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Resumo

Introdugdo: O hormoénio triiodotironina (T3) influencia o metabolismo e
desenvolvimento do tecido adiposo (TA), modulando a proliferagédo e diferenciagao
de adipécitos, podendo agir sobre os reguladores do processo de adipogénese,
como o receptor ativado por proliferador de peroxissomo (PPARy). O TA esta
envolvido na regulagdo da energia corporal, sintetizando e secretando substancias
denominadas adipocinas, dentre elas a adiponectina e leptina. A adiponectina esta
relacionada ao aumento da sensibilidade a insulina, enquanto a leptina esta
envolvida com o gasto energético. O T3 pode desencadear agdes por ativagado de
vias extranucleares, dentre elas a via MAPK/ERK e integrina aVp3. Objetivo:
Verificar a agdo do T3, com participacdo das vias extranucleares MAPK/ERK e
integrina aVB3, na modulagdo de adiponectina e leptina, além de avaliar os
parametros relacionados ao perfil adipogénico e dano de DNA. Métodos: Adipécitos,
3T3-L1, foram tratados com T3 (10nM) por uma hora, na auséncia ou presenga dos
inibidores de MAPK/ERK — PD98059 (PD, 50uM) e da integrina avB3 — acido
tetraiodotiroacetico (Tetrac, 10*M). A auséncia de qualquer tratamento foi
considerada grupo controle (C). Apds o periodo de tratamento foi realizado PCRg-RT
para analisar a expressdo de mRNA de adiponectina e leptina, e Western Blot para
expressao proteica de adiponectina, leptina, PPARy, pAKT e pERK; a viabilidade
celular foi realizada pelo ensaio de MTT,; a quantificagdo do acumulo lipidico pelos
ensaios Adipo Red e Oil Red, avaliacao da liberacéo de triacilglicerol (TGL) por meio
do método enzimatico-colorimétrico, a mensuragdo do produto da lipdlise pelo
ensaio de glicerol; dano de DNA pela quantificagdo da 8-Hidroxideoxiguanosina(8O-

OH-dG) por ensaio ELISA. Utilizou-se ANOVA complementada com o teste de
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Tukey, para dados com normalidade e teste de Friedman, complementado pelo teste
de Dunn, para dados com auséncia de normalidade. Resultados expressos em
média £ desvio padrdo e mediana (1Q 25% - 1Q 75%), respectivamente. Significancia
dada para p<0,05. Resultados: O T3 elevou a expressdo de mRNA e proteica de
leptina com relagéo ao C, e com a inibicdo da integrina avB3 e posterior tratamento
com o hormodnio (Tetrac+T3), houve diminuicdo da expressdo em ambos casos. Ja a
expressao de mRNA de adiponectina nao foi alterada pelo T3 quando comparado ao
C, contudo o hormdnio aumentou a expressao proteica dessa adipocina (1,7 £ 0,15,
p<0,01) em relacdo ao C (1 £ 0,03, p<0,01), este aumento foi abolido pelos
inibidores associados ao T3, PD +T3 (0,59 £ 0,11, p<0,01) e Tetrac+T3 (0,59 £ 0,1,
p<0,01). Embora o T3 nao tenha alterado a expressao proteica de PPARy, acumulo
lipidico, dosagem de TGL, liberagao de glicerol e dano de DNA em relacéo ao C, os
grupos PD+T3 e Tetrac+T3, apresentaram reducdo de todos os parametros
mencionados anteriormente, quando comparados ao T3 sozinho. Conclusao: O T3
age nos adipdcitos por meio da via MAPK/ERK, para modular a expressao proteica
de adiponectina e pela integrina avpB3 para alterar a expressao génica de leptina.
Além disso, a integridade da via MAPK/ERK ¢é necessaria para que o T3 nao altere o

perfil lipidico, mantendo a homeostase dos adipdcitos.

Palavras chaves: Adiponectina, Leptina, T3, MAPK/ERK, integrina av3, 3T3-L1.
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Abstract

Introduction: The hormone triiodothyronine (T3) influences the metabolism and
development of adipose tissue (TA), modulating the proliferation and differentiation of
adipocytes, and can act on regulators of the adipogenic differentiation process, such
as the peroxisome proliferator activated receptor). TA is involved in the regulation of
body energy, synthesizing and secreting substances called adipokines, among them
adiponectin and leptin. Adiponectin is related to increased insulin synaptic, since
leptin is involved in energy expenditure. T3 can trigger actions by activation of
extranuclear pathways, including MAPK / ERK and integrin a V3. Objective: Given
the role of T3 in TA and the importance of adipokines, the objective of this study is to
verify the action of T3 with the participation of extranuclear pathways in the
modulation of adiponectin and leptin and the parameters related to the adipogenic
profile. Methods: Adipocytes, 3T3-L1, were treated with a physiological dose of T3
(10nM) for one hour, in the absence or presence of MAPK / ERK-PD98059 (PD) and
integrin avp3 - tetraiodothyrocetic (Tetrac) integrin inhibitors. The absence of any
treatment was considered as a control group (C). After the treatment period PCRg-
RT was performed to analyze the expression of leptin and adiponectin mRNA, and
Western Blot for protein expression of adiponectin, leptin, PPARy, pAKT and pERK;
cell viability was performed by the MTT assay; the quantification of lipid accumulation
by the AdipoRed and Oil Red assays, triacylglycerol release (TGL) evaluation by the
enzymatic-colorimetric method, the measurement of the lipolysis product by the
glycerol test; DNA damage by quantification of 8-Hydroxyideoxyguanosine (80-OH-
dG) per ELISA assay. ANOVA supplemented with the Tukey test was used for data

with normality and Friedman's test, complemented by the Dunn test, for data with no
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normality. Results expressed in mean + standard deviation and median (IQ 25% - 1Q
75%), respectively. Significance given for p <0.05. Results: T3 increased the
expression of mMRNA and leptin protein with respect to C, and with inhibition of avf3
integrin and subsequent treatment with the hormone, Tetrac + T3, there was a
decrease in expression in both cases, indicating that T3 binding the integrin is
important for gene modulation of leptin. However, the expression of adiponectin
mRNA was not altered by T3 when compared to C, however the hormone increased
the protein expression of this adipocin (1.7 + 0.15, p <0.01) in relationto C (1 £ 0, (P
<0.01), and Tetrac + T3 (0.59 = 0.1, p <0.01) were abolished by the inhibitors
associated with T3, PD + T3 (0.59 = 0.11, p < p <0.01), indicating activation of the T3
pathways for post-transcitional action of adiponectin. Although T3 did not alter the
PPARYy protein expression, lipid accumulation, TGL dosage, glycerol release and
DNA damage in relation to C, the groups PD + T3 and Tetrac + T3 showed reduction
of all parameters mentioned previously, when compared to T3. Conclusion: T3 acts
on adipocytes via the MAPK / ERK pathway to modulate the protein expression of
adiponectin and avp3 integrin to alter the gene expression of leptin. In addition, the
integrity of the MAPK / ERK pathway is required for T3 to not alter the lipid profile,

maintaining adipocyte homeostasis.

Key words: Adiponectin, Leptin, T3, MAPK / ERK, integrin av33, 3T3-L1.
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1. Introdugao extendida

1.1. Tecido Adiposo

O Tecido adiposo (TA) é subdividido em tecido adiposo branco (TAB) e tecido
adiposo marrom (TAM), e tem como principal componente celular o adipocito. O TAB
apresenta no interior dos adipécitos, goticulas lipidicas que armazenam energia na
forma de triacilglicerol (TGL), constituido por trés moléculas de acidos graxos e uma
de glicerol, além de inumeras proteinas (1). Ja o TAM esta associado ao aumento do
gasto energético (2,3), sendo capaz de elevar a captacdo de glicose em baixas
temperaturas e apresenta sintese de proteina desaclopadora-1 (UCP-1), gene
relacionado a termogénese (4). Os adipécitos maduros do TAB, ndo aumentam por
divisdo celular, mas pela diferenciacéo dos pré-adipdcitos, in vivo e in vitro, processo
denominado de adipogénese (5,6). A adipogénese € regulada por horménios e
citocinas, como adenosina 3'5-monofosfato ciclico (cAMP), insulina e
glicocorticéides (7,8). A insulina é considerada o principal estimulador da mitose e
adipogénese (9) e seus efeitos dependem da MAPK (10). In vitro, o modelo mais
bem caracterizado de adipogénese é o da linhagem de pré-adipocitos 3T3-L1, que
quando tratados com coqueteis estimulantes contendo dexametasona (Dexa), que
ativa receptores de insulina; 1-metil-3-isobutilxantina (IBMX), que inibe a cAMP
fosfodiesterase; insulina (Ins) e soro fetal bovino (SFB), que desencadeiam o
processo de adipogénese (11), sofrem diferenciacdo. Apds as células serem
estimuladas pelo coquetel, a expressdo de proteinas ligantes ao amplificador
(C/EBP-B) é induzida, e posteriormente fosforilada pela ERK1/2 (12). Com isso, a
forma ativa de C/EBP-3 atua regulando o receptor gama ativado por proliferadores

de peroxissomos (PPARy) e as proteinas ligantes ao amplificador (C/EBP-a) que
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quando ativados, provocam diferenciagao terminal das células. Desta forma, sao
responsaveis pelas alteragdes fenotipicas dos adipdcitos, acumulo de triglicerideos
no citoplasma e secregcao de adipocinas. Portanto, sdo pouco expressos em pre-
adipocitos, ndo estando envolvidos no inicio da diferenciagao (13) (Figura 1). Além
disso, sabe-se que o PPARYy, além de regular a adipogénse, regula também o

metabolismo lipidico (14).

®) Diferenciagcao
]
|
O 3T3-L1 Adipdcito
,[ﬁ,,xf ———» C/IEBP§ ———» PPARy
INS C/EBP-a

Figura 1. Modelo simplificado da adipogénese. Pré-adipdcitos sdo induzidos para se diferenciar em
adipdcitos imaturos sob controle do PPARYy principalmente, o qual também induz a expressao de
C/EBPa . PPARYy e C/EBPa atuam coordenadamente para regular a conversao de adipécitos imaturos
em adipdécitos maduros. C/EBP, proteinas ligantes ao amplificador; PPARYy, receptor gama ativado por
proliferadores de peroxissomas; DEXA, Dexametasona; IBMX, 1-metil-3-isobutilxantina ; INS, insulina.

Retirada de Queiroz et al, 2009.

A hipertrofia de adipécitos maduros esta relacionada a necessidade de
incorporagdo ou liberagdo de lipideos, e ocorre pela ativagdo da lipogénese ou
lipdlise (15). Desta forma, a lipogénese seria o processo de sintese de TGL, e a

lipdlise o processo catabdlico, em ele é hidrolisado liberando glicerol e acidos
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graxos, sendo um evento controlado por horménios, como as adipocinas secretadas
pelo TAB (16,17).

Além do TA ser responsavel por armazenar energia, € também considerado
um importante 6rgao enddécrino, fundamental para regulacdo metabdlica do
organismo, por meio da produgdo e secregdao de substancias denominadas
adipocinas, que agem sobre a saciedade, gasto energético, termogénese,
sensibilidade a insulina e estimulagdo da oxidagcdo dos acidos graxos (5,6,18).
Dentre as adipocinas temos a leptina e a adiponectina.

A leptina foi a primeira adipocina a ser descoberta, em 1994, e foi apds essa
descoberta que o TA passou a ser considerado um o6rgao endocrino, € uma
adipocina pro-inflamatoria, relacionada a regulagéo do apetite e do gasto energético
pelo organismo, via sistema nervoso central, sendo que sua disponibilidade esta
diretamente relacionada a quantidade e tamanho dos adipdcitos no TAB (19).

