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RESUMO

SENGER, N. Papel da Angiotensina-(1-7) e das vias de sinalizacdo
PISK/Akt/FOXO e PI3K/AKt/mTOR na hipertrofia cardiomiocitica induzida por
hormonio tireoidiano. 2019. 112 f. Tese (Doutorado em Biologia de Sistemas) — Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2019.

Elevados niveis de hormonios tireoidianos (HT), como aqueles encontrados no
hipertireoidismo, induzem a hipertrofia das células musculares cardiacas, a qual se confirma
experimentalmente in vivo e in vitro. Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que elevados niveis plasmaticos do peptideo Angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7))
inibem a hipertrofia cardiaca induzida pelos HT em ratos. Entretanto, 0s mecanismos
moleculares envolvidos nessas agdes da Ang-(1-7) ainda ndo foram totalmente elucidados e
mais estudos sdo necessarios. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
possivel envolvimento das vias de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR e PI3K/Akt/FOXO para a
deflagracdo desse efeito anti-hipertréfico promovido pela Ang-(1-7). Para isso, culturas
priméarias de cardiomidcitos obtidas a partir de ratos neonatos foram preparadas e tratadas
com triiodotironina (T3) e/ou Ang-(1-7). Os resultados obtidos por diferentes técnicas
experimentais mostraram significativa acdo anti-hipertrofica da Ang-(1-7) frente as acGes
troficas do T3 in vitro, ocorrendo mediante a ativacdo do receptor MAS. Em relacdo aos
mecanismos moleculares, o tratamento com T3 ou Ang-(1-7) levou ao aumento da Akt
fosforilada, indicando a ativacdo dessa quinase, assim como da proteina downstream mTOR.
Por outro lado, embora o T3 ndo influencie na atividade de FOXO3, o tratamento com Ang-
(1-7) resultou na ativacao desta proteina, evidenciada por uma reducdo na sua forma inativa
(p-FOX03), bem como por seu maior acimulo nuclear. A ativacdo de FOXO3 mostrou-se ser
fundamental para os efeitos anti-hipertréficos da Ang-(1-7). Como consequéncia ao aumento
de FOXO3, foi observada maior expressdo das enzimas antioxidantes (superéxido dismutase e
catalase) e menor concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células tratadas
com Ang-(1-7). Além disso, uma outra contribuicdo interessante deste estudo foi a observacéo
de uma regulacdo negativa nos niveis do receptor AT1 e do peptideo Angiotensina Il (Ang I1)
frente ao tratamento com Ang-(1-7) nos cardiomidcitos. Em conjunto, esses resultados
sugerem um novo mecanismo anti-hipertroéfico da Ang-(1-7) frente as a¢des do T3, o que

pode vir a contribuir para o estudo de futuros alvos terapéuticos.
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ABSTRACT

SENGER, N. Role of Angiotensin-(1-7) and PI3K/AKt/FOXO and
PIBK/Akt/mTOR signaling pathway in thyroid hormone-induced cardiomyocytic
hypertrophy. 2019. 112 p. PhD Thesis (Lyfe Systems Biology) — Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2019.

High levels of thyroid hormone (TH), such as found in hyperthyroidism, induce a
hypertrophic phenotype in cardiac muscle cells, which is experimentally confirmed in vivo
and in vitro conditions. Previous results from our group demonstrated that the upregulation of
Angiotensin-(1-7) peptide (Ang-(1-7)) is able to prevent the TH-induced cardiac hypertrophy.
However, the molecular mechanisms involved in these Ang-(1-7) effects have not been fully
elucidated and further studies are needed. In this context, the present study aimed to evaluate
the possible involvement of the PISK/Akt/mTOR and PI3K/Akt/FOXO signaling pathways in
the Ang-(1-7) antihypertrophic effect. Primary cultures of cardiomyocytes obtained from
neonatal Wistar rats were prepared and treated with triiodothyronine (T3) and/or Ang-(1-7).
The results showed a significative antihypertrophic effect of Ang-(1-7) against the trophic
actions of T3 in vitro, which has been confirmed by different experimental approaches and
occurs through the activation of MAS receptor. Regarding molecular mechanisms, treatment
with T3 or Ang-(1-7) led to increased phosphorylated Akt (serine 473 and threonine 308) in
cardiomyocytes, indicating the activation of this kinase, as well as the downstream protein
mTOR. On the other hand, although T3 does not influence the FOXO3 activity, treatment
with Ang-(1-7) resulted in its activation, evidenced by reduction in its inactive form (p-
FOXO03), as well as by greater nuclear accumulation of this protein, which proved to be
essential for the Ang-(1-7) antihypertrophic effect. In addition, as consequence of increased
FOXO3, high expression of antioxidant enzymes (superoxide dismutase and catalase) and low
reactive oxygen species (ROS) concentration were observed in cells treated with Ang-(1-7).
Interestingly, a negative regulation of AT1 receptor and Angiotensin Il (Ang I1) levels were
detected in cells treated with Ang-(1-7). Together, these results suggest a new
antihypertrophic mechanism of Ang-(1-7) in T3-induced cardiomyocyte hypertrophy, which

may contribute to the study of future therapeutic targets.

