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Pioglitazona Induz Apoptose e Inibe Hipertrofia de Cardiomiocitos
pela Via de Sinalizacao do VEGFR-2

Pioglitazone Induces Cardiomyocyte Apoptosis and Inhibits Cardiomyocyte Hypertrophy Via VEGFR-2
Signaling Pathway
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Resumo

Fundamento: A pioglitazona tem sido amplamente utilizada como droga sensibilizadora da insulina para melhorar o
controle glicémico em pacientes com diabetes mellitus tipo 2. No entanto, o risco cardiovascular bem como os efeitos
protetores da pioglitazona ainda sao controversos.

Objetivos: Neste estudo, investigamos se os efeitos da pioglitazona sobre a apoptose e a hipertrofia de cardiomidcitos
ocorrem via regulacao da via de sinalizacao do VEGFR-2.

Métodos: os cardiomiécitos foram isolados enzimaticamente dos ventriculos de ratos Sprague-Dawley de 1-3 anos de
vida. Os efeitos da pioglitazona e do inibidor seletivo de VEGFR-2 apatinib sobre a taxa de apoptose dos cardiomiécitos
foram avaliados por citometria de fluxo, e a hipertrofia avaliada por incorporacao de leucina-[*H]. As expressoes
de VEGFR-2, Akt, P53, e mTOR fosforiladas e nao fosforiladas foram determinadas por Western Blotting. Analise de
variancia (ANOVA) foi usada para avaliar diferencas entre os grupos.

Resultados: a pioglitazona e o apatinib reduziram a viabilidade e a hipertrofia de cardiomiécitos induzida por angiotensina
Il in vitro. Além disso, no mesmo modelo in vitro, a pioglitazona e o apatinib aumentaram significativamente a expressao
de Bax e P53 fosforilada, e diminuiu a expressao de VEGFR-2, Akt, e mTOR, que promove hipertrofia de cardiomidcitos.

Conclusoes: Esses resultados indicam que a pioglitazona induz a apoptose e inibe a hipertrofia de cardiomiécitos pela
modulacdo da via de sinalizacao de VEGFR-2. (Arq Bras Cardiol. 2018; 111(2):162-169)

Palavras-chave: Apoptose; Midcitos Cardiaco; Cardiomegalia; Insuficiéncia Cardiaca/fisiopatologia; Anti-Hipertensivos;
Tiazolidinedionas; Resisténcia a Insulina.

Abstract

Background: Pioglitazone has been widely used as an insulin-sensitizing agent for improving glycemic control in patients with type 2 diabetes

mellitus. However, cardiovascular risk and protective effects of pioglitazone remain controversial.

Objectives: In this study, we investigated whether pioglitazone affects cardiomyocyte apoptosis and hypertrophy by regulating the VEGFR-2
signaling pathway.

Methods: Cardiomyocytes were enzymatically isolated from 1- to 3-day-old Sprague-Dawley rat ventricles. Effects of pioglitazone and the
VECFR-2-selective inhibitor apatinib on cardiomyocyte apoptotic rate was determined using flow cytometry, and hypertrophy was evaluated
using [’H|-leucine incorporation. The protein expressions of unphosphorylated and phosphorylated VECFR-2, Akt, P53, and mTOR were
determined by Western-Blotting. Analysis of variance (ANOVA) was used to assess the differences between groups.

Results: Pioglitazone and VECFR-2-selective inhibitor apatinib reduced rat cardiomyocyte viability and cardiomyocyte hypertrophy induced
by angiotensin Il in vitro. Furthermore, in the same in vitro model, pioglitazone and apatinib significantly increased the expression of Bax and
phosphorylated P53 and decreased the expression of phosphorylated VEGFR-2, Akt, and mTOR, which promote cardiomyocyte hypertrophy.