Em relagdo a adiponectina, sabe-se que é uma adipocina anti-inflamatéria e
foi demonstrado in vivo que ela atua sobre a sensibilidade a insulina, melhorando o
metabolismo da glicose (20). Em humanos obesos, com resisténcia a insulina e
diabetes mellitus tipo 2, as concentragdes plasmaticas dessa adipocina sdo baixas
(21,22). Desta forma, a adiponectina apresenta efeitos antidiabéticos, podendo ser
uma ferramenta terapéutica para diabetes, sindrome metabdlica, doencas
cardiovasculares (23,24). Além disso, ela apresenta dois receptores AdipoR1 e
AdipoR2, encontrados em humanos e roedores, aos quais ela se liga para

desencadear suas agdes (25).
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1.2. Hormonios Tiroideanos

A glandula tireoide, sintetiza e secreta os hormoénios tireoideanos (HT),
tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), por agdo de um mecanismo de regulagao do eixo
hipotalamo-hipdfise-tireoide, conhecido como feedback negativo, em que o horménio
estimulador da tireoide (TSH), produzido pela adeno-hipéfise, estimula a produgéo e
secrecao dos HTs, sendo regulado positivamente pelo horménio libertador de
tireotrofina (TRH) e negativamente pela somatostatina (SS), produzidos pelo
hipotalamo (26).

Nos tecidos periféricos, o T4 é convertido em T3, por acdo das desiodases,
processo denominado de desiodacéo, originando a maior parte do T3 circulante, que
apresenta maior atividade biolégica, dentre os dois horménios (27,28,29). Desta
forma, o T3 é fundamental para o funcionamento e desenvolvimento de praticamente
todos os tecidos, e regulagéo de vias metabdlicas (27,30,31).

Os HTs atuam em diferentes tecidos alvos, por meio de acdes que podem ser
iniciadas no nucleo, membrana plasmatica, citoplasma ou mitocdndrias das células
(32), controlando a expressao de genes especificos, modulando sua transcrigéo,
alterando a sintese de proteinas relacionadas ao crescimento, desenvolvimento,
controle metabdlico e energético (33,34). As agdes dos HT, ocorrem principalmente
por meio da ligagdo do T3 com os receptores nucleares de HT, TRalfa (TRa) e
TRbeta (TRB) (27), que apresentam sitio de ligacdo ao HT e outros sitios disponiveis
para interagcdo com outras proteinas (35). Os TRs s&o proteinas localizadas no
nucleo das células alvo, pertencentes a superfamilia de receptores hormonais
nucleares (36), e se apresentam nas isoformas: TRa1, TRa2, TRB1 e TRB2 (37).

Embora o TRa e TR sejam prioritariamente receptores nucleares, podem ser
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encontrados no citoplasma e na membrana plasmatica (38,39). Os TRs medeiam a
acao do HT, quando associados a elementos responsivos aos HT (TRE), que séo
sequéncias especificas localizadas na regiao promotora de genes-alvo dos HT, que
se ligam sob forma de homo ou heterodimeros com os membros da superfamilia de
receptores nucleares (40).Quando o T3 se liga ao TR/TRE, ocorre
heterodimerizagao, principalmente com os receptores de retindide X (RXR) (41), com
isso, o hormdnio modifica a conformacgéo estrutural do receptor (42), assim os TR
que geralmente estdo ligados a proteinas co-repressoras da transcricao génica,
liberam essas proteinas e associam-se aos co-ativadores de transcrigao,
favorecendo a ativagdo da transcricdo génica (30,34). Desta forma, podemos

denominar a acdo HT/TR/TRE de agao nuclear ou classica (Figura 2).

Nucleo

Proteina

Gene alvo aos HTs

citoplasma

Figura 2. A¢ao nuclear dos HT. Agao nuclear ocorre por meio da ligagdo do T3 aos TRs, que irdo
mediar a agdo dos HTs estando associados a TRE. Quando o T3 se liga ao complexo TR/TRE, ocorre
heterodimerizagéo principalmente com RXR, com isso, os HTs modificam a conformacado estrutural

dos TRs, eles que geralmente estdo associados a proteinas co-repressoras da transcricao génica,
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liberam essas proteinas e se associam a co-ativadores da transcricdo génica. HT, hormonios
tiroideanos; T3, triiodotironina; TR, receptores de HT; TRE, elemento responsivo a HT; RXR, receptor

de acido retindico X; Pol Il, polimerase Il; mRNA, acido ribonucleico mensageiro.

Conforme mencionado anteriormente, os HTs podem exercer suas acdes de
forma extranucleares, ndo havendo necessidade da interagao entre HT/TR/TRE (32,
43,44). Neste caso, ocorre um mecanismo de transdugdo do sinal, em que as
repostas sdo desencadeadas por meio de sitio de iniciagdo na membrana
plasmatica (receptores de membrana) ou no citoplasma, ativando quinases
citoplasmaticas em tempo curto, sem modular a expressao génica; contudo a agao
extranuclear pode culminar na transcricdo génica, promovendo a modulagdo da
expressao de genes alvos pela translocacao de fatores transcricionais para o nucleo
(43,45,46). Isso demonstra que pode haver interagdo entre os eventos
extranucleares e nucleares na agao dos HT. Dentre as vias extranucleares que os
HT desempenham suas ag¢des estdo a via da proteina quinase ativada por mitégeno

(MAPK) e a integrina aV[3.

1.3. via MAPK/ERK 1/2

A via MAPK é uma via citoplasmatica, que participa de diversos mecanismos
celulares, como a expressdao de genes, diferenciacdo celular, metabolismo e
apoptose (47). E compostas pelas quinases: MAP quinase quinase quinase
(MAPKKK), MAP quinase quinase (MAPKK) e a MAP quinase (MAPK), que sofrem
fosforilagbes sequenciais gerando sinais que irdo ativa-las (48). As principais MAPKs

identificadas em mamiferos, s&o a via da quinase regulada extracelularmente (ERK),
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c-Jun N-terminal quinase (JNK) e p-38 (49) e sao classificadas de acordo com suas
quinases de nivel terminal, nas sub-familias: MAPK/ERK 1/2, MAPK/p-38,
MAPK/JNK, MAPK/ERK 5 e as MAPK/ERK 3/4. Sabe.se que os HT podem ativar a
via MAPK causando fosforilagbes sequenciais que resultam na ativagao da ERK 1/2
e seus substratos nuclerares e citoplasmaticos.

A via da MAPK/ERK 1/2 é ativada preferencialmente por mitdgenos e esta
envolvida na regulacdo de mitose, meiose e fungdes pos-mitdticas em células
diferenciadas, sendo um importante regulador do ciclo e proliferagao celular (47).
Essa via tem como principal MAPKKK a isoforma c-Raf, e a MAPKK é constituida
das isoformas MEK 1/2 (50), sendo que, c-Raf é capaz de fosforilar MEKs em uma
cascata unica (51). O PD98059, é um inibidor de MAPKK, portanto de MEK, e
sabendo-se que as isoformas MEK1/2 fosforilam diretamente a ERK1/2, sua inibicao
evita a atividade da via MAPK/ERK 1/2. Com isso, o inibidor PD98059 é utilizado
para verificar envolvimento da via em diferentes estudos (52). A Figura 3 representa
esquematicamente a via de transdugao de sinal da via MAPK/ERK 1/2 e o local de

bloqueio pelo PD98059.
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citoplasma

= PD98059

Figura 3. Via MAPK/ERK, formando um sistema regulado em que as quinases s&o ativadas por
sinais transmitidos pela fosforilagdo sequencial delas. Em que, ativacido de receptor de tirosina
quinase (RTK) causa fosforilagdo de Ras, pelo recrutamento do complexo Grb2/SOS. Ras ativa Raf,
que por sua vez ativa MEK, que leva a fosforilagdo de ERK1/2. Sendo que o inibidor PD98059 age

sobre a MEK.

1.4. Via integrina aV3

Nesta via, o local de iniciacao ocorre na membrana plasmatica, por meio da
ativagdo da integrina avB3, que foi identificada por Bergh et al. 2005 (53) como
sendo o receptor de membrana para os HT. Ela possui sitio de ligagdo para esses
horménios, sendo a integrina mais expressa em células de mamiferos (54). A
integrina avB3 apresenta duas subunidades, aos quais os HTs podem se ligar: S1
(ou B), que se liga somente ao T3 e ativa, por meio da cinase Src, a via fosfatidil
inositol-3-quinase (PI3K); e o S2 (ou a), que se liga ao T3 ou T4, como maior
afinidade ao T4, e ativa a via da MAPK/ERK1/2 (39, 43,44). Essa ligagdo com os HT

pode estimular proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) e proteinas
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pertencentes a esse grupo, como a ERK1/2 e resultar em eventos no citoplasma ou
eventos celulares complexos.

Foi demonstrado que o acido tetraiodotiroacético (Tetrac), que é um produto
fisiolégico do metabolismo do T4, derivado por desaminagdao oxidativa e
descarboxilagdo de sua cadeia de alanina (55,56), impede a ligagdo dos HT com a
integrina, bloqueando a ativacdo da MAPK/ERK1/2 e da PI3K. Desta forma, ele é um
antagonista competitivo de HT na integrina aV3, inibindo a agdo dos HT sobre a
integrina aVB3, em ambos os sitios, S1 e S2 (57,58). A Figura 4 representa
esquematicamente a via da integrina aVB3 e as duas vias citoplasmatica que podem

ser ativadas, PI3K e MAPK/ERK. Além do local de bloqueio do inibidor Tetrac.

Tetrac

citoplasma

Figura 4. Via da integrina aV3, com suas duas subunidades S1 e $2. S1 que se liga somente ao
T3, ativando a via PI3K e a S2 que se liga ao T3 ou T4, ativando a via da MAPK/ERK, em que a
quinase de adeséo focal (FAK) ativa Ras pelo recrutamento do complexo Grb2/SOS. Ras ativa Raf,

que por sua vez ativa MEK, que leva a fosforilagdo de ERK1/2, sendo que ambas podem ser inibidas
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pela agéo do 4cido tetraiodotiroacético (Tetrac).

1.5. Horménios Tireoideanos, Tecido adiposo e adipocinas

No TA os HT, sobretudo o T3, tem importante papel sobre o metabolismo
lipidico, agindo sobre seu desenvolvimento e metabolismo. O hormdénio modula a
proliferagdo e diferenciagdo de adipécitos (56,59), podendo agir sobre os
reguladores do processo de diferenciagdo adipogénica, como o PPARYy, que é
responsavel pela modificagcao fenotipica e acumulo lipidico nos adipdcitos maduros.
Desta forma, os HT estimulam a diferenciacao e inibem a proliferacdo dos adipdcitos
(60). Tata et al. 1962 (61), elucidaram os mecanismos de acdo dos HT a nivel
celular, demonstraram que o T3 esta relacionado ao aumento da taxa metabdlica
basal, acarretando na reducéo de peso. (62).

Na literatura, estudos demonstram que o estado tireoidiano pode regular a
producdo de leptina e adiponectina, apesar de existirem divergéncias (63,64,65).
Pinkney et al. 1998 (66), evidenciaram a relac&o entre a leptina e os HT durante a
privacdo de alimento, em que houve reducao da atividade da tireoide e consequente
diminuicdo do gasto energético. Da mesma maneira, a leptina também reduz sua
acao, sugerindo que a leptina e a tireoide podem responder de forma semelhante.
De acordo com a literatura, in vivo, o estado de hipotireoidismo levaria a aumento da
concentracéo de leptina, quando comparado a situagao de hipertireoidismo (67). Ja
in vitro, Yoshida et al. (68) verificaram, a agdo de T3 e T4 sobre a expressao génica
de leptina, e observaram que apenas o T3 aumentou a expressdo de mRNA e a
secrecao desta proteina, em células 3T3-L1. E ainda, segundo Yoshida et al. (69), a

concentragdo de T3, 10nM, elevou a expressdo de mRNA e secrecdo de leptina
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nestas células. Porém, estudos em humanos ndo mostram evidéncias conclusivas

sobre a relagao entre HT e os niveis de leptina (70,71)

Em relacdo a adiponectina, estudos in vivo demonstram que, no
hipertiroidismo a concentragdo dela esta aumentada, quando camparada ao
eutiroideu e hipotireoideu (63,64,72), e em roedores e humanos, a obesidade diminui
os valores plasmaticos dessa adipocina (22,73,74). Por outro lado, Kokkinos et al.
(65) demonstraram que ratos hipotireoideos apresentaram aumento de concentragao
de adiponectina, enquanto os animais hipertiroideos nao tiveram mudangas
significativas. In vitro, em estudo com adipécitos 3T3-L1, observou-se que nao
houve alteracdo da expressao de mRNA de adiponectina, quando as células foram
tratadas com T3, memitizando estado de hipertiroidismo (75). Recentemente, em
nosso grupo, utilizando-se adipdcitos 3T3-L1, observamos que diferentes doses de
T3, em diferentes tempos, modulam a expressdo de mRNA de adiponectina e
leptina, demonstrando rapida agdo do horménio sobre a expressdo dessas
adipocinas (76).