Keywords: Cardiac hypertrophy. thyroid hormone. Renin Angiotensin System. Angiotensin-
(1-7). mTOR. FOXO. SOD1. Catalase. Reactive oxygen species.



1. INTRODUCAO

1.1 Hipertrofia cardiaca

As doencas cardiovasculares continuam sendo a principal causa de morbidade e
mortalidade no mundo ocidental, sendo a insuficiéncia cardiaca a doencga cardiovascular com
maior crescimento nas Ultimas décadas. Embora diferentes estimulos possam induzir a
insuficiéncia cardiaca, uma resposta inicial comum a esses estimulos é um processo de
crescimento do coragdo, chamado de “hipertrofia cardiaca” (KANNEL, 2000; HOBBS,
2004). Neste contexto, de maneira geral, a instalacdo de um processo hipertréfico no coracéo
consiste em um mecanismo compensatdrio ou adaptativo do coragdo, a fim de diminuir o
estresse da parede ventricular e manter, ou até mesmo aumentar, a funcdo do coragdo
(revisado em MAILLET; van BERLO; MOLKENTIN, 2013). No entanto, a longo prazo, a
hipertrofia cardiaca predispde o coracdo a eventos arritmicos, morte celular e aumento do
namero de células ndo musculares (proliferacdo de fibroblastos), o que resulta em fibrose do

Orgdo e progressdo para o quadro de insuficiéncia cardiaca (BERENJI et al., 2005).

Os estimulos iniciais para instalacdo de um processo hipertrofico podem ser amplamente
agrupados em estimulos biomecanicos e sensiveis ao estiramento, ou estimulos neuro-
humorais, que estdo associados a liberacdo de citocinas, fatores de crescimento peptidicos ou
horménios, a exemplo dos hormonios tireoidianos (revisado em HEINEKE; MOLKENTIN,
2006).

Em nivel celular, 85% do volume do coracdo é composto pelos cardiomidcitos, que
representam as células musculares e contém uma série de unidades contrateis basicas
chamadas de sarcomeros (HEINEKE; MOLKENTIN, 2006). Ao contrério das demais células
gue compdem o coracdo (tais como células endoteliais, fibroblastos, células musculares lisas,
entre outras), os cardiomidcitos apresentam pequena capacidade de proliferar apds o
nascimento (BERGMANN et al., 2009; KAJSTURA et al., 2012). Nesse sentido, 0 processo
de hipertrofia cardiaca ocorre principalmente através do aumento do tamanho dos
cardiomidcitos individuais e, portanto, ndo é acompanhado por multiplicagdo dessas células
(BERNARDO et al., 2010). Tal crescimento deve-se a adicdo de sarcomeros em paralelo ou
em serie nos cardiomidcitos, instalando uma hipertrofia concéntrica ou excéntrica
respectivamente, o que requer, a principio, um aumento na sintese proteica (esquematizado na
Figura 1) (GROSSMAN; JONES; McLAURIN, 1975).



Concentric hypertrophy

| hearts have thick walls and small cavities

Normal heart

L A / ///
A
» 5 stimulus<
oy s
A AN
£ ¢ VN N

Eccentric hypertrophy

sarcomeres added in parallel
increase myocyte cell width

[ ) ~

Normal myocyte N

| hearts have thin walls and large cavities

== sarcomeres added in series

\ — - 5 increase myocyte cell length

Figura 1. Diferentes fen6tipos de hipertrofia cardiaca. A adicdo de sarcomeros em paralelo resulta em
hipertrofia concéntrica, a qual é caracterizada pelo espessamento da parede ventricular em detrimento
da cavidade ventricular. Por outro lado, a adicdo de sarcOmeros em série resulta na hipertrofia
excéntrica, caracterizada pela presenca de parede ventricular fina com aumento da cavidade
ventricular (Adaptado de BERNARDO et al., 2010).

