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Resumo

Fundamentos: A cicatriz hipertrofica (CH), alteracao fibroproliferativa que corresponde a
cicatrizacdo aberrante de feridas apos lesdes de pele como queimaduras, laceracoes e cirur-
gias, € caracterizada pela proliferacdo invasiva de fibroblastos e acimulo excessivo de matriz
extracelular (MEC). A desregulacdo da autofagia é a base fisiopatoldgica da formacao da CH.
Anteriormente, descobriu-se que a angiopoietina-2 (ANGPT2) era superexpressa em fibroblastos
de CH (FCH) em comparacéo com fibroblastos normais da pele. Entretanto, ainda nao esta claro
se a ANGPT2 participa do processo de formacao de CH, bem como os potenciais mecanismos
moleculares.

Objetivo: O presente estudo mostrou o papel da ANGPT2 e da autofagia mediada por ANGPT2
durante o desenvolvimento da CH.

Métodos: RT-qPCR foi usada para detectar a expressao da ANGPT2 em tecidos de CH e FCH. Os
FCH foram transfectados com sh-ANGPT2 para reduzir a expressao da ANGPT2 e depois trata-
dos com MHT 1485, o agonista de mTOR. Os efeitos de sh-ANGPT2 ou MHT 1485 na proliferacao,
migracdo, autofagia e acimulo de MEC de FCH foram avaliados por ensaio CCK-8, ensaio
Transwell e Western blotting. A expressao de moléculas relacionadas a via PI3K/Akt/mTOR
(p-PI3K, p-Akt e p-mTOR) foi avaliada por Western blotting.
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Resultados: A expressao de ANGPT2 esteve acentuadamente aumentada em tecidos de CH e
FCH. O knockdown de ANGPT2 diminuiu a expressao de p-PI3K, p-Akt e p-mTOR. O knockdown
de ANGPT2 ativou a autofagia e inibiu a proliferacdo, a migracdo e o acimulo da MEC de FCH.
Além disso, o tratamento de MHT 1485, o agonista mTOR, em FCH com regulacdo negativa de
ANGPT2, reverteu parcialmente a influéncia do knockdown de ANGPT2 em FCH.

Limitagées do estudo: O estudo necessita de modelos animais in vivo mais estaveis de CH para
investigar os efeitos da ANGPT2 na formacao da CH.

Conclusoes: A regulacao negativa da ANGPT2 inibe o crescimento, a migracao e o acimulo
de MEC de FCH por meio da ativacao de autofagia pela supressao da via PI3K/Akt/mTOR. O
presente estudo indica novo alvo terapéutico potencial para CH.

© 2022 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este &€ um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

A cicatriz hipertrofica (CH), alteracao fibroproliferativa que
corresponde a uma cicatrizacdo aberrante de feridas apos
lesbes na pele, como queimaduras, laceracdes e cirurgia,
€ caracterizada pelo crescimento invasivo de fibroblas-
tos e acimulo excessivo de matriz extracelular (MEC)." A
destruicdo da estrutura do tecido da pele pode levar a varios
graus de disfuncao de tecidos ou 6rgaos, e até mesmo inca-
pacidade, fazendo com que a CH se torne problema de salide
social cada vez maior.? De acordo com as estatisticas, a inci-
déncia de cicatrizes apo6s a cirurgia em individuos chineses é
de 70%, e a incidéncia de cicatrizes em pacientes queimados
chega a 90%.° Atualmente, a terapia da CH inclui resseccao
cirrgica, tratamento a laser e cobertura com gel de
silicone.* Entretanto, em decorréncia de diferencas indivi-
duais, os resultados permanecem insatisfatorios.> Portanto,
€ imperativo identificar os mecanismos moleculares subja-
centes a formacao de CH para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para o tratamento das mesmas.

