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Resumo

Introducédo: Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) desempenham papel
central na regulacdo da funcdo cardiaca e no desenvolvimento do coracao,
modulando processos como frequéncia cardiaca, contratilidade, remodelamento e
maturacdo dos cardiomiocitos (CMs). Enquanto a hiperatividade das vias Gs e Gq
esta associada ao surgimento de patologias cardiacas e a aceleracdo da maturacao
celular, a ativacdo da via Gi (classicamente estimulada pela acetilcolina (ACh) por
meio do receptor muscarinico M2), tem sido associada a cardioprote¢do e ao controle
do crescimento celular. No entanto, apesar desses avangos, 0S mecanismos que
sustentam tais efeitos, bem como as bases celulares envolvidas, permanecem pouco
explorados. Nesse contexto, investigamos o papel da sinalizacéo colinérgica/Gi tanto
na resposta do coracdo adulto ao estresse adrenérgico, quanto na regulacdo da
maturacdo cardiaca pés-natal. Para isto, esta tese foi dividida em dois capitulos.
Capitulo I: Para avaliar o papel terapéutico da via Gi em cardiomiocitos adultos,
utilizamos um modelo murino com ativacdo seletiva da via Gi em CMs por meio do
sistema DREADD (Myh6-hM4Di), ativado farmacologicamente por clozapina-N-6xido
(CNO). Em protocolos in vitro e in vivo de sobrecarga adrenérgica induzida por 7 dias
de isoproterenol (ISO), demonstramos que a ativacdo de Gi em CMs reduz a
contratilidade celular e previne o remodelamento cardiaco patolégico, incluindo o
desenvolvimento da hipertrofia, morte de cardiomiécitos, a presenca de infiltrado
inflamatdrio e ativacé@o de fibroblastos. Além disso, a ativacao tardia de Gi, no dia 4
apos o inicio do tratamento com isoproterenol, foi capaz de reverter alteracdes
cardiacas ja estabelecidas, como hipertrofia e inflamacéo, evidenciando um papel
ativo dessa via na orquestracdo do reparo cardiaco. Capitulo Il: Para investigar o
papel da atividade colinérgica na maturagao cardiaca pés-natal, utilizamos diferentes
modelos murinos com ganho ou reducdo da atividade colinérgica: camundongos
VAChT-KD, Chat-ChR2, DREADD com ativacao da sinalizagéo Gi entre os dias 1 e
21 poés-natais (P1-P21), periodo que compreende a janela de maturacdo. Além de
cultura de CMs neonatais. O aumento sistémico de ACh nos camundongos Chat-
ChR2 resultou em atraso maturacional, caracterizado por maior proliferacdo de CMs,
menor crescimento celular e maior propor¢éo de cardiomiécitos mononucleados. Em
contraste, a reducdo global dos niveis de ACh acelerou o processo de maturacao,
promovendo o aumento do tamanho celular e da polinucleacéo. Ja a ativacao seletiva
da via Gi em cardiomiécitos neonatais reproduziu o fenotipo de atraso maturacional,
observado nos camundongos Chat-ChR2, indicando que os efeitos da ACh séo
predominantemente mediados pelo eixo ACh—M2-Gi. Estudos in vitro em cultura de
cardiomiécitos demonstraram ainda que a ACh de origem miocitaria exerce papel
autocrino/paréacrino no controle do crescimento celular, uma vez que a inibicdo da sua
degradacédo reduziu a area dos CMs, enquanto o bloqueio da sua liberacdo ou
sinalizacdo promoveu hipertrofia celular. Conclusdo: Em conjunto, os dados
demonstram que a via colinérgica/Gi exerce papel dual no coracéo, atuando como
mecanismo de protecdo frente a insultos adrenérgicos no coragdo adulto e como
moduladora negativa da maturagcdo estrutural e funcional dos cardiomiocitos no
periodo pos-natal. Assim, o balanco dindmico entre as vias adrenérgica e colinérgica
emerge como determinante tanto para a adaptacao cardiaca ao estresse, quanto para
o desenvolvimento maturacional cardiaco, posicionando a sinalizagdo Gi como
potencial alvo terapéutico em diferentes contextos fisioldgicos e patologicos do
coracdo. Palavras Chave: Cardiomiocito; Remodelamento cardiaco; GPCRs; Via
Gi; maturacao cardiaca.



Abstract

Introduction: G protein-coupled receptors (GPCRs) play a central role in the
regulation of cardiac function and heart development by modulating processes such
as heart rate, contractility, cardiac remodeling, and cardiomyocyte (CM) maturation.
While hyperactivation of Gs and Gq signaling pathways is associated with the
development of cardiac pathologies and accelerated maturation, activation of the Gi
pathway (classically stimulated by acetylcholine (ACh) via the M2 muscarinic receptor)
has been associated with cardioprotection and modulation of cellular growth. However,
despite these advances, the mechanisms underlying these effects, as well as the
cellular bases involved, remain poorly explored. In this context, we investigated the
role of cholinergic/Gi signaling both in the response of the adult heart to adrenergic
stress and in the regulation of postnatal cardiac maturation. For this purpose, this
thesis was divided into two chapters. Chapter I: To evaluate the therapeutic role of the
Gi pathway in adult cardiomyocytes, we used a murine model with selective Gi
activation in CMs through the DREADD system (Myh6-hM4Di), pharmacologically
activated by clozapine-N-oxide (CNO). In in vitro and in vivo models of adrenergic
overload induced by isoproterenol (ISO), we demonstrated that Gi activation in CMs
reduces cellular contractility and prevents pathological cardiac remodeling, including
cardiac and cellular hypertrophy, cardiomyocyte death, inflammatory infiltration,
fibroblast activation, and increased collagen expression. Moreover, late Gi activation
was able to reverse already established cardiac injury, highlighting an active role of
this pathway in orchestrating cardiac repair, possibly through communication between
cardiomyocytes, inflammatory cells, and fibroblasts. Chapter Il: To investigate the role
of cholinergic activity in postnatal cardiac maturation, we used different murine models
with either increased or reduced cholinergic activity: VAChT-KD mice, Chat-ChR2
mice, and DREADD-based activation of Gi signaling between postnatal days 1 and 21
(P1-P21), the period that encompasses the maturation window. We also used
neonatal CM cultures. Increased systemic ACh availability resulted in delayed
maturation, characterized by increased CM proliferation, reduced cellular growth, and
a higher proportion of mononucleated cardiomyocytes. In contrast, global reduction of
ACh accelerated maturation, promoting increased cell size and higher multinucleation.
Selective activation of the Gi pathway in neonatal cardiomyocytes reproduced the
delayed maturation phenotype, indicating that ACh effects are predominantly mediated
through the ACh—M2-Gi axis. In vitro studies further demonstrated that cardiomyocyte-
derived ACh exerts an autocrine/paracrine role in controlling cellular growth, as
inhibition of its degradation reduced CM area, whereas blockade of its release or
muscarinic signaling promoted cellular hypertrophy. Conclusion: Collectively, our
data demonstrate that the cholinergic/Gi pathway exerts a dual role in the heart, acting
as a protective mechanism against adrenergic insults in the adult heart and as a
negative modulator of structural and functional cardiomyocyte maturation during the
postnatal period. Thus, the dynamic balance between adrenergic and cholinergic
signaling emerges as a key determinant of both cardiac adaptation to stress and
cardiac development, positioning Gi signaling as a potential therapeutic target across
different physiological and pathological cardiac contexts: Keywords: Cardiomyocyte;
Cardiac remodeling; GPCRs; Gi pathway; cardiac maturation.
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1. INTRODUCAO

O coracao € um érgao que atua como uma bomba, cuja fung&o é impulsionar o sangue
pelo sistema vascular, garantindo o fornecimento adequado de oxigénio e nutrientes
a todos os tecidos do organismo. Embora apresente um ritmo de contracéo intrinseco,
inicialmente determinado pelo sistema de conducédo cardiaco localizado no atrio
direito, especificamente no noé sinoatrial, variaveis como a pressao arterial (PA), a
frequéncia cardiaca (FC), relacionada ao cronotropismo positivo, a velocidade de
contracdo e relaxamento do miocardio, associada ao inotropismo e ao lusitropismo
positivos, bem como a for¢ca de contracdo dos cardiomiécitos (CMs), sao finamente
moduladas pelo sistema nervoso autonomo (SNA), de acordo com as demandas

metabolicas do organismo.

O SNA exerce esse controle por meio de seus dois ramos principais, 0 sistema
nervoso simpatico (SNS) e o sistema nervoso parassimpatico (SNP), que atuam de
forma funcionalmente oposta. Esses sistemas utilizam, como principais
neurotransmissores, a noradrenalina (NE) e a acetilcolina (ACh), respectivamente. A
acao desses neurotransmissores ocorre predominantemente por meio da ativacéo de
receptores acoplados a proteina G (GPCRs), que desempenham papel central na
modulacgéo da fungéo cardiaca.

Os receptores acoplados a proteina G:

A ideia inicial de que receptores de membrana desencadeavam respostas
intracelulares, comecou a ser discutida na década de 1960 a partir de respostas
intracelulares desencadeadas por horménios. Na década de 1980, Alfred Gilman e
Martin Rodbell sugeriram que a transducéo de sinais envolvia uma proteina até entdo
desconhecida (depois batizada de proteina G em alusdo ao mensageiro GTP). Os
cientistas foram laureados com o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1994
devido aos estudos envolvendo a transducgéo de sinal via proteina G. Na década de
1990, Brian Kobilka e H. Eric Xu determinaram a sequéncia de aminoacidos que
compunham o receptor beta-2 adrenérgico, um importante marco na caracterizacao
dos GPCRs. No ano de 2012, o Prémio Nobel de Quimica foi concedido a Robert
Lefkowitz e Brian Kobilka pelas contribuicdes fundamentais para a caracterizagao

estrutural dos GPCRs (protein-coupled receptors).
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Os GPCRs constituem uma ampla familia de proteinas que estao presentes em quase
todos os tecidos (VASSILATIS et al., 2003). E um receptor caracterizado por sete
dominios transmembrana, associados a proteinas G heterotriméricas, e possui cerca
de 200 ligantes enddgenos conhecidos. A relevancia desses receptores na fisiologia
cardiovascular é evidenciada pelo fato de que aproximadamente um terco dos
farmacos utilizados na pratica clinica cardiovascular tém como alvo os GPCRs (KAYE
e KRUM, 2007; CAPOTE, PEREZ e LYMPEROPOULOS, 2015). A diversidade
funcional desses receptores decorre, em grande parte, das diferentes subunidades

gue compdem a proteina G associada.

Vassilatis et al., 2003 concluiram, através da anélise de sequéncia gendmica em
banco de dados, que existem cerca de 367 GPCRs humanos que respondem a algum
ligante endogeno, outros 380 sdo sensiveis a estimulos sensoriais externos,
totalizando 747 receptores diferentes. Destes receptores, apenas 200 apresentam
ligantes conhecidos, e a grande maioria segue como “receptores 6rfaos”. Os GPCRs
sdo extremamente versateis e capazes de responder a diversos ligantes, como
horménios, neurotransmissores, peptideos, proteinas, odorantes, feromonios, luz,
Ca?* extracelular, atividade de protease, entre outros. Embora englobados na mesma
classe, os GPCRs sO6 compartiham de forma unanime a caracteristica
heterotrimeticas (compostas por subunidades Alfa, Beta e Gamma-GaBy) e hepta-
helicoidais (sete hélices que atravessam a membrana plasmatica), pois nas demais
caracteristicas como localizacdo do terminal N (extracelular) e do terminal C
(Intracelular), tamanho das algcas extra e intracelulares variam amplamente em
estrutura e funcdo (GUREVICH e GUREVICH, 2018).

Atualmente, sdo descritos pelo menos 21 tipos distintos de subunidades Ga, além de
6 subunidades GB e 12 subunidades Gy (WANG, GARERI e ROCKMAN, 2018).
Considerando que, na maioria das vias de sinalizagdo, a subunidade Ga € a principal
responsavel pela ativagcdo dos efetores intracelulares, esta tem sido alvo de intenso
interesse cientifico (CAPOTE, MENDEZ PEREZ e LYMPEROPOULOS, 2015;
WETTSCHURECK e OFFERMANNS, 2005). A atividade de um GPCR se inicia
através da interacdo entre o receptor e seu agonista; a partir dai, através de mudancas
conformacionais, o receptor se acopla a subunidade intracelular heterotrimérica (a,

e y). Neste momento de atividade, a subunidade a troca seu acoplamento de GDP

pelo GTP, o que propicia sua separagao das subunidades B e y, que seguem em
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dimero, sendo consideradas uma Unica subunidade efetora. Ambas as subunidades

efetoras (a e B/y) ativam cascatas celulares esespecificas (GARCIA-NAFRIA e TATE,

s

2021). O modelo esquematico da atividade funcional geral de um GPCR é

demonstrado na Figura 1.

Figura 1. Representacdo esquematica
de um GPCR e seu ciclo de ativag&o. No
detalhe superior, observa-se a estrutura
transmembrana do receptor com sete
hélices (a-hélices de H1 a H7), alcas
extracelulares (E1-E3) para ligacdo do
ligante e alcas intracelulares (C1-C4) para
interacdo com a proteina G heterotrimérica
(a, B ey). A porcéo inferior ilustra o ciclo de
sinalizacéo: a troca de GDP por GTP na
subunidade a promove a dissociacdo do
complexo B/y, permitindo que as
subunidades ativem seus respectivos
efetores  intracelulares. Note-se a
ancoragem lipidica das subunidades a
membrana plasmatica via grupos miristoil
e geranil-geranil.

No tecido cardiaco, as subunidades Gaq e Gas, de carater excitatério, e Gai, de
carater inibitério, desempenham papéis centrais na regulacdo da funcao celular,
sendo comumente referidas como Gq, Gs e Gi. A subunidade Gq esta associada a
diversos receptores implicados na fisiopatologia cardiaca, incluindo o receptor AT1,
ativado pela angiotensina Il (Ang Il). A subunidade Gs, por sua vez, esta
principalmente vinculada aos receptores [B-adrenérgicos (BAR), que respondem a
noradrenalina liberada pela inervacdo simpatica cardiaca, realizando principalmente
0 aumento das variaveis cardiacas com efeitos cronotropicos, lusitropicos e
inotrépicos positivos (os principais mecanismos da via Gs nos CMs sdo descritos na
figura 2). Ja a subunidade Gi encontra-se predominantemente associada ao receptor
muscarinico do tipo 2 (M2), ativado pela acetilcolina liberada pelas fibras vagais
parassimpaticas cardiacas que, em ultima instancia, exerce efeitos cronotrépicos,
lusitropicos e inotropicos negativos (LYMPEROPOQULOS et al., 2021).
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Nesse contexto, o eixo NE-BAR-Gs, quando ativado de forma desproporcional, tem
sido frequentemente associado a processos de leséo e disfuncao cardiaca, enquanto
0 eixo ACh—M2-Gi é classicamente relacionado a mecanismos de cardioprotecao,
como demonstrado por por nosso (GAVIOLI et al., 2014; LATARO et al., 2013; ROY
et al., 2013) e por outros grupos (LI et al., 2004, 2013; ZHANG et al., 2009), aspectos
que serao discutidos em maior profundidade ao longo desta tese. Embora quando
estimulada em excesso a via Gs possa gerar efeitos patologicos, estudos prévios do
nosso grupo demonstraram que a sinalizagdo mediada por Gs contribui de maneira
significativa para o desenvolvimento adequado dos CMs (ELIEZECK et al., 2024). Em
contraste, os efeitos diretos da ativacao seletiva da via Gi sobre os CMs permanecem
pouco explorados, seja relacionados a cardioprotecdo ou ao desenvolvimento
cardiaco, em grande parte devido a dificuldade de dissociar os efeitos sistémicos do

SNA de mecanismos celulares especificos.

| Afinidade da
cTnl e cMyBP-C ao Ca2+

t Fosforilagdo dos
receptores de Rianodina

t Abertura dos Canais t Fosforilagdo da SERCA
de Ca2+ do tipo L (Cav 1.2) t Fosforilagdo da PLN

t Fosforilagdo dos
Canais HCN

/v

Cronotropismo +

Inotropismo + Lusitropismo +
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Figura 2: Cascata de sinalizac&o intracelular mediada por receptores beta adrenérgicos (BAR) e

muscarinicos (M2) no cardiomidcito. A ativagéo do BAR estimula a proteina Gs, que ativa a adenilato
ciclase para converter ATP em AMP ciclico (cCAMP). O aumento de cAMP ativa a proteina quinase A
(PKA), resultando na fosforilagdo de diversas proteinas-alvo. Esse processo culmina em efeitos
fisiologicos positivos: Inotropismo (aumento da forga de contracéo via canais de célcio e receptores de
rianodina), Cronotropismo (aumento da frequéncia cardiaca via canais HCN) e Lusitropismo (aumento
da velocidade de relaxamento via fosforilacdo de fosfolambam/PLN e SERCA). O receptor M2 exerce
efeito oposto através da proteina Gi inibindo a adenilato ciclase. Fonte: Wettschureck e Offermanns,
2005; Lymperopoulos e Bathgate, 2013.

Essas lacunas sugerem que vias tradicionalmente associadas a cardioprotecéo aguda
podem também exercer influéncia sobre processos estruturais e funcionais de longo
prazo, como o0 desenvolvimento e a maturagdo cardiaca. Dessa forma, o presente
trabalho investiga o papel da sinalizacéo colinérgica Gi como um eixo modulador tanto
da protecdo quanto do desenvolvimento cardiaco, utilizando uma abordagem
experimental que permite a ativacdo seletiva dessa via em CMs. A tese esta
organizada em dois capitulos experimentais: o primeiro avalia o impacto da ativagao
da via Gi na protecdo do coracdo frente a sobrecarga adrenérgica, enquanto o
segundo examina sua contribuicdo para o desenvolvimento cardiaco. Em conjunto,
esses estudos buscam integrar os processos de protecdo e desenvolvimento sob uma

mesma perspectiva fisiologica
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CAPITULO |

A ativacdo da sinalizagéo Gi exclusivamente em cardiomidcitos reverte a
lesé@o cardiaca induzida pela sobrecarga adrenérgica.
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2. REVISAO DE LITERATURA (Capitulo I)
2.1 O remodelamento cardiaco

O remodelamento cardiaco pode ser definido como o conjunto de alteracdes
moleculares, celulares e intersticiais que culminam em modificagcbes no tamanho, na
forma e na fungao do coragéo (PARREIRA et al., 2020). De modo geral, esse processo
é classificado em remodelamento cardiaco fisiolégico ou patoldgico, a depender da

natureza, intensidade e duracéo do estimulo.