Embora o T3, muitas vezes exerca suas agdes por meio de vias nucleares,
diversos estudos tem constatado que ele pode ativar rapidamente vias
extranucleares, modulando da expressdo génica, levando a um aumento de
determinados genes (43,45,77,78). Sabendo-se que vias extranucleares sao
ativadas rapidamente, decidimos verificar a agdo do T3 por meio dessas vias, num
curto periodo de tempo, na modulagdo de adipocinas, em adipocitos 3T3-L1. Desta
forma, verificamos que o T3 na dose fisiologica e suprafisiolégica elevaram os niveis
de mRNA e expressao protéica de leptina, e com utilizacdo do inibidor LY294002

observamos que essa modulagao ocorreu pela via PI3K, no tempo de uma hora de
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tratamento (79).

Assim, o objetivo do presente estudo foi verificar a agdo do T3, por meio das
vias MAPK/ERK e integrina avp3, para modular a expressdo génica e proteica de
adiponectina e leptina, além da expressdo proteica de PPARy e alteracdo de
acumulo lipidico, dano de DNA, liberagcédo de glicerol, dosagem de triacilglicerol, em

cultura de adipocitos 3T3-L1.
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2. Justificativa

Visto que, vias extranucleares podem ser ativadas num curto periodo de
tempo, para modular a expresséo génica, e de acordo com resultados anteriores do
nosso grupo, o T3 modulou a expressado das adipocinas no tempo de uma hora;
justifica-se verificar agdo rapida do T3, por meio das vias MAPK/ERK e integrina
aVB3, para modulagdo da expressdo de adiponectina e leptina, responsaveis pela

regulacao metabdlica do organismo.

3. Hipotese

T3 eleva a expressdo génica de adiponectina e leptina, além de alterar
parametros relacionados ao perfil adipogénico, por meio da via MAPK/ERK e

integrina aVB3, em cultura celular de adipdcitos 3T3-L1.
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4. Objetivo

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a agao rapida do T3, via MAPK/ERK e integrina aV3, na modulagéo
expressao de mRNA e proteica de adiponectina e leptina, em cultura de adipocitos

3T3-L1.

4.2. Objetivos especificos

- Avaliar se a agao do T3 na expressao génica de adiponectina e leptina &

desencadeada com participagao da via MAPK/ERK e integrina aV[33

- Avaliar se o T3 age por meio da via MAPK/ERK e integrina aV(33, para
alterar os parametros relacionados ao perfil adipogénico, como: expressao proteica
de PPARy, acumulo lipidico, dosagem de triacilglicerol, liberacdo de glicerol e dano

de DNA.
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5. Resultados

5.1. Manuscrito 1

Triiodotironina (T3) ativa rapidamente vias extranucleares para modular

a expressao de adiponectina
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Resumo

Introdugdo: O horménio triiodotironina (T3), influencia o metabolismo e
desenvolvimento do tecido adiposo (TA). O TA esta envolvido na regulagdo da
energia corporal, sintetizando e secretando as adipocinas, dentre elas a
adiponectina, que aumenta a sensibilidade a insulina. O T3 pode desencadear ag¢des
por ativagao de vias extranucleares, dentre elas a via MAPK/ERK e integrina aV[33.
Objetivo: Verificar a rapida agao do T3, na ativagado das vias extranucleares, para
modulagdo da adiponectina. Métodos: Adipdcitos 3T3-L1, foram tratados com T3
(10nM) por uma hora, na auséncia ou presenga dos inibidores de MAPK/ERK —
PD98059 (PD, 50uM) e da integrina avB3 — acido tetraiodotiroacetico (Tetrac, 10“*M).
A auséncia de tratamento foi considerada controle (C). Apos o tratamento foi
realizado PCRq-RT, para analisar expressdo de mRNA de adiponectina, e Western
Blot para expressao proteica de adiponectina e PPARYy; a quantificagcdo do acumulo
lipidico foi realizada com os ensaios Adipo Red e Oil Red, avaliagdo do acumulo de
triacilglicerol (TGL) pelo método enzimatico-colorimétrico, a mensuragédo do produto
da lipdlise por ensaio de glicerol; dano de DNA pela quantificagdo da 8-
Hidroxideoxiguanosina(80-OH-dG). Utilizou-se ANOVA complementada com o teste
de Tukey, para dados com normalidade (p<0,05). Resultados expressos em média *
desvio padrao. Resultados: T3 n&o alterou a expressdo de mRNA de adiponectina,
contudo aumentou a expressao proteica (1,7 £ 0,15, p<0,01), em relagdo ao C (1,0 £
0,03, p<0,01), porém este aumento foi abolido pelos inibidores, PD +T3 (0,6 £ 0,11,
p<0,01) e Tetrac+T3 (0,6 £ 0,10, p<0,01). Embora o T3 nado tenha alterado a
expressao proteica de PPARy, acumulo lipidico, dosagem de TGL, liberacdo de

glicerol e dano de DNA, em relagdo ao C, os grupos PD+T3 e Tetrac+T3,
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apresentaram reducgao de todos os parametros mencionados anteriormente, quando
comparados ao T3. Conclusées: O T3 age nos adipdcitos, por meio da via
MAPK/ERK e integrina avp3, para elevar a expressao proteica de adiponectina, e a
integridade das vias € necessaria para que o horménio mantenha a homeostase dos

adipocitos.

Palavras chaves: adiponectina, T3, MAPK/ERK, integrina avp3, 3T3-L1.
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Introducgao

O tecido adiposo (TA) é um importante 6rgdo enddcrino, fundamental para
regulacéo metabdlica do organismo, por meio da produgao e secre¢ao de adipocinas
(1,2). Dentre elas temos a adiponectina, que esta relacionada a melhora da
sensibilidade a insulina, apresentando efeitos antidiabéticos, podendo ser uma
ferramenta terapéutica para diabetes, sindrome metabdlica, doencas
cardiovasculares (3). Além disso, o TA possui a fungdo de armazenar energia, visto
que, seu principal componente celular sdao os adipdcitos, que possuem em seu
interior goticulas lipidicas que armazenam energia na forma de triacilglicerol (TGL)
(4). In vitro, o modelo mais bem caracterizado de adipogénese é o da linhagem de
pré-adipocitos 3T3-L1, que quando tratados com coqueteis estimulantes
desencadeiam o processo de adipogénese (5). Os hormoénios tiroideanos (HT) tem
importante papel sobre o metabolismo lipidico do TA, agindo sobre a proliferagao e
da diferenciacdo de adipdcitos (6,7), podendo agir sobre o receptor ativado por
proliferador de peroxisomo (PPARYy), que é regulador central do processo de
diferenciagao, responsavel pelas alteragdes fenotipicas dos adipdcitos, acumulo de
TGL no citoplasma, regulagdo do metabolismo lipidico e secregdo de adipocinas

(8,9).

Na literatura, existem estudos que demonstram que o estado tireoidiano pode
regular a producdo de adiponectina, apesar de existirem divergéncias (10,11).
Recentemente, nosso grupo observou, utilizando-se adipécitos 3T3-L1, que
diferentes doses de triiodotironina (T3) em diferentes tempos, modulam a expresséao
de mRNA de leptina e adiponectina, demonstrando rapida agdo do horménio na

expressao dessas adipocinas (12). Os HT atuam nos diferentes tecidos alvos, por
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meio de acgdes que podem ser iniciadas no nucleo, membrana plasmatica,
citoplasma ou mitocdndrias das células (7). Diversos estudos tem constatado que o
T3 pode ativar a vias extranucleares, levando a aumento da expressdo de
determinados genes (13,14). As acbes dos HT, exercidas de forma extranucleares,
sdo desencadeados por meio de sitio de iniciagdo na membrana plasmatica ou no
citoplasma, ativando rapidamente vias de sinalizagao citoplasmatica, sem modular a
expressao génica; contudo essa acgao extranuclear pode culminar na transcricao
génica, promovendo a modulacdo da expressao de genes alvos pela translocagao
de fatores transcricionais para o nucleo (13-15). Isso demonstra que pode haver
interacao entre os eventos extranucleares e nucleares na agao dos HT. Dentre as

vias extranucleares estao, a via MAPK/ERK e da integrina aV(33.

A via da MAPK forma um sistema regulado em que as quinases sao ativadas
por sinais transmitidos por meio de sua fosforilagdo sequencial (16). A via
MAPK/ERK apresenta isoforma Raf-1 (ou c-Raf) e isoformas MEK 1/2 (17). Raf-1
sao proteinas capazes de fosforilar MEKs em uma cascata unica (18). O PD98059, é
um inibidor de isoformas MEK1/2 e sabe-se que elas sao estimuladoras diretas de
ERK1/2, com isso sua inibicdo evita a atividade da via MAPK/ERK 1/2, portanto,

sendo utilizado para verificar envolvimento da vias em diferentes estudos (19).

A integrina aVB3 é uma proteina localizada na membrana plasmatica, que foi
identificada por Bergh et al. 2005 (20), como sendo o receptor de membrana para os
HT, apresentando sitio de ligagdo para esses hormoénios, sendo a integrina mais
abundantemente expressa em células de mamiferos (21). Ela apresenta duas
subunidades, aos quais os HTs podem se ligar: S1 (ou B), que se liga somente ao T3

e ativa, por meio da cinase Src, a enzima PI3K; e S2 (ou a), que se liga
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preferencialmente ao T4, e ativa a via da MAPK/ERK1/2 (13,22). Foi demonstrado
que o &ido tetraiodotiroacético (Tetrac), que €& um produto fisiolégico do
metabolismo T4, derivado por desaminagao oxidativa e descarboxilacdo de sua
cadeia de alanina (6), impede a ligagdo dos HT com a integrina aVp3, desta forma,

sendo utilizado como inibidor para que atua nas duas subunidades, S1 e S2 (23).

Portanto, visto a importancia das vias extranucelares no TA, que incluem a via
MAPK/ERK e da integrina avB3, por participarem do processo de diferenciagao
adipogénica, e o relevante papel do T3 sobre o TA, justifica-se verificar a agao rapida
do T3, por meio dessas vias, para modulagdo da expressao de adiponectina, além
dos parametros relacionados ao perfil adipogénico. O objetivo do estudo foi avaliar a
acao do T3, via MAPK/ERK e integrina aV3, na modulacédo da expressao de mRNA

e proteina de adiponectina, em cultura de adipécitos 3T3-L1.

Material e Métodos
Reagentes

Meio RPMI 1640 (RPMI), Soro Fetal Bovino (SFB) and antibi6tico-
antimicético solugdo de 100X (Grand Island,NY, USA), 1-metil-3-isobutilxantina
(IBMX), desametasona (DEXA), insulina, triiodotironina (T3), PD98059 (PD), acido
tetra-iodo-tiro-acetico (Tetrac), sulfoxido de dimetilo (DMSO), hidroxido de soédio
(NaOH), e SFB carvao foram comprados pela Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA),
monoclonal de coelho anti-adiponectina 1:1000 (Cell Signaling Technology, #2789),
monoclonal de rato PPARy 1:250 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. E-8:S7273),

anticorpo monoclonal de rato anti-GAPDH 1:1000 (Abcam, Cambridge, UK, AB9749.
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AB97069).