A autofagia é processo fundamental para a renovacéao de
substancias intracelulares em eucariontes, durante o qual as
organelas ou proteinas danificadas sdo envolvidas por vesi-
culas autofagicas e, em seguida, enviadas para vactolos ou
lisossomos para reciclagem e degradacdo.® A autofagia é
uma resposta celular para manter a homeostase da estru-
tura e a funcédo do tecido’ e desempenha papel crucial na
patogénese de inumeras doencas.® Além disso, foi relatado
que a autofagia esta fortemente associada a sobrevivén-
cia, diferenciacdo e manutencao de fibroblastos durante
0 processo de cicatrizacdo de feridas, o que indica que
a desregulacdo da autofagia é a base fisiopatologica da
formacédo de CH.%™°

A angiopoietina-2 (ANGPT2), como fator de crescimento,
pertence a via angiopoietina/Tie."" E uma proteina de
496 aminoacidos com dominio semelhante ao fibrinogénio
no terminal COOH, dominio espiralado no terminal NH2 e
peptideo de sinal de secrecdo.’” A ANGPT2 foi identificada
como mediadora significativa de fibrose renal e autofagia
na nefropatia diabética, cujo knockdown aumentou o
nivel de autofagia e atenuou a fibrose renal por meio da
ativacdo da via MEK/ERK/Nrf-1."> Em estudo anterior, a
ANGPT2 foi superexpressa (fold change> 20) em fibro-
blastos derivados de tecidos de CH em comparacao com
fibroblastos de tecidos normais da pele.' Entretanto,
ainda nao esta claro se a ANGPT2 participa da autofagia

durante a formacao da CH, bem como os potenciais
mecanismos moleculares. Além disso, a ANGPT2 demons-
trou regular a via de sinalizacao fosfoinositida 3-quinase
(PI3K)/Akt.”> A via PI3K/Akt é importante modulador
upstream da quinase alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR), um complexo de dois componentes mTOR, mTORC1
e mTORC2, com mTORC1 sendo importante regulador
negativo da autofagia.'® Portanto, a via PI3K/Akt/mTOR
foi identificada como intimamente associada a autofagia
durante o desenvolvimento de muitas doencas humanas.'’
O presente estudo objetiva descobrir se a ANGPT2 regula
a autofagia durante a formacao de CH através da via
PI3K/Ak/mTOR.

No presente estudo, primeiramente foi detectada a
expressao de ANGPT2 em tecidos de CH e fibroblastos de
cicatriz hipertréfica (FCH) em comparacao com tecidos nor-
mais e fibroblastos de pele normal. Autofagia, crescimento
e migracao de FCH e acimulo de MEC foram avaliados apos
a regulacao negativa de ANGPT2 para investigar o papel
da ANGPT2 na formacéo de CH, e o mecanismo regulatorio
detalhado também foi explorado posteriormente. Os acha-
dos do presente estudo podem indicar novo alvo terapéutico
potencial para CH.

Materiais e métodos
Coleta de tecidos

Tecidos de CH foram obtidos 1, 3, 6 e 12 meses apos quei-
madura profunda de segundo e terceiro graus, bem como
tecidos de pele normal adjacente de 40 pacientes adultos
que foram diagnosticados com CH por exames anatomopato-
logicos de rotina e que foram submetidos a excisao cirlrgica
no General Hospital of Central Theater Command of Peo-
ple’s Liberation Army. Todos os pacientes (faixa etaria, 23 a
59 anos; proporcao de género, 1:1) eram asiaticos com cor
da pele amarela. Entre os 40 casos, havia 16 casos de escal-
dadura hidrotérmica, 13 casos de queimadura por chama,
oito casos de escaldadura por vapor e trés casos de lesao
por queimadura elétrica. Os casos envolviam varias partes
do corpo, incluindo membros superiores (n=15), membros
inferiores (n=12), torax (n=8) e abdome (n=5). Antes da
excisao dos tecidos de CH, a pele foi higienizada com pero-
xido de hidrogénio a 3% e, em seguida, depilada com lamina
descartavel (BIC® Twin Lady Sensitiv, Société BIC, Franca)
e espuma de barbear. Durante a cirurgia, os tecidos de CH
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foram completamente excisados e os tecidos de pele nor-
mal foram obtidos apds essa excisao. Todos os tecidos foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armaze-
nados a —80°C para posterior preparacao de RNA total e
lisados de proteina total.