Em relagdo aos mecanismos moleculares envolvidos na hipertrofia cardiaca, diferentes
vias de sinalizacdo intracelular relacionadas com o aumento da sintese proteica ja foram
descritas por participarem desse processo (revisado em HAQ et al., 2001). Além disso,
durante a hipertrofia do cardiomidcito também sdo observadas alteracfes na transcri¢do de
inimeros genes e ativacdo de genes fetais que voltam a ser expressos na fase adulta, tais como
peptideo natriurético cerebral (BNP), peptideo atrial natriurético (ANP) e miosina de cadeia
pesada do tipo B (B-MHC), os quais podem ser considerados marcadores hipertroficos
(OGAW; BOLD, 2014).

Entretanto, embora diversos trabalhos venham contribuindo para o melhor entendimento
deste processo, muitos eventos ainda ndo foram totalmente elucidados, visto a complexidade
de inumeras vias de sinalizacdo envolvidas, as quais, muitas vezes, convergem em respostas
comuns. Nesse sentido, a elucidagdo de novos mecanismos, assim como a interagdo com
outros sistemas e moléculas, € fundamental para a compreensdo do processo hipertrofico por

inteiro, além de contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.



1.2 Hormonio tireoidiano e o coragao

A glandula tireoide é responsavel pela sintese de dois importantes hormonios: Tiroxina
(T4) e Triiodotironina (T3). Embora o T3 seja considerado 0 hormonio biologicamente ativo,
a maior sintese hormonal desta glandula corresponde ao T4. Contudo, na circulacdo ou em
tecidos especificos, como no caso do coragdo, o T4 é rapidamente convertido em T3 por acdo
das enzimas iodotironinas desiodases tipo | e 1l (D1 e D2), responséveis por promover uma
reacao de monodesiodacao (BIANCO; BRIAN, 2006).

Dentre as diversas acdes fisioldgicas atribuidas ao T3 no organismo em geral, 0 coracao
corresponde a um dos principais 6rgaos-alvo deste horménio (KLEIN; OJAMAA, 2001).
Quando em altas concentragGes, os hormonios tireoidianos (HT) promovem aumento da forga
e da velocidade de contracdo sistolica, além de uma queda na resisténcia periférica vascular
(KLEIN; OJAMAA, 2001). O aumento do volume sistolico e da frequéncia cardiaca é
determinante para a acdo dos HT aumentando o débito cardiaco, contribuindo para o aumento
da pressdo arterial sistolica (DANZI; KLEIN, 2012). Sendo assim, disfun¢des na glandula
tireoide estdo muito associadas com doencas cardiovasculares, uma vez que O
hiperdinamismo cardiaco, frequentemente observado em pacientes hipertireoideos, no longo

prazo, resulta em taquicardia, arritmia cardiaca e fibrilacéo atrial (DANZI; KLEIN, 2012).

Quando em altas concentragfes, os HT também sdo responsaveis por desencadear um
processo hipertréfico no coracdo mediante uma acdo direta desses hormonios nos
cardiomiécitos (KAHALY, DILMANN, 2005). A hipertrofia cardiaca induzida por elevados
niveis de HT € caracterizada inicialmente como uma hipertrofia concéntrica e compensada,
uma vez que inicialmente ndo acarreta em prejuizos a funcdo do coracdo. No entanto, a longo
prazo, os elevados niveis séricos de T3 podem acarretar em uma hipertrofia com prejuizos
funcionais, também chamada de hipertrofia descompensada, com alteracdes na excitabilidade
cardiaca e danos mitocondriais, podendo progredir para insuficiéncia cardiaca (SIU et al.,
2007; MAYTY etal., 2013).

Em relagdo aos mecanismos moleculares, as a¢Ges dos HT modulando o trofismo
cardiaco ocorrem por agdes gendmicas, decorrentes de sua ligacdo a receptores nucleares
especificos, denominados receptores TRs, a qual leva a regulagdo da expressdo de seus genes
alvos. Para que essas acfes gendmicas ocorram sdo necessarias algumas horas (KLEIN;
OJAMAA, 2001). No entanto, outra visao a respeito das acdes dos HT foi proposta ha alguns
anos, denominada de acdo ndo genémica. Estas a¢cGes ocorrem de maneira independente da

ligagdo dos HT aos receptores TRs nucleares, permitindo agdes extranucleares muito répidas,



