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RESUMO

A familia das neuregulinas (NRG), factores de crescimento semelhantes ao factor de
crescimento epidérmico, é conhecida por induzir o crescimento ¢ a diferenciacdo de
células musculares esqueléticas, neuronais, gliais ¢ epiteliais. Esta familia engloba quatro
membros, destacando-se a NRG1 por ser a mais vastamente estudada, nomeadamente a
nivel cardiovascular. Os efeitos bioldgicos da NRG1 sdo mediados por receptores ErbB do
tipo cinase da tirosina. No coragdo adulto, a NRGI1 ¢ expressa pelas células do endotélio
endocardico e do endotélio microvascular cardiaco e os seus receptores ErbB2/ErbB4 sdo
expressos pelos cardiomidcitos ventriculares e estdo localizados no sistema dos tubulos
T e discos intercalares, em proximidade com os componentes do sistema de acoplamento
excitagdo-contrac¢do.

A importancia do sistema NRG/ErbB a nivel cardiovascular tornou-se evidente apos se ter
constatado que pacientes tratados com trastuzumab (anticorpo monoclonal contra o receptor
ErbB2 usado no tratamento do cancro da mama) podem desenvolver disfungéo ventricular
¢ tém maior risco de cardiomiopatia quando combinado com antraciclinas. Os estudos
subsequentes realizados em condigdes in vitro € in vivo t€m permitido clarificar os efeitos
e as respectivas vias de sinalizagdo associados ao sistema NRG1/ErbB no coragéo adulto.
Séo ja conhecidos alguns efeitos cardiovasculares do sistema NRG1/ErbB, nomeadamente
anivel vascular (estimulagdo da angiogénese ¢ efeito ateroprotector) e miocardico (efeito
inotropico negativo), bem como na sobrevivéncia, no crescimento celular e na organizagio
dos cardiomiocitos (organizagdo miofibrilhar e contacto intercelular). Adicionalmente, a
interac¢do deste sistema com outros mediadores neuro-humorais tem sido estudada. Neste
sentido, destaca-se o papel na modulagao fisiologica do equilibrio simpatico-vagal e a
interac¢do com o sistema de sinalizagdo da endotelina-1. Os efeitos descritos resultam da
activagdo de diferentes cascatas de sinalizagdo intracelular, como consequéncia da ligagdo
da NRGI aos receptores ErbB. Algumas vias de sinalizagdo cardiaca identificadas até ao
momento inclem as moléculas MEK/Erk 1/2, fosfatidilinositol 3-cinase/Akt, a cinase de
adesdo focal, a familia Gab (ligante associado a Grb-2), o factor de crescimento endotelial
vascular e a producdo de NO através da sintase do 6xido nitrico endotelial.

Neste contexto, o objectivo deste trabalho foi compilar a informag&o existente sobre o
sistema NRG1/ErbB, com particular incidéncia nos seus efeitos cardiovasculares.

SUMMARY

NEUREGULIN1/ErbB SYSTEM
Importance in the control of cardiovascular function
The family of Neuregulins (NRG), growth factors like epidermal growth factor, is known
to induce growth and differentiation of epithelial, glial, neuronal, and skeletal muscle cells.
This family comprises four members, being NRG1 the most largely studied, particulary at
the cardiovascular level. The biological effects of NRG1 in the adult heart are mediated
by the tyrosine kinase receptors ErbB. In the adult heart, NRG1 is expressed by cells
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of the endocardial endothelium and the cardiac microvascular endothelium, and the
receptors ErbB2/ErbB4 are expressed by ventricular cardiomyocytes and are located
in T-tubule system and intercalated disks in close proximity to the system components
of excitation-contraction coupling.

The importance of the NRG/ErbB signaling axis at the cardiovascular level became
evident after discovering that pacients treated with trastuzumab (inhibitory antibody
against ErbB2, used in the treatment of breast cancer) can develop ventricular
dysfunction and have higher risk of cardiomyopathy when co-administered with
anthracyclines. Subsequent studies in vitro and in vivo have clarified the effects and the
respective signaling pathways associated with the NRG/ErbB system in the adult heart.
Some cardiovascular functions of the NRG1/ErbB system have been described at the
vascular (stimulation of angiogenesis and ateroprotector effect) and myocardium level
(negative inotropic effect) as well as effect on the survival, cell growth and organization
of the cardiomyocytes (myofibrillar organization and cell-to-cell contact between
cardiomyocytes). Furthermore, the interaction of this system with other neurohumoral
mediators has been studied. Thus, there seems to be a physiological role in modulating the
sympathovagal balance and an interaction with endothelin-1 signaling. All these effects
result from the activation of different intracellular signaling cascades, as a consequence
of the binding of NRG1 to ErbB receptors. Some cardiac signaling pathways identified
until now include molecules such as MEK / Erk 1/2, phosphatidylinositol 3-kinase/
Akt, focal adhesion kinase, Gab (Grb-2-associated binder) family, vascular endothelial
growth factor and NO production by endothelial nitric oxide synthase.