O remodelamento cardiaco fisioldgico ocorre em situacfes adaptativas, como durante
o desenvolvimento pdés-natal, a pratica regular de exercicio fisico ou a gestacao.
Nesses contextos, observam-se alteracdes morfoestruturais organizadas, incluindo
hipertrofia cardiaca proporcional, aumento da rede vascular e preservacao da funcao
contrétil. Trata-se de um processo bem adaptado, reversivel, que ndo envolve morte
celular significativa e que, em geral, resulta em melhora da capacidade funcional do
orgdo (NAKAMURA e SADOSHIMA, 2018; WEEKS e MCMULLEN, 2011). Em
contraste, o remodelamento cardiaco patolégico desenvolve-se em resposta a
estimulos cardiodeletérios persistentes, como sobrecarga hemodinamica, isquemia
ou hiperativacdo neuro-hormonal. Esse tipo de remodelamento caracteriza-se por
uma resposta mal adaptativa, associada a disfuncao contratil, morte celular, fibrose
intersticial, estresse oxidativo e inflamacéo, apresentando carater progressivo e,
frequentemente, irreversivel (AZEVEDO et al.,, 2016; NAKAMURA; SADOSHIMA,
2018). Uma visdo geral dos diferentes tipos de hipertrofia cardiaca encontra-se

ilustrada na Figura 3.

A hipertrofia patoldgica apresenta caracteristicas distintas que a diferenciam da forma
fisiologica. Além do aumento da sintese proteica e do crescimento celular (comuns a
ambos o0s processos), observa-se, no remodelamento patoldgico, desregulacdo do
manejo intracelular de Ca?*, reexpressao de genes fetais, comprometimento da funcéo
mitocondrial e ribossomal, bem como a indugdo de apoptose, inflamacgao e fibrose.
Em muitos casos, o impacto funcional do remodelamento cardiaco patologico supera
aguele causado pelo estimulo inicial, sendo o principal determinante do progndstico
clinico. Diversas vias de sinalizacdo intracelular participam da modulacdo do

remodelamento cardiaco, com destaque para aguelas mediadas por GPCRs. Essas
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vias desempenham papel central na determinacdo do tipo, da progressdo e da
reversibilidade da hipertrofia cardiaca. Diante disso, o presente capitulo discute
mecanismos envolvidos na prevencdo e na reversdo do remodelamento cardiaco
patologico induzido por sobrecarga adrenérgica. Dentre os diferentes estimulos
capazes de desencadear e sustentar o remodelamento cardiaco patologico, a
hiperativacdo do SNS ocupa posicéo de destaque.

A ativacdo adrenérgica cronica, inicialmente compensatoria, exerce profundo impacto
sobre a estrutura e a funcdo do miocardio, modulando processos como hipertrofia,
morte celular, fibrose e disfuncao contratil. Nesse contexto, a sinalizagcdo mediada por
catecolaminas e seus receptores emerge como um eixo central na transicdo entre
adaptacao e ma adaptacao cardiaca. Assim, torna-se fundamental compreender como
a hiperativacdo adrenérgica contribui para o desenvolvimento e a progressao do

remodelamento cardiaco patoldgico, tema que sera abordado no tépico seguinte.

Normal adult heart

Left ventricle
Cardnomyocy(e

Right ventricle

Wldth 1 Sarcomere
"Thickness Le-nglh
Al
Physiological hypertrophy ' : Pathological hypertrophy
Physiological stimuli - .E Pathological stimuli

L)

Eccentric hypertrophy Concentric hypertrophy _ ) :
Preserved or mildly enhanced cardiac function Compensalid. preserved contractile function HFpEF | |
Mechanical E Mitochondrial dysfunction Heart failure
unloading | | and cell death
: HFrEFJ

Eccentric hypertrophy
Maladaptive remodelling and contractile dysfunction

Figura 3: Visdo morfofuncional dos principais tipos de hipertrofia cardiaca: A partir de um coragéo
adulto normal, estimulos fisiolégicos (como o exercicio fisico) promovem uma hipertrofia excéntrica,
caracterizada pelo aumento proporcional das cémaras e preservacdo da funcdo cardiaca. Em
contraste, estimulos patoldgicos desencadeiam inicialmente uma hipertrofia concéntrica, com aumento
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da espessura da parede e reducdo do diametro da cavidade para compensar a sobrecarga. A
persisténcia do estresse patologico, aliada a disfuncdo mitocondrial e morte celular, leva ao
remodelamento mal-adaptativo (hipertrofia excéntrica patoldgica), resultando em dilatagcao ventricular,
disfuncao contratil e evolucao para quadros de insuficiéncia cardiaca com fracédo de ejegdo preservada
(HFpEF) ou reduzida (HFrEF). Nakamura e Sadoshima, 2018.

Como este trabalho aborda a reversdo do remodelamento cardiaco patolégico, é
importante contextualizar esta definicdo que vem ganhando destaque nas ultimas
décadas: o remodelamento cardiaco reverso. Esse termo refere-se ao processo pelo
qual alteragbes estruturais, funcionais e moleculares do coragdo, previamente
associadas a condi¢des patologicas como hipertrofia, dilatac&o ventricular e disfuncéo
contratil/sistélica podem ser parcial ou totalmente revertidas apés a remocédo do
estimulo agressor ou mediante intervencfes terapéuticas eficazes (MARTIN,
JUARROS e LEINWAND, 2023)

Esse fendmeno tem sido descrito apds tratamento farmacolégico otimizado,
especialmente com inibidores do sistema renina-angiotensina-aldosterona e
betabloqueadores, bem como apds terapias de ressincronizagao cardiaca ou correcao
de sobrecargas hemodinamicas. O remodelamento reverso esta associado a reducao
do tamanho cardiaco e dos CMs, melhora da fracdo de ejecdo, normalizacdo de vias
de sinalizacdo relacionadas a hipertrofia celular, aprimoramento do metabolismo
energético e atenuacao da fibrose, por meio da reorganizacao da matriz extracelular.
Embora por muitos anos o remodelamento cardiaco tenha sido considerado um
processo irreversivel, evidéncias acumuladas nas ultimas décadas demonstram que
essa regressao € possivel por meio de terapias especificas e coordenadas, estando
associada a melhor progndstico clinico (MARTIN, JUARROS e LEINWAND, 2023).

2.2 Sobrecarga adrenérgica e lesdo cardiaca:

Um dos principais mecanismos associados ao desenvolvimento do remodelamento
cardiaco patolégico é a sobrecarga adrenérgica, frequentemente descrita como
consequéncia de um desbalanco autonémico. Esse desbalango caracteriza-se por
uma assimetria na atividade do SNA, na qual a descarga simpatica deixa de ser ritmica
e finamente regulada, passando a ocorrer de forma exacerbada e persistente.
Inicialmente, o aumento do tdnus simpatico atua como um mecanismo compensatorio,
promovendo elevacédo da for¢a de contracao, bem como das velocidades de contragao
e relaxamento, com o objetivo de preservar o débito cardiaco, garantindo assim a
perfusdo tecidual adequada. (LYMPEROPOULOS; RENGO; KOCH, 2013).
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Contudo, o estresse a manutencéo desse estado hiperadrenérgico leva a um aumento
expressivo das concentracdes intersticiais e circulantes de catecolaminas, podendo
atingir niveis 500 vezes superiores aos fisiolégicos (LAMERIS et al., 2000;
WORTSMAN, FRANK e CRYER, 1984). Esse fenbmeno decorre da ativacéo
excessiva e sustentada do SNS, com liberacdo continua de noradrenalina, somada
ao aumento de producdo de adrenalina pela suprarrenal, que retroalimenta o
desbalanco autondmico principalmente por favorecer os niveis de outras
catecolaminas circulantes, como adrenalina, intensificando ainda mais seus efeitos
deletérios (NAKAMURA e SADOSHIMA, 2018). Esse ambiente é suficiente para
induzir sobrecarga intracelular de Ca?* nos CMs, culminando em aumento da morte
celular (LAMERIS et al., 2000; SHENG et al., 2023).

Do ponto de vista intracelular, a elevacéo persistente de noradrenalina promove a
ativagao de receptores adrenérgicos a e B, ambos relevantes para a modulagao
cardiovascular. Entretanto, no contexto do miocardio, os receptores B-adrenérgicos
exercem papel central. Esses receptores pertencem a familia dos receptores
metabotropicos acoplados a proteina G e, classicamente, sinalizam por meio da
proteina Gs, promovendo a ativacdo da adenilato ciclase, aumento da producao de
AMPc e subsequente ativacdo da proteina quinase A (PKA). A ativacdo dessa via
resulta em fosforilacdo de mudltiplos alvos envolvidos no acoplamento excitacdo—
contracdo, levando ao aumento das principais variaveis cardiacas, conforme

previamente demonstrado na figura 3 (PARREIRA et al., 2020).

A partir do inicio dos anos 2000, entretanto, tornou-se evidente que a sinalizagao -
adrenérgica no coracdo apresenta elevada plasticidade. No contexto fisiolégico, a
proporcao de receptores 1 para B2 é de 80:20, porém, em situacdes de estresse,
ocorre 0 aumento na expressao de receptores 2, e essa proporgao passa a ser de
60:40 (WANG, GARERI e ROCKMAN, 2018). Estudos demonstraram que, com 0
aumento na densidade de receptores B2 (que ocorre principalmente em condicdes de
estimulacdo prolongada e fosforilagdo sustentada do receptor), ocorrem um
desacoplamento funcional da via Gs e o recrutamento da proteina Gi. Esse fenbmeno,
conhecido como “switch de acoplamento Gs—Gi”, tem sido interpretado como um
mecanismo adaptativo destinado a limitar os efeitos deletérios da hiperativacéao

adrenérgica crénica e a modular a progressao do dano cardiaco (DAAKA et al., 1998;
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XIAO et al., 1999). Este préprio mecanismo endogeno, levanta a discusséo sobre a

capacidade da via Gi de proteger o coracéo.
2.3 Via Gi em cardiomidcitos:

A via de sinalizacdo acoplada a proteina Gi desempenha um papel central na
modulagéo da funcéo cardiaca, atuando de forma funcionalmente oposta a sinalizagéo
mediada pela proteina Gs. Enquanto a ativacdo da via Gs promove efeitos
cronotropicos e inotropicos positivos, a ativacdo da via Gi esta classicamente
associada a efeitos cardiodepressores e cardioprotetores, sendo particularmente
relevante em condicbes de hiperatividade simpatica (WETTSCHURECK e
OFFERMANNS, 2005).

No coragédo, as proteinas Gi podem ser ativadas por diferentes classes de GPCRs,
incluindo os receptores de adenosina do tipo A1, receptores a2-adrenérgicos,
receptores de somatostatina e receptores opioides dos subtipos & e kK (BRODDE et
al., 1992). No entanto, em condices fisioldgicas, a principal via de ativacdo da Gi nos
CMs ocorre por meio dos receptores muscarinicos do tipo M2, sensiveis a ACh
liberada pelas terminagcbes parassimpaticas do nervo vago. O eixo ACh—-M2-Gi
exerce papel fundamental no contrabalanceamento da atividade simpatica cardiaca,
sendo crucial para o controle fino da frequéncia cardiaca e, em menor grau, da
contratilidade miocéardica. A ativacao desse eixo resulta predominantemente em efeito
cronotrépico negativo, mas também pode induzir efeito inotrépico negativo,
especialmente em condi¢cdes de estimulacdo colinérgica intensa ou em contextos
patolégicos especificos, uma vez que a inervacado parassimpatica tambem inerva os

ventriculos.

O principal mecanismo intracelular associado a ativacao da Gi, conforme ilustrado na
Figura 3, envolve a inibicdo da adenilato ciclase pela subunidade ai, levando a
redugdo dos niveis intracelulares de adenosina monofosfato ciclico (CAMP). A
diminuicdo do cAMP resulta em menor ativagdo da proteina quinase A (PKA),
reduzindo a fosforilacdo de mudltiplos alvos envolvidos na cinética do Ca?*, como 0s
canais de calcio do tipo L, o fosfolamban e os receptores de rianodina (RyR2). Como

consequéncia, observa-se reducao da entrada e da liberagcéo intracelular de Ca?",
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culminando em diminuicdo da forca contratil e da frequéncia de disparo dos CMs
(CAPOTE, MENDEZ PEREZ e LYMPEROPOULOS, 2015).

Além da acao da subunidade ai, o dimero By liberado apds a ativagao da proteina Gi
desempenha papel funcional relevante ao ativar canais de potassio retificadores de
entrada dependentes de proteina G (GIRK/Kir3.x). A ativacdo desses canais promove
hiperpolarizacdo da membrana celular, particularmente em células do no sinoatrial,
reduzindo a inclinacdo da fase 4 do potencial de acdo e potencializando o efeito
cronotropico negativo da estimulacdo colinérgica (WANG, GARERI e ROCKMAN,
2018b). Dessa forma, a sinalizacéo via Gi atua de maneira integrada na modulagéo
da excitabilidade elétrica, do acoplamento excitagdo—contracdo e da homeostase
cardiaca.

A proteina Gi é composta por diferentes isoformas, incluindo Gil, Gi2 e Gi3. Embora
todas apresentem carater inibitério e sejam sensiveis a toxina pertussis, essas
isoformas exibem diferencas relevantes, como a codificacdo por genes distintos
(GNAI1, GNAI2 e GNAI3, respectivamente). No coracao, a isoforma Gi2 é a mais
prevalente e esta associada aos principais efeitos autonémicos e cardioprotetores
(MATSUDA et al., 2000). Em contraste, as subunidades Gil e Gi3 apresentam menor
expressao cardiaca e sdo consideradas, até o0 momento, menos relevantes do ponto
de vista funcional, sendo necessarios mais estudos para elucidar seus papéis
especificos no tecido cardiaco (MATSUDA et al., 2000). Estudos experimentais
reforcam o papel cardioprotetor da Gi2, uma vez que seu nocaute em modelos de
isquemia miocardica resulta em aumento significativo da area de lesdo. Curiosamente,
0 nocaute da isoforma Gi3 foi associado a reducdo do tamanho da area isquémica
(KOHLER et al., 2014). Na auséncia de Gi3, observa-se aumento compensatdrio da
expressdo de Gi2, o que pode explicar esse efeito paradoxal, sugerindo que a maior
disponibilidade de Gi2 seja suficiente para conferir protecdo adicional ao miocardio
lesionado (KOHLER et al., 2014b).

2.4 Efeitos cardioprotetores atribuidos ao eixo ACh-M2-Gi

A via Gi é ativada no coracdo predominantemente pela ACh, Nesta frente, trabalhos
do nosso grupo de pesquisa e da literatura corroboram a ideia de que a estimulagéo

dos receptores muscarinicos cardiacos reduzem os efeitos deletérios da disfuncao
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cardiaca em modelos experimentais distintos, a saber: (i) Li et al., (2004)
demonstraram que a estimulagcédo vagal aumenta a sobrevida de ratos submetidos ao
infarto por ligadura da artéria coronaria; (ii) Zhang et al., (2009), ao induzir IC através
de um modelo de hiperestimulagéo ventricular observaram que a estimulacdo vagal
cronica, atenua diversos efeitos deletérios advindos da IC como arritmias, diminui¢ao
da fracao de ejecéo, processo inflamatorio cardiaco e fibrose tecidual, além de reduzir
0s niveis plasméticos de noradrenalina, Ang Il e proteina C reativa, marcadores
classicos da IC; (iii) Gavioli et al., (2014); Lataro et al., (2013); Li et al., (2013)
demonstraram que o tratamento com diferentes anti-colinesterasicos atenuou os
efeitos deletérios e aumentava a sobrevida de animais submetidos ao infarto do
miocardio; por fim (iv) Roy et al., (2016) ao utilizarem modelos transgénicos de ganho
de funcdo colinérgica demonstraram protecdo contra o remodelamento cardiaco

induzido por Ang Il.

Na clinica, estudos também apontam para um efeito cardioprotetor da ativacdo
colinérgica e subsequente ativacdo da via Gi em humanos. (Nordstrém et al., 2013)
atribuiram o menor risco no desenvolvimento de eventos cardiovasculares em
pacientes com Alzheimer tratados com anti-colinesterasicos. Na mesma linha,
Schwartz et al.,, (2008) ao aplicarem um marcapasso vagal sincronizado com a
frequéncia cardiaca observoaram melhora no volume sistélico e na qualidade de vida
de pacientes com IC. Desta forma, podemos dizer que existe um consenso na

literatura acerca do efeito cardioprotetor da ACh.