na ordem de segundos ou minutos. Tais a¢des estdo intimamente relacionadas com alteragfes
pos-transcricionais de proteinas, a exemplo da regulacdo do estado de fosforilagdo de algumas
proteinas envolvidas em diferentes vias de sinalizacdo (YEN, 2001; DAVIS; LEONARD;
DAVIS, 2008). Neste contexto, ja foi demonstrado que o T3 é capaz de ativar diversas vias de
sinalizagdo que participam do processo hipertréfico no coragdo, a exemplo das vias
PI3K/Akt/mTOR (fosfoinositideo 3-quinase/ proteina quinase B/ mammalian target of
rapamycin), AMPK (proteina quinase ativada por AMP), ERK (quinase extracelular regulada
por sinal), MyD88/NF-kB (fator de diferenciacdo mieloide 88/ fator nuclear kappa B), NFAT
(fator nuclear das células T ativadas) entre outras (KENESSEY; OJAMAA, 2006;
IORDANIDOU; HADZOPOULOU-CLADARAS; LAZOU, 2010; TAKANO; DINIZ,
BARRETO-CHAVES, 2013; TAKANO et al., 2017).

Além disso, varios relatos da literatura também revelaram aumento de enzimas oxidativas
e de espécies reativas de oxigénio (EROs), bem como uma diminuicdo das enzimas
antioxidantes em coragOes hipertireoideos, indicando um estado de estresse oxidativo
aumentado nesse oOrgdo (ASAYAMA et al.,, 1987; ASAYAMA et al., 1989a, 1989b;
GREDILLA; BARJA; LOPEZ-TORRES, 2001; MORENO et al., 2005; ARAUJO et al.,
2008). Estendendo esses dados, foi demonstrado que o tratamento combinado com
antioxidantes é capaz de prevenir a hipertrofia cardiaca induzida por HT in vivo e in vitro,
evidenciando um importante papel também das EROs para o processo hipertro6fico no coragéo
(ARAUJO et al., 2011; MISHRA et al., 2019).

1.3 Sistema Renina-Angiotensina

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) é um sistema enddcrino fundamental para a
manutencdo da homeostasia do sistema cardiovascular. Neste sentido, um desbalanco em seus
componentes pode acarretar em hipertensdo arterial, aterosclerose, hipertrofia cardiaca e
insuficiéncia cardiaca (NAVAR, 2014).

O SRA classico é composto inicialmente pela Renina, produzida pelas células justa-
glomerulares do rim, cuja fungéo é clivar o Angiotensinogénio (Ang) em Angiotensina I (Ang
1), um decapeptideo biologicamente inativo. Por acdo da Enzima Conversora de Ang | (ECA),
localizada em células vasculares endoteliais, a Ang | é convertida em Angiotensina Il (Ang
I1), um octapeptideo biologicamente ativo e considerado por muito tempo como o principal
peptideo efetor desse sistema (CORVOL et al., 1995). A Ang Il se liga a dois receptores



especificos acoplados a proteina G, AT1 e AT2 (Figura 2). Quando o receptor AT1 é ativado
pela Ang Il promove efeitos vasoconstritores, contribui para o desenvolvimento de
aterosclerose e respostas inflamatorias, além de ativar diversas vias hipertroficas nos
cardiomidcitos, tais como MAPK (proteina quinase ativada por mitdgeno) e ERK1/2, as quais
estéo relacionadas com a instalacdo de uma hipertrofia descompensada com fibrose e morte
celular (GRIENDLING et al., 1997; BALAKUMAR; JAGADEESH, 2014). O receptor AT2,
por sua vez, apresenta importante participacdo no desenvolvimento embriologico e, quando
ativado pela Ang Il, promove efeitos na maioria das vezes contrarios aos deflagrados pela
ativacdo do receptor AT1, como efeitos vasodilatadores e anti-hipertroficos (NOUET;
NAHMIAS, 2000; DANYEL et al., 2013).

Apesar do SRA ter sido considerado, por muito tempo, apenas um sistema enddcrino
dependente da atividade da renina sintetizada pelos rins, hoje ja se sabe que existe 0 SRA
local, uma vez que diversos tecidos sdo capazes de sintetizar, no seu interior, alguns dos
componentes deste sistema de forma independente do SRA circulante (DZAU et al, 1986;
DZAU; RE, 1987). No coracdo, ja foi verificada a expressdo génica de Ang, ECA e dos
receptores AT1 e AT2, possibilitando a sintese local de Ang Il, bem como a sua acao,
mediante ligacdo aos receptores (RE, 2004). E importante ressaltar que aproximadamente
90% da Ang | e 75% da Ang Il presentes no coracdo sdo provenientes da sintese local,
demonstrando a importancia do SRA local (VAN KATS et al., 1998). Posteriormente,
também foi descrito o SRA subcelular ou intracrino, como é o caso do SRA presente na
mitoc6ndria, no reticulo endoplasmatico e no nicleo, os quais agem de maneira independente
do SRA local e do circulante (TADEVOSYAN et al., 2010; ABADIR et al., 2011; ABADIR,;
WALSTON; CAREY, 2012).