Thus, the aim of this paper was to make an up-to-date review of existing information
on NRG1/ErbB signaling axis, with particular focus on its cardiovascular effects.

INTRODUCAO

As neuregulinas (NRGs) englobam uma grande
familia de moléculas sinalizadoras, semelhantes ao factor
de crescimento epidérmico (EGF — Epidermal Growth
Factor), estando envolvidas na comunicagdo intercelular
durante o desenvolvimento e o estado adulto. As NRGs
foram identificadas originalmente durante a avaliagdo
do ligando para o oncogene neu (também designado por
HER?2 e ErbB2) e sdo primariamente expressas em diversos
tecidos, nomeadamente no sistema nervoso, no coragdo, na
glandula mamaria, no intestino e nos rins. A activacao desta
via de sinalizagdo nas células-alvo ocorre por interacgdo
com receptores transmembranares da familia ErbB do tipo
cinase da tirosina. A familia das NRGs ¢ constituida por
quatro membros, NRG1, NRG2, NRG3 ¢ NRG4, sendo
que as fungdes biologicas das ultimas trés sdo pouco
conhecidas, contrariamente ao que sucede com a NRGI.
A NRGI1 ¢ responsavel pela proliferacdo, diferenciagdo
¢ sobrevivéncia de muitos tipos de tecidos tais como as
células epiteliais mamarias, as células gliais, os neurdnios
¢ 0s miocitos'~.

A importancia da via de sinalizagdo NRG/ErbB e o
papel cardioprotector da NRG1 no coraggo adulto tornaram-
se evidentes apos se ter constatado que os pacientes com
cancro da mama tratados com trastuzumab (Herceptin®),
anticorpo monoclonal contra o receptor ErbB2, podem
desenvolver disfungdo ventricular e apresentam um
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risco aumentado de desenvolver cardiomiopatia quando
combinado com antraciclinas®. O efeito cardioprotector da
NRGT foi posteriormente corroborado experimentalmente
ao constatar-se que ratinhos deficientes em NRG1 ou
ErbB2 desenvolvem cardiomiopatia dilatada**.

ASPECTOS MOLECULARES DO SISTEMA
NEUREGULINAS E ErbB

Sintese e secrecio de Neuregulinas

O gene da NRG1 tem uma estrutura complexa que
codifica pelo menos 15 isoformas diferentes’. Estas
isoformas foram inicialmente isoladas de diversos tecidos,
dai que tenham recebido ao longo do tempo multiplas
designagdes que reflectem a sua fungdo nos tecidos em
que foram encontradas (GGF de glial growth factor, ARIA
de acetylcoline-receptor-inducing activity, heregulina
derivado de regulador do receptor HER2 e DNF de neu
differentiation factor). Todas as isoformas t€ém um dominio
semelhante ao EGF, cuja estrutura contém trés curvas
com seis residuos de cisteina que formam trés ligagdes
dissulfito. Este dominio ¢ simultaneamente necessario e
suficiente para activar os receptores® e a ocorréncia de
splicing alternativo no seu terminal carboxilo condiciona
a formagdo de variantes a e b de NRG1, sendo a ultima
dez a cem vezes mais activa do que a primeira °. Acresce
ainda dizer que os produtos do gene da NRG1 podem
ser subdivididos nos tipos I, II e III, o que dificulta a
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Fig. 1 — Processamento proteolitico das isoformas de NRG1. Legenda: ADAM — desintegrina e metaloproteinase A (adaptado de®).
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Fig. 2 — Familia de receptores ErbB e os seus respectivos ligandos directos. Legenda: AR — anfiregulina; B-Cell — betacelulina; EPR — epiregulina;
EPG — epigene; HB-EGF — ligando semelhante ao factor de crescimento epidérmico da heparina; NRG — neuregulina; TGFo.— factor de crescimento

transformador o. (adaptado de’).

compreensdo da sua biologia'®. As NRG1 do tipo I sdo
as isoformas que predominam no coracgdo, ndo sendo,
no entanto, exclusivas. As NRG1 do tipo I e II diferem
das do tipo III por conterem um dominio semelhante a
imunoglobulina e por serem proteinas transmembranares
que atravessam a membrana citoplasmatica num so local,
enquanto as neuregulinas do tipo III contém um dominio
rico em cisteina ¢ sdo proteinas transmembranares que
atravessam a membrana em dois locais distintos.

A clivagem proteolitica destas proteinas por membros
da familia desintegrina e metaloproteinase A (ADAM
- A Disintegrin And Metalloproteinase), nomeadamente
ADAM17 (enzima conversora do factor de necrose tumoral
o) ¢ ADAMI19 (meltrina-f)'*!, resulta na libertagdo de
fragmentos bioactivos (NRGs tipo I e IT) ou na formagéo

de um fragmento transmembranar do terminal N (NRGs
tipo II1)!'? (Figura 1). A libertagdo proteolitica do dominio
extracelular ¢ um processo necessario para activar os
receptores ErbB. Assim, o processamento proteolitico das
isoformas de NRG de ligagdo a membrana, controlado
pelo seu dominio intracelular, é um passo crucial na via
de sinalizagdo NRG1/ErbB".