Além da tradicional ACh de origem neuronal, foi demonstrado por Kakinuma, Akiyama
e Sato, (2009) e Rana et al., (2010) que, assim como outros tipos celulares nao
neuronais, os CMs também possuem a maquinaria necessaria para a sintese e
secrecdo de ACh. Nesta linha, nosso grupo também tem contribuido com diversos
estudos, que caracterizaram a maquinaria colinérgica ndo neuronal. Rocha-Resende
et al.,, (2012) mostraram a importancia desta sinalizagcdo na protecdo contra a
hipertrofia cardiaca induzida por fenilefrina e ISO in vitro (ROCHA-RESENDE et al.,
2012), na protecgéo contra o remodelamento cardiaco induzido por Ang in vivo Il (ROY
et al., 2016), além de desempenhar um papel crucial na manutencdo da homeostase

cardiaca basal ap6s estimulos fisiol6gicos e estressores (ROY et al., 2013).
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De fato, os receptores M2 parecem exercer um importante mecanismo protetor
cardiaco. Estudos demonstram que durante a insuficiéncia cardiaca, ocorre um
aumento acentuado na densidade de receptores muscarinicos do tipo 2 no coragéo,
como um mecanismo adaptivo frente ao estresse (GULUDEC, Le et al., 1997). Por
outro lado, durante a senescéncia, ocorre uma regulacdo negativa na densidade dos
receptores M2, bem como o desacoplamento dos receptores M2 da via Gi (processo
por vezes chamado de “uncoupling with age”) fazendo com que o coragéo perca
eficiéncia do tbnus parassimpatico, tornando-o mais suscetivel a arritmias, disfuncdes

e remodelamento associado a senescéncia. (BRODDE et al., 1998).
2.5 Modelo DREADD-Gi cardiaco:

Devido a alta versatilidade da sinalizacédo por GPCRs, foi desenvolvido em 2007 um
modelo de quimiogenética denominado de Designer Receptors Exclusively Activated
by Designer Drugs, ou simplesmente DREADD (ARMBRUSTER et al., 2007). Este
modelo consiste na producdo de um receptor mutado que pode ativar vias de
sinalizacdo Gs, Gq e Gi. Estes receptores mutados, foram desenvolvidos a partir de
receptores muscarinicos humanos M1, M3 e M5 (acoplados a Gg ou Gs) e M2 e M4
(acoplados a Gi), que possuem como principal caracteristica a capacidade de
responder a uma droga exdgena, que nao € sintetizada pelo organismo, a Clozapina-
N-O6xido (CNO). Posteriormente, com o estudo de Zhu et al., (2016), o modelo foi
refinado e passou a ser dependente da enzima Cre recombinase, garantindo uma
maior seletividade em tempo e local de expressao. Outro progresso foi a adicdo na
sequéncia genética que codifica para o0 DREADD juntamente com a sequéncia
correspondente a proteina m-citrina, uma proteina autofluorescente, que permite a
visualizacdo e identificacdo das células que expressam o receptor mutado. Os
DREADDs séo identificados pela subunidade a qual estdo acoplados. Utilizaremos
neste estudo animais denominados Dreadd hM4Di, da sigla do inglés para: h—human
(origem do receptor); M4—muscarinic 4 (base usada na constru¢do do receptor
mutante); D—-DREADD; i (subunidade ao qual o DREADD se acopla), sendo, portanto,
um modelo Dreadd que estad acoplado a subunidade Gi (ZHU et al.,2016). Esses
receptores ndo podem ser estimulados por ligantes enddgenos, sendo sensiveis a
ligantes sintéticos como 0 CNO. O modelo DREADD é representado na Figura 4. De

forma resumida, a via Gi cardiaca é ativada de forma fisiol6gica pelo eixo ACh-M2-Gi,
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enguanto no nosso modelo DREADD, a ativacéo dessa via ocorre via CNO-hM4Di-Gi

de forma temporal e tecido especifica.

(@)
@© Clozapina N-Oxido
(@] cNo © (@]
Receptor Receptor
Membrana \ muscarinico \ DREADD-Gi
celular O /—\ )
l m Engenharia Genética l
hM4 o hM4Di °
Resposta celular Resposta celular

Figura 4: Engenharia genética do receptor muscarinico hM4Di: Esquema ilustrativo comparando o
receptor muscarinico endégeno e o receptor mutado DREADD, este Ultimo acoplado a proteina Gi
(hM4Di) e gerado a partir de engenharia genética. A esquerda, a acetilcolina (ACh) ativa o receptor
muscarinico M4 nativo na membrana celular, promovendo sinalizagdo intracelular mediada pela
subunidade Gai e pelo dimero GBy, culminando em resposta celular. A direita, apds modificacéo
genética, o receptor hM4Di perde responsividade & ACh e passa a ser seletivamente ativado pela
clozapina-N-6xido (CNO), permitindo o controle farmacogenético especifico da sinalizagdo Gi e da
resposta celular associada. O cruzamento do camundongo DREADD-Gi com o camundongo Myh6-Cre
possibilita a expresséo do receptor mutado apenas em cardiomidcitos.

Conforme descrito, a via de sinaliza¢éo acoplada a proteina Gi configura-se como uma
via altamente versatil, com reconhecido potencial cardioprotetor. Entretanto, a
contribuicdo especifica dos cardiomiocitos para esses efeitos ainda nao foi claramente
estabelecida, uma vez que a maioria dos estudos previamente revisados promove a
ativacdo da atividade colinérgica de maneira sistémica e ndo célula-especifica.
Considerando que, mesmo no contexto cardiaco, a ACh pode atuar sobre distintos
tipos celulares, desencadeando respostas celulares heterogéneas, 0s mecanismos
responsaveis por seus efeitos benéficos no coracdo permanecem pouco elucidados,
particularmente no que se refere as vias de sinalizacéo intracelular ativadas a jusante
da proteina Gi nos CMs. Nesse sentido, o presente estudo aborda essa lacuna do
conhecimento por meio do emprego de modelo transgénico de ultima geracéo, que
permite a ativacao seletiva e célula-especifica da via Gi em CMs. Essa estratégia
experimental possibilita entender a contribuicdo de um unico tipo celular na protecao

cardiaca.
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3. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE CENTRAL (Capitulo 1)

As doencas cardiovasculares (DCV) séo responsaveis por aproximadamente 17,5
milhdes de mortes por ano, correspondendo a cerca de 31% de todos os 6bitos no
mundo (OMS, 2016). No Brasil, estima-se que aproximadamente 300 mil pessoas
morram anualmente em decorréncia de DCV. De acordo com projecdes da
Organizacdo Mundial da Saude, esse cendrio tende a se agravar, com a expectativa
de que, até o ano de 2030, o numero de mortes por DCV atinja cerca de 23,6 milhdes
por ano (OMS, 2021). Esses numeros elevados consolidam as DCV como um dos
principais problemas de saude publica em escala global. Apenas no Brasil, em 2015,
0s custos diretos relacionados a consultas, internacdes, cirurgias e transplantes
associados as DCV ultrapassaram 5 bilhdes de reais (SIQUEIRA, SIQUEIRA-FILHO
e LAND, 2017)

As patologias cardiovasculares frequentemente evoluem para insuficiéncia cardiaca
(IC), condicao caracterizada pela incapacidade do coracdo de bombear sangue de
forma eficiente, comprometendo a manutencdo adequada da perfusdo tecidual
(LYMPEROPOULOS, RENGO e KOCH, 2013). Diante de um insulto inicial, o coracao
desencadeia um processo de remodelamento adaptativo, cujo objetivo primario €
compensar a perda de tecido viavel. Essa fase inicial € marcada, em grande parte,
por um aumento da atividade simpatica cardiaca, que visa restaurar o débito cardiaco
por meio da elevacdo da forca de contracdo, da frequéncia cardiaca, além de
alteracdes no relaxamento ventricular e na velocidade de conducao elétrica (efeito
dromotropico) (FRANGOGIANNIS, 2015 e GUYTON, 2017)

A progresséao da IC pode seguir dois desfechos principais: (i) a hiperativacao simpética
é suficiente para restaurar parcialmente a fracdo de ejec¢ao, resultando em uma fase
compensada da doenca; ou (ii) mesmo na presenca de intensa ativacdo simpatica, a
perfuséo tecidual adequada néo é restabelecida, levando a progressao da disfungéo
cardiaca. E importante destacar que, independentemente do desfecho inicial, a
ativacdo simpatica cronica exerce efeitos deletérios significativos sobre o tecido
cardiaco, incluindo hipertrofia patolégica, morte de CMs, fibrose intersticial e
substitutiva, ativacao inflamatoria persistente e aumento da rigidez vascular. Grande

parte desses efeitos adversos esta associada a estimulacéo prolongada de receptores
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acoplados a proteina Gs (BURCHFIELD, XIE e HILL, 2013 e LYMPEROPOQULOS,
RENGO e KOCH, 2013)

Nesse contexto, a via de sinalizagdo acoplada a proteina Gi emerge como uma
alternativa funcionalmente distinta e potencialmente cardioprotetora. Evidéncias
experimentais indicam que a ativacao colinérgica, particularmente por meio do eixo
acetilcolina—receptor muscarinico M2-proteina Gi (ACh-M2-Gi), exerce efeitos
benéficos sobre o coracdo. Entretanto, o papel especifico do CM como mediador
central dessa cardioprotecdo permanece pouco esclarecido, uma vez que a maioria
dos estudos disponiveis utiliza estratégias que aumentam a atividade colinérgica de
forma sistémica e ndo célula-especifica. Considerando que, mesmo no ambiente
cardiaco, a ACh pode atuar sobre diferentes tipos celulares incluindo macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais e CMs desencadeando respostas celulares distintas
e, por vezes, opostas (VANG et al., 2021 e WESSLER e KIRKPATRICK, 2008). Os
mecanismos moleculares responsaveis por seus efeitos cardioprotetores
permanecem incompletamente compreendidos. Diante desse cenario, o presente
trabalho busca preencher essa lacuna da literatura por meio do emprego de modelo
transgénico de Ultima geracao, que permite a ativacao seletiva e especifica da via Gi

exclusivamente em CMs.

Nossa hip6tese central € que os CMs atuam como elemento-chave na orquestracao
da cardioprotecao induzida pelo eixo ACh—M2-Gi, modulando diretamente processos
fundamentais do remodelamento cardiaco, como sobrevivéncia celular, controle do
metabolismo, resposta ao estresse, inflama¢édo e comunicacdo paracrina com outras
populacdes celulares do miocéardio. Dessa forma, propomos que a ativacao seletiva
da via Gi nos CMs ¢ suficiente para desencadear um programa cardioprotetor capaz
de atenuar os efeitos deletérios da hiperativacdo simpatica cronica e limitar a

progresséao da insuficiéncia cardiaca.
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4. OBJETIVOS (Capitulo I)
4.1 OBJETIVO GERAL:

Investigar o impacto da ativacdo da via Gi seletivamente no cardiomiocito em condi¢ao

patoldgica induzida pela hiperestimulacédo adrenérgica sistémica (Figura 5)
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

A) Caracterizar o modelo DREADD-Gi cardiaco:

B) Investigar o impacto da ativacdo da via Gi no CM na prevencao do
remodelamento cardiaco induzido pela hiperestimulacao adrenérgica.

C) Investigar o impacto da ativacdo da via Gi no CM na reversdo do

remodelamento cardiaco ja instalado.

Musculo .- Cardiomidcitos
SNP E It
squelet ICOV CNO

TAtividade
Adrenérgica

Fibroblastos
) /

"Lja?/

J Cora¢éo““\_.

. Celulas endoteliais

Intestino agi Rim
Estomago

Figura 5: Representagdo do modelo de ativagdo adrenérgica sistémica comparado ao nosso
modelo DREADD, ativado por CNO, de ativagao Gi-cardiomiécito-especifica. O diagrama ilustra o
a capacidade do ISO de aumentar a atividade colinérgica de forma sistémica. Em destaque, a seta
vermelha indica o CNO como agente de ativagdo seletiva, direcionando a ativacdo da via Gi
especificamente nos cardiomidcitos. O detalhamento & direita enfatiza tipos celulares presentes no
microambiente cardiaco, que sdo alvos da acao adrenérgica.
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5. MATERIAIS E METODOS (Capitulo 1)

5.1 Animais: Camundongos R26-LSL-hM4Di-DREADD (generosamente doados por
Bryan Roth (University of North Carolina) e Ute Hochgeschwender (Central Michigan
University), estirpe JAX; RRID:IMSR_JAX:026219, foram cruzados com
camundongos Myh6-CRE (estirpe JAX; RRID:IMSR_JAX:011038) para gerar 0s
camundongos Myh6-Cre/hM4Di. Isto permite a expressdo do receptor hM4Di
restritamente aos CMs (uma variante do receptor muscarinico M4 humano) que
responde ao CNO, mas ndo a ACh ou qualquer outro ligante enddégeno. Para nossos
experimentos, utilizamos camundongos machos e fémeas com 8-10 semanas de
idade. Os camundongos foram alojados no biotério da UFMG sob condi¢cdes de
temperatura controlada (25-28°C) e um ciclo claro-escuro de 12/12h. Os
companheiros de ninhada Myh6-CRE e hM4Di foram utilizados como controles nos
experimentos. Os camundongos foram tratados e estudados a medida que foram
ficando disponiveis, e os resultados de todas as experiéncias foram compilados para
andlise. Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com protocolos
aprovados pelo Comité Institucional de Cuidados e Uso de Animais da UFMG
(CEUA:102/2022 e 63/2025) e da University of Western Ontario (2020-162). O estudo
foi conduzido de acordo com o National Institutes of Health (NIH) Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals.

5.2 Genotipagem: A genotipagem dos animais provenientes dos cruzamentos
supracitados foi realizada a partir de DNA genbémico extraido de fragmentos da orelha.
A identificacdo dos gendétipos foi conduzida por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando um termociclador e oligonucleotideos iniciadores
especificos para a regido mutada. A presenca da dupla mutacédo (DREADD-Gi e Cre)
foi confirmada pela deteccao de fragmentos amplificados de aproximadamente 200
pb e 700 pb, respectivamente. A amplificacdo de um fragmento de aproximadamente
300 pb foi utilizada como indicativo de animais do tipo selvagem (WT) (Figura 6). As
sequéncias dos oligonucleotideos utilizados estao descritas a seguir:

DREADD Forward: 5 CGAAGTTATTAGGTCCCTCGAC 3’;
DREADD Reverse: 5 TCATAGCGATTGTGGGATGA 3’;
WT Forward: 5 AAGGGACCTGCAGTGGAGTA 3’

WT reverse: 5 CCGAAAATCTGTGGGAAGTC 3.

CRE Forward: 5 GTCCAATTTACTGACCGTACACC 3
CRE Reverse: 5 GTTATTCGGATCATCAGCTACACC &
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Figura 6: Bandas obtidas a partir
da genotipagem de animais Myh6-
Cre/hM4Di: Revelacdo do gel de

" agarose com amplicons de 200pb

R identificando  animais DREADD
700 - homozigotos (++), 300pb
600 o identificando animais WT;
200+300pb identificando animais
500- heterozigotos (+/-) e  700pb
400 - identificando os animais Cre+.Apés
separacao em gel de agarose 1% em
300 s TAE 1x, a presenca das bandas
foram reveladas no equipamento
200 ImageQuant™ LAS 4000
biomolecular imager por estimulagéo

100 ultravioleta.

5.3 Modelo de isoproterenol e tratamento de camundongos com CNO: Para a
inducdo do modelo hiperadrenérgico, camundongos foram tratados diariamente com
(-/-) isoproterenol (ISO, Sigma, St. Louis, MO, EUA) por 7 dias (25 mg/kg/dia, via
intraperitoneal). O tratamento com CNO foi realizado em duas condig¢des: 1) Protocolo
de Prevencdo: Camundongos foram tratados diariamente com CNO (0,5 mg/kg/dia,
via intraperitoneal) concomitantemente a injecdo de ISO por 7 dias (Figura 14B).
Como controle, grupos separados de camundongos receberam CNO isoladamente
(0,5 mg/kg/dia) ou injecdo de solugcdo salina pelo mesmo periodo. Para avaliar a
capacidade de CM-Gi* em reverter danos cardiacos preestabelecidos e determinar o
momento ideal para a intervencdo com CNO, os efeitos temporais do tratamento com
ISO no coracédo foram caracterizados por meio da administracdo de 1, 2 ou 3 doses
diarias de 1SO (25 mg/kg/dia, via intraperitoneal) em camundongos Myh6-Cre/hM4Di
(Figura 18A). Os coracdes foram coletados no quarto dia e analisados. Vale ressaltar
gue em todos o0s experimentos realizamos um comparativo inicial para avaliarmos se
havia diferenca na resposta ao CNO e nos efeitos observados em animais homo X

heterozigotos, machos x fémeas. Nenhuma diferenca foi detectada.

2) Protocolo de Tratamento: Uma vez identificado que 3 doses de ISO foram
suficientes para estabelecer dano cardiaco, os camundongos foram submetidos ao
segundo protocolo para avaliar o potencial terapéutico da ativacdo da sinalizagao Gi
nos CMs (Figura 19A), que incluiu sete doses de ISO e quatro doses de CNO. O
tratamento com CNO foi iniciado no quarto dia do regime de ISO (7 dias no total) e
continuado até o final do protocolo. A eutanasia foi realizada por meio de

deslocamento cervical.
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5.4 Isolamento de miocitos ventriculares: Os CMs foram isolados seguindo um
meétodo previamente descrito (GUATIMOSIM et al., 2001). Em resumo, os cora¢cfes
foram removidos cirurgicamente e perfundidos retrogradamente  por
aproximadamente 13 minutos, utilizando uma solugdo de Tyrode modificada,
desprovida de ions Ca?* e contendo colagenase tipo 2 (1 mg/mL). Em seguida, foram
utilizados processos mecanicos de digestdo e filtracdo nas camaras ventriculares.
Posteriormente, foi realizada a reintrodugdo gradual de ions Ca?* extracelulares,
atingindo uma concentracéao final de 500 umol/L. ApGs o processo de isolamento, 0s
midcitos foram mantidos em solucdo de Tyrode (em mmol/L: 140 NaCl, 4 KCI, 1
MgCl2, 1,8 CaCl2, 10 glicose e 5 HEPES; pH 7,4 ajustado com NaOH). Os CMs
ventriculares isolados foram entéo utilizados para medi¢Ges dos ciclos de contracao-
relaxamento e andlises morfométricas. As células foram isoladas de camundongos
Myh6-Cre/hM4Di, Myh6-CRE e hM4Di.

