipolysis, is hydrolyzed into free fatty acids (FFA) and
glycerol. The thyroid hormone T3 regulates the basal metabolic rate, stimulates
lipolysis, increases the production of adenosine 5'-triphosphate (ATP) and heat
production, regulating thermogenesis. It is known that T3 modulates gene
transcription and protein translation through the cytoplasmic phosphatidylinositol 3
kinase (PI3K) and/or mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways in WAT. The
ATP molecule may or may not be hydrolyzed by the action of ecto-enzymes. ATP and
its derivatives act in the extracellular environment, signaling through purinergic
receptors, expressed in the WAT, regulating lipid metabolism. The P2X7 receptor is
sensitive to ATP and, when activated, is capable of modulating lipid metabolism,
adipogenesis, lipolysis and inflammation. There is an important relationship between
thyroid hormone and purinergic signaling in different physiological and pathological
systems, but this relationship is still poorly understood in the literature, especially in
WAT. Our work aims to demonstrate the relationship between the action of T3 in
modulating purinergic signaling in human subcutaneous adipocytes, as well as
determining whether this action is mediated by non-nuclear mechanisms, through the
MAPK/ERK and PI3K pathways. For this, human pre-adipocytes (HPAd-802s-05A),
after differentiation, were subjected to treatment with T3 (10nM) for 24 hours, in the
presence or absence of MAPK/ERK pathway inhibitors (PD98059, 5 uM) and PI3K

(LY294002, 5 uM). The following parameters were analyzed: cell viability (MTT, LDH
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e number of nuclei), lipid accumulation (Oil Red staining), basal lipolysis (free fatty
acid and glycerol assay), oxidative stress (measurements of malonaldehyde and
protein carbonylation), protein expression of purinergic receptors P2 and
ectonucleotidases (immunofluorescence), quantification of extracellular ATP
(luciferin-luciferase  HS |l  bioluminescence assay) and extracellular
release/accumulation of adenosine (ADO) (ultraperformance liquid chromatography -
UHPLC). We demonstrate that T3 plays an important role in reducing the expression
of NTPDase1, NTPDase3 and ecto-5-nucleotidase, resulting in increased
extracellular ATP concentration. We also showed that the hormone increased the
expression of the P2X7 receptor, accompanied by a greater release/accumulation of
extracellular ATP, and these effects were abolished by blocking the MAPK/ERK and
PI3K pathways. With this, we demonstrated that T3 modulates ATP/P2X7 signaling

through the MAPK and PI3K pathways in human subcutaneous adipocytes.
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1. Introducgao estendida

O tecido adiposo (TA) é regulado pela triiodotironina (T3), que modula a
diferenciagao, proliferacédo, termogénese, lipdlise e produgao de ATP intracelular do
TA. Recentemente, o sistema purinérgico também tem se destacado como
importante regulador das fungdes do TA, por meio dos receptores purinérgicos, que
tém ganhado interesse como potenciais alvos terapéuticos em diferentes condigdes
patolégicas. Porém, €& necessario maior avaliagdo da expressao funcional dos
receptores purinérgicos, e das fungdes fisioldgicas e patologicas do ATP extracelular
e seus metabdlitos nos adipdcitos. Com isso, muitos trabalhos sustentam a relevante
participagdo do T3 e sistema purinérgico no TA. Porém, ha falta de dados na
literatura que demonstrem a agao do T3, com envolvimento do sistema purinérgico,
no funcionamento do tecido adiposo. Assim, nossos resultados contribuem para
promover o entendimento de eventos fisiolégicos n&o descritos em adipocitos

subcutaneos humanos.
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8. Discussao e Consideragoes finais

Diversos estudos demonstram a acdo dos hormédnios tireoideanos no TA
(Giammanco et al., 2020; Walczak & Sieminska, 2021). Porém, é recente o
crescente interesse na investigacdo da cascata de sinalizagao purinérgica na fungao
dos adipdcitos humanos, obesidade e outros disturbios metabdlicos (M. de Oliveira,
Mathias, de Sibio, et al., 2020). A presenga de receptores purinérgicos funcionais em
adipdcitos humanos foram identificados (Rossato et al., 2022; Mathias et al., 2023).
E, sabe-se que existe importante relacdo entre hormdnios tireoideanos e a
sinalizacao purinérgica em diferentes sistemas fisioldgicos e patoldgicos (Silveira et
al., 2013). Sendo que, o T3 pode modular a expressdo dos componentes do sistema

purinérgico (Mathias et al., 2023).