1.4 Angiotensina-(1-7)

Alem dos peptideos constituintes do SRA cléssico, apresentados no item 1.3, outros
peptideos foram identificados posteriormente, como o heptapeptideo Angiotensina-(1-7)
(Ang-(1-7)), o que permitiu uma visdo muito mais ampla sobre as agfes fisiopatoldgicas
atribuidas a este sistema (revisado em BALAKUMAR; JAGADEESH, 2014; SANTOS et al.,
2019).

A principal sintese da Ang-(1-7), no coracdo, ocorre a partir da Ang Il, por acdo da
Enzima Conversora de Angiotensina Il (ECA2) (SANTOS et al., 1988). Por outro lado, a



ECAZ2 também pode clivar a Ang | em Angiotensina-(1-9) (Ang-(1-9)) (DONOGHUE et al.,
2000), a qual ird ser convertida em Ang-(1-7) pela acdo enzimética da ECA ou da
endopeptidase neutra (NEP) (RICE et al., 2004). Além disso, a Ang-(1-7) tambeém pode ser
sintetizada diretamente da Ang | por acdo da NEP e da propil-endopeptidase (PEP)
(KEIDAR; KAPLAN; GAMLIEL-LAZAROVICH, 2007) (Esquematizado na Figura 2).

A Ang-(1-7) se liga a um receptor especifico acoplado a proteina G (GPCR), denominado
receptor MAS (SANTOS et al., 2003b), o qual foi originalmente descrito em 1986 por Young
e colaboradores como um proto-oncogene humano. Quando este receptor € ativado pela Ang-
(1-7) promove diversas agdes cardioprotetoras, tais como efeitos vasodilatadores, uma vez
que aumenta a sintese de 6xido nitrico (NO) por ativacdo da via PI3K/Akt/NO e potencializa
os efeitos da bradicinina, diminui a resposta inflamatéria e promove efeitos anti-
arritmogénicos (SAMPAIO et al., 2007; DIAS-PEIXOTO et al., 2008). No cardiomidcito, a
Ang-(1-7) promove respostas anti-hipertroficas, visto que impede ativacdo das MAPKSs
(TALLANT; FERRARIO; GALLACHER, 2005) e ativa a via anti-hipertrofica NO/GMPc
(ENEAS et al., 2009), além de agir sobre proteinas associadas com o remodelamento
cardiaco, diminuindo a deposi¢édo de coldgeno (GROBE et al., 2006). Sendo assim, a Ang-(1-
7) apresenta acdes cardioprotetoras, opostas as acfes da Ang Il via receptor AT1 e, portanto,
corresponde a um importante braco contra-regulatério dentro do SRA (BALAKUMAR,;
JAGADEESH, 2014).

Em relacdo ao metabolismo da Ang-(1-7), esse peptideo pode ser clivado pela
aminopeptidase A (AP), formando a Angiotensina-(2-7), ou pela ECA formando a
Angiotensina-(1-5) (revisado em SANTOS et al., 2018). Além disso, mais recentemente foi
descrito que a Ang-(1-7) também pode ser convertida em um peptideo com acdo bioldgica,
denominado de Alamandina, ou também chamada de Ala-Ang-(1-7) (LAUTNER et al., 2013)
(Figura 2). A Alamandina apresenta um aminoacido Alanina (Ala) que substitui 0 aminoacido
Aspartato (Asp) da Ang-(1-7); nesse sentido a formacdo de Amalandina pode ocorrer pela
descarboxilacdo de Asp (revisado em SANTOS et al., 2018). Assim como a Ang-(1-7),
diversos estudos tém demonstrado um efeito protetor da Alamandina no sistema
cardiovascular (revisado em SANTOS et al., 2019). Entretanto, embora a semelhanga quimica
entre esses dois peptideos, a Alamandina se diferencia da Ang-(1-7) por interagir
preferencialmente com o receptor denominado MrgD (Mas-related G-protein coupled
receptor member D), o qual também é acoplado a proteina G (LAUTNER et al., 2013;
revisado em QARADAKI; APOSTOLOULOS; ZULLLI, 2016).



Angiotensinogénio

Renina ‘

ECA2 . .
S

NEP ECA
FEP NEP
ECA?2 :
Sl o517 I

AP
\ECA Angiotensina-~(2-7)

Angiotensina-(1-5)

Figura 2. A cascata do Sistema Renina-Angiotensina. ECA, enzima conversora de Angiotensina;
ECAZ2, enzima conversora de Angiotensina Il; NEP, endopeptidase neutra; PEP, propil-endopeptidase;
AP, aminopeptidase A; AT1, receptor de Angiotensina Il tipo I; AT2, receptor de Angiotensina Il tipo
Il (Adaptado de SANTOS et al., 2018).