Cultura de células e diferenciagao

O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de Etica em estudos
animais da Faculdade de Medicina de Botucatu- UNESP, sob o numero: 959-2012.
Para o estudo in vitro, foi utilizada a linhagem celular de pré-adipocitos derivada de
camundongos (3T3-L1), obtidas pelo banco de células da Unipex (Botucatu. SP,
Brasil), que foram cultivadas em placas, com meio RPMI (Gibco®) suplementado
com 2,5g D-glucose, 0,11g Piruvato, 3,7g Bicarbonato de sédio, 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Gibco®), 1% antibidtico/antimicético (Sigma®), sob uma atmosfera de
5% de CO, a temperatura de 37°C. As células foram mantidas em cultura nessas
condi¢des até atingirem a confluéncia de aproximadamente 100% (designado dia 0).
Posteriormente foram submetidas ao processo de diferenciagdo, permanecendo trés
dias em meio RPMI, contendo 10% de SFB, 100 mM de 1-metil-3-isobutilxantina
(IBMX) (Sigma®), 1mM de dexametasona (Sigma®) e 5mg/L de insulina (Sigma®).
Apébs esse periodo, as células foram incubadas em meio RPMI contendo, 10% de
SFB e 5 mg/ml de insulina por sete dias. Apds o periodo de diferenciagao celular, os
adipdcitos foram submetidos a deplecdo do HT por 36h com meio RPMI
suplementado com soro fetal Charcoal Stripped (Sigma®). Apds a deplegao do HT,
as células foram submetidas aos tratamentos com PD98059 (50uM) — inibidor da
MAPK/ERK e Tetrac (10*M) - inibidor da integrina aVB3, durante 1h e
posteriormente tratadas com T3 na dose de 10 nM, por mais uma hora (1h). O grupo
nao tratado foi usado como controle (C). Desta forma, formaram-se os seguintes
grupos: C, T3, PD, TETRAC, PD+T3 e TETRAC+T3. Todas as técnicas foram

realizadas em triplicata biologica.
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Coloragao com Oil red e ensaio Adipo Red

Apoés a diferenciagao e tratamento, para confirmar a diferenciacao e verificar
os efeitos dos tratamentos, foi realizado o Oil red O e o Adipo Red. Inicialmente, as
células foram lavadas com PBS e fixadas com formoldeido 37% por 30 minutos, em
temperatura ambiente. Utilizou-se 300ul de corante Oil Red O (Sigma®), incubou-se
por 2 horas a 37°C. As células foram observadas no microscopio, para constatarmos
a diferenciacao, pela coloragdo em vermelho das goticulas lipidicas. Além disso, foi
utilizado o kit de ensaio de AdipoRed (Lonza, Walkersville, MD, USA), de acordo
com as instrugdes do fabricante. Os adipécitos foram incubados por 10 minutos
na presencga do reagente AdipoRed, em temperatura ambiente, com a finalidade de
corar os adipécitos. As placas foram lidas em excitacdo de 485 nm no leitor de
placas da Synergy HT (Biotek, Instruments, Winooski, VT, USA), e a fluorescéncia foi

quantificada a 572 nm.
Ensaio de TGL e Glicerol

Apds os tratamentos, foi coletado o sobrenadante da cultura celular de
adipécitos, para posterior avaliagdo da liberagdo de TGL, por meio do método
enzimatico-colorimétrico, utilizando o aparelho BS-200 Chemistry Analyzer
(Mindray®), de acordo com o protocolo do fabricante. Além disso, apds os
tratamentos, o meio de cultura dos adipdcitos (sobrenadante) foi coletado e os niveis
de glicerol avaliados pelo Kit de Ensaio Colorimétrico de Glicerol (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI), de acordo com as instru¢des do fabricante. A absorbancia
foi quantificada em 540 nm no leitor de placas HT (Biotek, Instruments, Winooski, VT,

EUA).
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Dosagem da 80-OH-dG

A 80-OH-dG, indicador de dano oxidativo ao DNA, foi avaliado usando o kit
DNA/RNA Oxidative Damage EIA (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml), de acordo com
as instrugdes do fabricante. O meio de cultura dos adipdcitos (sobrenadante) foi
coletado, na presenga ou auséncia de tratamento. A quantificacdo foi feita por
determinacdo da absorbancia das amostras em relagdo a absorbancia da curva
padrao, com concentragdes conhecidas. Todas as analises foram feitas usando leitor
de microplaca (Spectra Max 190; Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA).

PCRqg-RT

O RNA total foi extraido a partir de células 3T3-L1, usando o reagente
TRIzol® (Invitrogen®), de acordo com as instrugdes do fabricante. O kit High
Capacity cDNA de transcricdo reversa, para reagado em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-PCR, Invitrogen®, Sao Paulo, Brasil), foi utilizado para a sintese de

20uL de DNA complementar (cDNA) a partir de 1.000ng de RNA total.

O niveis de adiponectina (ensaio Mm00456425 m1- Applied Biosystems)
foram analisadas por PCR em tempo real (PCR-RT). As analises foram realizadas no
Applied Biosystems StepOne Plus, que € um sistema de deteccédo que utiliza o kit
TagMan gPCR comercial (Invitrogen®), de acordo com as instru¢gdes do fabricante.
As condi¢cbes de amplificagao foram: ativacdo da enzima a 50°C durante 2 minutos;
desnaturagao a 95°C durante 10 minutos; os produtos de cDNA foram amplificados
por 40 ciclos de desnaturagao a 95°C durante 15 segundos; e anelamento/extensao

a 60°C por 1 minuto.

Apds a normalizagdo como controle enddgeno, utilizou-se ciclofilina (ensaio

MmO00434759 m1)(24) pelo método 22°, como previamente descrito (25), a

35



expressao de mRNA da adiponectina foi avaliada em relagédo aos valores do grupo C

em comparagao aos grupos tratados.

Western Blotting

Apos os tratamentos, as células foram lavadas duas vezes com PBS gelado e
lisadas com 100ul de tampao de lise, inibidor de fosfatase e protease, contendo Tris
500mM (pH 8), 150mM de NaCl, 1% de Triton X-100, 10%, 0,1% de dodecil sulfato
de sédio (SDS), e 0,5% de desoxicolato. O homogeneizado foi centrifugado a 4°C
durante 20 minutos a 12000rpm. O sobrenadante foi recolhido e o conteudo total de
proteina foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando
albumina de soro bovino (BSA), como padrdo. As amostras contendo 50ug de
proteina foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida a 15%
(SDS-PAGE). Apds a eletroforese, as proteinas foram electro-transferidas para
membrana de nitrocelulose, usando um sistema de transferéncia semi-seco (BioRad
Biosciences; NJ, USC). A membrana foi entdo bloqueada com 5% de BSA, em
solucdo salino tamponado Tris (TBS) com 0,1% de Tween-20 (T) durante 1h, a
temperatura ambiente, e incubadas com anticorpos especificos overnight a 4°C. Os
anticorpos primarios utilizados foram monoclonal de coelho anti-adiponectina 1:1000
(Cell Signaling Technology, #2789), monoclonal de rato PPARy 1:250 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc. E-8:S7273), monoclonal de rato anti-GAPDH 1:1000 (Abcam,
Cambridge, UK, AB9749. AB97069). Apés o periodo de incubagdo com os
anticorpos primarios, incubou-se com secundario anti-mouse ou anti-rabbit em 5%
de BSA em TBS-T durante 1h em temperatura ambiente, as bandas foram marcadas
utilizando o SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate kit (Pierce) e

expostas a Hyperfim ECL (Amersham Bioscieneces). A analise quantitativa de

36



imagens de imunotransferéncia foi realizada utilizando o equipamento Gel Logic
(6000 PRO) com software Carestream MI. Os resultados séo apresentados como a

razao entre a proteina alvo e GAPDH.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados por meio da analise de variancia paramétrica
ANOVA two-way, complementada com o teste de Tukey, pois todos os dados
apresentaram normalidade, pelo teste de normalidade de shapiro-wilk. Neste caso,
os resultados foram expressos como média + desvio padrao. A significancia foi dada

para p<0,05.

Resultados

Tratamento com T3, apés a inibicao da MAPK/ERK e integrina aV3,
altera os parametros adipogénicos.

Em relacdo aos parametros adipogénicos, dentre eles expressao proteica de
PPARYy, acumulo lipidico, dosagem de triacilglicerol e liberagédo de glicerol. Verificou-
se que em todos os casos, os grupos PD+T3 e Tetrac+T3, apresentaram diminui¢ao

significativa em relagédo ao T3 (Figura 1).
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Figura 1. Parametros adipogénicos. A) Expressao proteica de PPARy por Western Blotting. B)
Dosagem de acumulo lipidico por AdipoRed. C) Mensuragdo de TGL por método enzimatico-

colorimétrico. D) Liberagao de glicerol para mensurar produto da lipdlise. E) Dosagem de acumulo

lipidico por coloragdo em Oil Red. T3= 10 nM T3, PD= 50uM PD98059, TETRAC= 10-4 M de acido
tetra-iodo-tiro-acetico (TETRAC), C= ausencia de tratamento. Dados expressos em média + desvio

padrao (ANOVA complementado pelo teste de Tukey); n = 3 em cada tratamento. *p<0,01 e **p<0,05.

Inibicao das vias MAPK/ERK e integrina aVf3 e posterior tratamento com
T3 apresenta menor dano de DNA.

Observamos que, os grupos PD+T3 (0,7 £ 0,10, p<0,01) e Tetrac+T3 (0,66 +
0,10, p<0,01), apresentaram diminui¢cao significativa do Dano de DNA, em relagao

a0 C (2,3 0,26, p<0,01) e T3 (2,36 + 0,20, p<0,01) (Figura 2).
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Figura 2. Efeito do T3 pelas vias MAPK/ERK e integrina sobre o dano oxidativo de DNA.

Quantificacdo da 8-hidroxideoxiguanosina (80-OH-dG) por ensaio Elisa. T3= 10 nM T3, PD= 50uM

PD98059, TETRAC= 104 M de acido tetra-iodo-tiro-acetico (TETRAC), C= ausencia de tratamento.
Dados expressos em média + desvio padrao (ANOVA complementado pelo teste de Tukey); n = 3 em

cada tratamento. *p<0,01 e **p<0,05

T3 eleva a expressao proteica de adiponectina, por ativagdao da via
MAPK/ERK e integrina aVf3.

A expressdao de mRNA de adiponectina, ndo € modulada pelo T3, por meio
das vias MAPK/ERK e integrina aV[33, ja que ndo houveram diferengas significativas
entre os grupos (Figura 3A e 3C). Porém, em relagdo a expressado proteica de
adiponectina, o grupo T3 apresentou aumento significativo, quando comparado ao C.
Ja os grupos, PD+T3 (0,6 £ 0,11, p<0,01) e Tetrac+T3 (0,6 £ 0,1, p<0,01) ocorreu
uma diminui¢do na expressao dessa adipocina, quando comparado ao T3 (Figura 3B

e 3D).
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Figura 3. Figura 4. Efeitos do T3 por meio das vias MAPK/ERK e integrina aVB3 sobre a
expressdao de mRNA e proteica de adiponectina. A) Agdo do T3 pela via MAPK/ERK na expresséo
de mRNA de adiponectina. B) Acdo do T3 pela via MAPK/ERK na expressdo proteica de
adiponectina. C) Agao do T3 pela via integrina aV33 na expressdo de mRNA de adiponectina. D)

Acao do T3 pela via integrina aV3 na expressao proteica de adiponectina. T3= 10 nM T3, PD= 50uM

PD98059, TETRAC= 104 M de 4cido tetra-iodo-tiro-acetico (TETRAC), C= ausencia de tratamento.
Dados expressos em média + desvio padrdo (ANOVA complementado pelo teste de Tukey); n = 3 em

cada tratamento. *p<0,01
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Discussao

O T3 é fundamental para manutencao de praticamente todos os tecidos do or-
ganismo, por meio de regulacdo de vias metabdlicas (26). Diversos estudos tem
constatado que o T3 pode ativar vias extranucleares culminando na modulagdo da
expressao génica (13,14). Embora existam varios trabalhos sobre alteragdes de ex-
pressao de adipocinas moduladas pelos HT, os resultados séo conflitantes e pouco é
conhecido sobre os mecanismo moleculares de regulacéo envolvidos.