Avaliamos a acéo da T3, bem como a participacdo das vias citoplasmaticas
PIBK e MAPK/ERK, na expressao diferencial dos componentes do sistema
purinérgico, bem como na lipdlise basal e estresse oxidativo. Demostramos que os
adipocitos expressam receptores purinérgicos P2Y1, P2Y11, P2X7, além da
NTPDase1, NTPDase3 e ecto-5-nucleotidase. O tratamento com T3 ndo alterou a
expressao dos receptores P2Y1 e P2Y11, e aumentou a expressdo do receptor
P2X7, acompanhado pela maior liberagdo/acumulo de ATP extracelular, que foram
abolidos pelo bloqueio das vias MAPK/ERK e PI3K, demonstrando importante
participagao das vias citoplasmaticas na agcao do hormoénio tireoidiano sobre a
sinalizacdo ATP/P2X7. O tratamento com T3 e com os inibidores das vias
MAPK/ERK e PI3K, diminuiram o acumulo lipidico, sem afetar a lipdlise basal e as

dosagens de malonaldeido e carbonilagcdo proteica, demonstrando que os
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tratamentos ndo geraram estresse oxidativo nas células.

Os tratamentos ndo alteraram a lipdlise basal, avaliada pela quantificagcdo de
acidos graxos livres e glicerol. Embora, o tratamento com T3 (10 nM), mas também
com os inibidores das vias de sinalizacado MAPK/ERK (PD98059) e PI3K
(LY294002), reduziram significativamente o acumulo lipidico. (M. de Oliveira,
Mathias, Rodrigues, et al., 2020), observaram que o tratamento hormonal reduz os
lipidios no interior dos adipdcitos, mantém os triglicerideos inalterados e diminui os
niveis de glicerol. Além disso, estudos anteriores do grupo demonstram que o T3
direciona os adipécitos ao amarronamento, pelo aumento da expressao de UCP-1
(M. de Oliveira, Mathias, Rodrigues, et al., 2020; Mathias et al., 2023) e favoreceu a
transcricdo génica de marcadores seletivos de adipdcitos beges. Aléem disso, o
tratamento com o hormdénio aumentou a expressao génica do receptor P2X5
(Mathias et al., 2023), que tem sido considerado como um possivel novo marcador
de browning (Tozzi & Novak, 2017). Isto justificaria a redu¢do de acumulo lipidico,
sem alteracao da lipdlise basal.

O tratamento com T3 aumentou a expressao proteica do receptor P2X7,
corroborando com relatos anteriores do nosso grupo, que demonstraram que o
tratamento com T3 elevou a expressdo de mRNA do P2X7, utilizando os mesmos
subconjuntos celulares submetidos a condi¢cdes experimentais equivalentes (Mathias
et al., 2023). O aumento da expressdo dos receptor P2X7 causada pelo T3 foi
prevenida pelo bloqueio das vias MAPK/ERK e PI3K pelo PD 98,059 e LY-294,002,
respectivamente. Desta forma, acreditamos que as vias citoplasmaticas apresentam
importante papel na modulacdo da expressdao do P2X7 pela T3 nos adipocitos

subcutaneos humanos.
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Existem pesquisas que demonstram que o hormdnio afeta o ATP extracelular
em outras células e tecidos. Evidenciando que o status do horménio tireoidiano pode
influenciar as enzimas envolvidas no metabolismo do ATP (recentemente revisto por
(Le et al., 2023). Nossos resultados indicam que o tratamento com T3 aumenta a
liberacdo/acumulo de ATP extracelular, porém nao altera os niveis de ADO.
Recentemente, nosso grupo demonstrou por RNA-Seq que os adipocitos
subcutaneos humanos nao expressam NTPDase2 e apresentam baixa expressao de
NTPDase1, NTPDase3 e 5'-nucleotidase (NT5E), uma cascata enzimatica critica
para o catabolismo extracelular de ATP em ADO (Mathias et al., 2023). Além disso,
apresentamos, na respectiva tese, que o tratamento com T3 reduz a expresséo
proteica destas enzimas, NTPDase1, NTPDase3 e 5'-nucleotidase (NT5E). Estes
resultados justificam o acumulo de ATP no meio extracelular nestas culturas.
Embora, o tratamento com T3 tenha aumentado a transcrigio de genes que
codificam para os recetores ADORA2A e ADORAZ2B, sensiveis a ADO, e também
das enzimas responsaveis pelo metabolismo da ADO (ADA e ADK), nas mesmas

células (Mathias et al., 2023).