Receptores ErbB

A familia de receptores ErbB ¢é estruturalmente
semelhante a dos receptores dos EGFs. Inclui quatro
subtipos de receptores do tipo cinase da tirosina, ErbB1,
ErbB2, ErbB3 ¢ ErbB4, que tém um papel critico no
controlo de processos fisiologicos como diferenciagio,
crescimento ¢ sobrevivéncia. Por este motivo, a ampliagao,
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Mecanismos de activagao dos receptores ErbB
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Fig. 3 — Mecanismos de activagdo dos receptores ErbB: activagdo cis e activagdo trans. Legenda: GPCR — receptores ligados a proteina G; F —

receptor fosforilado (adaptado de'®).

a sobre-expressdo' ou a disfungo do gene correspondente
esta implicada na etiologia de diversos cancros humanos
(mama, pulmao, cérebro e ovario)'*.

Os receptores ErbB tém uma estrutura caracteristica
que inclui dois dominios ricos em cisteina no seu dominio
extracelular, um dominio transmembranar e uma proteina
com actividade do tipo cinase da tirosina, intrinseca ao seu
dominio intracelular. Esta tiltima catalisa a fosforilagdo
de residuos de tirosina em sequéncias polipeptidicas,
que resultam na activacdo de cascatas de transdugdo de
sinal. Por sua vez, o dominio catalitico com actividade
de cinase ¢ activado quando o receptor se associa ao
respectivo ligando, sofrendo alteragdo conformacional e
dimerizagdo".

1 A amplificagdo refere-se a um aumento do niimero de c6pias do gene,
enquanto a sobre-expressio se relaciona com um excesso de produgao
da proteina. Ambos os processos conferem as células cancerigenas
afectadas um comportamento caracteristicamente agressivo.

www.actamedicaportuguesa.com

Dois conjuntos distintos de ligandos reconhecem
e controlam os receptores ErbB1 e ErbB4; o receptor
ErbB2 aparentemente parece ter perdido o seu ligando
e aactividade da sua cinase da tirosina ndo ¢ regulada;
o receptor ErbB3 tem apenas dois ligandos, mas a sua
funcdo catalitica sofreu a acumulagédo de substituigoes
responsaveis pela inactivacéo de residuos essenciais '
(ver Figura 2).

Os efeitos bioldgicos da NRG1 no coragdo sdo
mediados pelos receptores ErbB2, ErbB3 ¢ ErbB4.
A ligacdo da NRGI1 ao seu receptor, induzindo a
formagdo de homo- e heterodimeros, ¢ um passo crucial
nesta via de sinalizagdo'’. Embora o receptor ErbB2
ndo seja capaz de se ligar directamente a NRGI, a
sua importancia bioldgica resulta do facto de ser o
parceiro de eleicdo do receptor ErbB3 e ErbB4 para
heterodimerizagdo'>'%. O receptor ErbB1 ndo se liga
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Fig. 4 — Vias de sinaliza¢do intracelular do sistema NRG1/ErbB2/4 no coragdo adulto (para detalhes ver texto e Quadro 1).

Quadro 1— Receptores e mecanismos implicados nas principais vias de sinalizagdo da sistema NRG1/ErbB2/4 no coragdo adulto.

Vias de Sinalizaca Receptores implicad Mecanismo
MEK/Erk 1/2 ErbB2 parece ser suficiente para a activagdo ~ Os membros da familia Grb, nomedamente Grb2/Shc e Grb7 sdo capazes de se ligar ao
desta via #&. receptor ErbB2 e sdo conhecidos por se associarem a RAS/Mek/Erk 1/2 773,
ErbB4, mas ndo ErbB2 podera ser requerido
. desde que a concentragdo de NRG1 disponivel — Alteragdes na expressdo da familia bel-27475; aumento da captagdo de glicose !; activagdo
PI3 - cinase/Akt . . X . 4 ~ . sy
seja suficiente para activar homodimeros  de eNOS *'; alteragdes da respiragdo mitocondrial 2.
ErbB4/ErbB4 2.
Familia Gab (Grb-2- Os agonistas dos receptores ErbB, incluindo NRG1p, HB-EGF e EGF, induzem uma
associated binder): Gabl forte fosforilagdo da tirosina de Gabl e de Gab2 e estes associam-se a SHP2 e a p85 7;
e Gab2, mas nao Gab3 - aumento da expressdo de angiopoetina 1 em resposta a NRG1 em ratinhos controlo (ndo

condicionados para Gabl e Gab2)”.