1.5 “Cross-talk” entre HT e SRA

Trabalhos anteriores do nosso grupo, assim como de outros pesquisadores, demonstraram
um importante “cross-talk” entre os HT e 0 SRA, visto que elevados niveis circulantes de T3
promovem aumento dos niveis séricos e cardiacos de renina, Ang Il e de seus receptores, AT1
e AT2 (MARCHANT; BROWN; SERNIA, 1993; KOBORI et al., 1997; CARNEIRO-
RAMOS et al., 2006; DINIZ et al., 2012). Além disso, este sistema é um mediador chave para
a hipertrofia cardiaca induzida por HT, uma vez que a inibi¢do da sintese ou das a¢des da Ang
I, por inibicdo da ECA ou dos receptores AT1 e AT2, foi capaz de prevenir total ou
parcialmente a hipertrofia cardiaca induzida por T3, comprovando uma importante
participacdo dos componentes do SRA nas acles troficas dos HT (HU et al., 2003;
CARNEIRO-RAMOS et al., 2010).

Em relacdo ao eixo ECA2/Ang-(1-7)/MAS, dados do nosso grupo demonstraram uma
ativacdo desse eixo em ratos hipertireoideos, com aumento dos niveis cardiacos de Ang-(1-7)
e do receptor MAS, além de um aumento na atividade enzimatica da ECA2 cardiaca (DINIZ
et al., 2016). Sendo assim, os componentes contra-regulatérios do SRA também estdo



ativados no hipertireoidismo e podem estar contribuindo para modular a hipertrofia cardiaca
em resposta aos elevados niveis de T3.

Nesse sentido, um recente trabalho do nosso laboratorio demonstrou prevencdo da
hipertrofia cardiaca e melhora da funcdo cardiaca em ratos transgénicos que superexpressam
Ang-(1-7) e foram induzidos ao hipertireoidismo; evidenciando uma importante acéo
cardioprotetora desse heptapeptideo frente as a¢des cardiacas do T3 (SENGER et al., 2018).
Com isso, 0 aumento de Ang-(1-7) sérica poderia corresponder a uma estratégia adicional ao
tratamento das cardiopatias comumente observadas em pacientes hipertireoideos, visto que
estes pacientes, na maioria das vezes, sdo tratados com beta-bloqueadores, além de terem os
seus niveis de T3 e T4 controlados. Embora tenhamos conhecimento a respeito do importante
papel cardioprotetor desencadeado pela Ang-(1-7) no modelo de hipertrofia induzida pelo
hipertiroidismo in vivo, os mecanismos moleculares e as vias de sinalizacdo que estariam
envolvidas na cardioprotecdo promovida pela Ang-(1-7) ainda ndo foram totalmente

elucidados, e € neste contexto que o presente estudo vem a contribuir.

1.6 Via de Sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR

Dentre as diversas vias de sinalizacdo que sdo recrutadas pela acdo dos HT nos
cardiomidcitos, nosso grupo de pesquisa, assim como outros autores, tem verificado uma
importante participacdo da via PI3K/Akt/mTOR (PANTOS et al., 2008; DINIZ; CARNEIRO-
RAMOS; BARRETO-CHAVES, 2009). Neste sentido, os HT interagem com 0s receptores
TRa presentes no citoplasma de cardiomidcitos, o que promove a ativagdo de PI3K e
consequente fosforilacdo de Akt nos residuos treonina (thr) 308 e serina (ser) 473 (OJAMAA,;
KENESSEY, 2006). A Akt fosforilada, por sua vez, ir4 fosforilar e ativar mTOR, o qual esta
envolvido com a regulacdo de proteinas que controlam a traducdo de mRNA, tal como a
proteina ribossomal S6K (Figura 3) (GINGRAS; RAUGHT,; SONENBER, 2001). Sendo
assim, a ativacdo de mTOR ¢é responsavel por aumentar a sintese proteica mediante a
estimulacdo da traducdo proteica (DINIZ; CARNEIRO-RAMOS; BARRETO-CHAVES,
2009; YAN et al., 2015). A ativacdo dessa via de sinalizacdo é indispensavel ao processo
hipertrofico promovido pelos HT, uma vez que a inibi¢cdo da mesma, por inibi¢do de PI3K ou
de mTOR, inibe este processo (DINIZ; CARNEIRO-RAMOS; BARRETO-CHAVES, 2009).