Pacientes com CH identificadas por médicos foram inclui-
dos neste estudo. Nenhum paciente recebeu qualquer
tratamento local com laser, medicamento ou outro trata-
mento da cicatriz, bem como qualquer medicacao hormonal,
nos trés meses anteriores a cirurgia. Pacientes com quais-
quer outras doencas infecciosas, imunologicas ou de pele
foram excluidos. Antes da cirurgia, todos os pacientes foram
informados sobre o objetivo e os procedimentos do estudo
e concordaram em oferecer seus tecidos excisados. O con-
sentimento informado por escrito foi obtido de todos os
participantes. Todos os protocolos desse estudo foram apro-
vados pelo Comité de Etica do General Hospital of Central
Theater Command of People’s Liberation Army.

Cultura de células

FCH e fibroblastos normais adquiridos da American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA) foram incuba-
dos em meio de Eagle Dulbecco modificado (DMEM, Gibco,
Carlsbad, CA, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (FBS,
Gibco). Todas as células foram mantidas em atmosfera umi-
dificada com 5% de CO, a 37°C.

Transfeccao celular

Os FCH foram semeados em placas de seis po¢os e incubados
a 37°C até 80% de confluéncia antes da transfeccao celu-
lar. O RNA hairpin curto (shRNA) direcionado contra ANGPT2
(sh-ANGPT2) e um shRNA controle negativo scramble (sh-
-NC) foram sintetizados pela GenePharma (Xangai, China).
Em seguida, eles foram transfectados em FCH usando lipo-
fectamine 3000 (Invitrogen). Vinte e quatro horas apos a
transfeccao, sua eficiéncia foi avaliada por RT-qPCR.

Reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase
reversa quantitativa (QRT-PCR).

O RNA total foi extraido de tecidos de CH e FCH usando o
reagente TRIzol (Invitrogen). Em resumo, 500 ng de RNA
total foram transcritos de forma reversa em cDNA usando
um kit de transcricao reversa de cDNA (Takara, Japao).
A amplificacao do cDNA foi realizada com um kit SYBR
Green PCR (Takara) no sistema ABI 7500 (Applied Biosys-
tems, Foster, CA). Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) serviu como referéncia interna para normalizar
a expressdao dos genes alvo. Os niveis de expressdo do
gene alvo foram quantificados usando o método 2-24¢t,
As sequéncias de primers para PCR foram as seguin-
tes: GAPDH forward, 5’-TCATTTCCTGGTATGACAACGA-3’
e reverse, 5’-GTCTTACTCCTTGGAGGCC-3’;  ANGPT2
forward, 5’-CAATTATTCAGCGACGTGAG-3’ e reverse,
5’-AAGGGTTACCAAATCCCAC-3’.

Western blotting

Os niveis de proteina de ANGPT2 em tecidos de CH
e FCH, bem como os niveis de proteina dos marcado-
res da via PI3K/AKT/mTOR (PI3K, fosfo-PI3K PP~ Akt,
fosfo-Akt [p-Akt], mTOR, fosfo-mTOR [p-Mtor]), marca-
dores de migracao celular (matriz metaloproteinases 2
[MMP2, MMP9]), marcadores de MEC (actina alfa de mus-
culo liso [a-SMA], colageno tipo 1 [Col 1 e Col 3]) e
marcadores de autofagia (LC3B, P62, Beclin-1 e proteina
5 relacionada a autofagia [ATG5]) em FCH foram medi-
dos utilizando-se Western blotting. A proteina total foi
extraida de tecidos de CH ou FCH usando tampéao de ensaio
de radioimunoprecipitacao (Beyotime) contendo inibido-
res de protease (Beyotime). A concentracao de proteinas
foi determinada usando um kit de ensaio de proteina de
acido bicinconinico (Beyotime). Em seguida, quantidades
iguais de proteinas extraidas foram submetidas a eletro-
forese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) e depois transferidas para uma membrana de
PVDF (Millipore, Bedford, MA, EUA). A membrana foi blo-
queada com leite desnatado a 5% por 1 hora, seguido de
incubacao com anticorpo primario contra ANGPT2 (1:1000,
ab199133), PI3K (1:1000, ab191606), p-PI3K (1:1000,
ab138364), Akt (1:2000, ab32505), p-Akt (1:1000, ab38449),
mTOR (1:10000, ab134903), p-mTOR (1:1000, ab109268),
MMP2 (1:1000, ab92536), MMP9 (1:1000, ab76003), Col
1 (1:1000, ab275746), Col 3 (1:5000, ab7778), «-SMA
(1:10000, ab124964), LC3B (1:2000, ab192890), P62 (1:1000,
ab155686), Beclin-1 (1:2000, ab207612), ATG5 (1:1000,
ab108327) and GAPDH (1:10000, ab181602) a 4°C por uma
noite, todos adquiridos de Abcam (Cambridge, Reino Unido).
No dia seguinte, a membrana foi lavada trés vezes com TBST
e depois incubada com anticorpos secundarios conjugados
com HRP a temperatura ambiente durante 2 horas. As ban-
das de proteina foram detectadas utilizando-se um kit de
deteccao ECL (Thermo Fisher Scientific).