Visto a importancia das vias extranucelares, como a via MAPK/ERK e da inte-
grina avpB3 nos adipdcitos, o objetivo do presente trabalho foi verificar a acédo do T3
por meio dessas vias, num curto periodo de tempo (1h), na modulagao da adiponec-
tina e na alteragdo dos parametros adipogénicos. Nosso estudo utilizou um modelo
experimental de adipogénese bem estabelecido de células 3T3-L1 (27), que foram
diferenciados in vitro em adipdcitos.

Conforme descrita a importancia das vias MAPK/ERK e integrina avB3 nos
adipacitos, utilizou-se os inibidores, PD98059 que inibe MEK, e portanto, a atividade
da ERK (19) e Tetrac, que é capaz de inibir os dois sitios de ligagcéo de T3 a integrina
avB3, um que ativa a via MAPK/ERK e outro que ativa a via PI3K/AKT (28,29), po-
rém inibiu apenas a ativagado da via MAPK/ERK, pois apenas a pERK teve sua ex-
pressao diminuida, e ndo a pAKT (dados ndo mostrados). Com isso, o PD e Tetrac,
suprimiram a ativagdo da MAPK/ERK.

Constatamos que com a inibicdo da via MAPK/ERK, ndao houve modificagao
na expressao proteica de PPARy, acumulo lipidico, triacilglicerol e liberagédo de
glicerol. Varios trabalhos demonstraram que a atenuacgao da atividade de ERK com

inibidores da MEK bloqueia a adipogénese (30). Embora, alguns achados indiquem
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que pré-adipocitos, 3T3-L1, tratadas com PD98059, ndo tem sua diferenciagao
afetada (31) e apresentam diminui¢cao significativa da expressdao de PPARYy (30),
sabe-se que a fosforilagdo de ERK1/2 leva a inibicdo do PPARYy (32), desta forma, a
inibicdo de ERK reverteria a redugdo do PPARYy (33). Nao ha consenso na literatura
quanto a relagcdo da via MAPK/ERK e a adipogénese, a inibigdo ou indugdo da
diferenciagdo de pré-adipocitos dependeria do momento em que a via foi ativada ou
nao, durante o processo de diferenciagao (30).

Embora os mecanismo moleculares de regulagdo da diferenciacdo de
adipocitos mediada por T3 nao serem totalmente compreendidos, ja € bem
estabelecido na literatura que o hormdnio age sobre a proliferagao e diferenciagcao
dos adipdcitos, regulando a lipogénese e lipolise (34,35), sendo considerado um
indutor de diferenciacao (34). Sabe-se que o T3 pode elevar o acumulo de lipidios
intracelulares (35) e a dosagem de triacilglicerol (TGL) (36,37), porém, em Nnosso
estudo o horménio nao alterou esses parametros, provavelmente devido a
concentragcado utilizada que apenas mantém o acumulo apropriado dos lipideos e
pela diferenga no tempo de tratamento com T3.

Nossos resultados demonstraram que, com a inibigdo da via MAPK/ERK, pelo
PD e Tetrac, e posterior tratamento com T3 (PD+T3 e Tetrac+T3, respectivamente),
houve redugcdo do acumulo lipidico e liberagdo de TGL, demonstrando a
necessidade da manutencédo dessa via para que o T3 possa manter a homeostase
dos adipdcitos. Tém sido relatado que o excesso de lipideos e TGL estédo
relacionado com o processo de estresse oxidativo no tecido adiposo (38,39), desta
forma, elevando o dano de DNA, que pode ocorrer a nivel das bases nitrogenadas

(40), sendo que a guanina € mais suscetivel a oxidagdo, desta forma, quando
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oxidada incorpora um OH®* no carbono 8 da molécula, formando o 8-OH-dG (41).
Com isso, a redugdo do acumulo de lipideos e de TGL, nos grupos PD+T3 e
Tetrac+T3, resultou na diminuicdo do dano de DNA, expresso pela dosagem de 8-
OH-dG.

Nas células 3T3-L1, o T3 tem importante papel na diferenciagdo terminal
(42), podendo agir diretamente sobre o PPARy. Porém, de acordo com nossos
resultados o horménio ndo alterou a expressao proteica de PPARYy, corroborando
com Gambo et al. 2016 (37), entretanto nos grupos PD+T3 e Tetrac+T3, houve
diminuicdo da expressao de PPARy, e consequentemente reducdo de acumulo
lipidico e de TGL, visto que o gene é um estimulador da adipogénese em adipdcitos
3T3-L1 (43), com concomitante diminuicdo da liberagcao de glicerol, ja que na lipdlise
o TGL é hidrolisado, gerando como produto trés acidos graxos livres e glicerol
(44,45).

Nosso trabalho demonstrou que o T3 nao alterou a expressédo de mRNA de
adiponectina, contudo o horménio aumentou a expressao proteica dessa adipocina,
como encontrado por Fasshauer et al. 2002 (46). A inibicdo de MAPK/ERK, com PD
e Tetrac, apresentou dimuigdo da expressao proteica da adiponectina, assim como
demonstrado por GU et al. 2013 (47), que sugeriram que houve degradagao proteica
de adiponectina nos adipocitos, visto que, a via de sinalizagdo intracelular
MAPK/ERK é importante no controle da produgdo de adiponectina via sistema
ubiquitina-proteassoma (UPS), que desempenha um papel central na regulagao da
degradacéo protéica intracelular (48).

Ja nos grupos PD+T3 e Tetrac+T3, a expressdo de mRNA de adiponectina

nao foi alterada, enquanto a expressao proteica foi reduzida. Podemos sugerir que
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essa reducgao esta relacionada a menor expressdo de PPARYy, nesses grupos, ja que
€ estabelecido na literatura, que a adiponectina é regulada pelo PPARy, embora vias
de sinalizacdo que modulam a atividade do PPARy envolvido na regulacdo da
expressao e secregcao da adiponectina ndo sejam conhecidos (49). Sabe-se que
existe um elemento responsivo ao PPARy (PPRE) no promotor do gene da
adiponectina, e sua ligacdo ao PPRE leva ao aumento da transcricdo do gene da
adiponectina (50).

Além disso, o menor dano de DNA nos grupos PD+T3 e Tetrac+T3, poderia
justificar a reducao na expressdo de PPARYy, e consequentemente da adiponectina.
De acordo com Wang et al. 2012 (39) o extresse oxidativo induz a peroxidagao
lipidica e formando como produto mais abundante o 4-hidroxinonenal (4-HNE), que
gera danos celulares e que pode regular a expressdao génica de PPARy e
adiponectina. Soares et al. 2005 (51), observaram que células 3T3-L1, quando
tratadas com 4-HNE, apresentaram diminuigdo da expressédo génica de
adiponectina, enquanto outros achados demonstram que houve aumento da
expressdao do gene da adiponectina e do PPARYy, sendo que a modulagdo da
expressao do gene da adiponectina mediada pelo produto da peroxidagao lipidica,
depende da ativacdo do PPARYy (39).

Com isso, de acordo com o esquema da Figura 4, a inibicdo da atividade da
via MAPK/ERK, pelo PD ou Tetrac, associada ao tratamento com T3, apresentou
diminuigdo da expressdao proteica de PPARy, consequentemente menor
diferenciagdo, desta forma, menor acumulo lipidico e de TGL, e concomitante
reducao na liberagao de glicerol, que € um produto da lipdlise. Além disso, a reducao

de TGL levou a diminui¢do do dano de DNA, devido a menor formagao de perdxidos

44



lipidicos, incluindo a 4-HNE. E sabendo que o 4-HNE regula a expressdao de PPARy
e adiponectina (39), a reducédo da formacao desses peroxidos lipidicos pode estar
relacionada a diminuicdo de expressao de PPARy, com concomitante dimuigdo da
expressao de adiponectina, visto que a expressao dessa adipocina é regulada por
esse marcador de diferenciagao (49,50). Com isso, nossos resultados sugerem que
a ativacao pelo T3, da sinalizagao de MAPK/ERK 1/2 é necessaria para a modulagao

da traducao de adiponectina e manter a homeostase dos lipideos em adipocitos.
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Figura 4. Esquematizagdao da agao do T3 com inibicdo da via MAPK/ERK e integrina aVp3
sobre os parémetros relacionados ao perfil lipidico. Com a inibicdo da via MAPK/ERK e posterior
tratamento com T3 observamos modificagdes no perfil adipogénico. Com menor PPARy houve menor
diferenciagdo, portanto apresentando menor acumulo lipidico e de TGL, consequentemente uma
menor quantidade de TGL para sofrer lipose e portanto menor liberagao de glicerol, que é produto da
lipolise. Com menor acumulo lipidico e TGL houve uma diminuicdo do estress oxidativo, com isso
menor peroxidacgéo lipidica e consequentemente menor liberagdo de especies reativas ao oxigenio,
incluindo o 4-hidroxinonenal (4-HNE), havendo redugdo do PPARy e consequentemente da

adiponectina, visto que ela € modulada pelo PPARYy.
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Resumo

Introdugado: O hormdnio triiodotironina (T3), atua sobre o tecido adiposo (TA),
consequentemente afetando a sintese de leptina, proteina relacionada a regulagao
do apetite e do gasto energético. Sabe-se que o T3 modula a leptina por ativagao da
via PI3K, contudo ele pode desencadear agdes por ativacdo de outras vias
extranucleares, como a MAPK/ERK e integrina aVB3. Objetivo: Avaliar agdo do T3
sobre a expressao génica de leptina, por meio das vias MAPK/ERK e integrina av33,
em cultura de adipdcitos 3T3-L1. Métodos: Adipdcitos 3T3-L1, foram tratados com
dose de T3 (10nM) por uma hora, na auséncia ou presenga dos inibidores de
MAPK/ERK- PD98059 (PD, 50uM) e da integrina avp3 (acido tetra-iodo-tiro-acetico
— Tetrac, 10“*M). A auséncia de qualquer tratamento foi considerada controle (C).
Apods o periodo de tratamento foi realizado PCRqg-RT e Western Blot para analisar a
expressao génica e proteica, respectivamente, de leptina, além da quantificacdo do
acumulo lipidico, realizada pelo ensaio AdipoRed. Resultados: T3 elevou a
expressao de mRNA de leptina (1,36 = 0,06, p<0,01) com relagéo ao C (1 £ 0,05),
este aumento foi anulado pelo Tetrac, no grupo Tetrac+T3 (0,83 + 0,08, p<0,01). O
Western blotting confirmou estes resultados, ao nivel da proteina, indicando a
importancia da ativagdo da integrina aVB3 pelo T3. A presengca de PD98059 nao
afetou a acao do T3, indicando que a via da MAPK/ERK nao é ativada por ele, para
modulagao da leptina. Embora o horménio ndo tenha alterado o acumulo lipidico, em
relacdo ao C, os grupos PD+T3 e Tetrac+T3, apresentaram menor quantidade de
lipideos, quando comparados ao T3. Conclusao: T3 age nos adipdcitos por meio da
integrina aVR3, ativando a via PI3K, para alterar a expressao génica de leptina. Além

disso, a integridade da via MAPK/ERK ¢é necessaria para que o T3 nao altere o perfil
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lipidico, mantendo a homeostase dos adipdcitos.