Dentre 0os mecanismos regulatdrios da ativagdo de mTOR, a proteina PRAS40 (40kDa

proline-rich Akt substrate - também chamada de AKT1S1), quando no estado ndo fosforilado,



pode ligar-se a mTOR, impedindo sua fosforilagdo e atuando, portanto, como um inibidor de
mTOR (VANDER HAAR et al., 2007). Embora os estudos ainda sejam incipientes, em
células endoteliais foi demonstrado que o tratamento com Ang-(1-7) é capaz de desfosforilar
PRAS40 na thr 246 (VERANO-BRAGA et al., 2012). Esse resultado sugere que a Ang-(1-7)
induz a ligacdo de mTOR com PRAS40, levando a inativacdo de mTOR (VERANO-BRAGA
et al., 2012). Embora esse trabalho tenha demonstrado a modulacdo de mTOR frente ao
tratamento com Ang-(1-7) em células endoteliais, ndo temos conhecimento de outros relatos
na literatura mostrando que mTOR possa estar envolvida nas acbes da Ang-(1-7) em
cardiomidcitos. Assim, este talvez corresponda a um potencial mecanismo que possa explicar
os efeitos anti-hipertréficos da Ang-(1-7) e por esse motivo merece ser investigado com maior

profundidade, conforme sugerido na Figura 3.
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Figura 3. Esquema representativo da via de sinalizagdo PI3K/Akt/mTOR ativada pelos HT nos
cardiomidcitos. O T3 interage com o receptor TRa no citoplasma, o que resulta na rapida ativacdo de
PI3K e fosforilagdo da Akt nos residuos ser 473 e thr 308. Por sua vez, Akt ativa ira fosforilar mTOR,
resultando no aumento da sintese proteica e, consequentemente, na hipertrofia do cardiomiécito. Por
outro lado, em células endoteliais, j& foi demonstrado que a Ang-(1-7), via receptor MAS, desfosforila
PRAS40, a qual interage com mTOR e promove a inativacdo da mesma; o que poderia corresponder a
um mecanismo anti-hipertrofico deste peptideo (SENGER, 2019).



1.7 Via de Sinalizagio PI3K/Akt/FOXO

Os fatores de transcrigdo da familia Forkhead box O (FOXO) estdo relacionados com a
regulacdo de importantes funcgdes fisiologicas celulares como, por exemplo, de proliferacao
celular, metabolismo, controle do ciclo celular, degradacdo de proteinas (protedlise) e
apoptose (TRAN et al., 2003; HUANG; TINDALL, 2007). A subfamilia FOXO é composta
por 4 membros, FOXO1, FOX03, FOX04 e FOX06 (BIGGS; CAVENEE; ARDEN, 2001),
sendo que os membros FOXO1 e FOXO3 apresentam papel critico na manutencao da fungéo
cardiaca e no controle do tamanho da célula muscular cardiaca (RONNEBAUM,;
PATTERSON, 2010). Em camundongos, a delecdo génica de FOXO1 leva a morte fetal,
enquanto que a de FOXO3 leva a geracdo de animais normais ao nascimento, mas com
hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca na fase adulta (HOSAKA et al., 2004; NI et al.,
2006).

O principal mecanismo de regulacdo de FOXO ocorre mediante sua fosforilagdo pela Akt
(KOPS et al., 1999). Quando PI3K fosforila Akt nos residuos ser 473 e thr 308, a Akt migra
para o nucleo, onde é responsavel por fosforilar a FOXOL1 nos residuos thr 24 e ser 256 e 319
e a FOXO3 nos residuos thr 32 e ser 253 e 315. No nucleo, a FOXO fosforilada pela Akt se
liga & proteina 14-3-3, é inativada e o complexo FOXO-14-3-3 é translocado para o
citoplasma (Figura 4) (BROWNAWELL et al., 2001; BRUNET et al., 2002). Apesar de
PI3K-Akt ser o principal mecanismo de regulagdo da FOXO, SGK1 (Serum/glucocordicoid
regulated kinase 1) (BRUNET et al.,, 2001), CDK2 (quinase dependente de ciclina 2)
(HUANG et al., 2006) e IkB também s&o capazes de fosforilar e inativar FOXO (HU et al.,
2004; RONNEBAUM; PATTERSON, 2010).