Conclusions: These findings indicate that pioglitazone induces cardiomyocyte apoptosis and inhibits cardiomyocyte hypertrophy by modulating
the VEGCFR-2 signaling pathway. (Arq Bras Cardiol. 2018; 111(2):162-169)
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Introducao

A insuficiéncia cardiaca (IC) é a consequéncia mais
comum das doencas cardiovasculares e a principal causa de
mortalidade em todo o mundo." A base da fisiopatologia da
IC é o remodelamento cardiaco, que envolve um nimero de
mudangas celulares incluindo hipertrofia de cardiomidcitos,
perda de cardiomiécitos por apoptose, necrose, proliferagao de
fibroblasto e fibrose.? Estudos clinicos recentes demonstraram
que o diabetes mellitus (DM) provoca remodelamento
cardiaco, incluindo hipertrofia do miocardio e perda de
cardiomidcitos via glicotoxicidade e lipotoxicidade, resultando
em IC.? Foi demonstrado que um controle rigoroso da glicemia
reduz a ocorréncia de eventos cardiovasculares importantes
incluindo a IC, mas ndo melhora a taxa de sobrevida global
de pacientes com DM tipo 2 em comparagao a pacientes que
recebem tratamento padrao.’ As tiazolidinedionas, incluindo a
pioglitazona, sao amplamente utilizadas no controle glicémico
de pacientes com DM tipo 2 como agonistas de receptores
ativados por proliferador de peroxissomo (PPAR)-y e como
agentes que melhoram a sensibilidade a insulina. No entanto, os
riscos cardiovasculares da pioglitazona ainda sao controversos.

Uma linha afirma que o uso de pioglitazona ou rosiglitazona
para controle glicémico aumenta o risco de IC (OR < 2,1;
1C95% 1,08—4,08) com base em metanalises de ensaios clinicos
randomizados.*® A rosiglitazona apresentou maior chance
de induzir a IC em comparagdo a pioglitazona.” Além disso,
estudos experimentais confirmaram o risco aumentado de
IC com tratamento com pioglitazona, uma vez que seu uso
aumentou os danos cardiacos em um modelo de IC com ratos
induzida por isoproterenol e levou a hipertrofia ventricular
nos animais em experimentos sobre toxicidade aguda.®®
Uma outra linha defende que o uso de pioglitazona nao
aumenta significativamente o risco de infarto do miocardio ou
mortalidade por doenca cardiaca, baseando-se em dados do
estudo PROspective pioglitAzone Clinical Trial In macroVascular
Events (PROactive),'’ e que a pioglitazone é capaz de suprimir
a hipertrofia cardfaca induzida por sobrecarga por meio da
inibicdo da AKT/GSK3p e de vias de sinalizagdo da MAPK."

Receptores do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) sao considerados criticos para hipertrofia cardiaca e IC.
Trés diferentes subtipos foram descritos— VEGFR-1, VEGFR-2,
e VECFR-3. Estudos recentes mostraram que o VEGFR-1
e o VEGFR-2 sdo essenciais na regressao e na indugao de
hipertrofia dos cardiomidcitos, respectivamente,'? ao passo que
o VEGFR-3 mostrou-se benéfico no miocardio infartado por
promover hipertrofia dos cardiomiécitos e melhor sobrevida.'
Ainda, o VEGFR-2 estd envolvido na fase tardia da ruptura
da barreira endotelial (células endoteliais da artéria pulmonar
e células endoteliais da aorta) causada por altos niveis de
produtos de oxidagao do 1-palmitoil-2-araquidonil-sn-glicero-
3-fosfatidilcolina, além de contribuir para a formacao de
fibras de estresse e aumentar a fosforilacao de cadeias leves
de miosina." A pioglitazona reduziu a expressao de VEGFR-2
em 6rgaos esplancnicos e inibiu a neoangiogénese em um
modelo de hipertensao portal com ratos," sugerindo um
efeito direto sobre a expressao de VEGFR-2. Abordagens com
rastreamento reverso — mapeamento farmacoférico reverso
e docagem (docking) reversa sdio métodos importantes para
identificar novas protefnas alvo para pioglitazona, relacionadas