Palavras chaves: leptina, T3, MAPK/ERK, integrina avf33, 3T3-L1.
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1. Introducgao

O tecido adiposo (TA) é constituido, sobretudo por adipdcitos, que
apresentam em seu interior goticulas lipidicas, que armezenam energia na forma de
triacilglicerol (TGL), constituido por trés moléculas de acidos graxos e uma molécula
de glicerol, além de inumeras proteinas (1). O TA, principalmente o TA branco (TAB),
possui intensa atividade metabdlica, sendo considerado um importante 6rgao
enddcrino, que regula o metabolismo do organismo, por meio de producédo e
secrecao de adipocinas (2,3), dentre elas a leptina, que € uma proteina relacionada
a regulacado do apetite e do gasto energético pelo organismo via sistema nervoso
central, e sua disponibilidade esta relacionada diretamente a quantidade e tamanho

dos adipécitos no TA (4).

O TA esta sujeito agédo da triiodotironina (T3), horménio tiroideano (HT) que
age sobre seu desenvolvimento e metabolismo, modulando a proliferacédo e
diferenciagdo de adipdcitos (5,6). E, de acordo literatura, o estado tireoidiano pode
regular a produgdo de leptina, apesar de existirem divergéncias (7-9). Estudos
anteriores de nosso grupo, demonstraram que diferentes doses de T3, em diferentes
tempos, modulam a expressao de mRNA de adipocinas, demonstrando rapida agao
do horménio (10). Além disso, diversos estudos tem constatado que o T3, pode
ativar vias extranucleares modulando a expressao génica (2, 5, 11), neste caso, as
repostas sdo desencadeadas por meio de sitio de iniciagdo na membrana
plasmatica ou no citoplasma, ativando vias de sinalizagao citoplasmatica em tempo
curto, promovendo a modulagdo da expressdao génica (12-15). Dentre as vias

extranucleares estao, a via MAPK/ERK e a integrina aV[33.
Na via citoplasmatica da MAPK, ocorrem fosforilagdo de quinases gerando
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sinais que irdo ativar outras quinases (16). Dentre as principais MAPKs identificadas
em mamiferos temos a via da quinase regulada extracelularmente (ERK) (17), sendo
sub-dividida em: MAPK/ERK 1/2, MAPK/ERK 5 e as MAPK/ERK 3/4. A via da
MAPK/ERK 1/2 atua regulando o ciclo e a proliferacdo celular (18). A via ERK
apresenta a isoforma Raf-1 e isoformas MEK 1/2 (19). Sendo que, as MEKs sao
fosforiladas pelas proteinas Raf-1 (20). Sabe-se que as isoformas MEK1/2 sao
estimuladores de ERK1/2 e sdo inibidas pelo PD98059, portanto sua inibicao evita a
atividade da via MAPK/ERK 1/2 (21). A integrina aV33 foi identificada por Bergh et al.
2005 (22), como sendo o receptor de membrana para os HT, que apresenta duas
subunidades de ligagdo ao horménio, a S1 (ou B), que se liga somente ao T3 e ativa,
por meio da cinase Src, a enzima PI3K. E a S2 (ou a), que se liga preferencialmente
ao T4 e ativa a via da MAPK/ERK1/2 (23,24). De acordo com a literatura, existe um
produto fisiolégico do metabolismo T4, denominado &ido tetraiodotiroacético
(Tetrac) (5), que impede a ligacdo dos HT com a integrina aV3, inibindo ambos os

sitios, S1 e S2 (25).

Em estudo anterior, nosso grupo demonstrou que a via citoplasmatica
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), esta envolvida na modulagdo da leptina pelo T3
(26), sabendo-se que o horménio pode agir por outras vias, num curto periodo de
tempo, para desencadear seus efeitos, e seu importante papel sobre o TA e
adipocinas, justifica-se verificar se ha a participacdo de outras vias extranucelares,
sendo ativadas rapidamente pelo T3, para modular a expressao de leptina, tao
importante para regulagdo metabdlica do organismo. Desta forma, o objetivo do
trabalho foi avaliar a agado aguda do T3, por meio das vias MAPK/ERK e integrina

aVB3, na modulacdo da expressao de mRNA e proteica de leptina, em cultura de
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adipocitos 3T3-L1.

2. Material e Métodos
2.1. Reagentes

Meio RPMI 1640 (RPMI), Soro Fetal Bovino (SFB) and antibiético-
antimicético solugao de 100X comprados pela Gibco BRL (Grand Island,NY, USA), 1-
metil-3-isobutilxantina (IBMX), dexametasona (DEXA), insulina, triiodotironina (T3),
PD98059 (PD), acido tetra-iodo-tiro-acetico (TETRAC), sulféoxido de dimetilo
(DMSO), hidroxido de sodio (NaOH), e SFB carvao foram comprados pela Sigma
Aldrich (St Louis, MO, USA), policlonal de rato anti-leptina 1:5000 (Abcam,
Cambridge, UK, AB9749), anticorpo monoclonal de rato anti-GAPDH 1:1000
(Abcam, Cambridge, UK, AB9749. AB97069)

2.2. Cultura de células e diferenciagao

O protocolo experimental foi aprovado pelo comite de Etica em estudos
animais da Faculdade de Medicina de Botucatu- UNESP, sob o nimero: 959-2012.
Para o estudo in vitro foi utilizada a linhagem celular de pré-adipocitos derivados de
camundongos (3T3-L1), obtidos pelo banco de células da Unipex (Botucatu. SP,
Brasil) foram cultivadas em placas, a uma temperatura de 37°C com meio RPMI
(Gibco®) suplementado com 2,5g D-glucose, 0,11g Piruvato, 3,7g Bicarbonato de
sodio, 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®), 1% antibidtico/antimicético
(Sigma®), sob uma atmosfera de 5% de CO2. As células foram mantidas em cultura
nessas condigdes até atingirem a confluéncia de aproximadamente 100%

(designado dia 0). As células foram submetidas ao processo de diferenciagéao,
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permanecendo trés dias em meio RPMI, contendo 10% de SFB, 100 mM de 1-metil-
3-isobutilxantina (IBMX) (Sigma®), 1mM de dexametasona (Sigma®) e 5mg/L de
insulina (Sigma®). Apds esse periodo, as células foram incubadas em meio RPMI
contendo, 10% de SFB e 5 mg/ml de insulina por sete dias. Apos o periodo de
diferenciagao celular os adipdcitos foram submetidos a deple¢ao do HT por 36h com
meio RPMI suplementado com soro fetal Charcoal Stripped (Sigma®). Apos a
deplecao do HT as células foram submetidas aos tratamentos com PD98059 (50uM)
— inibidor da MAPK/ERK (27) e Tetrac (10*M e 10°M) — inibidor da integrina aVR3,
durante 1h e posteriormente tratadas com T3 (10 nM) por mais uma hora (1h) (26,
28). O grupo néao tratado com T3 foi usado como controle (C). Desta forma,

formaram-se os seguintes grupos: C, T3, PD+T3 and TETRAC+T3.
2.3. Ensaio MTT

O ensaio MTT, tem como finalidade verificar a viabilidade celular. Desta forma,
as células foram incubadas por 4 h com 0,8 mg/ml de MTT, dissolvido em meio
RPMI, n&do suplementado. Posteriormente foram lavadas com PBS, e adicionado
DMSO por 5 minutos. As placas foram lidas com absorbancia de 560nm, no leitor de
placas da Synergy HT (Biotek, Instruments, Winooski, VT, USA). Os resultados

foram analisados e sao apresentados como porcentagem do valores de controle.
2.4. Ensaio AdipoRed

Apoés a diferenciagao e tratamento, para confirmar a diferenciacao e verificar
os efeitos dos tratamentos, foi realizado ensaio AdipoRed, para isso foi utilizado o kit
de ensaio de AdipoRed (Lonza, Walkersville, MD, USA), de acordo com as

instru¢cdes do fabricante. Os adipocitos foram incubados por 10 minutos na
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presenca do reagente em temperatura ambiente, afim de corar os adipdcitos. As
placas foram lidas em excitagdao de 485 nm, no leitor de placas da Synergy HT
(Biotek, Instruments, Winooski, VT, USA), e a fluorescéncia foi quantificada a 572

nm.

2.5. Expressao de mRNA

O RNA total foi extraido a partir de células 3T3-L1, conforme descrito
anteriormente (26) usando o reagente TRIzol® (Invitrogen®), de acordo com as
instrugcdes do fabricante. O kit High Capacity cDNA de transcrigdo reversa para
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR, Invitrogen®, Sao Paulo,
Brasil), foi utilizado para a sintese de 20uL de DNA complementar (cDNA) a partir de

1.000ng de RNA total.

O niveis de leptina (ensaio MmM00434759  m1-Applied Biosystems foram
analisadas por PCR em tempo real (RT-PCR). As analises foram realizadas no
Applied Biosystems StepOne Plus, que € um sistema de detecgédo que utiliza o kit
TagMan qPCR comercial (Invitrogen®) de acordo com as instrugdes do fabrican- te.
As condi¢cbes de amplificagao foram: ativacdo da enzima a 50°C durante 2 minutos;
desnatu- ragao a 95°C durante 10 minutos; os produtos de cDNA foram amplificados
por 40 ciclos de desnaturagao a 95°C durante 15 segundos; e anelamento/extensao

a 60°C por 1 minuto.

Ap6s a normalizagdo com o controle endogeno, ciclofilina (ensaio
MmO00434759 m1)(26) pelo método 22°, como previamente descrito (29), a
expressao de mRNA da leptina foi avaliada em relagdo aos valores do grupo C em

comparacgao aos tratados.
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2.6. Expressao Proteica

Apods o tratamento descritos anteriormente, foi realizada a extragdo proteica
conforme descrito anteriormente (26). As celulas foram lavadas duas vezes com
PBS gelado e lisadas com 100ul de tampéo de lise, inibidor de fosfatase e protease,
contendo Tris 500mM (pH 8), 150mM de NaCl, 1% de Triton X-100, 10%, 0,1% de
dodecil sulfato de sédio (SDS), e 0,5% de desoxicolato. O homogeneizado foi
centrifugado a 4°C durante 20 minutos a 12000rpm. O sobrenadante foi recolhido e
o conteudo total de proteina foi determinada pelo método de Bradford (Bradford,
1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrdao. As amostras
contendo 25 ug de proteina foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE). Apos a eletroforese, as proteinas foram electro-
transferidas para membrana de nitrocelulose usando um sistema de transferéncia
semi-seco (BioRad Biosciences; NJ, USC). A membrana foi entdo bloqueada com
5% de BSA em solugéo salino tamponado Tris (TBS) com 0,1% de Tween-20 (T)
durante 1h a temperatura ambiente (TA) e incubadas com anticorpos especificos
overnight a 4°C. Os anticorpos primarios utilizados foram policlonal de rato anti-
leptina 1:5000 (Abcam, Cambridge, UK, AB9749), monoclonal de rato anti-GAPDH
1:1000 (Abcam, Cambridge, UK, AB9749. AB97069). Apds o periodo de incubagao
com os anticorpos primarios incubou-se com secundario anti-mouse ou anti-rabbit
em 5% de BSA em TBS-T durante 1h em TA, as bandas foram marcadas utilizando o
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate kit (Pierce) e expostas a
Hyperfiim ECL (Amersham Bioscieneces). A analise quantitativa de imagens de
imunotransferéncia foi realizada utilizando o equipamento Gel Logic (6000 PRO)

com software Carestream MI. Os resultados sao apresentados como a razdo entre a
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proteina alvo e GAPDH.
2.7. Andlise Estatistica

Foi utilizado o teste de normalidade de shapiro-wilk, para verificar a
normalidade dos dados. Dados com normalidade foram analisados por meio da
analise de variancia paramétrica ANOVA two-way, complementada com o teste de
Tukey. Neste caso, os resultados foram expressos como média + desvio padrao.
Dados com auséncia de normalidade foram analisados por meio do teste de
Friedman, complementado pelo teste de Dunn. Neste caso, os resultado foram

expressos como mediana (IQ 25% - 75%). A significancia foi dada para p<0,05.

3. Resultados

3.1. Avaliagcao da viabilidade celular na presen¢a dos tratamentos com
os inibidores PD98059 e Tetrac, associados ou n3o ao T3.