Ensaio do kit-8 de contagem de células (CCK-8)

0 ensaio CCK-8 foi empregado para avaliar a capacidade de
proliferacao celular. Apés 48 horas de transfeccdo com sh-
-NC ou sh-ANGPT2, os FCH foram semeados em placas de
96 pocos (5% 103 células/poco). Vinte e quatro horas depois,
10 pL de solucao de CCK-8 (Sigma-Aldrich) foram adiciona-
dos a cada poco. Apds 2 horas de incubacao, a proliferacao
de FCH foi avaliada medindo-se a absorbancia em diferen-
tes momentos (24, 48 e 72 horas) utilizando um leitor de
microplacas a 450 nm.

Ensaio de migracao Transwell

A camara Transwell (8 um de diametro, Corning) foi usada
para medir a capacidade de migracao celular. A camara
inferior foi preenchida com 500 uL de meio FBS a 20%.
Apds 48 horas de transfeccdo, os FCH foram colhidos,
lavados com PBS e ressuspensos em DMEM sem FBS. Em
seguida, 200 uL de suspensdo de células (1 x 10° células)
foram colocados na camara superior e depois cultivados
por 24 horas a 37°C. As células que nao migraram foram
removidas cuidadosamente com um cotonete. As células
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migratorias foram coradas com cristal violeta a 0,5% apos
fixacdo com metanol a 100% e observadas em microscopio
invertido.

Analise estatistica

Os dados de pelo menos trés experimentos independen-
tes sdo expressos como média 4 desvio padrao. O software
SPSS 20.0 (IBM, Chicago, IL, EUA) foi utilizado para ana-
lise estatistica. A analise estatistica dos dados pelo teste
de normalidade de Shapiro-Wilk mostrou que todos os dados
tinham uma distribuicdo normal. Portanto, as comparacoes
estatisticas contendo dois ou mais grupos foram realiza-
das por meio do teste t de Student ou analise de variancia
(ANOVA) unidirecional seguido pelo teste post-hoc de Tukey.
O valor de p <0,05 foi considerado como estatisticamente
significativo.

Resultados

A ANGPT?2 é regulada positivamente em tecidos de
CH e FCH

Primeiro, os resultados de RT-qPCR e Western blotting reve-
laram que a expressdo e os niveis de proteina da ANGPT2
estavam gradualmente elevados nos tecidos de CH em um,
trés e seis meses apds a queimadura e foram parcial-
mente recuperados em 12 meses (fig. 1A-B). Além disso, a
ANGPT2 também apresentou expressao e niveis de proteina
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notavelmente regulados positivamente em FCH versus fibro-
blastos normais (fig. 1C-D). Portanto, a ANGPT2 é regulada
positivamente em tecidos de CH e FCH.

A inibicdo da ANGPT2 inativa a via PI3K/Akt/mTOR
em FCH

RT-qPCR e Western blotting mostraram que a expressao de
ANGPT2 estava significativamente reduzida em FCH trans-
fectados com sh-ANGPT2 versus grupo sh-NC (fig. 2A-B).
O knockdown da ANGPT2 reduziu drasticamente os niveis
de proteina de p-PI3K, p-Akt e p-mTOR em FCH versus o
grupo sh-NC (fig. 2C). Esses dados indicaram que a regulacao
negativa de ANGPT2 inativa a via PI3K/Akt/mTOR em
FCH.