a doencas cardiovasculares. Em nosso estudo, utilizamos
o PharmMapper para mapeamento farmacoférico reverso.
A estrutura da pioglitazona em formato mol2 foi submetida
ao PharmMapper, obtendo-se dez alvos e poses, classificados
em ordem decrescente do escore de ajuste (fit score).
Entre os dez compostos com maiores escores, o VEGFR-2 foi
o alvo potencial mais bem ranqueado, dado que sera essencial
para se compreender a interagao entre a droga e o VEGFR-2.

Dada a potencial ligagao entre a pioglitazona e o VEGFR-2
e seus papeis na hipertrofia e apoptose de cardiomidcitos e na
fisiopatologia da IC, nds investigamos, pela primeira vez, se a
pioglitazona afeta a hipertrofia e apoptose de cardiomidcitos
por regulagdo da via de sinalizacao do VEGFR-2. Além disso,
espera-se que essa seja uma abordagem promissora para
esclarecer o mecanismo potencial do efeito da pioglitazona
sobre desfechos cardiovasculares.

Métodos

Todos os experimentos envolvendo animais foram
aprovados pelo comité para uso e cuidado de animais
(Institutional Animal Care and Use Committee, IACU) do
Primeiro Hospital da cidade de Nanping.

Preparacao das moléculas

Para caracterizar os sitios de ligacao na identificagao de
proteinas-alvo, utilizamos o programa Genetic Optimization for
Ligand Docking (GOLD) versao 5.3. A estrutura cristalogréfica
do inibidor do VEGFR-2 (Banco de Dados de Proteinas,
PDB, ID:3CP9) foi selecionada como a estrutura inicial 2.
O COLD utiliza um algoritmo genético para ancorar os ligantes
no sédio de ligacao de proteinas alvo, com flexibilidade
conformacional total do ligante e flexibilidade parcial do
receptor. A energia de ligagdo do ligante foi predita pela
fungao ChemScore e energia livre de ligagao (AG) do GOLD.®
As moléculas solventes foram removidas da estrutura cristalina
e atomos de hidrogénio da proteina foram adicionados.
Para a definicao dos sitios de ligacdo, estabeleceu-se que
a inclusdo de aminoacidos localizados dentro de 10 A das
coordenadas do inibidor na estrutura cristalina. As dez principais
poses ancoradas foram obtidas finalizando a simulacdo uma vez
que araiz do erro médio quadratico (do inglés Root Mean Square
Deviation, RMSD) entre qualquer pose de ligante fosse atingido.
Os resultados foram visualizados utilizando-se o PyMol versao
1.3 e o LigPlot+ versao 1.4.

Isolamento e cultura de cardiomiocitos de ratos neonatos

Os cardiomidcitos foram isolados enzimaticamente de
ventriculos de ratos Sprague-Dawley com 1 a 3 dias de idade
conforme descrito previamente.'” Doze ratos foram utilizados
para a realizagdo de 12 experimentos independentes.
Os cardiomiécitos isolados foram semeados em placas de
culturas celulares cobertas com 10 g/mL de fibronectina e
cultivadas em um meio contendo DMEMF-12 com HEPES
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 5% de soro de cavalo
inativado pelo calor, 100 U/mL de penicilina, 10 ug/mL
de estreptomicina, 3 mM de acido pirtvico, 2 mg/mL de
albumina sérica bovina, 100 g/mL de ampicilina, meio insulina-
transferrina-selénio (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 5 g/mL
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4cido linoleico, e 100 M de &cido ascérbico a 37°C em
uma atmosfera umidificada com 5 % CO,. Para todos os
experimentos, as células foram cultivadasa 5 x 10* células/cm?
(ou outro valor especificado, se o caso).