5.5 Aquisicdo da contratilidade: Para adquirir a contratilidade, os midcitos
ventriculares foram expostos a N-Oxido-de clozapina (CNO, 100 nmol/L, Abcam,
catdlogo #ab141704), acetilcolina (ACh, 100 nmol/L, Sigma-Aldrich #A5751),
isoproterenol (ISO, 50 nmol/L, Sigma-Aldrich #16504), ou uma combinacdo de
ISO+CNO durante 15 min. Para medi¢Bes contracteis, as células foram sujeitas a
estimulacdo eléctrica utilizando eléctrodos de platina, com uma frequéncia de
impulsos de 1 Hz e uma tensdo de 30V, cada impulso com uma duracdo de 5
milissegundos. Foi utilizada uma camera CMOS digital de alta velocidade (SILICON
VIDEO 642 M, EPIX, Inc) para captar imagens das células, funcionando a 200
imagens por segundo. As imagens tinham uma resolugdo de 640x480 pixels, um
tamanho de pixel de 0,25 pm/pixel e uma profundidade de 8 bits. Os dados de
contratilidade celular foram obtidos de acordo com um protocolo previamente descrito
(Scalzo et al., 2022). O processamento e a analise das imagens foram efetuados com
o software CONTRACTIONWAVE, utilizando o método de fluxo éptico denso (Scalzo
et al., 2021).

5.6 Morfometria: Para avaliar a &rea celular dos CMs isolados e a area de seccao
transversal dos miécitos nas amostras de tecido, utilizamos o software de analise

ImageJ versao 1.8.0. (Schneider, Rasband e Eliceiri, 2012).
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5.7 Avaliacdo da lesdo miocardica: A captacdo do corante azul de Evans (Evans
Blue Dye-EBD) (Sigma-Aldrich catalogo #E2129, 10 mg/Kg; IP) foi usada para avaliar
o nivel de lesdo miocardica como descrito anteriormente. Os camundongos
receberam EBD 16-18 horas antes de cada coleta do coracdo. Subsequentemente,
os coracdes foram colhidos e processados conforme descrito na sec¢ao 2.7. Foram
tiradas fotografias com uma ampliacdo de 20x e analisadas com o programa ImageJ
(versdo 1.8.0). Os dados séo apresentados como a percentagem de &rea corada por

campo.

5.8 Imunofluorescéncia: A imunofluorescéncia de cortes cardiacos foi realizada
como previamente descrito por nés (ROCHA-RESENDE et al., 2019). As seccoes
foram coradas com anticorpos primarios para CD68 (macréfagos) e a-SMA
(miofibroblastos), seguidas de incubagédo com anticorpos secundarios conjugados (ver
Tabela 1 para detalhes). Para determinar a viabilidade celular, utilizamos o kit live-
dead (Cat. Invitrogen #L3224) e incubamos CMs recém-isolados durante 30 minutos
a 37 °C. Apés a incubacéo, fixamos as células em paraformaldeido a 4% durante 15
minutos. A aquisicdo de imagens foi realizada no Centro de Aquisicdo e
Processamento de Imagens (CAPI) da Universidade Federal de Minas Gerais,
utilizando o microscopio confocal LSM 880 (Zeiss GmbH, Jena, Alemanha) com
objetivas de 20x ou 40x. O numero total de macréfagos CD68+DAPI+, fibroblastos a-
SMA+DAPI+ e a andlise da viabilidade celular foram feitos com o software ZEN 3.6

blue edition.

5.9 Histologia: Os coracfes foram perfundidos com uma solucdo de 1 ml de KCl a
10% através do ventriculo, seguida de fixagdo em paraformaldeido a 4% durante 48
horas. Posteriormente, foram armazenados em &lcool a 70% durante 24 horas. Na
sequéncia, os coracdes foram incluidos em parafina e cortados em seccdes de 3um
de espessura. Estas secg¢des foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). As
imagens foram obtidas por meio de um scan pannoramic MIDI Il (3D HISTECH) e uma
objetiva Zeiss (20x/0,8 NA) localizado no Centro de Aquisicdo e Processamento de

Imagens (CAPI) da Universidade Federal de Minas Gerais

5.10 PCR em tempo real: O RNA total foi extraido com o reagente TRI de acordo
com o protocolo do fabricante. O pellet de RNA foi ressuspendido em agua tratada
com DEPC e tratado com o kit Turbo DNA-free. 1 ug de RNA tratado com DNAse foi
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transcrito reversamente para cDNA utilizando a transcriptase reversa M-MLV. A qRT-
PCR foi efetuada utilizando o iTag Universal SYBR Green Supermix e 0 sistema
StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems). O gene de referéncia utilizado foi
0 S26. As sequéncias dos primers utilizados foram as seguintes: COL3A1 (forward)

5'-GGTGGTTTTCAGTTCAGCTATGG-3} COL3A1 (reverse)
5'-CTGGAAAGAAGTCTGAGGAATGC-3, COL1A1 (forward)
5'-CCTCACCTACAGCACCCTTGTG-3 e (inverso
5'- GATGACTGTCTTGCCCCAAGTT-3}; S26 (forward) 5’-

CGTGCTTCCCAAGCTCTATGT-3’; e reverse: 5-CGATTCCTGACAACCTTGCTA-3'.

Os dados foram analisados utilizando o método 2-AACT.

5.11 Eletrocardiograma: Os experimentos de eletrocardiograma foram realizados
como descrito anteriormente (SILVA et al., 2021). Os animais foram anestesiados com
uma mistura de isoflurano e oxigénio (5% para inducéo e 1,5-2% para manutencéo) e
instrumentados com eletrodos subcutaneos para registo do eletrocardiograma (ECG).
Os eletrodos foram exteriorizados na regido interescapular. Apos 48 horas de
recuperagdo cirdrgica, os eletrodos foram ligados a um amplificador bioelétrico
(Animal BioAmp FE136; ADInstruments), acoplado a uma interface analdgico-digital
(PowerLab, ADInstruments) e amostrados (4 kHz) num IBM/PC utilizando o software
LabChart (ADInstruments, Dunedin, NZ). Os registos foram efetuados de forma
consistente & mesma hora do dia para evitar influéncias circadianas nos resultados.
Durante os registos, 0s animais estavam acordados e podiam movimentar-se
livremente. Apds o periodo de estabilizacdo da FC, os animais foram tratados com
CNO (0,5 mg/kg, I.P; ver Figura 11, 0 min), e o registo foi mantido durante 90 minutos.
Os experimentos de ECG foram realizados no Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo (USP), Brasil.

5.12 Ecocardiografia: A funcdo cardiaca sistélica e diastélica foi determinada de
forma nao invasiva por ecocardiografia transtoracica, conforme descrito anteriormente
(Omoto et al., 2021). Os camundongos foram anestesiados (1,5% de isoflurano),
utilizando-se um sistema de imagem de alta resolugdo Vevo 2100 (FAPESP
2009/54010-1) equipado com um cabecote de varredura de 21 MHz (VisualSonics,
Toronto, Canadd). As aquisi¢des foram realizadas nos modos movimento (M) e brilho

(B) do eixo curto paraesternal. As imagens foram analisadas com o software
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VisualSonics Cardiac Measurements. Para cada parametro, foram realizadas medidas
de trés a seis ciclos cardiacos diferentes, sendo calculados os valores médios. A
espessura do septo interventricular (SIV) e o didametro interno do ventriculo esquerdo
(DVE) foram medidos em sistole e diastole a partir de cortes no eixo longo da
abordagem paraesternal e a fracdo de ejecdo (FE) foi calculada. Os experimentos
ecocardiograficos foram realizados no Departamento de Fisiologia da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (USP), Brasil.

5.13 Citometria de fluxo: O tecido cardiaco foi digerido e preparado para
experiéncias de citometria de fluxo como previamente descrito por nés (ROCHA-
RESENDE et al., 2019). As suspensfes de células Unicas cardiacas foram coradas
com anticorpos (ver Tabela 2) durante 30 minutos a 4 °C. Os controles de
compensacao foram gerados utilizando UltraComp ebeads (Invitrogen; catalogo 01-
2222-42). A estratégia de selecdo é apresentada na figura 24 A. Os dados foram
adquiridos em Becton Dickinson LSR Fortessa no Laboratério Institucional de
Pesquisa em Biomarcadores (LINBIO), Faculdade de Farméacia, UFMG, e analisados
usando o software FlowJo v.X.0.7.

5.14 SDS-PAGE e imunoblotting: As proteinas extraidas do tecido cardiaco foram
solubilizadas em tampéao de Laemmli, separadas em géis de poliacrilamida a 7,5% e
transferidas para membranas de PVDF, conforme descrito previamente (MARTINS,
BAILEY e GIRARDI, 2020). As membranas foram bloqueadas por 1 hora em solugéo
de Blotto (5% de leite em p6 desnatado e 0,1% de Tween 20 em PBS, pH 7,4), seguida
de incubacdo overnight com anticorpo Phospho-(Ser/Thr) PKA Substrate (Cell
Signaling #9621L; RRID: AB_330304), diluido no mesmo tampéao de bloqueio. Apés
lavagens com Blotto, as membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase de raiz-forte (HRP) (diluicdo 1:2.000 em Blotto).
As lavagens finais consistiram em cinco lavagens em Blotto e duas em PBS (pH 7,4).
A deteccdo do sinal foi realizada utilizando um sistema de quimioluminescéncia
aprimorada (ECL) (GE Healthcare®). A visualizacdo das bandas foi realizada
utilizando o ImageScanner Ill (GE Healthcare®), e a analise foi conduzida de forma

cega por meio do software Scion Image (Scion®, Frederick, MD).

5.15 Anélise estatistica: Os dados sédo apresentados como média + SEM, derivados

de pelo menos trés experimentos independentes. As analises estatisticas entre os
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grupos foram realizadas da seguinte forma: o teste de Shapiro-Wilk foi inicialmente
aplicado para avaliar a normalidade. Para dados normais, foi usado um teste t de
Student ndo pareado, ANOVA unidirecional com teste post hoc de Tukey ou ANOVA
bidirecional seguido pelo teste post hoc de Sidak. Para conjuntos de dados que ndo
atenderam aos critérios de normalidade, foi empregado o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney U ou Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post hoc de Games-Howell
quando apropriado. O nivel de significancia foi definido em p < 0,05 para todas as
andlises. Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o software

GraphPad Prism, versdo 10.1.2.

Tabela 1: Anticorpos e sondas utilizados nos experimentos de imunofluorescéncia e

Western Blot

Anticorpos e Clone Fabricante Numero de Diluicéo RRID
sondas catalogo
CD68 ED1 Biorad MCA341R 1:300 AB_229130
0
aSMA 1A4 Invitrogen MA1 06110 1:200 AB_557419
WGA Thermo W32464 1:200
Ki67 SolA15 Invitrogen 14-5698-82 1:80 AB_1085456
4
AB_476766
aActinina EA-53 Sigma- A7811 1:400
Aldrich
DAPI Thermo D3571 1:500
Evans Blue Sigma- E2129 10mg/kg/IP
Aldrich
Live-Dead Invitrogen L3224 1:1000
Anticorpos Clone Fabricante Numero de Diluicéo RRID
secundarios catalogo
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Alexa Fluor Invitrogen 710369 1:1000 AB_253269
488 (Anti- 7
Rabbit)
Alexa Fluor Invitrogen 11006 1:1000 AB_253407
488 (Anti- 4
Rat)
Alexa Fluor Invitrogen A11001 1:1000 AB_1007772
488 (Anti— 6
mouse)
Western Blot
Phospho-
Cell 9621L 1:1000 AB_330304
(Ser/Thr) PKA Signaling
substrate
Jackson
Donkey Anti- | R 711-035- 1:2000 AB_100152
Rabbit IgG mMmunorese 152 82
arch

Tabela 2: Lista de anticorpos utilizados para experimentos de citometria de fluxo.

Anticporpo Clone Fabricante NUumero de Diluicéo RRID
catalogo

CD45/PerCP- 30-F11 BioLegend 103132 1:200 AB_229130
Cy5 0

Ly6G/FITC 1A8 BioLegend 127606 1:200 AB_123649
4

CD64/PE X54- BioLegend 139304 1:200 AB_ 106134
5/7.1 67

CCR2/BV421 SA203 BioLegend 150605 1:200 AB_ 287242
G111 4

MHC-II/APC- M5/114 BioLegend 107628 1:200 AB_206937
Cy7 .15.2 7
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6 RESULTADOS (Capitulo I)
6.1 Caracterizagdo do modelo Myh6-Cre/hM4Di:

Neste trabalho, n6s desenvolvemos pela primeira vez um modelo que expressa o
receptor DREADD-Gi nos CMs (Myh6-hM4Di). Embora o receptor DREADD-Gq
cardiaco j& tenha sido utilizado por Kaiser et al., (2019) através do promotor MCK
(Muscle Creatine Kinase), utilizamos neste trabalho um promotor ainda mais
especifico, o Myh6. Para isso, cruzamos animais Myh6-CRE com animais hM4Di.
Esse cruzamento permite que a enzima CRE, sob o controle do promotor Myh6
(especifico para CMs), clive os sitios lox-P, removendo o cédon de parada que
impedia a transcricdo do receptor DREADD-Gi. Com a remoc¢ado desse cédon de
parada, o receptor DREADD-Gi é expresso exclusivamente nos CMs (Figura 7A).
Acoplada a sequéncia genética do receptor DREADD, encontramos a proteina
reporter mCitrina, uma proteina autofluorescente, que nos permite identificar CMs que
expressam o receptor (Figura 7B). Devido a expressao da mCitrina, neste trabalho
representamos graficamente os CMs Myh6-Cre/hM4Di em amarelo e os CMs sem

mutacdo em rosa.

o Cardi t i#ri ) /
gl i il mCitrine \Fl
D~ G x ghien) S
Cardiomyocyte

egend
DREADD
hM4Di receptor

mCitrine protein
D (reporter)

I OREADD g mcitrine|

Figura 7: Representagdo esqueméatica do modelo Myh6-Cre/hM4Di e expresséo direcionada do
DREADD-Gi em cardiomidcitos. A) Visdo geral da metodologia utilizada para a geracdo do
camundongo transgénico Myh6-Cre/hM4Di. B) Imagem representativa mostra cardiomiécitos
ventriculares obtidos de camundongos hM4Di e Myh6-Cre/hM4Di. As células que expressam o receptor
DREADD sao identificadas pela presenca do repérter mCitrina (amarelo) no modelo Myh6-Cre/hM4Di.
Barra de escala = 20 um.

Para confirmarmos a expresséo do receptor hM4Di seletivamente nos CMs, avaliamos
a fluorescéncia da mCitrina em fatias cardiacas de camundongos Myh6-Cre/hM4Di.
Como mostrado na Figura 8, a expressao de mCitrina em camundongos Myh6-
Cre/hM4Di foi observada apenas em CMs, sendo esta ausente em coronarias ou

células que compdem a matriz extracelular. Como comparagdo, apresentamos
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imagens de cortes cardiacos de camundongos hM4Di e Myh6-CRE, nos quais a

recombinacdo ndo ocorre e, consequentemente, a mCitrina ndo é expressa.

a-Actinin | DAPI |

__cr 1 mCitrine |

i \J

Myh6-Cre/hM4Di

5
<
c

Myh6-Cre

Figura 8: A expressdo de mCitrina é observada em cardiomi6citos de camundongos Myh6-
Cre/hM4Di. Cortes cardiacos provenientes de camundongos Myh6-Cre/hM4Di e dos seus irmaos de
ninhada Myh6-CRE e hM4Di foram corados com WGA (vermelho), anticorpo anti-a-actinina (verde) e
DAPI (azul). A fluorescéncia da mCitrina foi observada exclusivamente no coragdo dos camundongos
Myh6-Cre/hM4Di. Sua expresséo era restrita aos cardiomiécitos e estava ausente das corondrias e das
células presentes no espaco extracelular.

Por se tratar de um modelo inédito na literatura, nosso préximo passo foi testar a
funcionalidade e seletividade do modelo in vitro. Para isso, isolamos CMs de animais
Myh6-Cre/hM4Di e os incubamos in vitro com CNO para avaliar o encurtamento
celular considerando que a ativagéo da via Gi € conhecida por reduzir a contratilidade
dos CMs. As imagens representativas obtidas de CMs com vetores espaciais
adquiridos durante um ciclo de contracao-relaxamento séo apresentadas na Figura 9
A. A ACh foi utilizada como controle positivo para a reducéo da contratilidade. Como
apresentado na Figura 9B, tanto o CNO quanto a ACh foram eficientes para reduzir a
area de encurtamento dos CMs isolados, por meio da interacdo com receptores
diferentes (hM4Di e M2, respectivamente). Esse resultado demonstra a funcionalidade
do nosso modelo e sugere que a expressao do receptor mutante ndo altera a

funcionalidade basal da via Gi (ativada pela ACh mediada pelo receptor M2),
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indicando que, na auséncia de CNO, os CMs mutantes apresentam comportamento

contratil semelhante ao de CMs controle.

A hdeliib il Figura .9.: Tratamento com CNO reduz a

contratilidade de CMs-Gi+. A) Imagens

representativas dos vetores de movimento

obtidos durante a velocidade méxima de

caoir contracao (MCS) e de relaxamento (MRS)

de CMs ventriculares Myh6-Cre/hM4Di em

condicdo basal (controle, CTR) ou apés

tratamento com ACh ou CNO. Barra de

escala = 20 pm.