O pré-tratamento com um anticorpo anti-  Indugdo da fosforilagdo de Src 77, e de FAK, independente das vias PI3-kinase/Akt e
FAK (Focal Adhesion  ErbB2 bloqueia a fosforilagdo de FAK  Erk; estimulagio da formagdo de um complexo multiproteico entre ErbB2, FAK, p130©

Kinase) induzida pela NRG1 e a formagdo de e paxilina e indugdo de lamelipodia com alongamento longitudinal e associagdo dos
complexos de adesdo focal . cardiomidcitos; regulagio da formagdo de Fac e dispersdo direccional dos midcitos .
9 ErbB2 7940, Indugdo e libertagdo de VEGF (estudos baseados no efeito do trastuzumab em células

tumorais que expressam ErbB2) 7%,

o . Redugdo da resposta miocardica inotrdpica a estimulagdo adrenérgica, mimetizando efeito
Produgao de NO via eNOS ¢ postal N P ¢ €
do receptor colinérgico muscarinico 2.

a NRGI1 e, como tal, ndo participa na sinalizagdo da fosforilagdo do receptor, enquanto a segunda promove

NRG1/ErbB'. sinais intracelulares independentes do ligando ¢ da
Conhecem-se alguns mecanismos de activagdo actividade catalitica de ErbB'® (ver Figura 3).

dos receptores ErbB, nomeadamente activagdo cis e A activacdo cis por estimulacdo paracrina

activacdo trans, sendo que a primeira leva a auto- ocorre pela produgdo de factores de crescimento,
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por determinadas células vizinhas, que estimulam
as células que expressam ErbB. A activagdo cis por
estimulacdo autdcrina, menos prevalente, consiste na
producdo propria de ligandos semelhantes ao EGF.
Esta producdo ¢é controlada por receptores associados
a proteinas G (GPCR — G-Protein Coupled Receptors)
e pelos seus ligandos (como a trombina, a bombesina,
a endotelina-1 e o acido lisofosfatidico) que estimulam
metaloproteinases membranares, como a ADAM-
10. Os ligandos sdo sintetizados como precursores
transmembranares e processados na superficie da célula
de forma a libertar moléculas de factores de crescimento.
A activagdo trans corresponde a estimulacao de cinases
da tirosina citoplasmaticas, como Jak e Src, mediante
a estimulagdo de uma variedade de ligandos que
actuam nos seus respectivos receptores. A hormona de
crescimento que estimula a Jak'® e agonistas de GPCR,
como o acido lisofosfatidico, o carbacol e a trombina,
que activam a Src, sdo exemplos de activagdo trans?.

Vias de sinalizacdo intracelulares

Os dados provenientes de estudos in vitro sdo
um contributo essencial para o estudo de possiveis
mecanismos de sinalizagdo e de respostas celulares a
NRG1, bem como dos receptores envolvidos, ja que
as células do coracdo intacto podem ser separadas e
mantidas em cultura por dias a semanas, sendo este
um sistema relativamente puro de populagdes celulares
2. As vias de sinalizagdo cardiaca do sistema NRG1/
ErbB identificadas até ao momento incluem: MEK/
Erk 1/2'2° PI3-cinase/Akt!*?°, Src/FAK, factor de
crescimento endotelial vascular (VEGF — Vascular
Endothelial Growth Factor) e sintase do 6xido nitrico
endotelial (eNOS — Endothelial Nitric Oxide Synthase).
Os processos biologicos regulados por estas vias, bem
como os subtipos de receptores ErbB e as moléculas
envolvidos na sinalizagdo apresentam-se no Quadro 1
e na Figura 4.

EFEITOS CARDIOVASCULARES NO ADULTO
No coracdo adulto, estudos imuno-histoquimicos
realizados em aortas e coragdes de ratos adultos
demonstraram que a expressdo de ambas as isoformas
de NRG1, NRG1B e NRGl1a, esta restrita ao endotélio
endocardico e endotélio microvascular cardiaco,
estando ausente no endotélio adrtico e nas veias
e artérias coronarias de maior calibre?!. Embora o
receptor ErbB3 seja expresso nos midcitos neonatais,
os cardiomiocitos adultos ventriculares expressam
apenas os receptores ErbB1, ErbB2 e ErbB422. Os
receptores ErbB2 e ErbB4 estdo localizados no sistema
dos tubulos T e discos intercalares, em proximidade
com os componentes do sistema de acoplamento
excitagdo-contrac¢do?®. Também ha evidéncias de que
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os receptores da NRG1 sejam expressos nas células
musculares lisas**?*. Adicionalmente, o estudo do efeito
da estimulagdo dos receptores ErbB ao nivel das células
endoteliais da veia umbilical humana demonstrou que
um subconjunto de receptores ErbB, nomeadamente
ErbB2, ErbB3 e ErbB4, sdo expressos a este nivel?.
Efeitos vasculares

Intmeros estudos tém revelado que a NRG1
estimula a angiogénese e que os receptores ErbB sdo
essenciais para o recrutamento das células musculares
lisas vasculares (VSMCs — Vascular Smooth Muscle
Cell) regulado pela angiopoietina e efectuado por
células endoteliais durante este processo®*?®. Assim,
os receptores ErbB endoteliais podem estar envolvidos
na sobrevivéncia e crescimento das células endoteliais
mediado pela NRGI e, desta forma, estarem implicados
na angiogénese?®.