A inibicdo da ANGPT2 ativa a autofagia através da
supressao da via PI3K/Akt/mTOR

Como mostrado por Western blotting, os niveis de pro-
teina de LC3B | e P62 estavam acentuadamente reduzidos,
enquanto os niveis das proteinas de LC3B Il, Beclin-1 e ATG5
estavam acentuadamente elevados em FCH apos a regulacao
negativa de ANGPT2. Observou-se que a proporcao de
LC3B | e LC3B Il estava obviamente aumentada apds o
knockdown de ANGPT2 (fig. 3A). Além disso, também foi
observado que o tratamento com MHY1485, um ativador
de mTOR, reverteu a influéncia da regulacdo negativa
de ANGPT2 nos niveis de proteina dos marcadores de
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autofagia acima mencionados em FCH (fig. 3A-E). Portanto,
concluimos que a inibicdo de ANGPT2 ativa a autofa-
gia por meio da repressao da via PI3K/Akt/mTOR em
FCH.

A inibicdo de ANGPT2 melhora a disfuncao celular
por meio da supressao da via PI3K/Akt/mTOR

O ensaio CCK-8 demonstrou que a proliferacao de FCH foi
inibida ap6s a regulacdo negativa de ANGPT2, enquanto
o tratamento com MHY1485 reverteu parcialmente essa
alteracao (fig. 4A). O knockdown de ANGPT2 também repri-
miu a migracao de FCH, que foi parcialmente restaurada
apos o tratamento com MHY1485 (fig. 4B-C). Os niveis de
MMP2 e MMP9 foram reduzidos apds a regulacdo negativa
de ANGPT2, e foram restaurados apds o tratamento subse-
quente com MHY1485 (fig. 4D). Além disso, uma diminuicao
significativa nos niveis das proteinas «-SMA, Col 1 e Col 3
foi observada em FCH transfectados com sh-ANGPT2. Entre-
do knockdown de ANGPT2 nos niveis de a-SMA, Col 1 e Col
3 (fig. 4E). Em conclusao, o knockdown de ANGPT2 alivia a
proliferacao, a migracao e o acUmulo de MEC anormais em
FCH durante a formacao de CH por meio da supressao da via
PI3K/Akt/mTOR.
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Discussao

A CH é uma complicagao prevalente durante o processo de
cicatrizacao de feridas, que traz grande desconforto aos
pacientes.'® A terapia atual para CH, incluindo resseccao
cirlrgica, terapia a laser, terapia com malhas compressi-
vas e 0 uso de medicamentos para melhorar a aparéncia
das cicatrizes, como gel de silicone, geralmente apresenta
limitacdes e o resultado nao é satisfatorio.' Desse modo, o
presente estudo pretende explorar os mecanismos molecula-
res subjacentes ao processo de formacao de CH, descobrindo
assim potenciais alvos para o tratamento das mesmas. O
presente estudo demonstrou que a ANGPT2, que estava
regulada positivamente no tecido de CH e FCH, ativou
a autofagia por meio da inibicao da via PI3K/Akt/mTOR.
Além disso, o knockdown de ANGPT2 atenuou o crescimento
excessivo, a migracdo e o acimulo de MEC por meio da
inibicao da via PI3K/Akt/mTOR, o que atenuou a formacao
de CH.

A formacdo de CH é causada principalmente pela
proliferacdo e migracao aberrantes de FCH, bem como
deposicdo excessiva de MEC.?’ Anteriormente, muitos
estudos relataram que a formacao de CH poderia ser ate-
nuada pela supressao do crescimento anormal de FCH e
deposicao excessiva de MEC. Por exemplo, miR-519d reduz
a proliferacao e induz a apoptose de FCH e reprime a
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Figura 3  Efeitos do knockdown de ANGPT2 na autofagia em FCH. (A) Western blotting foi utilizado para avaliar os niveis

das proteinas LC3B | LC3B Il, Beclin-1, ATG5 e p62 relacionadas a autofagia em FCH transfectados com sh-NC, sh-ANGPT2 ou

sh-ANGPT2+MHY1485. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001.