. B) Painel superior: esquema do tratamento

com ACh e CNO em CMs ventriculares

isolados de camundongos Myh6-

Cre/hM4Di. Painel inferior: grafico do tipo

R violino mostrando a reducdo da area de

l encurtamento dos CMs induzida por CNO,

% mimetizando o efeito da ACh (controle

-, positivo). N=40-42 células /3 coragfes por

grupo. Linhas tracejadas grossas e finas

nos graficos do tipo violino indicam,

respectivamente, as medianas e 0s percentis 25 e 75. As comparacdes estatisticas foram realizadas
por One Way-ANOVA seguida do teste de Tukey. ns= ndo significativo, **** p<0.0001 vs CTR.
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No cardiomidcito a ativacdo da via Gi é classicamente conhecida por antagonizar 0s
efeitos da ativacdo adrenérgica (CAPOTE, MENDEZ PEREZ e LYMPEROPOQULOS,
2015). Dessa forma, do ponto de vista mecanistico, avaliamos a ativacdo da via Gi em
nivel intracelular por meio da analise da fosforilagdo de substratos da PKA, utilizando
Western blot (Figura 10). Conforme esperado, o tratamento com CNO preveniu 0
aumento da fosforilacdo desses alvos induzido, in vitro, pelo tratamento com I1SO
(Figura 10C). Esse efeito é consistente com a inibicdo da adenilato ciclase mediada
por proteinas Gi, resultando na diminuicdo dos niveis intracelulares de AMPc e,
consequentemente, na atenuacdo da atividade da PKA. Além disso, o tratamento in
vivo por 7 dias de camundongos Myh6-Cre/hM4Di com CNO, induziu a reducédo da
fosforilacdo de alvos da PKA (Figura 10D-F). Em conjunto, esses dados fornecem
evidéncia molecular direta de que o CNO foi capaz de ativar vias classicamente
ativadas pela sinalizagéo Gi, corroborando mais uma vez a funcionalidade do receptor

hM4Di no modelo experimental.
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Figura 10: A ativacdo da via Gi pelo CNO reduz a fosforilagdo de substratos da PKA apds o
tratamento crénico e agudo. (A) Imunoblot representativo de alvos fosforilados em CMs tratados in
vitro com CNO, I1SO ou ISO+CNO por 5 minutos. (B) Imagem representativa da membrana corada com
Ponceau. (C) Quantificagdo densitométrica dos substratos fosforilados da PKA (residuos de serina e
treonina) em amostras de cardiomidcitos isolados. D) Imunoblot representativo de alvos fosforilados
pela PKA no coragdo de animais Myh6-Cre/hM4Di tratados ou ndo com CNO por 7 dias. (E) Imagem
representativa da membrana corada com Ponceau. (F) Quantificacdo densitométrica dos substratos
fosforilados da PKA (residuos de serina e treonina) em amostras de tecido cardiaco. n = 5 coragfes
por grupo. As comparacgfes estatisticas foram realizadas por One Way-ANOVA seguida do teste de
Tukey (C) e teste t-Student bicaudal. *p < 0,05, ** p<0.01 e **** p<0.0001.

Na sequéncia, partimos para demonstrar a funcionalidade da via Gi ativada pelo CNO
in vivo. Sabendo que o M2-AChR é conhecido por induzir bradicardia através da
sinalizacdo Gi, avaliamos os efeitos in vivo do tratamento com CNO na frequéncia
cardiaca (FC) utilizando o ECG (Figura 11).
administracdo de CNO (0,5mg/kg I.P) induziu uma rapida diminuicdo da FC, de até
83%, que permaneceu baixa por pelo menos 90 minutos. Camundongos hM4Di

Como apresentado na Figura, a

tratados com CNO, por outro lado, ndo apresentaram qualquer alteracao na FC. Vistos
em conjunto, esses resultados fornecem evidéncias do sucesso na geracao de um

modelo experimental que apresenta expressado direcionada do receptor DREADD-
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hM4Di nos CMs e confirmam que o tratamento com CNO em animais Myh6-Cre/hM4Di

desencadeia eventos fisiologicos carateristicos da sinalizacéo Gi.

Figura 11: o tratamento com CNO in
444+ 4| vivo induz a redugdo da frequéncia
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A seletividade do modelo foi também testada in vitro, ao isolarmos CMs de
camundongos controle littermates (hM4Di e Myh6-Cre) e dos animais Myh6-
Cre/hM4Di, e incubé-los com CNO (Fig. 12A-B). Como observado na Figura 12,
nenhuma diferenca na resposta contratil foi observada em resposta ao CNO. Esses
resultados indicam que a resposta ao CNO e, portanto, a expressao funcional do
receptor hM4Di estdo estritamente condicionadas aos cardiomiécitos Myh6-
Cre/hM4Di.

. - Figura 12: Cardiomiocitos provenientes de
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Mostramos anteriormente que o CNO foi capaz de antagonizar o efeito do 1ISO na

fosforilagéo de alvos da PKA. Assim, decidimos investigar se o CNO poderia prevenir
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também o efeito classico do ISO na contratilidade de CMs in vitro. Para tal tratamos
CMs provenientes de camundongos Myh6-Cre/hM4Di com CNO, ISO e ISO+CNO
(Figura 13). Confirmando resultados prévios, o CNO reduziu a contratilidade dos CMs,
enquanto o ISO aumentou drasticamente esse parametro. Com a incubagdo de
ISO+CNO, verificamos que o CNO prevenia 0 aumento da contratilidade induzido pelo
ISO, mantendo os niveis contrateis préximos ao basal (Figura 13). Este achado
confirma mais uma vez que o tratamento com CNO é capaz de antagonizar os efeitos
do I1SO.
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Figura 13: Tratamento com o CNO reduz o aumento da contratilidade de cardiomiécitos induzida
pelo isoproterenol: A) Imagens representativas dos vetores de movimento obtidos durante a
velocidade méxima de contragdo (MCS) e de relaxamento (MRS) de CMs ventriculares Myh6-
Cre/hM4Di em condi¢éo basal (controle, CTR) ou apds tratamento com CNO, ISO ou ISO+CNO. Barra
de escala = 20 um. B) Painel superior: esquema do tratamento com CNO e ISO em CMs ventriculares.
Painel inferior: o grafico do tipo violino mostra o aumento da area de encurtamento induzido por ISO,
prevenido pela ativagao da via Gi mediada por CNO. N = 16-21 células / 3 coragdes por grupo. Linhas
tracejadas grossas e finas nos gréficos do tipo violino indicam, respectivamente, as medianas e 0s
percentis 25 e 75. As comparacdes estatisticas foram realizadas por One Way-ANOVA seguida do
teste de Tukey. ns= néo significativo, **p<0.01, **** p<0.0001. # # # # p<0.0001 vs demais grupos.

6.2 O tratamento com CNO previne o remodelamento cardiaco induzido pelo
ISO.

Com base nos dados obtidos acima, investigamos em seguida se a ativacao da via Gi
restrita aos CMs (CM-Gi*) poderia prevenir o remodelamento patolégico induzido pelo
tratamento in vivo de camundongos com ISO por 7 dias (Figura 13A). Como
amplamente estabelecido, o ISO induz uma série de eventos cardiodeletérios,
incluindo hipertrofia dos CMs, morte celular e, em administragbes prolongadas, até
mesmo insuficiéncia cardiaca. O mecanismo envolve o aumento cronico da atividade

do sistema renina e alteragbes no manejo intracelular do Ca?*, que acabam
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promovendo o aumento do tamanho dos CMs por diferentes vias (GRIMM, 1998).
Para testar se a ativacao da via Gi poderia antagonizar esses efeitos, injetamos CNO
30 minutos antes de cada dose de ISO, conforme ilustrado na Figura 14B. A dose de
25 mg/kg ja havia sido estabelecida pelo nosso grupo (PARREIRA et al., 2020b).
Observamos que o ISO induziu hipertrofia do coracéo (figura 14C) e hipertrofia dos

CMs isolados (figura 14D-E) , enquanto no grupo ISO+CNO essa hipertrofia néo

ocorreu.
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Figura 14: O tratamento in vivo com CNO previne a hipertrofia cardiaca: A) Esquema ilustrativo
da questdo central do estudo: a sinalizagdo Gi especifica em CMs confere protecdo contra o
remodelamento cardiaco induzido por estimulo adrenérgico? B) Linha do tempo das inje¢des de 1ISO e
CNO em camundongos (protocolo de prevenc¢éo). C-E) O tratamento com CNO bloqueou os aumentos
induzidos por ISO no peso cardiaco/comprimento da tibia (HW/TL) e na area dos CMs, enquanto o
CNO isoladamente ndo apresentou efeito detectavel sobre esses pardmetros. Em C: N=6-9
coracBes/grupo. D) Imagens representativas de CMs isolados corados com a-actinina (verde) e DAPI
(azul). Barra de escala = 20 um. Em E: N = 134-259 células / 6-10 corac¢des. As comparacdes
estatisticas foram realizadas por teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagdes multiplas
de Games—Howell (C). Linhas tracejadas grossas e finas nos gréaficos do tipo violino indicam as
medianas e os percentis 25 e 75 e ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey (E). ***p<0.0001 vs
demais grupos.

Esses resultados levantaram a duvida de se o beneficio da ativacdo de Gi nos CMs
se estenderia ao microambiente cardiaco, prevenindo os efeitos do ISO em nivel
tecidual, como inflamacéo e fibrose, eventos mediados por leucécitos e fibroblastos,
respectivamente. Avaliamos a quantidade de células inflamatorias no tecido cardiaco
através da imunofluorescéncia para a proteina CD68, que esta presente de forma
predominante em macrofagos. Assim como os resultados descritos anteriormente,
apenas o grupo ISO apresentou aumento na quantidade de células CD68+, que

podem ser observadas em verde nas fatias de tecido cardiaco (Figura 15 A-B) e de
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células a-SMA+ (Figura 15 C-D). Esta ultima é um dos principais marcadores da
diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos, que passam a ser expressos no
coracdo em situagéo de estresse (TARBIT et al., 2019). De forma importante, o efeito
do ISO, foi mitigado no grupo tratado concomitantemente com CNO. Uma das
principais funcdes atribuidas aos miofibroblastos, € a alta capacidade de formacao de
colageno para a concluséao do processo cicatricial (KUROSE e MANGMOOL, 2016).
Durante o remodelamento cardiaco, ocorre 0 aumento importante na sintese de
coldgeno do tipo | e lll (CLEUTJENS et al.,, 1995). Confirmando nossos achados
relativos a presenca de miofibroblasto nos coracdes tratados com ISO, este grupo
apresentou aumento da expressdo do mRNA para colageno do tipo | e lll, efeito que
foi mitigado na presenca do CNO (Figura 15E-F). Vale salientar que os grupos que
receberam apenas CNO, néo apresentaram, em todos os resultados supracitados,
qualquer alteracdo significativa, sugerindo que o CNO num contexto basal € incapaz

de induzir quaisquer alteracdes morfologicas importantes.
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Gréfico de barras mostrando
aumento no nimero de células CD68* no grupo ISO, mas ndo nos camundongos tratados com
ISO+CNO. N = 7 coragdes/grupo. C) Imagens representativas de criossec¢des cardiacas coradas com
aSMA (verde) e DAPI (azul). O quadrado menor mostra imagens ampliadas de cada grupo. Barra de
escala = 50 um. D) O grafico de barras mostra a quantificagdo de células aSMA* por campo, que
aumenta no grupo I1SO, mas ndo no grupo ISO+CNO. N=8 corac¢des/grupo. E-F) Graficos de barras
mostrando a expressao relativa de mRNA de colageno 1 (N = 5-7 cora¢des/grupo) e colageno 3 (N =
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5-8 coracgBes/grupo), respectivamente. Os dados dos graficos de barras sao apresentados como média
+ erro padrdo (EP). As comparag8es estatisticas foram realizadas por One-Way-ANOVA seguida do
teste de Tukey. ns= ndo significativo, * p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 vs demais grupos. # p<0.05 vs
ISO+CNO.

O remodelamento adaptativo por exposi¢cao cronica a catecolaminas, induz a morte
dos CMs por apoptose (LEONE; ALBANESE; MARTIN, 2002) e necrose (GARG e
KHANNA, 2014; SAROFF e WEXLER, 1970), fendmenos que estado intimamente
ligados ao aumento de células inflamatérias. Por este motivo, utilizamos o corante
Evans Blues Dye (EBD), que penetra em células que possuem alta permeabilidade
membranar para avaliar o processo de morte celular. Como os CMs no basal sao
células que possuem baixa permeabilidade membranar, a penetracéo desta sonda s6
€ possivel se houver alteracdo na integridade da membrana, indicando células que
estdo cursando para um processo de morte celular. Como pode ser observado na
Figura 16A, apenas o grupo ISO apresentou células com prejuizo na integridade
membranar, enquanto nos demais grupos ndo se observa marcacédo para o EBD
(Figura 16B). Para confirmarmos este fen6meno, realizamos o ensaio de Live-dead
apos o tratamento de CMs com CNO e/ou ISO in vitro. Constatamos que o ISO reduzia
a viabilidade da preparacdo de CMs, enquanto o tratamento com ISO+CNO impedia
a reducao da viabilidade (Figura 16C). Estes resultados sugerem importante papel
cardioprotetor da via-Gi no processo de morte celular.
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gréfico representa a média do niumero de células vivas e mortas quantificadas a partir de um coracéo.
Os valores foram normalizados com seus respectivos controles. N = 8 cora¢8es/grupo. Os dados dos
gréficos de barras sédo apresentados como média + erro padrao (EP). As comparacdes estatisticas
utilizadas foi one-way-ANOVA seguida do teste de Tukey. ****p<0.0001 vs demais grupos.

Do ponto de vista funcional, observamos um aumento dos pardmetros contrateis nos

CMs isolados provenientes de animais tratados com ISO (Figura 17A), tais como area
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de encurtamento (Figura 17B), o que nao foi observado no grupo que recebeu CNO
previamente. O aumento da contratilidade induzida pelo ISO é o primeiro estagio do
remodelamento cardiaco. Este aumento aparece como mecanismo compensatorio em
resposta a reducao de tecido vidvel apds a morte celular e, € acompanhado também
da hipertrofia dos CMs. Curiosamente, o tratamento com CNO de forma isolada por 7

dias, induz aumento da contratilidade celular tal qual o 1ISO.
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Figura 17: O tratamento com CNO normaliza a contratilidade de cardiomiécitos provenientes de
animais tratados com ISO: A) Imagens representativas dos vetores de movimento obtidos durante a
velocidade maxima de contracdo (MCS) e a velocidade maxima de relaxamento (MRS) de CMs
ventriculares oriundos de animais Myh6-Cre/hM4Di tratados por 7 dias. Barra de escala = 20 um. B)
Graéfico do tipo violino mostra 0 aumento da area de encurtamento induzido por ISO, prevenido pela
ativacdo da via Gi mediada por CNO. N = 171-279 células / 8 cora¢gBes por grupo. Linhas tracejadas
grossas e finas nos graficos do tipo violino indicam, respectivamente, as medianas e os percentis 25 e
75. As comparac0Oes estatisticas foram realizadas por One-Way-ANOVA seguida do teste de Tukey.
ns= ndo significativo, ****p<0.0001 vs CTR e ISO+CNO. # # p<0.01 vs CTR e ISO+CNO.
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6.3 Evolucao temporal do remodelamento cardiaco induzido por ISO:

Dado o efeito benéfico preventivo da ativacdo direcionada da via Gi nos CMs no
modelo de cardiomiopatia induzida por ISO, decidimos, em uma proxima etapa, avaliar
0 potencial terapéutico dessa via. Para tal, avaliamos em qual momento o dano
cardiaco induzido pelo ISO se torna detectavel, a partir da analise da progresséo
temporal da lesdo administrando uma, duas ou trés doses diarias consecutivas de 1ISO
como apresentado na Figura 18A. Constatamos o desenvolvimento gradual da
hipertrofia cardiaca que acompanhava as doses consecutivas de 1ISO (Figura 18B),
juntamente com o aumento na area de seccéo transversa dos CMs (Figura 18C-D).
No terceiro dia, observamos um aumento significativo na morte celular (Figura 18E),
acompanhado de um acumulo de leucocitos CD68+ (Figura 18F). Nessa fase,
miofibroblastos aSMA+ ainda ndo eram detectados de forma significativa (Figura
18G), uma vez que a diferenciagéo de fibroblastos em miofibroblastos ocorre entre 3
e 10 dias apés o insulto (BRETHERTON et al., 2020). Esse resultado indica que o
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remodelamento cardiaco se encontrava na fase inflamatéria, que precede o reparo

tecidual mediado por miofibroblastos.
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Fig 18: Avaliacdo temporal do remodelamento patolégico induzido por isoproterenol (ISO). (A)
Esquema ilustrativo do protocolo de administracdo de 1, 2 ou 3 doses consecutivas de ISO e coleta
cardiaca. (B) Grafico de barras demonstrando o aumento temporal da razdo peso do
coracdo/comprimento da tibia (HW/TL) apds 1, 2 ou 3 doses de ISO. n = 3—4 corag¢Bes/grupo. (C)
Imagens representativas de criosseccdes cardiacas coradas com WGA (vermelho) e DAPI (azul). Barra
de escala = 50 um. (D) Gréfico de violino mostrando o aumento temporal da area de secg¢éo transversal
dos CMs apos 1, 2 ou 3 doses de ISO. n = 118-174 células/3—4 coragbes. (E-G) Aumento temporal da
porcentagem de area corada por EBD (E), células CD68* (F) e células a-SMA* (G) por campo em
resposta a 1, 2 ou 3 doses de I1SO. n = 3-4 coragdes por grupo experimental. Os dados dos gréaficos
de barras sédo apresentados como média + erro padréo (SE). As linhas tracejadas grossas e finas nos
gréaficos de violino indicam as medianas e os percentis 25 e 75, respectivamente. As comparacdes
estatisticas foram realizadas utilizando o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparacdes
multiplas de Games—Howell (D) e One-Way-ANOVA de Tukey (B, E, F e G). ns = ndo significativo; *p
< 0,05 versus o grupo controle; ****p < 0,0001 versus 0s demais grupos.