Tem sido demonstrado que a expressdo de NRG1
estd aumentada em lesOes ateroscleroticas humanas,
podendo desempenhar um papel importante na placa
aterosclerdtica®.

A aterosclerose é uma doenga inflamatodria cronica,
que afecta a parede dos vasos arteriais e envolve
multiplos processos, incluindo disfuncdo endotelial,
inflamagdo, proliferacio de VSMCs e alteragdo da
matriz. Esta doen¢a complexa induz a libertagdo de
citocinas pré-inflamatorias e factores de crescimento
que estimulam as VSMCs, normalmente quiescentes,
a migrar e proliferar da camada média dos vasos em
direc¢do a intima, resultando numa hiperplasia da
neointima3®3!,

O desenvolvimento da aterosclerose é promovido
pelaacumulacgdo de ésteres de colesterol nos macrofagos,
processo pela qual a aciltransferase colesterol-
coenzima A (ACAT1 — acyl-coenzyme A-cholesterol
acyltransferase 1) é responsavel, contribuindo assim
para a formacdo de células espumosas, um evento
fundamental nas fases iniciais desta doeng¢a®>33. Em
contraposicdo, o efluxo de colesterol mediado pelo
ABCAL1 (ATP Binding Cassette Transporter Al) via
apolipoproteina A-1 desempenha um papel chave na
prevengdo da aterosclerose.

A NRGI1 atenua significativamente a formagao de
lesdo apds um dano vascular e previne a migragdo e
proliferacdo das VSMCs estimuladas por mitogénios,
o que sugere que a NRG1 tem um efeito inibidor na
formagdo de neointima apos lesdo vascular e, como tal,
podera ser 1til na prevencao e no tratamento de doencgas
vasculares, tais como, a restenose € a aterosclerose.
Supde-se que a sobreregulagdo de NRG1 possa ser
um mecanismo de resposta protectora imediata para
inibir a proliferagdo local das VSMCs. Adicionalmente
aos efeitos directos sobre as células musculares lisas,
também ¢€ possivel que a NRG1 subregule as respostas
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pro-inflamatdrias que exacerbam 0s processos
envolvidos na formagao de neointima. Esta molécula
pode ainda evitar a produ¢cdo de matriz extracelular
necessaria para facilitar a expansdo da lesdo da
neointima™®.

Xu et al*? demonstraram recentemente que a NRG1
tem efeitos ateroprotectores através da supressdo da
formagdo de macrofagos espumosos. Os mecanismos
moleculares subjacentes envolvem uma subregulagao
do SR-A (Scavenger Receptor class A) e da ACAT1,
responsaveis pela endocitose reduzida de lipoproteinas
de baixa-densidade acetiladas (AcLDL — Acetylated
Low-Density Lipoprotein) e pela formagao reduzida
de ésters de colesterol, respectivamente, e uma
sobreregulagdo de ABCA1 nos macrofagos, responsavel
pelo aumento do efluxo de colesterol mediado pela
ApoA-1. Os mesmos autores evidenciaram que os
niveis de NRG1 estdo diminuidos nas placas coronarias
avancadas na sindrome coronaria aguda, embora ainda
seja desconhecido se os niveis diminuidos da NRG1f
podem contribuir para, ou ser resultado de, eventos
coronarios nesta sindrome. Desta forma, os mesmos
especulam que a expressdo reduzida da NRG1p nos
macrofagos das placas aterosclerdticas avancadas
pode ser o resultado da sobreregulacdo de ADAM-17,
necessaria para a clivagem de NRG1p3¢. Desta forma,
a NRG1 podera ser usada como um biomarcador na
doenca arterial coronaria e como uma janela terapéutica
alargada para o combate de aterosclerose e restenose
apos angioplastia corondria.

Durante uma lesdo vascular ocorre uma
sobreregulacdo de moléculas mitogénicas que
promovem a sua progressdo. Algumas dessas moléculas
sdo ligandos adicionais dos receptores ErbB, tais como
o EGF de ligacdo a heparina e a betacelulina®®’’, pelo
que a administra¢cdo exogena de NRG1 pode alterar o
equilibrio em direc¢do a um estado antiaterosclerdtico.
Também tem sido demonstrado que um outro
mitogénio, o factor de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF — Platelet-Derived Growth Factor),
contribui significativamente para a formacao de
neointima3®*® por estimulagdo da proliferacdo e da
migracdo de células musculares lisas, através da
activagdo da via Erk1/23%, A fosforilagdo desta via
estimulada pelo PDGF ¢ suprimida pela NRG1 e, deste
modo, supde-se que a NRG1 bloqueie os mecanismos
de sinalizacdo das vias proliferativas iniciadas pelos
receptores do PDGF envolvendo Erk1/2%.