Ensaio de proliferacao celular

Efeitos de pioglitazona e do inibidor seletivo de VEGFR-2
apatinib (Apexbio Technology LLC, Houston, TX, EUA) sobre
a proliferagao celular foram medidos por contagem de
células coradas por cristal violeta 24 horas ap6s o tratamento,
por um contador automatico (BioRad). Resumidamente,
os cardiomidcitos (5x104 células/pogo) foram semeados
em placas de 96 pogos e cultivados em um meio padrao
por 24 horas. Apés 24 horas sem soro, os cardiomidcitos
foram tratados com angiotensina 0,1 uM (Ang) Il por 24 h.
Pioglitazona (0, 10 ou 20uM) e inibidor seletivo de VEGFR-2
apatinib (2 uM) foi adicionado ao meio de cultura 2 horas
antes da administracao de Ang 1. Para a marcagao com cristal
violeta, as células foram lavadas duas vezes com tampao
fosfato salina, fixados com metanol 20% por 30 minutos, e
corados com solugao de cristal violeta 0,2% por 30 minutos
a temperatura ambiente sob leve agitagdo. As células coradas
foram lavadas até clara visualizagdo do fundo. O corante cristal
violeta foi extraido utilizando-se SDS 1% e as células foram
contadas utilizando-se um contador automético.

Deteccao de apoptose por citometria de fluxo

A taxa de apoptose foi determinada por citometria de fluxo
com corante anexina V-FITC (AV) combinada com iodeto
de propidio (IP). Em resumo, apds o tratamento, as células
(1-5 X 105/ml) foram coletadas, lavadas duas vezes com
tampao salina fostato, ressuspendidas em 500 uL de tampao
de ligacao. Em seguida, as células foram incubadas com 10 uL
de AV e 5 L de Pl em sala escura e temperatura ambiente
por 15 minutos. As células apoptdticas foram identificadas
por CMF dentro de 30 minutos.

Hipertrofia dos cardiomiacitos

Os cardiomiécitos foram semeados a 5 X 10* células
por poco em placas de 96 pogos e a hipertrofia foi avaliada
por incorporacao de [*H]-leucina, conforme descrito
anteriormente.'® Em resumo, 2 horas ap6s o tratamento com
pioglitazona (0-20 umol/L) e apatinib (2 uM), Ang 11 0,1 uM
foi usada para estimular a hipertrofia dos cardiomiécitos, e
1 uCi [3H]-leucina foi simultaneamente adicionada a cada
pogo. Apés estimulagdo com Angll por 60 horas, as células
foram colhidas por precipitagdo com dcido tricloroacético a
10% em gelo por 30 minutos, antes de ser solubilizado com
NaOH 1 mol/L de um dia para outro a 4°C. As amostras
foram neutralizas com HCI 1 molL/L e os niveis de [*H] foram
determinados em solugao de cintilagdo usando um contador
(beta) para avaliar a incorporagao de [*H]-leucina.