expressao de genes relacionados a MEC, inibindo assim a
formacédo de CH.?" A regulacdo negativa de p75NTR suprime
0 crescimento, a migracdo e o acimulo de MEC de FCH,
atenuando assim a formacdo de CH.”? A ANGPT2 é uma
proteina secretada e um membro da familia da angiopoi-
etina, sendo fator-chave representativo para angiogénese
e remodelacdo vascular.”? A angiogénese tem papel crucial
no processo de cicatrizacao de feridas, e relatos demons-
tram que cicatrizes hipertroficas contém mais microvasos do
que a derme normal.?* Até agora, a terapia antiangiogénica
foi confirmada como estratégia eficaz para a intervencao
precoce em CH e foi utilizada para atenuar a formacao de
CH.? A ANGPT2 foi superexpressa de maneira significativa
em fibroblastos derivados de tecidos de CH em comparacao

31

com fibroblastos de tecidos normais da pele em estudo
anterior, o que sugere que a mesma pode participar do
processo de formacao de CH. No presente estudo, primeiro
verificou-se que a expressao de ANGPT2 era maior em teci-
dos de CH e FCH do que em tecidos de pele normal e
fibroblastos de pele normal. Entao a ANGPT2 foi regulada
negativamente em FCH, e verificou-se que a proliferacao e
migracao anormais foram suprimidas. Foi relatado que as
MMPs desempenham papéis significativos em varios estagios
do processo de cicatrizacao de feridas, entre as quais MMP2
e MMP9 que estdo intimamente relacionadas a migracao
de fibroblastos.? Utilizando Western blotting, verificou-se
também que os niveis de MMP2 e MMP9 em FCH esta-
vam reduzidos apds o knockdown de ANGPT2. Além disso,
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como sabemos, a deposicao excessiva de MEC resultara na
fibrose do o6rgao, incluindo a pele, o maior 6rgao do corpo
humano.?” O colageno é o componente mais importante da
MEC.?® Também foi demonstrado que a expressao de -
-SMA aumenta a medida que o grau de fibrose do 6rgao
aumenta.”’ Demonstrou-se que Col 1, Col 3 e a-SMA estao
visivelmente aumentadas em CH e tem participacao vital
durante a formacao do ambiente de MEC fibrotica.*® Assim,
foram detectados os niveis de «-SMA, Col 1 e Col 3 em FCH
apods a regulacdo negativa de ANGPT2 utilizando Western
blotting, o que indicou que o knockdown de ANGPT2 redu-
ziu os niveis das proteinas «-SMA, Col 1 e Col 3. Portanto,
verificou-se que a inibicao de ANGPT2 suprime o cresci-
mento, a migracdao e o acumulo de MEC em FCH, o que
atenua o desenvolvimento de CH.