Efeitos miocardicos

A NRGI! também modula a contractilidade
miocardica. Ambas as isoformas de NRGI1, o e
B, induzem uma resposta inotrdépica negativa em
musculos papilares de coelho adulto*!, estando este

efeito preservado durante a estimulacido adrenérgica.
A primeira vista, este efeito inotrépico negativo
pode colidir com as supostas ac¢des protectoras da
NRG1 no coragdo, no entanto, ndo deve ser vista
como prejudicial®?. O efeito inotrdpico negativo pode
ser benéfico porque diminui o consumo miocardico
de oxigénio durante situacdes de stresse e também
permite explicar porque é que ocorre subregulagdo
dos receptores ErbB2 e ErbB4 no miocardio no inicio
da insuficiéncia cardiaca (IC)*, podendo esta ser uma
tentativa de melhorar a fungao contractil.

Relativamente as vias envolvidas na modulagao
deste efeito, verificou-se que a inibi¢do de NOS atenua
os efeitos da NRGI1 na contractilidade miocardica,
enquanto a inibicdo da via das prostaglandinas ndo
tem efeito*'. Em cardiomidcitos em cultura, a NRG1
aumenta a libertagdo de nitrito, sugerindo que o efeito
inotropico negativo ¢ mediado, pelo menos em parte,
pelo oxido nitrico (NO). Adicionalmente, a NRG1
activa a Akt em cardiomiocitos em cultura*, uma
cinase de serina/treonina envolvida na fosforilagao
da eNOS%, sendo a sua activagdo consistente com
o efeito inotrépico negativo documentado. Deve,
no entanto, salientar-se que existem resultados
contraditdrios relativamente ao papel do NO sobre
o inotropismo*, provavelmente relacionados com a
compartimentalizagdo subcelular das isoformas da
NOS. A eNOS localizada nas cavéolas dos tibulos-T
proximas ao reticulo sarcoplasméatico pode aumentar
o acoplamento excitac@o-contracgdo em resposta
ao estiramento, o que surge em contradicdo com a
documentada depressdo da contractilidade e da resposta
B-adrenérgica nas cavéolas que contém receptores
B-adrenérgicos*. A evidéncia da co-localizagéo
dos receptores ErbB juntamente com a eNOS e os
receptores B-adrenérgicos a nivel caveolar?’ corrobora
o efeito inotropico negativo observado.

Efeitos na sobrevivéncia, crescimento celular e
organizacio dos cardiomiécitos

Estudos experimentais tém demonstrado
varios efeitos in vitro da NRGI recombinante nos
cardiomiodcitos pds-natais e adultos, incluindo
a regulagdo da sobrevivéncia?®?2, o crescimento
hipertréfico, a proliferagcdo!®??, a organizagio
miofibrilhar*, e o contacto célula-célula entre
cardiomiocitos*.

A activacdo dos receptores ErbB2 e ErbB4
pela NRG1P recombinante resulta no crescimento
dos miocitos e na inibigdo da apoptose in vitro?*. A
NRG1 libertada pelas células endoteliais protege os
cardiomidcitos em cultura de morte celular apoptoética
induzida por stresse oxidativo e antraciclinas*-*!, sendo
a via da cinase PI-3/Akt critica para este processo®.
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Os estudos efectuados indicam que a NRG1 nao ¢
essencial para a divisdo celular e para a sobrevivéncia
em condic¢des fisiologicas normais. Porém, em certas
situacdes tais como infecgdes viricas, deficiéncia
nutricional e tratamento com agentes citotoxicos, a
activacdo da sinalizacdo da NRG1/ErbB pode proteger
as células miocardicas da apoptose®.

Embora inicialmente se tenha postulado que
estes efeitos protectores celulares eram modulados
pela sinalizacdo decorrente da activagdo do receptor
ErbB424 foi demonstrado recentemente que estes
efeitos sdo também mediados pelo receptor ErbB22!, pelo
menos in vitro. Lemmens et al?!, ao usarem anticorpos
monoclonais inibidores da fosforilacdo do receptor
ErbB2 e da sinalizag@o subsequente, evidenciaram que
a sobrevivéncia e o crescimento dos cardiomidcitos
induzidos pelo endotélio foram suprimidos. Estes
resultados constituem uma prova directa do papel do
receptor ErbB2 na interaccao entre os cardiomiodcitos e
o endotélio e na preservacdo da integridade miocardica,
sugerindo que os anticorpos anti-ErbB2 utilizados
na clinica podem realmente interferir com as vias de
sobrevivéncia dos cardiomiocitos.

As NRGs fazem parte de uma lista de estimulos,
incluindo também os agentes a-adrenérgicos, o
estiramento mecanico, a hormona tiroideia, a
interleucina-1p, os factores de crescimento fibroblastico,
o factor de crescimento semelhante ao factor de
crescimento de ligagdo a heparina, as endotelinas e as
angiotensinas, entre outros, que induzem o crescimento
hipertréfico dos cardiomioécitos??. Contudo, ndo ha
ainda evidéncia para o efeito da NRG1 na promogao
da hipertrofia dos cardiomidcitos in vivo’'.