Analise por Western Blotting

Células tripsinizadas foram lisadas em tampao de
radioimunoprecipitagdo, homogeneizadas em gelo, e
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centrifugadas. O sobrenadante foi diluido com SDS-PAGE 10%
e transferido para membranas PVDF (Millipore). As membranas
foram bloqueadas com salina tamponada (TBS) contendo 5%
de leite desnatado e incubadas com os seguintes anticorpos
primérios a 4°C de um dia para o outro: VEGFR-2 (ab39256;
1:1000; Abcam), fosfo-VEGFR-2 (Tyr1175) (#2478; 1:1000;
Cell Signaling Technology), Akt (#9272; 1:1000; Cell Signaling
Technology), fosfo-Akt (Thr308) (#9275; 1:1000; Cell Signaling
Technology), P53 (#9282; 1:1000; Cell Signaling Technology),
fosfo-P53 (Ser15) (#9284; 1:1000; Cell Signaling Technology),
Bax (#14796; 1:1000; Cell Signaling Technology), anti-mTOR
de coelho (#2972; 1:1000; Cell Signaling Technology),
anti-mTOR fosforilado de coelho (Ser2448) (#5536; 1:1000;
Cell Signaling Technology), e GAPDH (#2118, 1:1000; Cell
Signaling Technology). No dia seguinte, as membranas foram
lavadas trés vezes com TBS com tween (TBST) por 5 minutos
em temperatura ambiente e depois incubadas com anticorpos
secundarios anti-lgHG de coelhos por 1 hora a temperatura
ambiente. Ap6s a incubagao, as membranas foram lavadas
com TBST e expostas a um filme de raio X. As intensidades
da banda no filme foram analisadas por densitometria, e os
resultados normalizados para f§ actina. A proteina GAPDH foi
usada como controle de carga.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa
SPSS 13.0. O teste Kolmogorov Smirnov foi usado para se testar
a normalidade da distribuicao dos dados e o teste de Levene
para avaliar a homogeneidade da variancia. Todos os dados
apresentaram distribuicdo normal e a homogeneidade da
variancia foi apresentada como média = DP. O teste ANOVA de
um fator (one-way ANOVA) foi usado para comparagoes entre
vdrios grupos, e o teste de Bonferroni usado para comparagoes
pareadas. Um valor de p < 0,05 indicou significancia estatistica.

Resultados

VEGFR-2 como melhor alvo potencial para pioglitazona

Entre os dez compostos que apresentaram melhor
pontuagdo do PharmMaper, o VEGFR-2 foi o que apresentou
maior pontuacdo. Para entender a interagao entre o
pioglitazona e o VEGFR-2 e avaliar a energia de ligacao,
realizamos um estudo de docagem (docking) utilizando
o GOLD. A conformagao 6tima de ligagao do complexo
pioglitazona-VEGFR-2 estd apresentada nas Figuras 1A
e 1B. O escore ChemScore e a energia de ligagdo do
complexo pioglitazona-VEGFR-2 foram comparaveis a
complexa estrutura cristalografica do inibidor de VEGFR-2.
Foram previstas interagdes de van der Waals da pioglitazona
com Val363, Leu428, Cys454, Leu444, Leu310, Phe456,
Gly387, Phe383, Val364, e lle453, e sua ligagdo com
Cys384 e Asp455 por ligacoes de hidrogénio (Figura 1B).
A técnica de Western Blotting foi realizada para avaliar o
efeito da pioglitazona sobre a expressao do VEGFR-2 e do
fosfo-VEGFR-2 em cardiomidcitos de ratos neonatos de modo
dose-dependente (Figura 1 C).
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Figura 1 - O VEGFR-2 é o alvo potencial para a pioglitazona. (A) modelo de docagem (docking) molecular 3D da pioglitazona com VEGFR-2; estrutura verde:
conformador da pioglitazona. (B) modelo de docking molecular 2D da pioglitazona com VEGFR-2. Ligagbes de hidrogénio entre a pioglitazona e o VEGFR-2 estao
indicadas com linha verde. (C e D) Western Blot dos niveis de VEGFR-2 e fosfo-VEGFR-2 (Tyr1175) de cardiomidcitos de ratos neonatais sob estimulo hipertréfico,
tratados com 0, 10, 20 (uM) de pioglitazona por 24 houras, e (C) intensidade das bandas normalizada para B-actina (n = 12 em cada grupo). Todos os dados séo
apresentados em média + DP. Comparagdes com o grupo controle: *p < 0,01 com grupo pioglitazona 10 uM; # p < 0,01, calculado por one-way ANOVA e teste post

hoc de Bonferroni para comparagées pareadas.