6.4 A ativacao tardia da via Gi em CMs repara o microambiente cardiaco do dano

induzido pelo I1SO:

Apds compreendermos a cinética de desenvolvimento do remodelamento cardiaco no

modelo de ISO, modificamos o protocolo de tratamento in vivo com CNO, que passou



56

a ser iniciado no 4° dia, enquanto o protocolo com ISO foi mantido por 7 dias. O
objetivo foi avaliar o impacto terapéutico da ativacdo de CMs-Gi* apls o
estabelecimento da lesdo cardiaca. O desenho experimental desse protocolo esta
apresentado na Figura 19A, denominado ativacgéo tardia de CM-Gi* (ISO7+CNO4). E
importante ressaltar que o grupo tratado apenas com CNO nao foi incluido no
Protocolo 2, pois, de acordo com os dados anterios, ndo apresentou diferenga em

relacdo ao grupo controle na maioria dos parametros avaliados.

Como mostrado nas Figuras 19B e 19C-D, a ativacao direcionada de CM-Gi* durante
essa fase tardia promoveu a regressdo da hipertrofia cardiaca e dos CMs,
respectivamente. Cortes histoloégicos transversais do tecido cardiaco séo
representados na figura 19D, evidenciando tanto o pronunciado efeito lesivo do ISO,

bem como o efeito cardioprotetor conferido pelo CNO.
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Figura 19: A ativacao tardia da via Gi em cardiomiécitos reverte a hipertrofia cardiaca induzida
por ISO em camundongos. A) Visao geral do protocolo experimental: ISO administrado uma vez ao
dia por 7 dias; CNO coadministrado nos dias 4—7 (protocolo de tratamento). B) Grafico de barras
mostrando o aumento da razdo peso cardiaco/comprimento da tibia (HW/TL) apés o tratamento com
ISO e sua reversdo ap6s ativagdo tardia da via Gi em CMs. N=17-20 cora¢des/grupo. C) Gréfico do
tipo violino mostrando o aumento da area dos CMs induzido por ISO e sua reversao pelo tratamento
tardio com CNO. N = 222-247 células / 5—4 cora¢des. D) Cortes histoldgicos transversais de tecido
cardiaco. A direita, demonstramos uma ampliacdo do tecido cardiaco. Observa-se a presenca de area
de infiltrac&o leucocitaria no coracdo de camundongos I1SO. Barra de escala = 0,025 mm. Os dados
dos gréficos de barras sdo apresentados como média + erro padrdo (EP). Linhas tracejadas grossas e
finas nos gréaficos do tipo violino indicam as medianas e os percentis 25 e 75. As comparagdes
estatisticas foram realizadas por teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagdes mdltiplas
de Games—Howell (D) e One-Way-ANOVA seguida do teste de Tukey. ***p<0.001 e ****p<0.0001.

Para avaliar o impacto da ativacao tardia de CM-Gi* na funcéo cardiaca, realizamos,
em seguida, medidas ecocardiograficas (Figuras 20 A-E). Camundongos tratados com

ISO apresentaram reducédo na fracdo de ejecdao do ventriculo esquerdo (FEVE),
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juntamente com aumento do didmetro interno do ventriculo esquerdo na sistole (LIVIS)
e na diastole (LVIDd), bem como maior espessura da parede anterior do ventriculo
esquerdo (LVAWS). Confirmando o efeito protetor da ativacdo CM-Gi*, a
ecocardiografia revelou restauragédo da FEVE (Figura 20 B), normalizacao do diametro
interno do VE (Figura 20 C-D) e recuperacéo da hipertrofia da parede anterior (Figura

20 E) aos niveis de controle em camundongos tratados com ISO7+CNO4.
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Figura 20: O tratamento tardio com CNO restaura parametros ecocardiograficos de
camundongos tratados com ISO aos niveis basais: A) Imagens representativas da ecocardiografia
realizada no modo M. As setas vermelhas indicam a parede anterior do VE durante a sistole, as setas
amarelas indicam a parede anterior do VE durante a diastole, as setas azuis indicam o tamanho da
camara durante a sistole e as setas verdes indicam o tamanho da camara durante a diastole. Analises
ecocardiogréficas mostram altera¢des na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) (B), no
didmetro interno da cdmara durante sistole e didstole (LVIDs e LVIDd) (C-D) e na parede anterior do
ventriculo esquerdo (E) induzidas pelo tratamento com ISO. A ativacdo tardia da via Gi em CMs
normalizou a funcdo cardiaca dos camundongos ISO aos niveis basais. NUmero de camundongos por
grupo = 9. Os dados dos graficos de barras sdo apresentados como média + erro padrdo (EP). As
analises estatisticas foram feitas utilizando One-Way ANOVA seguida do teste de Tukey. ns= nao
significativo, *p<0.05, **p<0.01.

Seguindo os parametros analisados em nosso trabalho, avaliamos a quantidade de
células inflamatdrias no tecido cardiaco. A analise de imunofluorescéncia revelou um
maior nimero de macrofagos CD68+ e miofibroblastos no coracdo de animais 1SO,
guando comparados a animais CTR (Figura 21), confirmando dados prévios. A
ativacao tardia de CM-Gi* reduziu significativamente o nimero de macréfagos CD68+
(Figura 21A-B) e de miofibroblastos aSMA* (Figura 21C-D). Apesar do efeito parcial
sobre o namero de células ao-SMA+, a administragéo tardia de CNO impediu
completamente a regulacéo positiva dos transcritos de mRNA de colageno 1 e 3 em

camundongos tratados com ISO (Figura 21E-F).
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8 6 5 5 o reduz ainflamacé&o e a fibrose cardiaca. A)
< g Imagens representativas de criossecdes
‘...‘;ll\l 4. - & cardiacas coradas com anticorpo anti-CD68
= g r={ (verde) e DAPI (azul). O quadrado inferior
3o 39 mostra imagens ampliadas de cada grupo
O & 21 O @ experimental. Barra de escala = 50um. B)
g g Gréfico de barras mostrando aumento na
x 0- x densidade de células CD68* apdés o

tratamento com 1SO, fen6bmeno que ¢é
revertido pela ativacéo tardia da via Gi em CMs. N=7 corag¢Bes/grupo. C) Imagens representativas de
criossecBes cardiacas coradas com anticorpo anti-aSMA (verde) e DAPI (azul). O quadrado inferior
mostra imagens ampliadas de cada grupo experimental. Barra de escala: 50um. D) Gréfico de barras
mostrando a quantificagdo de células aSMA* por campo e seu aumento em resposta ao tratamento
com ISO. Este efeito € parcialmente revertido apds a ativacdo tardia da via Gi em CMs. N=7
coragdes/grupo. E-F) Graficos de barras mostrando que o aumento na expressao dos transcritos de
mMRNA para colageno 1 e 3 induzido pelo ISO é atenuado pela ativagéo tardia da via Gi em CMs. N=7-
8 coragdes/grupo. Os dados dos graficos de barras sao apresentados como média + erro padrao (EP).
As comparacdes estatisticas foram realizadas por One-Way ANOVA seguida do teste de Tukey. ns =
nao significativo, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001.

A menor producdo de colageno contribui para uma melhor funcionalidade a nivel
celular e tecidual (KONG, CHRISTIA E FRANGOGIANNIS, 2014; SCHUSTER et al.,
2023). Com o intuito de avaliarmos o impacto destas alteragdes no plano celular, em
seguida avaliamos o efeito tardio do tratamento com CNO na fun¢éo contratil dos CMs
de camundongos tratados com ISO (Figura 22). Os cardiomidcitos provenientes de
camundongos tratados com ISO exibiram aumento da area de encurtamento (Figura
22B) e velocidades de contracdo-relaxamento (Figura 22C-D), consistentes com 0
fendtipo hipertréfico reportado para este grupo. De forma interessante, a sinalizacao
tardia de CM-Gi* restaurou esses parametros funcionais aos niveis basais do grupo
controle, corroborando mais uma vez o conceito de recuperacédo funcional dos CMs.

Esse achado estd em consonadncia com a normalizacdo de parametros
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ecocardiograficos observada na Figura 20. Coletivamente, nossos achados
demonstram a eficacia da ativacdo direcionada de Gi em CMs, mesmo quando
iniciada apds o estabelecimento da patologia, em interromper a progressao da doenca

e promover um remodelamento favoravel que sustenta o reparo cardiaco.
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Figura 22: A ativacéo tardia da via Gi em camundongos tratados com ISO normaliza a funcéo
contréatil em midcitos ventriculares. A) Imagens representativas dos vetores de movimento obtidos
durante a velocidade maxima de contracdo (MCS) e de relaxamento (MRS) de miécitos ventriculares
dos grupos salina (controle), ISO7 e ISO7+CNO4. Barra de escala = 20 um. (B-D) Gréficos de violino
mostram o0 aumento da area de encurtamento (B) e das velocidades maximas de contracdo e
relaxamento (C-D) em midcitos ventriculares de animais tratados com I1SO. A ativacao tardia da via Gi
nos CMs de animais ISO normalizou esses parametros para niveis semelhantes aos do grupo controle.
As linhas tracejadas grossas e finas indicam as medianas e os percentis 25 e 75, respectivamente. n =
81-97 células/4-5 coragbes. As comparacgdes estatisticas foram realizadas por meio do teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparac¢des mdltiplas de Games—Howell. ns = néo significativo;
*++kn < 0,0001.

6.5 CNO é mais eficiente que repouso para a recuperacéo cardiaca:

Durante a obtenc¢é&o dos resultados do protocolo de reverséo, surgiu a duvida sobre o
real beneficio do tratamento com CNO em relacdo ao repouso absoluto, isto €, a
simples interrupcéo do tratamento com ISO. Em outras palavras, investigamos se a
suspensao do estimulo patolégico seria suficiente para promover a recuperacao
completa do coracdo. Para abordar essa questao, incluimos um grupo de repouso no
protocolo de tratamento com ISO, conforme esquematizado na Figura 23A. Apés a
administracéo de trés doses de ISO, um dos grupos foi mantido em repouso por quatro
dias (ISO3+Repouso4), permitindo a recuperagdo espontanea do tecido cardiaco,
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engquanto outro grupo, apos as 3 doses de ISO, foi tratado apenas com CNO por 4
dias (ISO3+CNO4).

Embora no protocolo de repouso (recovery) a hipertrofia cardiaca global ndo tenha
sido mais detectada nos grupos que receberam ISO (Figura 23B) a analise celular
revelou diferencas importantes entre eles. Especificamente, observou-se aumento da
area de seccdo transversal dos CMs no grupo ISO3+Repouso4, efeito que nédo foi
identificado no grupo tratado com CNO (ISO3+CNO4) (Figura 23C). De forma
semelhante, a quantidade de células inflamatérias no tecido cardiaco permaneceu
elevada no grupo ISO3+Repouso4 em comparagcdo ao grupo controle, enquanto foi
significativamente atenuada no grupo ISO3+CNO4 (Figura 23D). Esses resultados
indicam que, embora o0 repouso seja capaz de reverter parcialmente as alteracoes
macroscopicas induzidas pela sobrecarga adrenérgica, a ativacao direcionada da via
Gi por meio do CNO promove uma recuperacdo mais eficiente no plano do

cardiomidcito e inflamatorio.

A B  mcramsosonos C mcrmsomonot ) WCTRE 1S03+CNO4
— [ISO3+Recoveryd [JISO3+Recovery4 0IS03+Recovery4
= 15+ 800- 0O 25+
(25|SO."k ) N’E—‘BOO *kxk = qq__) 20
mg/kg : = LLilBLiE
e u‘ [CNO | 2 x\ ég 15
2N | /
~amlly V9V o < 400 g o~ 10]
Day1234 78 O 200 o 82 5|
' @
Harvest O (]
0 0.

Figura 23. O tratamento com CNO apés 3 dias de ISO promove recuperagcao superior ao repouso
com CNO na hipertrofia e inflamacé&o cardiaca: A) Resumo do desenho experimental utilizado. B)
Gréfico de barras mostra o peso do coragdo normalizado pelo comprimento da tibia de animais CTR,
ISO+repouso e ISO3+CNO4. N = 5-6 coragBes por grupo. C) Gréfico de violino demonstrando a area
de seccdo transversal dos CMs nos respectivos grupos experimentais. D) Grafico de barras mostrando
a quantidade de células CD68+ por campo nos respectivos grupos experimentais. N = 5-6 coracdes
por grupo. Os dados dos gréaficos de barras sdo apresentados como média + erro padrao (SE). As
linhas tracejadas grossas e finas nos graficos de violino indicam as medianas e os percentis 25 e 75,
respectivamente. As comparacdes estatisticas foram realizadas utilizando One-Way seguido do teste
de Tukey. ns = nao significativo, * p < 0,05, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001.

6.6 CNO favorece a recuperagdo cardiaca através da modulacdo do perfil

inflamatoério cardiaco:

Tendo esclarecido a questao acima, retornamos ao nosso protocolo ISO7+CNO4 com
0 objetivo de compreender mais profundamente os mecanismos envolvidos nos

efeitos benéficos da ativacéo tardia da via CM-Gi+ no modelo de ISO. No terceiro dia
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do protocolo ISO, a morte celular dos CMs ja é evidente. Nessa fase, a resposta
inflamatoria desempenha um papel critico na conducdo do processo de
remodelamento cardiaco. Nossa observacdo de que o tratamento tardio com CNO
reduziu o numero de células CD68" nos coracdes de camundongos tratados com ISO
sugere fortemente que essa intervencao modula as respostas imunes. Para investigar
melhor os mecanismos subjacentes a este efeito, realizamos uma analise de
citometria de fluxo. A estratégia de gating utilizada para a triagem celular por citometria
de fluxo (FACS) é apresentada na Figura 24A. Como esperado em um contexto
inflamatdrio, a administracdo de ISO levou a um aumento significativo de leucocitos
CD45" (figura 24B), neutrofilos Ly6G* (figura 24C) e mondcitos CD64+ (figura 24D)
em comparacado aos controles. Notavelmente, esse perfil inflamatério foi revertido pelo
tratamento tardio com CNO. Em condicbes basais, a populacdo de macréfagos
cardiacos é composta predominantemente por células residentes; entretanto, apos
lesdo tecidual, o recrutamento de mondcitos/macréfagos CCR2* aumenta e esta
associado ao remodelamento adverso (Adamo et al., 2020). Assim, investigamos se
a ativacao tardia de CM-Gi* impactaria o influxo de células CCR2* induzido por ISO,
gue representam a principal populacao infiltrante em situacéo de estresse (MURRAY
e WYNN, 2011). A andlise FACS confirmou um aumento significativo de
mondcitos/macréfagos CCR2* em coragfes tratados com ISO em comparag¢do aos
controles (Figura 23F). Surpreendentemente, a ativacdo direcionada de Gi em CMs
aboliu o influxo de mondcitos CCR2+ para o coracdo. Essa achado reforca a ideia de
que a ativacdo de Gi em CMs interrompe a progressdo da doenca e remodela o

ambiente miocardico por meio de efeitos imunomoduladores.
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Figura 24: A ativacdo tardia da via Gi em cardiomidécitos previne o influxo de células CCR2* para
0 coracdo em resposta ao dano induzido por ISO. As populag@es leucocitarias foram analisadas por
citometria de fluxo. Leucdcitos foram definidos como CD45*. Neutréfilos foram identificados como
CD45*Ly6G*, enquanto macréfagos foram definidos como CD45*Ly6G~CD64"lo/hiLy6C/lo/hi.
Mondcitos e macréfagos derivados de mondcitos foram identificados como
CD45Ly6G~CD64"o/hiLy6C"o/hiCCR2*. A) Estratégia de gating utilizada para citometria de fluxo. Os
graficos apresentados ilustram diferentes aspectos da resposta inflamatéria cardiaca. B) Grafico de
barras mostrando o nimero total de leucdcitos CD45* no tecido cardiaco. C) Avaliacdo especifica da
infiltracdo de neutroéfilos, identificados pela expressdo de Ly6G*.D) Gréfico de barras mostrando a
caracterizagcdo de subpopulacdes com expresséo alta ou intermediaria de CD64 (CD64*hi/int) e Ly6C
(LyeC hifint). E) Imagem representativa de citometria de fluxo demonstrando a popula¢@o de células
CCR2* e MHC-II* no tecido cardiaco. F) Gréfico de barras mostrando a quantificac@o da infiltracéo de
células CCR2* no coragdo. Nimero de coracgdes por grupo: 8 por grupo. Os dados dos gréaficos de
barras sdo apresentados como média = erro padrao (EP). As comparacdes estatisticas foram
realizadas por ANOVA de uma via seguida do teste de comparagBes mdltiplas de Tukey. ns = ndo
significativo, * p < 0,05, ** p < 0,01.
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7 DISCUSSAO (Capitulo 1)

Os principais achados do capitulo | sdo: 1)- O desenvolvimento e a caracterizacao do
modelo DREADD Gi cardiaco, Myh6-Cre/hM4Di; II) A demonstracao de que a ativacao
da via Gi restrita aos CMs previne o desenvolvimento do remodelamento cardiaco
patolégico induzido por sobrecarga adrenérgica; Ill) A constatacdo de que, quando
ativada de forma tardia, esta via € capaz de reverter ou atenuar o remodelamento
cardiaco ja estabelecido; e IV) a indicagdo que esse efeito benéfico ocorre por meio
da citoprotecdo de CMs e, ao menos em parte, envolve acédo imunomoduladora. Esta

altima possivelmente é consequéncia de efeitos paracrinos dos CMs em leucécitos.

Nosso estudo amplia de forma significativa a compreensdo da sinalizacdo Gi
especifica de CMs como um mediador central da cardioprotecdo colinérgica e do
reparo miocérdico, estabelecendo bases conceituais e experimentais para
intervengdes de precisdo, direcionadas a tipos celulares especificos. Demonstramos
que modular a via colinérgica/Gi em um cenério de estimulagéo simpatica sustentada
nao apenas interrompe, mas também reverte o remodelamento cardiaco mal-
adaptativo induzido pela sobrecarga adrenérgica persistente. Um avanco central deste
trabalho é a demonstracdo inequivoca da citoprotecao conferida pela sinalizacao Gi
em CMs. Ao evidenciarmos seu papel direto e especifico na preservacdo da
integridade dos midcitos ventriculares, fornecemos suporte mecanistico solido de que
a contencao da morte celular € um ponto de inflexdo critico para limitar a inflamacéo
e favorecer o reparo, mesmo quando outros tipos celulares permanecem vulneraveis
ao insulto adrenérgico. Notavelmente, mesmo quando iniciada apdés o
estabelecimento da patologia e em um contexto de morte miocitéria ativa, a ativacéo
tardia da via Gi foi capaz de interromper a progressdo da doenca ao reduzir o
recrutamento de monécitos CCR2*. Esses achados consolidam o potencial
terapéutico da ativacao Gi como uma estratégia celular para preservacao e reparo do
miocardio.