Kuramochi et al*® realgaram o papel do sistema
NRG1B/ErbB2 na organizagdo e manutencio da
estrutura sarcomérica e na interacgao célula a célula e
célula-matriz dos cardiomidcitos, através da regulacao
da activagdo da cinase de adesdo focal (FAK — Focal
Adhesion Kinase), da formacdo de complexos de
adesdo focal (FAC — Focal Adhesion Complexes) e de
spreading direccional dos midcitos. O mesmo estudo
evidenciou que a activacdo desta via de sinalizagao
pela NRG1p induz o acoplamento dos cardiomiocitos
através da formacdo de lamelipodia, processo que in
vitro ocorreu em poucos dias. Além disso, tem sido
sugerido que a via de sinalizagdo NRGI1B/ErbB2
desempenha um papel na manutencdo da estrutura do
sarcomero pela indugdo de interaccdo entre a FAK e
p130¢s, dado que ratos com deficiéncia em p130©
morrem in utero com falha no desenvolvimento
cardiaco® e a sobre-expressdo de p130°* ou do
dominio alvo de adesdo focal C-terminal da FAK
nos cardiomidcitos neonatais rompem a estrutura do
sarcomero®*>.
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Considerando os seus locais de expressdo a nivel
cardiaco, a NRG1 pode actuar na interac¢do entre
os miodcitos e o endotélio, que regula a fungdo e
remodelagem no periodo poés-natal, particularmente
apos lesdo miocardica?®. A expressdo persistente dos
receptores da NRG no coragdo adulto e os efeitos da
mesma sobre o fen6tipo dos miocitos adultos sugerem
que a sinalizagdo da NRG pode estar envolvida
na adaptacdo cardiaca ao stresse fisioldgico (i.e.
remodelagem ventricular)?.

Interac¢io com outros mediadores neuro-humorais

Para além dos varios efeitos descritos, existem
evidéncias que sugerem que a NRG1 ¢ um modulador
fisiolégico do equilibrio simpatico-vagal.

Estudos fisioldgicos classicos demonstraram que a
estimulacdo dos receptores muscarinicos pelo carbacol
resulta em pouco ou nenhum efeito inotrdpico negativo
directo sobre o miocardio ventricular®’, embora induza
a reducgdo da contractilidade no miocardio estimulado
por agonistas B-adrenérgicos®-°. Assim, no coragdo
normal, a activagdo dos receptores muscarinicos
parassimpaticos desempenha um papel cardioprotector,
contrabalancando o excesso de activacdo B-adrenérgica
e, pelo contrario, o excesso de activacdo f-adrenérgica
associada a actividade parassimpatica diminuida
¢ prejudicial durante a ocorréncia de IC. O efeito
anti-p-adrenérgico da estimulacdo parassimpdtica ¢
mediado pela ligagdo do receptor muscarinico M2
a subunidade Ga, ¢ Ga, da proteina G*'. A ligagdo a
subunidade Ga, resulta na inibi¢@o dos canais de calcio
do tipo L, enquanto a proteina Go, causa a inibigdo
da adenilciclase e, consequentemente, diminui¢ao
do cAMP intracelular, que resulta numa diminuigdo
da corrente de calcio do tipo L%, Foi sugerido
que a atenuagdo da via de sinalizagdo PB-adrenérgica
por agonistas dos receptores muscarinicos requer
a activacdo da eNOS, a activacdo de cGMP pelo
NO, a estimulagdo da fosfodiesterase do tipo II e,
subsequentemente, a diminuigdo do cAMP?¢. De facto,
a sobre-expressdo da eNOS atenua a estimulacao
B-adrenérgica, refor¢ando a resposta muscarinica®'.
Todavia, outros estudos nao encontraram alteracdes na
resposta a estimulacdo muscarinica em ratos deficientes
em eNOS®63,

ANRGI1 éresponsavel pela diminuicdo da resposta
miocardica inotropica a estimulacdo adrenérgica. De
facto, foi demonstrado que a administracdo exogena
de NRG1 atenua a resposta f-adrenérgica em musculos
papilares isolados do ventriculo direito de Coelho na
auséncia de activagdo muscarinica exdgena*'. Este
efeito foi evidenciado, mediante o desvio para a
direita da curva concentragao-resposta da isoprenalina
em cerca de uma unidade logaritmica*!, de forma
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semelhante aos efeitos anti-adrenérgicos da sinalizagdo
dos receptores colinérgicos muscarinicos. Deste modo,
a via de sinalizacdo da NRG1/ErbB pode ter um papel
modulador e ser activada em condig¢des de inotropismo
cardiaco aumentado, tais como a hipertrofia miocardica
ou durante a estimulagdo B-adrenérgica®’.