A pioglitazona promoveu apoptose e inibiu a hipertrofia
dos cardiomiécitos induzida pela Ang Il

Para validar os efeitos da pioglitazona, foram avaliadas a
viabilidade do cardiomidcitos e da hipertrofia induzida pela
Ang 1. O corante cristal violeta, um teste rapido e versétil
para se detectar a viabilidade celular sob diversas condicoes
de estimulo," foi usado para avaliar a viabilidade celular.
A pioglitazona inibiu a viabilidade dos cardiomiécitos de
modo dose dependente (Figuras 2A e 2B, p < 0,01), com
concentragoes efetivas variando de 0 a 20 umol/L. O inibidor
seletivo para VEGFR-2 apatinib também inibiu a viabilidade
dos cardiomidcitos - (Figuras 2A e 2B, p < 0,01). A taxa de
apoptose dos cardiomidcitos foi determinada pela técnica de
marcagao com corante AV/PI. As taxas apoptéticas nos grupos
pioglitazona 20 uM, pioglitazona 10 UM, e apatinib 2 uM
foram significativas maiores que no grupo controle (Figuras 2C
e 2D, p < 0,01). Alincorporagao de [3H]-leucina induzida por

Ang Il foi significativamente menor apds o tratamento com
pioglitazona ou com apatinib, indicando que ambos inibiram
a hipertrofia de cardiomidcitos.

A pioglitazona inibiu a hipertrofia e promoveu a apoptose de
cardiomiocitos pela supressao da sinalizagdo do VEGFR-2

Os mecanismos potenciais da inibicdo induzida da
hipertrofia dos cardiomiécitos pela pioglitazona e a
promogao de apoptose dessas células foram avaliados in
vitro. Em comparagdo aos cardiomiécitos sob condicoes
controle, a pioglitazona aumentou significativamente a
expressao do Bax e fosfo-P53 e diminuiu a expressao do
fosfo-VEGFR-2 em cardiomidcitos de ratos neonatos sob
estimulo hipertréfico (Figuras 1C e 3).

Para avaliar se o VEGFR-2 é alvo da pioglitazona, os
efeitos da droga sobre a expressao de VEGFR-2 e sinalizagao
intracelular regulada pelo VEGFR-2 foram determinados
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Figura 2 - A pioglitazona e o apatinib induziram hipertrofia de cardiomiécitos de ratos neonatais (n = 12 em cada grupo). (A) Coloragdo com cristal violeta em
resposta a varias concentragdes de pioglitazona e apatinib. Ambos inibiram a viabilidade de cardiomiécitos de ratos neonatais. (B) A proliferagdo celular apatinib
foi determinada usando contador celular automético. (C e D) A pioglitazona e o apatinib induziram apoptose de cardiomiécitos de ratos neonatais, detectado por
citometria de fluxo com coloragdo com anexina V (AV) combinada com iodeto de propidio. A pioglitazona (10, 20 uM) e o apatinib (2 uM) aumentaram a apoptose
de cardiomidcitos em comparagdo ao grupo c ontrole. (E) Incorporagéo de leucina-FH] induzida por angiotensina Il em reposta a diferentes concentragbes de
pioglitazona ou apatinib. Todos os dados sdo apresentados em média + DP. *p < 0,01 em comparagédo ao grupo controle; # p < 0,01, em comparagdo a pioglitazona
10 uM, calculados por one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni para comparagdes pareadas.

em cardiomiécitos de ratos neonatos sob inducao de
hipertrofia pela Ang Il. Em comparagdo aos cardiomidcitos
hipertréficos nao tratados, a pioglitazona diminuiu
significativamente a expressao de fosfo-VEGFR-2, fosfo-Akt,
e fosfo-mTOR, o que pode contribuir para a hipertrofia
dos cardiomiécitos. Além disso, o apatinib reduziu
significativamente a expressao de VEGFR-2, fosfo-VEGFR-2,
fosfo-Akt, e fosfo-mTOR (Figura 1C, Figura 3).