7.1 O modelo Myh6-Cre/hM4Di como ferramenta de estudo da sinalizagéo Gi:
Geramos e validamos o camundongo Myh6-Cre/hM4Di como um novo modelo de
ativacdo da sinalizagdo Gi especifica em CMs. Nesse modelo, o receptor DREADD

hM4Di é expresso seletivamente em CMs e responde exclusivamente a ligantes

exdgenos, como o CNO, permitindo controle temporal preciso da ativacao da via Gi.
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Apos a administracdo de CNO, observamos efeitos fisioldgicos consistentes com a
ativacao da sinalizacéo Gi, incluindo reducao da frequéncia cardiaca (FC) (SALAZAR,
CHEN e ROCKMAN, 2007), diminuicao da fosforilacdo de alvos da PKA e atenuacéo
da contragao induzida por ISO (WANG, GARERI e ROCKMAN, 2018a). Esses efeitos
provavelmente resultam da inibicho da producdo de AMPc mediada por Gi
(DeGEORGE et al., 2008). A expressiva reducdo da FC observada apés o tratamento
com CNO se assemelha aos achados descritos por Redfern et al., (2000) em um
modelo distinto de ativacio cardiaca de Gi. E importante ressaltar que os efeitos do
CNO foram observados exclusivamente nos camundongos Myh6-Cre/hM4Di e
estiveram ausentes nos controles littermates, descartando acfes off-target do CNO

ou efeitos inespecificos da expressao do transgene.
7.2 Via Gi em situacOes de estresse cardiaco

E bem estabelecido que ocorre um aumento na densidade de receptores
muscarinicos, predominantemente do subtipo M2 no coracdo durante o
desenvolvimento de doencas cardiacas (BRODDE e MICHEL, 1999; GULUDEC, Le
et al., 1997). Paralelamente, a sinalizacdo mediada pela proteina Gi também se
encontra elevada em condic¢des patoldgicas, incluindo a insuficiéncia cardiaca. Neste
sentido Feldman et al., (1988) relataram niveis elevados de mRNA de Gi em coracdes
humanos insuficientes, sustentando a hipétese de uma regulacao transcricional

positiva da Gi.

Ainda permanece em debate se esse aumento de Gi em coracfes doentes é
representa um mecanismo compensatério ou um fator que contribui para a progressao
da doenca. Apoiados em um papel causal, Redfern et al., (2000) demonstraram que
a ativacao sustentada de Gi por 8 semanas, mediada por um receptor controlado por
transativador de tetraciclina em CMs, resulta em cardiomiopatia letal, fibrose e
arritmias. De forma complementar, Kouchi et al. (2000) observaram o aumento da
expressdo de Gi em coragbes de rato 10 semanas apOs o infarto, reforcando a
associacao entre a ativacdo exacerbada dessa via e o remodelamento adverso. De
forma interessante, este aumento so foi detectado em animais SHR, ou seja, esse
efeito so foi observado em coragfes que ja sofriam de injuria por um longo periodo.
Interessantemente, esse e outros trabalhos demonstram que a expressao do mRNA

para a proteina Gs bem como a responsividade a catecolaminas seguem inalteradas
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ou reduzidas. Nosso estudo ndo revelou fendtipo cardiaco patolégico basal em
camundongos Myh6-Cre/hM4Di tratados com CNO. Embora diferencas na duracéo da
ativacado de Gi impecam comparacoes diretas entre os estudos, € plausivel que a
ativagéo de curto prazo de Gi possivelmente mais proxima da sinalizagéo fisiolégica,
ndo desencadeie efeitos cardiacos adversos. Ainda assim, estudos adicionais séo

necessarios para avaliar o impacto da ativacao prolongada de Gi em nosso modelo.

Durante fases menos avancadas do remodelamento cardiaco, também é possivel
detectar um aumento na expressdo de mRNA de Gi2. Eschenhagen et al., (1992)
demonstraram que a infusdo de ISO por quatro dias resultou em um aumento de
aproximadamente 49% nos niveis de mRNA de Gi2. De forma interessante, o
tratamento concomitante com carbacol, um agonista muscarinico, potencializou o
efeito inotropico negativo, sugerindo que o aumento da expressdo de Gi2 atua em
fases menos avancadas do remodelamento como um mecanismo compensatorio
frente & exposicdo crbnica a catecolaminas. Essa interpretacdo é corroborada pelo
fato de que a elevacao dos niveis de mMRNA de Gi2 foi antagonizada pela infusdo de
propranolol, um bloqueador B-adrenérgico que atenua a superatividade das
catecolaminas, eliminando a necessidade de aumento da sinalizacdo via Gi para
contrabalancar os efeitos mediados por Gs. Esse mecanismo ocorre porque o
aumento da atividade de Gi promove a dessensibilizagdo do eixo B-AR-adenilato
ciclase, contribuindo, consequentemente, para a reducao da funcdo contratil cardiaca
exacerbada, que leva ao remodelamento patolégico. Portanto, os efeitos na
prevencdo do remodelamento cardiaco podem passar pela dessensibilizacdo de
adenilato ciclase com consequente reducao de cCAMP e atividade da PKA.

Evidéncias robustas confirmam os efeitos benéficos da ativacdo colinérgica no
coracao durante o desenvolvimento de patologias (LIU CHUNG MING, WANG e
GENTILE, 2024), inclusive em modelos de hiperestimulacao adrenérgica (GAVIOLI et
al., 2014). Além disso, a secre¢do ndo neuronal de ACh, que amplifica a sinalizagéo
colinérgica, pode atuar como um mecanismo compensatorio na insuficiéncia cardiaca
(ROY et al., 2013). Em consonéancia com isso, trabalhos prévios de nosso grupo
demonstraram que o aumento da sinalizacdo colinérgica por meio do inibidor da
acetilcolinesterase (AChE) piridostigmina previne o remodelamento cardiaco

patolégico induzido por ISO em ratos (GAVIOLI et al., 2014). Entretanto, esse tipo de
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farmaco apresenta efeitos adversos e tolerabilidade limitada (PRIYA NAIR, V e
JENNIFER M HUNTER, 2004 e TATTERSALL, 2018). A estratégia de ativagéo
direcionada apresentada neste estudo oferece uma alternativa mais eficaz e
especifica para maximizar a cardioprotecdo mediada pela sinalizacdo colinérgica.
Além disso, o0 modelo murino desenvolvido constitui uma ferramenta valiosa para

explorar essa abordagem em outros contextos de doencas cardiacas.

Um importante insight mecanistico emergente deste estudo é que uma parcela
substancial da cardioprotecdo colinérgica decorre da sinalizacdo Gi direta nos CMs,
na qual seus efeitos citoprotetores sdo determinantes. Essa observacao se baseia em
achados prévios obtidos em camundongos Tg-GiCT, nos quais a inibi¢cdo direcionada
da sinalizacdo Gi exacerbou a lesdo por isquemia/reperfusdo (DeGEORGE et al.,
2008), resultando em infartos maiores e pior funcao contratil do ventriculo esquerdo
em comparacao a camundongos ndo transgénicos. Esses efeitos foram associados
ao aumento da morte de CMs e a perda de miocardio viavel. Além disso, a
isquemia/reperfusdo aumentou a expressao de mRNA de Gi em coracdes selvagens,
sugerindo um mecanismo compensatoério. Nossos dados avancam esse mecanismo
ao demonstrar que a ativacao especifica de Gi em CMs ndo apenas interrompe a
progressao da doenca, mas também promove ativamente o reparo cardiaco em um
contexto de estresse adrenérgico sustentado. Para além de seus efeitos
citoprotetores, o CNO reduziu a FC nos camundongos Myh6-Cre/hM4Di. Embora a
FC nao tenha sido avaliada em animais tratados com 1SO, dados de ECG sugerem
que o CNO pode contribuir para a restauracéo do equilibrio autonémico prejudicado
pela hiperativacdo adrenérgica (GAVIOLI et al., 2014), reforcando ainda mais seu

potencial terapéutico (topico discutido melhor adiante)

7.3 Via Gi e o remodelamento cardiaco reverso:

Demonstramos que a ativacdo da via Gi € capaz de promover a reversdo, ainda que
parcial, do remodelamento cardiaco patolégico. Uma hipétese plausivel seria que o
inicio do tratamento com CNO a partir do quarto dia apenas neutralizasse
funcionalmente as quatro ultimas doses de ISO, e que a melhora observada fosse
consequéncia primaria da interrup¢do do estimulo adrenérgico, e ndo de um efeito
ativo da sinalizacdo Gi. No entanto, conforme demonstrado na Figura 23, o periodo

de repouso isolado mostrou-se menos eficaz do que o tratamento com CNO na
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reversao do remodelamento cardiaco patolégico, indicando um papel ativo da via Gi

nesse processo.

Esses achados sao corroborados por estudos prévios, como o de Yoganathan et al.,
(2023), que, por meio de uma abordagem integrada envolvendo analises prote6micas
e experimentos moleculares, demonstraram que mesmo uma unica dose de 1ISO, em
concentracdo duas vezes superior a utilizada neste estudo (50 mg/kg), € suficiente
para induzir reprogramacdes cardiacas persistentes, caracterizadas por aumento de
marcadores de inflamacéo, fibrose e hipertrofia, especialmente evidentes apos 7 dias,
timepoint também adotado em nossos experimentos. Outras evidéncias como as
encontradas por Ellison et al., (2007), que aplicou uma Unica dose de 5 mg/kg em
ratos, sustentam a ideia de que o remodelamento cardiaco induzido por estimulos
adrenérgicos se estabelece rapidamente e nao é revertido de forma espontanea em
curtos periodos de tempo. Neste trabalho, trés doses de ISO foram capazes de
desencadear, alteragbes moleculares profundas nos CMs, incluindo ativacéo
persistente de vias pré-apoptoticas e disfuncdo da sinalizacdo intracelular, que se

mantém mesmo apos a retirada do estimulo inicial.

Em conjunto, esses dados reforcam a no¢do que a exposi¢cdo adrenérgica precoce é
suficiente para induzir um estado de reprogramacao celular duradouro, reforcando a
nocéo de que a interrupcéo do estimulo, por si sO, ndo garante recuperacao cardiaca
em janelas temporais curtas. Assim, os efeitos benéficos observados com a ativacéo
da via Gi em nosso modelo ndo podem ser atribuidos apenas a cessacao funcional
do estimulo B-adrenérgico, mas sim a um mecanismo ativo capaz de modular e
atenuar processos de remodelamento ja em curso, destacando assim a ativacado da
via Gi como um mecanismo ativo de modulacao e reversdo parcial desse fenoétipo

patolégico.
7.4Mecanismos da ativacdo Gi naregulacdo do ambiente inflamatorio cardiaco:

Um resultado relevante da ativagédo tardia de Gi foi a modulag&o do perfil inflamatorio
nos coragcbes submetidos ao estresse por ISO, caracterizada ndo apenas pela
reversdo da infiltracdo imune j& estabelecida, mas também pela supressdo do
recrutamento adicional de células, incluindo o subgrupo pro-inflamatorio de células

CCR2*. Esses achados levantam duas questdes centrais. A primeira delas é: de que
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forma a ativacéo tardia de CM-Gi* reduz o influxo de mondcitos/macrofagos induzido

por ISO? A seguir, descrevemos 0s principais mecanismos propostos.

7.4.1 Citoprotecéo direta:

Como demonstrado em nossos resultados, a ativagdo da via Gi em CMs promove
protecao celular, prevenindo a morte dessas células tanto in vivo quanto in vitro. Esse
efeito citoprotetor representa, provavelmente, um mecanismo importante pelo qual a
sinalizacdo Gi contribui para a preservacao da integridade miocardica, uma vez que a
morte de CMs atua como um potente gatilho para a amplificacdo da resposta
inflamatoria e para o estabelecimento de ciclos de retroalimentacdo deletérios no
tecido cardiaco, principalmente através da liberacdo de DAMPs e outras moléculas
sinalizatorias, que recrutam fortemente os macrofagos, estimulando a eferocitose.
(DeGEORGE Jr e KOCH, 2008; WHELAN, KAPLINSKIY e KITSIS, 2010).

Evidéncias prévias sustentam esse conceito. Ellison et al., (2007) demonstraram que
a ativacdo da via Gi aumenta significativamente a sobrevida de CMs submetidos ao
estresse oxidativo induzido por H,O,. Nesse estudo, o efeito protetor foi atribuido a
ativacao da via PI3K, uma vez que a citoprotecao foi abolida tanto pelo pré-tratamento
com o inibidor de PI3K LY294002, quanto pela inibicdo seletiva da via Gi com toxina
pertussis. Esses achados reforcam que a sinalizacdo Gi exerce seus efeitos de
sobrevivéncia celular por meio de uma via ndo candnica, mediada pelo complexo By,
gue culmina na ativacdo do eixo PI3K—AKT, conforme descrito mais recentemente por
Wang et al., (2022).

7.4.2 Via colinérgica como agente anti-inflamatorio:

O efeito anti-inflamatério da sinalizagdo colinérgica vem sendo descrito em
diferentes modelos, inclusive em receptores muscarinicos. Chen et al., (2022)
demonstraram que 0s receptores muscarinicos estéo relacionados com a supressao
do processo inflamatério em zebrafish. Este trabalho demonstra que o tratamento com
agonista colinérgico reduz a migracdo de neutrofilos e, consequentemente, a
producao de citocinas pro-inflamatérias, como tnf-a, IL-13, IL-6 e IL-8. Por outro lado,
o efeito inflamatdrio era potencializado na presenca da atropina, um antagonista

muscarinico. O mesmo trabalho mostra que esse efeito era relacionado com a
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reducao da atividade da proteina arginase, que também pode ser localizada nos CMs,

onde é relacionada com a modulacdo na contracdo do miocardio (Steppan et al., 2006)

Outros trabalhos relataram os efeitos anti-inflamatérios atribuidos a atividade
colinérgica. Bezerra et al., (2017) demonstraram que o uso do anticolinesterasico
piridostigmina conseguiu modular o perfil inflamatorio cardiaco apos a submisséo de
ligadura da artéria coronaria. Os achados incluem reduc&o na concentracdo de IL-183,
IL-6, TNF-a e IL-10, além de reducdo do estresse oxidativo cardiaco. Com um
protocolo semelhante, Barboza et al., (2019) demonstraram que o tratamento prévio
com a piridostigmina por 60 dias conseguiu condicionar o coracdo e melhorar o
prognéstico pés-infarto. Dentre os fatores avaliados, notou-se uma reducao
significativa nos niveis de IFN-y, IL-6 e IL-1B. De forma semelhante ao nosso trabalho,
0S autores associam o0s achados a manutencdo da integridade do balanco
autonémico, na qual o colinesterasico conseguiu reduzir a atividade simpatica e,
consequentemente, os efeitos deletérios relacionados ao sistema simpatico. A ACh
de origem ndo neuronal também pode exercer um papel importante relacionado a
efeitos anti-inflamatdrios (ROCHA-RESENDE et al., 2021). Han et al., (2024)
demonstraram que a estimulacdo vagal ativa a via IL-10/STAT, que polariza os
macrofagos para o subtipo M2, tipo celular descrito como anti-inflamatorio e associado
a melhores prognésticos quando estimulados durante a lesdo. Além dos trabalhos
supracitados, revisdes recentes compilam os efeitos anti-inflamatorios associados ao
sistema colinérgico, especulando diferentes mecanismos e papéis emergentes de
outros tipos celulares (SHEN et al., 2025). Pela primeira vez mostramos o papel
especifico dos CMs nesse processo anti-inflamatorio, sugerindo que o CM possa

funcionar como importante pivé desses mecanismos anti-inflamatorios.

Além de fatores sollveis que possam ser secretados por CMs e interferir no
recrutamento de leucécitos pro-inflamatérios (topico discutido a seguir), outros
mecanismos intracelulares candnicos podem estar envolvidos. Por exemplo, a
reducdo do eixo CAMP-PKA-ROS pelo CNO reduz a inflamacéo, visto que esta via
esta relacionada com o aumento na atividade da proteina myeloid differentiation 2
(MD2), que se mostra importante via relacionada ao recrutamento de macrofagos pelo
ISO (QIAN et al., 2024). Estudos semelhantes correlacionam o tratamento com ISO
ao aumento na expressao de CD14, um receptor que medeia respostas inflamatdrias

e a producao de citocinas por meio da regulacéo transcricional do NF-kB. Observou-
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se que a inflamacéo cardiaca era aumentada em células tratadas com ISO, e que esse
aumento era mediado por PKA, visto que a inibicdo de PKA com o farmaco H-89, bem
como o0 seu silenciamento via siRNA aboliam os efeitos pro-inflamatérios do ISO.
(MUTHU et al., 2010).