Em animais transgénicos que superexpressam a forma ativa da Akt, foi verificada a
instalacdo de um processo hipertrofico no coracdo, acompanhado pela inativacdo de FOXO
(CONDORELLI et al., 2002; MATSUI et al., 2002). O aumento na ativacdo de Akt e,
consequentemente, na inativacdo de FOXO, contribui para o processo hipertréfico, uma vez
que a reducdo de FOXO resulta na menor expressao de seus genes alvos, tais como Atrogin
(Muscle-atrophy F-box, também chamado de MAFbx) e MURF-1 (Muscle RING-Finger
protein-1). Estes genes codificam proteinas denominadas de E3-ligases, as quais, no musculo
cardiaco, participam do controle do crescimento do coracdo, visto que promovem a
ubiquitinacdo de proteinas e, consequente, inativacao e degradacdo das mesmas (SKURK et
al., 2005; ZENG et al., 2013).



Neste contexto, dados recentes do nosso grupo de pesquisa evidenciaram que coragdes de
animais submetidos ao hipertiroidismo e que desenvolveram hipertrofia cardiaca apresentam
reducdo na expressdo génica de MURF-1, o que pode sugerir uma inativacdo de FOXO
(LINO; DEMASI; BARRETO-CHAVES, 2019). Entretanto, pouco se sabe sobre o efeito do
T3 na atividade de FOXO e, portanto, mais estudos sdo necessarios. Corroborando esses
resultados prévios, a inativagdo de FOXO foi verificada em outros modelos de hipertrofia
cardiaca, a exemplo da hipertrofia cardiaca induzida por Ang Il ou por sobrecarga de pressao
(SKURK et al., 2005; NI et al., 2006).

Por outro lado, ainda no que diz respeito a via de sinalizacdo de FOXO, Verano-Braga
e colaboradores (2012) demonstraram que o tratamento com Ang-(1-7), em células
endoteliais, diminui a fosforilacdo de FOXO 1 na ser 256 e aumenta a concentra¢do nuclear
dessa proteina, indicando sua ativacdo frente ao tratamento com Ang-(1-7). Além disso, o
tratamento com Ang-(1-7) também promoveu maior acimulo nuclear de FOXO 1 em
linhagem de células tumorais (A549), provavelmente por uma resposta anti-proliferativa da
Ang-(1-7) (VERANO-BRAGA et al., 2012). Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para
verificar uma possivel ativacdo de FOXO pela Ang-(1-7) também em cardiomidcitos, bem
como a participacdao de FOXO nos efeitos anti-hipertréficos desse peptideo frente as acdes do
T3. Neste contexto, o presente estudo foi elaborado com o intuito de ampliar o conhecimento
a respeito dos mecanismos moleculares deste peptideo, 0 que pode vir a contribuir para o

estudo de futuros alvos terapéuticos.
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Figura 4. Esquema da via de sinalizagdo PI3K/Akt/FOXO. Diferentes estimulos hipertroficos ativam
PI3K e Akt, a qual inativa FOXO e promove a sua expulsdo nuclear. Entretanto, em células
endoteliais, a Ang-(1-7), via receptor MAS, aumenta FOXO1 no ndcleo, o que permite maior
transcricdo de seus genes alvos e, possivelmente, um efeito anti-hipertréfico (SENGER, 2019).



7.0 CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que:

O tratamento com T3 promove hipertrofia dos cardiomidcitos, a qual é prevenida pelo
tratamento concomitante com Ang-(1-7), mediante ativagéo do receptor MAS.

O tratamento com T3, bem como com Ang-(1-7), é capaz de ativar completamente a
quinase Akt e sua proteina downstream mTOR em cardiomidcitos, 0 que sugere que esta

via de sinalizacdo ndo esta relacionada com os efeitos anti-hipertroficos da Ang-(1-7).

Em relacdo a via de sinalizacdo envolvendo FOXO3, embora o tratamento com T3 ndo
apresente efeito sobre atividade dessa proteina, a Ang-(1-7), via receptor MAS, é capaz de
ativar FOXO03 e, consequentemente aumentar a expressao de seus alvos downstream
(SOD1 e catalase), mostrando-se ser fundamental para o efeito anti-hipertréfico do
peptideo. Além disso, o tratamento com Ang-(1-7), via FOXO3, reduziu o aumento de

EROs promovido pelo tratamento com T3.

Os HT aumentam rapidamente a expressdo proteica do receptor AT1 e de Ang I/11, o que é

prevenido pelo tratamento concomitante com Ang-(1-7) nos midcitos cardiacos.

O tratamento com T3 e/ou Ang-(1-7) n&o alterou a expresséo proteica do receptor MrgD.

Dessa forma, em suma, os resultados obtidos no presente estudo elucidaram um

mecanismo anti-hipertrofico da Ang-(1-7) blogueando os efeitos tréficos do T3 em

cardiomidcitos in vitro, o que pode vir a contribuir com estudos futuros que visem a

prospeccéo de alvos terapéuticos.
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