Discussao

No presente estudo, mostramos que a pioglitazona reduziu
a viabilidade dos cardiomidcitos e a hipertrofia induzida por
Ang I, aumentou a expressao de Bax e P53 fosforilada, e
diminuiu a expressao de VEGFR-2, Akt, e mTOR fosforilados
in vitro. Esses achados sugerem que a pioglitazona induz a
apoptose e inibe a hipertrofia de cardiomiécitos por seus
efeitos na via de sinalizagao de VEGFR-2.

A pioglitazona tem sido amplamente utilizada no controle
glicémico em pacientes com DM tipo 2. O estudo PROactive
mostrou que a pioglitazona reduziu o principal desfecho
secunddrio composto, o qual englobou morte por doenga
cardiovascular, infarto do miocardio e acidente vascular
cerebral em comparagao a placebo em 43% da populagao do
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estudo.'® Esses achados indicam que a pioglitazona melhora a
fungdo vascular em pacientes diabéticos e em pacientes nao
diabéticos com resisténcia a insulina, e sugerem um possivel
efeito benéfico do tratamento com pioglitazona no progndstico
desses pacientes. Além disso, uma metanalise mostrou que
a suplementagao da terapia insulinica com pioglitazona em
pacientes com DM tipo 2 e controle deficiente dos niveis
glicémicos contribuiria para a redugao desses niveis bem como
da dosagem de insulina, sem aumentar os riscos de infarto do
miocardio, IC, morte por doenga cardiaca e morte por todas
as causas, porém, com aumento nos niveis de colesterol total
e nos riscos de ocorréncia de hipoglicemia e edema.*

Com base nas evidéncias disponiveis, o tratamento com
pioglitazona parece ser vantajoso em pacientes com IC.
Contudo, também foi relatado que a pioglitazona aumenta
o risco de hospitalizagao por IC por uma periodo maior que
30 dias, apesar de a probabilidade de se prescrever pioglitazona
a pacientes com alto risco de IC ser menor.?" Além disso,
estudos clinicos indicaram que o tratamento com baixas doses
de pioglitazona nao reduz a taxa de reestenose intra-stent,
volume neointimal ou volume do ateroma em pacientes com
DM que foram submetidos a intervengao coronaria com stents
liberadores de droga.”> Além das diferentes metodologias
aplicadas nesses estudos, as razdes para os resultados
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Figura 3 - A pioglitazona e o apatinib requlam a sinalizagdo de VEGFR-2 em cardiomiécitos de ratos neonatais apés hipertrofia induzida por Angiotensina Il (n = 12 em
cada grupo). (A e B) Western blot dos niveis de fosfo-VEGFR-2, VEGFR-2, fosfo-mTOR, mTOR, fosfo-Akt, Akt, Bax, fosfo-P53 e P53 em cardiomiécitos de ratos
neonatais sob estimulo hipertréfico e tratados com pioglitazona (20 uM) ou apatinib (2 uM) por 24 horas, e (A) intensidade das bandas normalizadas para GAPDH.
Todos os dados séo apresentados em médias + DP. *p < 0,01 em comparagdo ao grupo controle; # p < 0,01, em comparagéo a pioglitazona 20 uM, calculados por

one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni para comparagdes pareadas.

controversos sobre o efeito da pioglitazona na IC ainda nao
claras. Por isso, a investigagao de alvos cardiovasculares da
pioglitazona é uma abordagem promissora para esclarecer o
efeito da droga sobre desfechos cardiovasculares.