Com isso, neste trabalho evidenciamos que o T3 diminui significativamente a
expressdo proteica das enzimas, NTPDase1, NTPDase3 e ecto-5-nucleotidase,
resultando no acumulo extracelular de ATP, que pode sustentar a ativagcao de
receptores sensiveis ao ATP, como o P2X7 que foi superexpresso apoés tratamento
com o horménio. Sabe-se que existe importante participacdo dos componentes do
sistema purinérgico no estado redox, sendo que o ATP esta associado ao aumento
dos niveis de citocinas, inflamagdo e estresse oxidativo. A sinalizagdo ATP/P2X7

esta relacionada com o estresse oxidativo (Arslan et al., 2019). Sabe-se que o ATP
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pode ativar o receptor P2X7, regulando a expressdao de genes inflamatérios,
induzindo a geragdo de ROS em uma variedade de tipos de células (Munoz et al.,
2017). Esta acao pode envolver as vias MAPK (Kim et al., 2015) e PI3K (Zhao et al.,

2021).

Nossos resultados demonstraram que o T3 ativa as vias MAPK e PI3K, para
aumentar a liberagao de ATP e a expressao do receptor P2X7, sem afetar o estresse
oxidativo. Da mesma forma, (Yau et al., 2019) demonstraram que o tratamento com
T3 (10 nM) no tecido adiposo marrom nao induziu a formacao de espécies reativas
de oxigénio intracelular, apesar de ter aumentado a respiragédo mitocondrial. Além
disso, essa dose também nao alterou os niveis de TBARS no tecido adiposo
subcutdneo humano (M. de Oliveira, Mathias, Rodrigues, et al., 2020). Apesar do
horménio aumentar a liberacdo de ATP extracelular, a quantidade foi baixa (~3nM), o
que indica que as células ndo foram submetidas a estresse oxidativo. Visto que, sob
condigbes fisioldgicas, o ATP extracelular esta presente em baixos niveis (faixa
nanomolar), e células submetidas a estresse liberam altas concentracbes de ATP
(micromolares) no meio extracelular, que é capaz de ativar o receptor P2X7
favorecendo uma maior liberagdo do nucleotideo (Savio et al., 2018). (Rossato et al.,
2022) demonstram que o ATP estimulou a expressdo de IL-6, a partir da
concentragédo de 10 uM. Com isso, apesar do T3 aumentar a liberagédo de ATP e a
expressao do receptor P2X7, que se correlacionam com o estresse oxidativo,
nossos resultados indicam que essa dose do hormdnio e a concentragédo de ATP
extracelular ndo afetam esse parametro.

Com isso, nossos resultados indicam que os adipdcitos subcutaneos

humanos expressam proteinas dos componentes do sistema purinérgico. O T3
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modula a sinalizagdo purinérgica com participagdo das vias extranucleares,
MAPK/ERK e PI3K, em adipdcitos subcutdneos humanos. O horménio aumenta a
expressdo do receptor P2X7, acompanhado pela maior liberagdo/acimulo de ATP
extracelular, que foram abolidos pelo bloqueio das vias MAPK/ERK e PI3K. Com
isso, o T3 modula a sinalizacdo ATP/P2X7 por meio das vias MAPK e PI3K em
adipocitos subcutaneos humanos nao inflamados.

Nosso trabalho demonstrou um evento fisiolégico n&o descrito, da agao do T3
na via ATP/P2X7, com envolvimento das vias extranucleares MAPK e PI3K, em
adipdcitos subcutdneos humanos néo inflamados. Os resultados podem contribuir
para novas perspectivas fisiopatologicas da modulagdo do T3 na atividade dos
adipdcitos, visando o sistema purinérgico, sobretudo o receptor P2X7. Com o
objetivo de combater a atividade inflamatéria e estresse oxidativo nos adipdcitos,
que ocorrem em diversas fisiopatologias do tecido adiposo. A Figura 5 representa

esquematicamente o principal resultado encontrado em nosso trabalho.
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Figura 5. Esquema geral do mecanismo de ag¢ao do T3 na modulagao da via ATP/P2X7
por meio das vias MAPK/ERK e PI3K em adipoécitos subcutianeos humanos. O T3 ativa
as vias extranucleares, estimulando a maior expresséo do receptor P2X7. O hormoénio reduz
a expressao de NTPDase 1, NTPDase 3 e NT5E, favorecendo o acumulo de ATP no espaco

extracelular. (Imagem criada em BioRender.com)
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