Os efeitos da sinalizagdo NRG1/ErbB anti-
adrenérgica e os efeitos da sinalizagdo muscarinica anti-
adrenérgica funcionam, assim, em mutua cooperagao.
A sinalizacdo NRG1/ErbB anti-adrenérgica desaparece
quando o receptor colinérgico muscarinico esta
bloqueado® e a sinalizag¢do colinérgica muscarinica
estd diminuida quando a NRG1 esta ausente®. A
NRGI1 e o sistema parassimpatico podem necessitar
da eNOS para exercer os efeitos anti-adrenérgicos,
demonstrando uma possivel ligagdo molecular entre
estas duas vias.

Num contexto mais amplo, ¢ tentador especular
que através da interaccdo com o sistema colinérgico, a
NRG1 diminui o débito cardiaco e, consequentemente
a pressao sanguinea. Em resposta a libertacdo de
angiotensina II e adrenalina na circulacdo sanguinea,
por diminui¢do da pressdo sanguinea arterial, o
endotélio cardiaco adapta a sintese de NRGI e,
assim, modula o efeito anti-adrenérgico de acordo
com as necessidades periféricas, aumentando o débito
cardiaco e a resisténcia vascular periférica!. As ac¢des
supressoras de ambos os sistemas neuro-humorais
na via de sinalizacdo da NRG1 endotelial combinam
com estas ac¢des de aumento da pressdo sanguinea e
reduzem a actividade anti-adrenérgica da NRGI1 no
coragao*! %,

Estudos realizados por Chung e Walker®®
demonstraram a existéncia de interac¢do entre o
sistema de sinalizacdo do receptor do tipo A da
endotelina-1 (ET,), e as moléculas envolvidas na
transducao de sinal da via de sinalizagdo da NRG e dos
seus receptores ErbB2/4 (PI-3, Akt, Raf-1, MEK, Erk).
Além disso, os receptores ETA67 e ErbB2/4, assim como
as suas moléculas de transdugao de sinal, localizam-se
nos tubulos T cardiacos, localizacdo favoravel para a
ocorréncia das referidas interacgdes.

Os receptores do tipo tirosina cinase ¢ GPCR
estdo co-localizados nos cardiomiécitos adultos e
ocorre interacgdo entre eles. No entanto, recentemente
tem-se evidenciado que a interac¢do entre as vias
resultantes da activacdo dos receptores ET, e ErbB
¢ fundamentalmente diferente nos cardiomiocitos
neonatais e adultos. Foi proposto que a transactivagao
¢ exclusiva dos cardiomiocitos neonatais e que a
auséncia de compartimentos dos tibulos T nos mesmos
pode explicar satisfatoriamente a diferente interaccao
%_Por outro lado, nos midcitos ventriculares adultos,
demonstrou-se uma profunda inibi¢do da sinalizagao
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de erbB2/4 pela ET-1. A ET-1 estimula a fosforilagdo
de Erk 1/2 e atenua substancialmente muitas das ac¢des
mediadas pela NRGI1p, incluindo a fosforilacdo de
ErbB2/4, fosforilacdo de Akt e o efeito inotrdpico
negativo. A inibi¢do do efeito inotrépico negativo
da NRG1p sugere um papel na potenciagdo do efeito
contractil positivo da ET-1 no coragdo. Neste contexto,
admite-se que os receptores ET, ndo promovem o
crescimento do coracdo adulto pela transactivagdo de
ErbB2/4, mas provavelmente pela via de sinalizacao
Raf-1/MEK/Erk1/2.

CONCLUSAO

O desenvolvimento de disfun¢do ventricular
associada ao uso de anticorpos contra o receptor
ErbB2 em pacientes com cancro da mama evidenciou
pela primeira vez a importancia da via de sinalizacdo
NRGI1/ErbB e o papel cardioprotector da NRG1 no
cora¢do adulto. Os estudos subsequentes realizados
em condig¢des in vitro e in vivo, nomeadamente
em ratinhos transgénicos e mais recentemente em
humanos, tém permitido clarificar os efeitos e as
respectivas vias de sinalizagdo associados ao sistema
NRGI1/ErbB no corag¢do adulto. Para além de ser
fundamental durante o desenvolvimento cardiaco, o
sistema NRG1/ErbB tem demonstrado o seu papel na
promocao do crescimento da sobrevivéncia miocardica,
no desempenho miocardico, no balanco simpatico-
vagal e nas alteragdes de fenotipo induzidas por
sobrecarga no coracdo adulto. A compreensdo plena
deste sistema possibilitara o planeamento de estratégias
de prevencdo e de combate da disfun¢do cardiaca em
pacientes que recebem trastuzumab e antraciclinas,
bem como a produgdo de farmacos que dissociem os
efeitos benéficos dos efeitos adversos deste tipo de
tratamento. No entanto, para além da possibilidade de
ultrapassar os efeitos colaterais de uma terapéutica, o
esclarecimento desta via molecular apresenta-se como
uma nova oportunidade diagnostica e terapéutica para
as doengas cardiovasculares.
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