Os efeitos da pioglitazona sobre o sistema cardiovascular
foram previamente publicados. Em ratos, a pioglitazona atenuou
a hipertrofia ventricular direita induzida por monocrotalina
e fibrose, e diminuiu o tamanho dos cardiomidcitos.?
A pioglitazona (2,5 mg/Kg) melhorou a disfuncao cardiaca
sistdlica e diastélica em um modelo de hipertensao induzida
por Ang Il em ratos.?* Além disso, a pioglitazona preveniu a
hipertrofia de cardiomiécitos induzida por Ang Il inibindo-se
as vias de sinalizacao de AKT/GSK3 e MAPK. No entanto, a
pioglitazona (40 mg/Kg) induziu a hipertrofia cardiaca com
aumento do volume plasmatico, sem afetar seus efeitos
cardiacos metabélicos e sobre a sensibilidade insulinica em todo
o corpo.* Esses achados contrastantes podem ser causados por
diferencas nas doses de pioglitazona utilizadas, uma vez que o
tratamento com essa droga em doses supraterapéuticas induz
cardiotoxicidade.?*?” Analise protedmica dos perfis de ligagao
off-target para a pioglitazona sugeriu fontes potenciais de eficicia
e de cardiotoxicidade — disttrbios na fungao mitocondrial e nos
canais de fons cardiacos, e ruptura na sinalizacao simpética
cardiaca.?® No presente estudo, a pioglitazona induziu a
apoptose e inibiu a hipertrofia dos cardiomiécitos, o que indica,

a nosso ver, que o tratamento com pioglitazona nao é vantajoso
em pacientes com IC. Foi relatado um ndmero aumentado
de células apoptdticas no coragao de ratos espontaneamente
hipertensos, sugerindo que a apoptose pode ser um mecanismo
envolvido na reducao da massa cardiaca, que acompanha
a transicao de um estado de compensagao estavel para IC
nesse modelo.” Ainda, a apoptose de cardiomiécitos é um
fator determinante ainda mais critico na transicao de uma
hipertrofia cardiaca compensatéria a 1C.*° Contudo, estudos
sobre os possiveis mecanismos da pioglitazona sobre fatores
de risco cardiovasculares foram conduzidos, até 0 momento,
em condigoes in vitro e, por isso, estudos coortes prospectivos
sdo necessarios para confirmar tais efeitos.

Neste estudo, abordagens de rastreamento reverso (docking
e mapeamento farmacoférico) foram utilizadas para identificar
potenciais proteinas alvo da pioglitazona, relacionadas com
doenca cardiovascular. A pioglitazona pode estar relacionada
com a regulacdo da angiogénese, formacao de neointima,
e aterosclerose associadas com vias que envolvem o
VEGFR-2.>"%* O VEGFR-2 é um receptor de tirosina quinase
que se dimeriza ao se ligar ao composto ligante e é ativado por
trans-fosforilacdo.** A ativagdo do VEGFR-2 estimula sinalizagao
downstream, incluindo a ativacdo de vias de c-Raf/MEK/ERK
e PI3K/Akt, levando ao aumento de proliferagao, migragao
e sobrevida das células.***> Em nosso estudo, identificamos
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que a pioglitazona atuou diretamente no VEGFR-2 e inibiu
a expressao de fosfo-VEGFR-2, indicando que a pioglitazona
induz a apoptose e inibe a hipertrofia de cardiomidcitos*®
de ratos neonatais por meio da inibicao da sinalizacao do
VEGFR-2. A via de sinalizagdo downstream do P13/Akt também
tem participagdo na sobrevida e hipertrofia dessas células,
por inibicao de vias dependentes de P53 e ativagao de vias
dependentes de m-TOR, respectivamente.?” Neste estudo, a
pioglitazona e o inibidor de VEGFR-2 apatinib aumentaram a
expressao de fosfo-P53 e Bax nos cardiomiécitos e diminuiram
a expressao de cardiomidcitos hipertréficos, indicando a ligagao
entre a pioglitazona e a via de sinalizagdo do VEGFR-2.

Conclusao

Os achados aqui apresentados indicam que a pioglitazona
induz a apoptose e inibe a hipertrofia de cardiomiécitos,
em parte por ativagdo da via de sinalizagdo do VEGFR-2.
Esses achados contribuem para o entendimento dos riscos
cardiovasculares da pioglitazona.
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