Autofagia refere-se ao processo pelo qual a membrana de
dupla camada liberada da zona de fixacao no ribossomo do
reticulo endoplasmatico rugoso envolve parte do citoplasma
e as organelas e proteinas que precisam de degradacao na
célula para formar autofagossomos.*' Como processo fisiolo-
gico fortemente modulado, a autofagia € importante para o
desenvolvimento, a diferenciacio e a manutencao celular.*?
Foi relatado que a ativacao da autofagia induz a supres-
sao da proliferacdo, a migracao celular e o acumulo de
MEC.3*3** Em estudo anterior, uma capacidade autofagica
reduzida dos fibroblastos foi associada a patogénese da CH.**
Entdo, o presente estudo também investigou a influéncia
do knockdown da ANGPT2 na autofagia de FCH. A ATG5,
proteina estrutural composta por uma regiao de feixe a-
-helicoidal (HBR, helical bundle region) e dois dominios de
dobra semelhante a ubiquitina (UFDs, ubiquitin-like-fold
domains), faz parte do complexo ATG12-ATG5 envolvido na
formacao ou alongamento de autofagossomos, agindo como
enzima semelhante a E3 na lipidacdo de LC3.3¢ Durante o
processo de autofagia, LC3I é acoplada com fosfatidiletano-
lamina (PE) na presenca de ATG5/ATG12 para formar LC3lII,
localizada nas membranas interna e externa da autofagia.
37 A presenca de LC3 |l é considerada simbolo da formacao
do autofagossomo.® A p62 é uma proteina adaptadora mul-
tifuncional que geralmente é selecionada como substrato
da autofagia.** Na autofagia intacta, p62 tem uma regiao
de interacao curta com LC3 que promove interacao direta
com LC3 e faz com que a p62 seja especificamente degra-
dada pela autofagia.”” O nivel de p62 tem sido utilizado
como marcador para inibicao de autofagia ou defeitos na
degradacéo autofagica.*' Beclin-1, como proteina de auto-
fagia com autofagossomo maduro em mamiferos, também é
um fator importante na regulacdo da autofagia.*> Em estu-
dos anteriores, a alteracdo nos niveis de LC3B |, LC3B I, p62,
ATG5 e Beclin-1 foi avaliada para investigar a autofagia.**~*
No presente estudo, os niveis dessas proteinas associadas a
autofagia em FCH também foram avaliados apds a regulacao
negativa de ANGPT2. Descobriu-se que o knockdown de
ANGPT2 reduziu os niveis de LC3B | e P62 e aumentou os
niveis de LC3B Il, ATG5 e Beclin-1, o que demonstrou a
ativacao da autofagia. Portanto, os autores concluiram que
a influéncia inibitéria da ANGPT2 no crescimento, migracao
de FCH e acumulo de MEC foi alcangada por meio da ativacao
da autofagia.

Muitas vias estao envolvidas na autofagia, entre as quais
a via PI3K/Akt/mTOR tem sido amplamente investigada.*
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Foi relatado em estudos anteriores que durante o desenvol-
vimento de multiplas doencas, a autofagia celular é ativada
por meio da supressao da via PI3K/Akt/mTOR. Por exem-
plo, PSORI-CM02 induz a autofagia por meio da inibicao
da via PI3K/Akt/mTOR, aliviando assim o desenvolvimento
da psoriase, doenca inflamatéria da pele.” O sulfeto de
hidrogénio exdgeno restringe o desenvolvimento do mela-
noma da pele humana, facilitando a autofagia nas células de
melanoma por meio da repressao da via PI3K/AKT/mTOR.*
Além disso, durante a formacao de CH, foi relatado que
o silenciamento de p75NTR ativa a autofagia inibindo a
via PI3K/Akt/mTOR.%? Portanto, foi avaliado se o knock-
down de ANGPT2 exerce efeitos sobre a autofagia durante
o processo de formacao de CH por meio da mediacao da
via PI3K/Akt/mTOR. Inicialmente, os niveis de proteina de
p-PI3K, p-Akt e p-mTOR foram detectados em FCH, que mos-
traram uma reducdo significativa apos a regulacdo negativa
da ANGPT. Isso sugeriu que a via PI3K/Akt/mTOR foi res-
tringida pela regulacao negativa da ANGPT. Posteriormente,
para confirmar o mecanismo regulatério da ANGPT2, o ago-
nista de mTOR MHY1485 foi usado para ativar essa via. Foi
observado que o tratamento com MHY1485 reduziu a ati-
vidade da autofagia em FCH com regulacao negativa de
ANGPT2 versus células somente com regulacao negativa da
ANGPT2. De maneira similar, a inibicao da regulacao nega-
tiva de ANGPT2 no crescimento, migracao e acimulo de MEC
de FCH foi parcialmente restaurada apos o tratamento com
MHY1485. Coletivamente, a regulacao negativa de ANGPT2
reprimiu o crescimento, migracdo e acimulo de MEC de
FCH pela ativacdo da autofagia através da inibicao da via
PI3K/Akt/mTOR.

Conclusao

O presente estudo demonstrou pela primeira vez que a
inibicao de ANGPT2 ativou a autofagia por meio da supressao
da via PI3K/Akt/mTOR. Além disso, o knockdown da ANGPT2
inibiu ainda mais a proliferacao, migracdo e acimulo de MEC
em FCH por meio do mecanismo mencionado acima. Esses
resultados indicam que a ANGPT2 pode representar um novo
alvo potencial para atenuar a formacao de CH.
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