O tratamento, conforme mostra Figura 1, com excegdo do Tetrac 10°+T3,
demonstraram manter a viabilidade celular superior a 80%, permitindo classifica-la
como n3o citotdxica. Foram testadas duas doses do inibidor Tetrac, 10*M e 10°M, e
uma dose do inibidor PD, 50uM. Observamos que apenas o grupo Tetrac 10°+T3
[57,5 (55,3 — 59,7)] apresentou dimuicao significativa em relacéo ao C [105,2 (95,8 —
106,8)] (Figura 1), desta forma, utilizamos apenas a dose de tetrac 10*M ao longo

do experimento.
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Figura 1. Viabilidade Celular. A) Teste de MTT para o inibidor PD. B) Teste de MTT para o inibidor
Tetrac, na dose 1074 M C) Teste de MTT para o inibidor Tetrac, na dose 1072 M. T3= 10 nM T3, PD=
50uM PD98059, TETRAC 104= 104 M de 4cido tetra-iodo-tiro-acetico (TETRAC), TETRAC 105 =

1079 M de &cido tetra-iodo-tiro-acetico (TETRAC)C= ausencia de tratamento. Dados expressos em
mediana (1Q 25%-75%) (Friedman complementado pelo teste de Dunn); n = 3 em cada tratamento.

*p<0,01

3.2. PD e Tetrac atuam na inibicdo da fosforilagdo de ERK
Para confirmar a inibicdo das vias, verificamos a fosforilagdo das quinases

que fazem parte a cascata de sinalizacdo das vias extranucleares do estudo. A
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pERK, da via MAPK/ERK e a pAKT, da via PI3K/AKT, vias que podem ser ativadas
pela integrina aVB3. Observamos que os inibidores PD (0,55 + 0,06, p>0,01) e Tetrac
(0,56 £ 0,05, p<0,01), diminuiram a pERK, em relagdo ao C (1 £ 0,06, p<0,01),

porém nao apresentaram diferencas significativas na expressao de pAKT (Figura 2).

@ 2
$ 20, s 207
5 e
= Q
Q
8 1.54 % 1.54
©
SE 2k
7 5 1.0 &g 1.01 —T
E a ° Q
Q
2 05 T 051
kel T
= €
S 00 . . S 00 y
<} o & c 9 o
Pig
«
&
PAKT | WS s 62kDa s S 62 Da
GAPDH | “— — 37 kDa A 37 kDa
© g
.g 1.5+ K 1.5+
s o
- * o *
(=%
o 3
T 1.04 o 1.01
S x 22X
2 o
&5 Sy
s —— ee —
o 0.5 o 054
B B
3 ©
€ =
S 0.0 - v g 0.0 T
c o S < ch‘
<
<&
— 44 kDa — 44 kDa
pERK o - — 42 kDa —— - 42 kDa
GAPDH | — m— 37 kDa A e 37 kDa

Figura 2. Expressao proteica de pERK e pAKT. A) Expressédo proteica de pAKT na presenga do
inibidor PD. B) Expressao proteica de pAKT na presenca do inibidor Tetrac C) Expressao proteica de

pERK na presencga do inibidor PD D) Expressao proteica de pERK na presenca do inibidor Tetrac.

PD= 50uM PD98059, TETRAC 10-4= 10-4 M de 4cido tetra-iodo-tiro-acetico (TETRAC), C= ausencia
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de tratamento. Dados expressos em Média + desvio padrdo (ANOVA complemantada pelo teste de

Tukey); n = 3 em cada tratamento. *p<0,01

3.3. Inibicao das vias associada ao tratamento com T3 diminui acumulo
lipidico

A presenca do T3 néo alterou o acumulo lipidico (Figura 3), contudo verificou-
se que nos grupos PD+T3 (12366 £ 608, p<0,01) e Tetrac+T3 (11507 + 206, p<0,01),

ocorreu diminui¢ao significativa em relagdo ao T3 (16485 + 810, p<0,01).

20000+ *

-l
3
(=4
<

100004

5000+

Acumulo lipidico (RFU)

Figura 3. A¢ao do T3 na ativagao das vias extranucleares, MAPK/ERK e integrina aV3 sobre o

acumulo lipidico. T3= 10 nM T3, PD= 50uM PD98059, TETRAC= 10-4 M de &cido tetra-iodo-tiro-
acetico (TETRAC), C= auséncia de tratamento. Dados expressos em média * desvio padrao (ANOVA

complementado pelo teste de Tukey); n = 3 em cada tratamento. *p<0,01
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3.4. T3 ativa a via integrina aVB3 para elevar a expressao génica de
leptina

Observamos que, no grupo T3, houve aumento da expressdo de mRNA e
proteina de leptina, em relacdo ao C (Figura 4). Porém, no Tetrac+T3, ocorreu
diminuicdo do mRNA e proteina de leptina (0,83+ 0,08, p<0,01; 1 + 0,08, p<0,01,
respectivamente), em relagcdo a estimulagao positiva do T3 (Figura 4C e 4D). Com
relacdo ao PD+T3 (2,28 * 0,4, p<0,01), a expressao proteica de leptina foi igual ao

grupo T3 (1,94 + 0,7, p<0,05) e maior que o C (1 £ 0,02, p<0,01) (Figura 4B).
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Figura 4. Efeitos do T3 por meio das vias MAPK/ERK e integrina aVf3 sobre a expresséao de

mRNA e proteica de leptina. A) Acdo do T3 pela via MAPK/ERK na expressao de mRNA de leptina.
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B) Acéo do T3 pela via MAPK/ERK na expressao proteica de leptina. C) Agdo do T3 pela via integrina

aVB3 na expressdo de mRNA de leptina. D) Agdo do T3 pela via integrina aVB3 na expressao

proteica de leptina.T3= 10 nM T3, PD= 50uM PD98059, TETRAC= 104 M de 4cido tetra-iodo-tiro-
acetico (TETRAC), C= ausencia de tratamento. Dados expressos em média + desvio padrao (ANOVA

complementado pelo teste de Tukey); n = 3 em cada tratamento. *p<0,01 e **p<0,05

4. Discussao

O hormbnio leptina, sintetizado e secretado pelos adipdcitos, € uma
componente crucial que controla o peso corporal e a homeostase energética
(30,31,32), assim como a leptina, o T3 também esta envolvido no balango energético
(33). Em estudos anteriores do nosso grupo, bem como no presente estudo,
demonstrou-se que o T3 eleva os niveis de leptina, em cultura celular de adipdcitos
murinos (26)

O T3 pode modular a expressao génica por mecanismos extranucleares, com
locais de iniciagdo na membrana plasmatica, como a ativagédo da integrina av33, ou
no citoplasma, onde o T3 ativa a MAPK ou a via PI3K (12). Em estudos prévios,
constatamos a participacao da via PI3K na modulacédo da leptina pelo T3, contudo,
nao se avaliou a participacdo das outras vias extranucleares. Com isso, o atual
estudo objetivou determinar a participagado da via integrina av3 e MAPK/ERK na
modulacao da leptina pelo T3.

De acordo com nossos resultados, apesar de a literatura demonstrar que o
inibidor Tetrac atua nas duas subunidades da integrina aV33, S1 e S2 (34,35). Em
nosso trabalho, a dose de Tetrac utilizada (10“M), no tempo de uma hora, nio foi
suficiente para inibir a fosforilacdo da AKT, quinase de nivel terminal da via PI3K,

que é ativada pelo S1 da integrina. Desta forma, constatamos que o inibidor atuou
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apenas no S2, o qual ativa a via da MAPK/ERK. Enquanto o inibidor PD, assim
como a literatura demonstra (36), atuou inibindo a MEK, ativador direto da
fosforilagao de ERK, inibindo a via da MAPK/ERK.

Constatamos que a inibicdo das vias extranucleares nao causou modificagao
no acumulo lipidico. E, embora o T3 possa agir na proliferagéo e diferenciagao dos
adipdcitos, elevando o acumulo de lipideos (37,38), em nosso estudo o hormoénio
nao alterou esse parametro, provavelmente devido a concentragao utilizada que
apenas mantém o acumulo apropriado dos lipideos, e pelo curto tempo de
tratamento. Porém, quando as vias foram inibidas e posteriormente tratadas com o
T3 (PD+T3 e Tetrac+T3, respectivamente), a presenga do hormdnio reduziu o
acumulo lipidico. Desta forma, podemos considerar que o T3 nessa dose, deve
ativar a via MAPK/ERK, no citoplasma e/ou pela integrina aVB33 para manter a
homeostase lipidica.

Nosso trabalho corrobora com resultados ja estabelecidos na literatura, que o
T3 aumenta a expressdo de mRNA e proteica de leptina (26, 28). Com a utilizagao
do inibidor PD, inibidor da via MAPK/ERK (36), houve diminuicdo da expressao de
MmRNA, porém, a presenca do T3 (PD+T3) aumentou a expressdo génica da
adipocina, demonstrando que o horménio nao ativa a via MAPK/ERK para modular
esse gene. Ja com a inibicdo do sitio S2 da integrina aVp3, pelo Tetrac, ocorreu
dimivuicdo da expressdo génica de leptina, e o tramento com T3 associado
(Tetrac+T3) nao foi capaz de elevar a expressao dessa adipocina. Desta forma, a
ligacdo do T3 a integrina aVB3 se faz necessaria para modulagdo da expressao de
leptina.

Alguns trabalhos demonstram que a inibicdo de MEK/ERK pode levar a
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ativacdo da PI3K (39). Pois, embora no tecido adiposo ndo existam estudos que
demonstrem, o cross-talk entre as vias extranucleares, muitos estudos demonstram
sua ocorréncia, entre MAPK/ERK e a PI3K/AKT, e que a ativagdo de uma via pode
influenciar o caminho da outra, através de varias rotas de interagcdo (39,40), por
exemplo, a associagdao FAK-Src, com a proteina adaptadora Grb2, representa um
mecanismo para a ativagao da ERK (41), e FAK pode ativar diretamente o PI3K (42).
Desta forma, podemos considerar que a inibigdo do PD, no nivel terminal da via
MAPK/ERK, nao impediu a ligagdo do T3 as subunidades da integrina aVf3,
culminando na ativagao da PI3K, pelo S1 e pelo S2, por meio do cross-talk existente.
Porém, ao inibirmos o S2 da integrina aVB3, com Tetrac, o T3 passou a ativar a via
PI3K apenas pelo S1, havendo portanto um dimiuicdo na expressdo de mRNA e
proteica de leptina.

Desta forma, de acordo com nossos resultados, podemos considerar que o
horménio atua por meio de sua ligagcdo com as subunidades da integrina aVf3,
ativando a via da PI3K, para modulagédo da expresséo génica de leptina. Resultado
que corrobora com trabalho anterior de nosso grupo (26), em que foi utilizado
inibidor da via PI3K, LY294002, e observou-se que o T3 tem agao direta, na ativagao
da via, para aumento da expressado génica de leptina. Assim como, Lu et al. 2018
(43) demonstraram que o tratamento com SC-3036, ativador da via PI3K, aumenta a
expressao proteica de Leptina. Além de diversos estudos na literatura, que
demonstram a necessidade de ativacdo da via PI3K para acédo da leptina (44,45).
Desta forma, concluimos que a ligagédo do T3 a integrina aVp3, é importante para

que ocorra expressao apropriada da leptina.
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6. Consideracoes finais

A partir dos dois artigos apresentados, observamos que:

- O T3 age nos adipocitos por meio da via MAPK/ERK para elevar a
expressao proteica de adiponectina

- Ligacao do T3 a integrina eleva a expressdo de mRNA e proteica de leptina

- Inibicdo da MAPK/ERK associada ao tratamento com T3 apresentou menor
dano de DNA.

- Integridade da MAPK/ERK é necessaria para que o T3 nao afete o perfil

lipidico, alterando a homeostase.
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8. ANEXOS

8.1. Alteracao de Orientagao

AVAVA' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Botucatu,05 de Fevereiro de 2018

Ao
Conselho do Programa de Pés-graduagé@o em Fisiopatologia em Clinica Médica
Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp

Prezados Senhores

Eu, Lucas Solla Mathias, aluno(a) regularmente matriculado(a) no Programa em Curso de ( X)
Mestrado / ( )Doutorado, solicito a transferéncia de minha orientagdo do(a) Prof(a) Dr(a) Célia
Regina Nogueira para o (a) Prof(a) Dr(a) Miriane de Oliveira

Justificativa: Alteragé@o de projeto na linha de pesquisa da orientadora proposta.

Declaro que tenho conhecimento que deverei comunicar ao CEP/CEUA a transferéncia de
orientagdo, caso a solicitagéo seja aprovada pelo Conselho do Programa.

Lucas Solla Mathias
Nome/Assinatura do(a) aluno(a)

DE ACORDO: Orientador(a) Atual DE ACORDO: Orientador(a) Proposto
G\ Y \R&v IAVGENY & O aunen

Célia Regina Nogueira Miriane de Oliveira

Nome/Assinatura do(a) Orientador(a) Atual Nome/Assinatura do(a) Orientador(a) Proposto

Obs.:

1) Havendo necessidade de alteragéo do projeto de pesquisa, a solicitagéo da referida alteragéo devera ser
requerida conforme instrugdes contidas no link http://www.fmb.unesp.br/Home/F
projeto-de-pesquisa.doc ;

2) De acordo com a Resolugdo Unesp 62/92, o orientador ndo podera possuir com o orientado, relagdes
familiares ou de parentesco até 3° Grau

Faculdade de Medlclna de Botucatu — Secao Técnica de Pés-graduagéo
Av. Mério Rubens s/n CEP 18618-687 Botucatu Séo Paulo Brasil
spg@fmb.unesp.br
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8.2 Alteracgao do Titulo / Projeto de Pesquisa encaminhado ao Programa

Botucatu, 10 de Junho de 2018.

Ao
Conselho do Programa de Pés-graduagéo em Fisiopatologia em Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp

Prezados Senhores,

Considerando o estabelecido na legislagcdo vigente, solicito a alteragdo do projeto de pesquisa de
meu(inha) orientado(a) Lucas Solla Mathias, regularmente matriculado no Programa, em curso de
( X) Mestrado / ( ) Doutorado.

Projeto inicial: DETERMINAGAO DA PARTICIPAGAO DOS RECEPTORES TRa e TRB NA AGAO DA
TRIIODOTIRONINA (T3) NA MODULAGAO DA EXPRESSAO GENICA DE LEPTINA EM ADIPOCITOS,
3T3-L1.

Projeto proposto: ATIVAGAO DA VIA MAPK/ERK E INTEGRINA avB3 PELA AGAO DA TRIIODOTIRONINA
(T3) NA MODULAGAO DA EXPRESSAO GENICA DE ADIPOCINAS E MODIFICAGAO DO PERFIL
LIPIDICO EM ADIPOCITOS, 3T3-L1.

Justificativa da necessidade de alteragdo do projeto: Inicialmente, o projeto apresentado ao
Programa de Pés-Graduagao de “Fisiopatologia em Clinica Médica”, tinha como objetivo avaliar o
envolvimento dos receptores TRa e TrB, que fazem parte das vias de agédo nucleares de indugao
da expressao génica pelos HT, na agéo da triiodotironina (T3) na modulagédo da expressao génica
de adipocinas em cultura de adipdcitos, 3T3-L1. Para isso seriam silenciados os genes TR, a e 8.
Porém, no decorrer da pesquisa e de leituras na literatura viu-se a necessidade de prosseguirmos
dentro da linha de pesquisa do grupo e responder questdes de outras publicagdes que tratam de
vias de agdo extra-nuclear do T3, desta forma, o objetivo passou a ser compreendermos o
envolvimento da via MAPK/ERK e a integrina avB3 sobre a modulagdo da expressé@o génica de
duas adipocinas produzidas pelo tecido adiposo, a leptina e a adiponectina, que estado
relacionadas ao gasto energético do organismo e melhora a sensibilidade a insulina,
respectivamente. Para isso foram utilizados inibidores das vias, MAPK/ERK (PD98059) e da
integrina avB3 (acido tetra-iodo-tiro-acetico — Tetrac). Manteveram-se as técnicas que o projeto
inicial ja possuia, como cultura celular da linhagem 3T3-L1, Oil Red, PCRg-RT e Western Blotting
e foram acrescentadas outras técnicas, dentre elas, o Adipo Red, para quantificagdo do acumulo
lipidico; Metodo enzimatico-colorimetrico para dosagem de ftriglicerideos; Ensaio de glicerol, para
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mensurar o produto da lipdlise e Ensaio Elisa para verificar o dano de DNA pela dosagem da 8-
Hidroxideoxiguanosina (80-OH-dG) e dosagem de triglicerideos (TGL).

Atenciosamente,

(\owoma, 3o ol W ,d«w/{odo ot

Nome/Assinatura* do(a) Orientador(a) Nome/Assinatura* do(a) Aluno(a)

Obs.:

1) Anexar copia do projeto inicial e copia do projeto proposto;

2) Comunicar ao Comité de Etica em Pesquisa/Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal a
alteracao do projeto;

3) * Tanto a assinatura do aluno(a) quanto do orientador(a) deverao ser originais
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8.3 Indicagao de coorientador

4% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp "7 40LIO DE MESQUITA FIL HO”

Campus de Botucatu
Botucatu, 05 de fevereiro de 2018.

\Y
Ay

Ao
Conselho do Programa de Pés-graduagdo em Fisiopatologia em Clinica Médica
Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp

Prezados Senhores

Solicito a inclusdo do Prof(a).Dr(a). Celia Regina Nogueira (Cédula de Identidade —
RG: n° 7904485-2 /C.P.F. n° 329629928-97), como coorientador(a) de meu(inha)
orientado(a) Lucas Solla Mathias, aluno regularmente matriculado(a) no Programa, em
curso de (X)Mestrado/ () Doutorado.

= Data do inicio oficial do(a) aluno(a) no Curso: 01/03/2017

Titulo do Projeto de Pesquisa: ATIVACAO DA VIA MAPK/ERK E INTEGRINA avB3 PELA
ACAO DA TRIIODOTIRONINA (T3) NA MODULACAO DA EXPRESSAO GENICA DE ADIPOCI-
NAS E MODIFICACAO DO PERFIL LIPIDICO EM ADIPOCITOS, 3T3-L1.

= curriculum vitae plataforma lattes atualizado do(a) coorientador(a) indicado(a):

cépia anexa (a do vitae sera quando o(a) i indi ja for
i no Prog de P a que o aluno pertence)

= elenco de atividades a serem desenvolvidas pelo(a) coorientador(a) no projeto
de pesquisa: Auxiliar em todas as etapas que envolvem o projeto, desde a
escrita, orientagdo na realizagdo das técnicas a serem realizadas, analise e
interpretag@o dos dados e dissertagdo dos resultados.

Atenciosamente,

M\auome, Ve Ol iz
Miriane de Oliveira
Nome/Assinatura do Orientador(a)*

CIENTE E DE ACORDO CIENTE E DE ACORDO
Arior y follo 1Vt SO
Lucas Solla Mathias Célia Regina Nogueira
Nome/Aluno(a)* )\ IAssi ado Coori (a)
indicado(a)*

Obs.: 1) De acordo com a legislagdo vigente, o coorientador ndo podera possuir com o coorientado, relagdes
familiares ou de parentesco até 3° Grau;
Faculdade de Medicina de Botucatu — Segéo Técnica de Pés-graduagdo

Av. Mario Rubens s/n CEP 18618-687 Botucatu S&o Paulo Brasil
spg@fmb.unesp.br
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8.4. Certificado de aprovacao do CEUA

CLEA
-~y 4

L LY 4 >
Caonmvesan de Elica am Eypermmaentagéo Animal

. ’
LY
ot
V., ~ i

Criada uirows da Portarie OFM n* 30 de 200499

Certificado

Certificamos que o (Protocolo CEEA 959-2012) "Determinagio do mecanismo de agio da triiedotironina na modulagdo
da expressdo de mRNA e proteina da lepting e TRalfa", a ser conduzido por Miriane de Oliveira, orientada pela Prof® Dr® Célia Regina
Nogueira, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA) - Material utilizado: Células 3T3-L1

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEEA em 02/08/2012.

—_TN \
|
|

h. N
Prof® Dr® Maria Rosa Bet Moraes Silva Alberto Santos Capelluppi
Presidente da CEEA Secretdrio da LEEA

Distrito Rubido Junior, si® - Botucatu - S 7 CEP: 18 618-870 Fona/Fax: (0xx14) 3811-8143 e-mail secretaria’ capellup@fmb unesp br




8.5. Oficio de modificagcao de titulo / projeto de pesquisa encaminhado ao

CEUA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Botucatu, 19 de Julho de 2018.

Eu, Lucas Solla Mathias, aluno de Mestrado do Programa de Fisiopatologia em Clinica Médica,
gostaria de informar algumas alteragdes que foram realizadas em meu projeto de pesquisa, que ja
foram aceitas pelo programa ao qual fago parte.

Projeto de Referencia: Of. 18/2017 - CEUA. Meu trabalho trata-se de um recorte de um projeto
anteriormente aprovado pelo CEEA (prot. n. 959-2012 em 02/08/2012).

Orientagao: Minha orientadora passou a ser a Dra. Miriane de Oliveira e a co-orientadora a Dra.
Célia Regina Nogueira.

Projeto: o estudo continua sendo in vitro, com a mesma linha celular (3T3-L1), as mudangas
foram no objetivo do trabalho e algumas técnicas foram acrescentadas, além do titulo.

O titulo inicial: "Determinagdo da participagdo dos receptores TRalfa e TRbeta na agédo da
triiodotironina (T3) na modulagéo da expressao génica de leptina em adipdcitos, 3T3-L1".

O titulo atual: "Ativagdo da via MAPK/ERK e integrina av33 pela agdo da triiodotironina
(T3) na modulagdo da expressdo génica de adipocinas e modificagdo do perfil lipidico em
adipécitos, 3T3-L1."

Justificativa de alteragcdo do projeto: Inicialmente, o projeto tinha como objetivo avaliar o
envolvimento dos receptores TRa e TrB, que fazem parte das vias de agdo nucleares de indugao
da expressao génica pelos HT, na agdo da triiodotironina (T3) na modulagéo da express&o génica
de adipocinas em cultura de adipdcitos, 3T3-L1. Para isso seriam silenciados os genes TR, a e B.
Porém, no decorrer da pesquisa e de leituras na literatura viu-se a necessidade de prosseguirmos
dentro da linha de pesquisa do grupo e responder questdes de outras publicagdes que tratam de
vias de agdo extranucleares, desta forma, o objetivo passou a ser compreendermos o
envolvimento da via MAPK/ERK e a integrina avB3 na modulagdo da expressdo génica de
adipocinas produzidas pelo tecido adiposo, a leptina e a adiponectina, que estéo relacionadas ao
gasto energético do organismo e melhora a sensibilidade a insulina, respectivamente. Para isso
foram utilizados inibidores das vias, MAPK/ERK (PD98059) e da integrina avpB3 (acido tetra-iodo-
tiro-acetico — Tetrac). Manteveram-se as técnicas que o projeto inicial ja possuia, como cultura
celular da linhagem 3T3-L1, Oil Red, PCRqg-RT e Western Blotting e foram acrescentadas outras
técnicas, dentre elas, o Adipo Red, para quantificagdo do acumulo lipidico; Metodo enzimatico-
colorimetrico para dosagem de triglicerideos; Ensaio de glicerol, para mensurar o produto da
lipdlise e Ensaio Elisa para verificar o dano de DNA pela dosagem da 8- Hidroxideoxiguanosina
(80-OH-dG) e dosagem de triglicerideos (TGL).

W/@é@ 710t - QQ_MQ‘L \»\:‘E_A f(\w\c«xuc»\,w

Lucas Solla Mathias Dra. Célia ReginaNoguei Dra. Miriane de Oliveira
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