7.4.3 Acao paracrina cardiomiocitos-macrofagos:

O ISO é capaz de ativar macrofagos diretamente, independentemente de outros
mecanismos de propagacao inflamatoria, atuando principalmente por meio do eixo
B2AR-cAMP-PKA-ROS (QIAN et al.,, 2024). Nesse contexto, considerando a
seletividade do CNO, é plausivel supor que a auséncia de células inflamatérias
observada na figura 15A, bem como a reducao da inflamacéo geral demonstrada nas
figuras 21C e 24, estejam relacionadas a ativacdo especifica de CM-Gi*. Assim, uma
possibilidade plausivel € que a ativacdo de CM-Gi* promova um microambiente
cardiaco mais reparador, possivelmente por meio de comunicacdo dinamica entre
CMs e macrofagos, mediada por contato célula—célula, sinalizacdo paracrina e,
principalmente, pela troca de vesiculas extracelulares (KOREN et al., 2015 e YANG
et al.,, 2023). Embora o eixo mecanistico dessa possivel acdo paracrina ainda nao
esteja completamente elucidado, ele ja foi associado ao sistema colinérgico em
diferentes 6rgaos e tecidos, sendo amplamente atribuido a capacidade dessa via de
inibir a secrecdo de quimiocinas pré-inflamatérias, como como TNFa
(GALLOWITSCH-PUERTA e PAVLOV, 2007) e CCL2 (ROCHA-RESENDE et al.,
2019), um mediador-chave do recrutamento de mondécitos CCR2*. Nesse cenério, a
modulacédo colinérgica da sinalizacao quimiotatica pode representar um elo funcional
entre a ativagcdo de CM-Gi* e a reducdo do influxo de mondcitos inflamatérios no

miocardio lesionado

Nos ultimos anos, um namero crescente de evidéncias tem demonstrado que os CMs
atuam como um regulador ativo do recrutamento e da ativacao de células adjacentes
por meio da secrecdo de fatores solluveis (BOLLINI et al., 2018) . Durante a
homeostase, foi demonstrado que os CMs produzem um ou mais mediadores
paracrinos capazes de manter os macrofagos em estado de quiescéncia funcional,
contribuindo para a preservacdo do microambiente cardiaco. No entanto,
perturbacdes no equilibrio funcional dos CMs como estresse mecanico, metabdlico ou

neuro-hormonal, levam a desorganizacdo desse eixo cardiomiécito—macrofago,
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resultando na secrecdo de mediadores pro-inflamatorios, incluindo IL-6, IL-1 € MMP-
9, e culminando na perda da manutencédo da homeostase macrofagica mediada pelos
CMs (LI et al., 2012).

Corroborando esse conceito, Yu et al., (2021) demonstraram que CMs hipertrofiados
secretam microRNAs por meio de exossomos capazes de induzir a polarizacdo dos
macréfagos para um fenoétipo inflamatério, caracterizado pelo aumento da producgéo
de citocinas como IL-6 e IL-8. A andlise de RNA sequencing revelou que sete
microRNAs estavam diferencialmente expressos nos exossomos derivados de CMs
hipertrofiados, sendo quatro regulados positivamente e trés regulados negativamente.
Dentre esses, 0 miR-155 destacou-se como o principal indutor da mudanca fenotipica
dos macroéfagos, reforcando o papel do cardiomidcito como fonte de sinais capazes

de reprogramar funcionalmente as células imunes cardiacas.

Tian et al., (2013) demonstraram de diferentes maneiras, que CMs sao capazes de
secretar vesiculas contendo HSP60, que por sua vez contribuem de forma significativa
para progressdo da inflamacdo cardiaca. O mecanismo sugerido consiste na
superexpressdao de TLR2 e TLR4, que ativam eixos inflamatérios culminando no
aumento da produgdo de p38, TNFa e IL-6. Nesta linha, Hu et al., (2018)
demonstraram que os CMs funcionam como reguladores ativos do microambiente
cardiaco por meio de sinalizacdo paracrina mediada por exossomas. Foi
demonstrado que CMs submetidos a estresse liberam exossomos capazes de
transmitir sinais deletérios a células adjacentes, promovendo a ativacdo de vias pro-
apoptoticas e reducdo de mecanismos de sobrevivéncia em células transplantadas a
um coracao infartado. Esses achados sustentam a nocdo de que o0 secretoma
miocitario, particularmente o componente vesicular, constitui um importante
mecanismo de comunicacdo paracrina capaz de modular profundamente o
comportamento de células no microambiente cardiaco, com implicacfes diretas para

processos inflamatérios e de remodelamento tecidual.

Em conjunto, essas evidéncias sustentam o conceito de que os CMs ndo apenas
respondem passivamente a inflamacgéao cardiaca, mas atuam como orquestradores
centrais da resposta imune local, regulando o fenoétipo e a funcdo dos macréfagos
também por meio de fatores solUveis. Assim, a compreensao dos mecanismos pelos

quais os CMs controlam a ativacdo macrofagica é o nosso foco de investigacéo atual,
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principalmente por emergir como uma estratégia promissora para intervencdes
terapéuticas que visem modular a inflamacéao cardiaca de forma mais precisa e célula-

especifica.
7.4.4 Reducéo da frequéncia cardiaca:

Outro aspecto relevante refere-se a relacdo entre a reducéo da frequéncia cardiaca
mediada por CNO e a cardioprotecéo. A reducéo da FC, por si s6, tem sido proposta
como um mecanismo cardioprotetor relevante em estudos clinicos e pré-clinicos
(ALTMAN et al., 2025), principalmente por diminuir a demanda metabdlica do
miocardio. Evidéncias recentes indicam ainda que a reducdo da FC pode promover
mudanc¢as no metabolismo cardiaco, incluindo maior utilizacdo de glicose e melhora
relativa da eficiéncia da producao de ATP, favorecendo a saude e a recuperacdo dos
CMs (TAN et al., 2022). Estudos como o de Kleinbongard et al., (2015) relatam que a
reducdo da FC através do pré-tratamento com Ivabradina, um farmaco que induz
bradicardia através do blogueio da corrente If ou "funny”, era capaz de melhorar a
viabilidade de CMs remanescentes ap0s a submissdo do infarto. Além disso, o
tratamento com ivabradina também conseguiu reduzir a producdo de ROS, o que
impacta diretamente no recrutamento de leucécitos para o coracdo. Acreditamos que
a reducao da FC possa contribuir parcialmente para os efeitos benéficos observados
em nosso modelo, uma vez que menores frequéncias cardiacas estdo associadas a
reducdo da demanda de oxigénio e a atenuacdo do remodelamento mal-adaptativo.
No entanto, é improvavel que a reducéo da FC, isoladamente, explique a magnitude
e a diversidade das alteracfes estruturais e imunoldgicas observadas ap0s a ativacao
de CM-Gi*. E importante ressaltar que, em condi¢ées in vitro onde a frequéncia de
estimulacdo e a duracdo do pulso foram rigorosamente controladas (pacing), a
ativacdo de Gi pelo CNO preservou a viabilidade dos CMs apesar da estimulacao [3-
adrenérgica sustentada, demonstrando um efeito citoprotetor independente da
frequéncia cardiaca. Até onde sabemos, a literatura existente ndo descreve efeitos
imunologicos marcantes em protocolos experimentais ou clinicos baseados
exclusivamente na reducdo da FC. Em contraste, nossos achados revelam uma
reducdo expressiva da infiltracdo de mondécitos CCR2" apés a ativacdo de CM-Gi*,
indicando que a sinalizacdo Gi nos CMs envolve mecanismos cardioprotetores
adicionais, para além da simples redugdo da FC. Assim, os efeitos benéficos da

ativacdo de CM-Gi* provavelmente resultam de uma combinag&o entre o aumento da



73

sobrevida dos CMs, reducéo da FC e a modulacao direta do microambiente cardiaco

por meio de interacdes célula—célula.
7.5 Os efeitos antifibréticos associados a via Gi:

Outro importante achado nesse trabalho, foi a atenuacdo da resposta pro-fibrética
induzida pelo ISO. Embora a fibrose reparativa seja importante para a manutencao do
arcabouco cardiaco ap0s a lesao, ela frequentemente forma tecidos desproporcionais
em locais de morte e em areas adjacentes, o que compromete a funcdo do coracéo
podendo levar a insuficiéncia (SHINDE e FRANGOGIANNIS, 2014). portanto a
regulacao da fibrose se faz necessaria para que haja um melhor prognostico (JIAN et
al., 2023). Observamos uma reducdo no mRNA para colageno 1 e 3, além da menor
diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos. Essas alteracdes moleculares,
associadas a melhora do desfecho funcional do coracdo, sdo compativeis com uma
menor ativagao de vias associadas ao desenvolvimento de fibrose, ainda que anélises
histologicas diretas sejam necessarias para confirmar esse desfecho. Os possiveis

mecanismos associados a esses resultados sao discutidos a seguir.
7.5.1 Reducéo da fibrose secundéria a reducéo da inflamacéo

Um dos possiveis mecanismos associados ao desfecho antifibrético, € a reducdo da
fibrose secundéria a inflamacéo. A reducéo no processo inflamatério cardiaco, mais
especificamente na quantidade de macréfagos CCR2*, pode explicar a reducédo na
expressao de colageno dos tipos | e lll, uma vez que esses macrofagos sado fortemente
associados a geracdo de mediadores fibrogénicos (YANG et al., 2024). Além disso,
os macrofagos CCR2* derivados de mondcitos tém sido consistentemente associados
ao remodelamento cardiaco patoldgico e a inflamacéo crénica em diversos modelos
experimentais. Estudos demonstraram que a inibigcdo farmacolégica ou a supressao
genética dessa subpopulacdo atenua o remodelamento cardiaco adverso induzido por
sobrecarga de pressao (PATEL et al.,, 2018). Revisbes recentes reforcam o papel
central dos mondcitos/macréfagos CCR2" na progressdo e manutencdo do
remodelamento cardiaco adverso (YERRA e ADVANI, 2022). Esses efeitos sdo
parcialmente atribuidos a elevada sensibilidade dessa populagéo ao eixo quimiocina
CCL2/CCR2, que regula o recrutamento de mondcitos circulantes para o miocardio
lesionado, amplificando a resposta inflamatoria, promovendo a ativacdo de

fibroblastos e contribuindo para a disfung&o ventricular e pior prognostico.
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Fazendo um paralelo com os nossos achados, o estudo de Qian et al., (2024)
demonstrou que a inflamacao induzida pelo ISO (que, como ja discutido, pode atuar
diretamente sobre macréfagos, independentemente de vias inflamatorias
secundérias) é capaz de promover hipertrofia e fibrose cardiaca por meio de efeitos
paracrinos sobre CMs e fibroblastos. Um dos mecanismos propostos envolve a
capacidade dos macréfagos de produzir Ang Il, uma vez que essas células expressam
componentes essenciais para sua sintese, como angiotensinogénio e enzima
conversora de angiotensina. A Ang |l derivada de macrofagos atua tanto de forma
autocrina quanto paracrina via receptor AT1. No eixo autdcrino, estimula os proprios
macrofagos a produzirem TGF-B1; ja no eixo paracrino, induz fibroblastos a
aumentarem a sintese desse fator. Em ambos os contextos, o aumento de TGF-B1
(considerado o principal indutor da diferenciacéo de fibroblastos em miofibroblastos)
favorece a expansdo dessa populacdo celular, que apresenta maior atividade na
sintese e deposicdo de matriz extracelular, contribuindo para o processo fibrético
(WEBER et al., 2013).

Outros mecanismos também séo descritos, como a capacidade dos macréfagos de
secretarem componentes pré-fibréticos como fator de crescimento de fibroblastos
(FGFs), IL-10 e IGF-1 (JIAN et al., 2023; SHINDE e FRANGOGIANNIS, 2014). Uma
outra via possivel é a secrecao de exossomas pelos fibroblastos, contendo proteinas,
mas principalmente microRNAs como o0 miR-138 que estimulam a diferenciacédo de
fibroblastos e a sintese de matriz extracelular, o que agrava a fibrose cardiaca (WANG

et al., 2021). Todos esses mecanismos sdo bem descritos na literatura.

Um mecanismo menos explorado, porém, potencialmente relevante, € a capacidade
de macrofagos cardiacos adquirirem caracteristicas fenotipicas semelhantes as de
fibroblastos, passando a expressar genes e proteinas tipicamente associados a essas
células (HAIDER et al., 2019). Esses achados expandem a compreensédo do papel
dos macrofagos na fibrose cardiaca, sugerindo que essas células podem contribuir
ndo apenas de forma indireta (por meio da secrecdo de citocinas e fatores pro-
fibréticos responsaveis pelo recrutamento e ativacao de fibroblastos), mas também
potencialmente de forma direta, participando da deposi¢cdo e remodelacdo da matriz
extracelular. Dessa forma, os macrofagos deixam de ser vistos exclusivamente como
moduladores do processo fibrético e passam a ser considerados elementos celulares

plasticamente adaptaveis, capazes de influenciar de maneira significativa a
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progressdo da fibrose cardiaca em resposta ao microambiente inflamatorio e as

demandas de reparo tecidual
7.5.2 Reducéo da fibrose por agéo paracrina cardiomiocitos-fibroblatos

Embora nossos resultados apontem para a reducdo da fibrose secundéria a
inflamagé&o, alguns mecanismos complementares podem estar envolvidos. Sabe-se
que os cardiomidcitos exercem papel importante na modulacdo da resposta
fibroblastica, especialmente em condicbes de estresse. CMs em apoptose liberam
DAMPs, citocinas e vesiculas capazes de influenciar fibroblastos. WALDENSTROM
et al., 2012, demonstraram que microvesiculas derivadas de CMs alteram centenas
de genes em fibroblastos e podem ser internalizadas e translocadas ao nucleo (Fig.
25). Além disso, CMs em estresse secretam osteopontina, ativando a via miR-21 e

promovendo maior sobrevida e proliferacéo fibroblastica (LORENZEN et al., 2015).

Sob ativacdo adrenérgica crbénica, ha aumento da expresséo e secrecdo de TGF-p1,
gue favorece diferenciacdo em miofibroblastos e remodelamento cardiaco (WAMEL,
VAN et al., 2002), bem como maior secrecdo de FGF-2, associada a proliferacédo
fibroblastica e deposicdo de matriz extracelular (JIMENEZ, 2004). Além dos
mediadores proteicos classicos, os CMs produzem angiotensina Il localmente e
liberam microRNAs e INcRNAs por vesiculas extracelulares como miR-223, miR-221,
miR-208a, miR-21, miR-195, AK139128 e AK307033 que modulam a diferenciacao e
atividade secretora dos fibroblastos (FLORES-VERGARA et al., 2021). O estresse
mecanico, também influencia fibroblastos que estdo em contato com cardiomidcitos.
(Kakkar e Lee, 2010). Diante das evidéncias apresentadas, € possivel que a ativacao
da via Gi e 0 aumento do tdnus colinérgico module o eixo cardiomidcito—fibroblasto,

hip6tese que ainda permanece em investigacao.
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Figura 25: O fluxo de microvesiculas de cardiomidcitos para fibroblastos: Imagem de cultura de
fibroblastos tratados com vesiculas extracelulares isoladas de CMs. As microvesiculas foram coradas
com laranja de acridina, que reconhece acido nucleico e emite fluorescéncia em diferentes
comprimentos de onda dependendo da sua interacdo (DNA e RNA). A figura demonstra que
microvesiculas/exossomos contendo &cidos nucleicos foram internalizados pelos fibroblastos apds 3
horas de incubagédo. A coloragdo com laranja de acridina evidencia a presenca de DNA (fluorescéncia
verde) e RNA (fluorescéncia vermelha) no interior das células. A sobreposicao dos sinais (amarelo)
indica colocalizacdo de DNA e RNA, sugerindo transferéncia simultanea de ambos os tipos de material
nucleico para os fibroblastos. Figura retirada de Waldenstrom et al., (2012).
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8 CONCLUSAO (capitulo I)

Em concluséo, este estudo identifica a sinalizacdo Gi em CMs como um mediador
central da cardioprotecdo colinérgica e do reparo miocardico em um contexto de
hiperativacdo adrenérgica. Ao demonstrar seu papel direto e especifico em nivel
celular, fornecemos evidéncias mecanisticas consistentes de que a preservacao da
integridade dos midcitos ventriculares é fundamental para a supresséo de aspectos-
chave do remodelamento patolégico. Esses achados estabelecem as bases para
intervencdes terapéuticas de preciséo, direcionadas a tipos celulares especificos, com
0 objetivo de modular vias colinérgicas/Gi sob condi¢cfes de estimulacdo simpatica
sustentada. Os principais achados do capitulo 1 sdo demonstrados na figura 26,
enquanto os possiveis mecanismos adjacentes relacionados a cardioprotecdo sao

demonstrados na figura 27.

Myh6-Cre/hM4Di

— 1 Legend L 3 doses of ISO — 1 Legend |
Q¥ Cardiomyocyte Collagen fibers
W@ Cardiomyocyte death ® CNO
07 Cardiomyocyte Gi* > DAMPs
3% Fibroblasts ﬂﬂm hM4Di receptor
@ Macrophages CCR2* v  Isoproterenol
- Myofibroblasts mﬂﬂ B-Adrenergic receptor

+4 doses of ISO

+4 doses of ISO
+4 doses of CNO
Low, High

@) 3
- Low. High
Ejection Fraction Ejection Fraction
Myh6-Cre/hM4Di Myh6-Cre/hM4Di
AV = 00

>

: o
@

]
>

~—+CCR2"

Paracrine?
'@'Reduction in CCR2"influx

Figura 26. Resumo gréafico dos principais achados: A ativagdo seletiva da via Gi em CMs (modelo
Myh6-Cre/hM4Di ativado por CNO) atenua o remodelamento cardiaco induzido por multiplas doses de
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ISO. Enquanto o ISO promove estresse celular, morte de CMs, liberacdo de DAMPs, infiltracdo de
macréfagos CCR2" e ativacédo de fibroblastos com consequente fibrose e reducéo da fracdo de ejecéo,
a ativacdo concomitante da via Gi reverte esse fenoétipo, preservando a fungéo cardiaca e reduzindo
inflamacé&o e deposicédo de colageno.
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Figura 27. Principais mecanismos moleculares propostos: Os mecanismos propostos para a
cardioprotecdo mediada por Gi incluem: (1) reducéo da contratilidade dos CMs e da estimulagéo f-
adrenérgica via diminuicdo de cAMP/PKA; (2) aumento da sobrevivéncia dos CMs; (3) modulagéo
paracrina do microambiente cardiaco por meio da secrecdo de fatores com propriedades anti-
inflamatérias e anti-fibréticas; (4) liberacdo de exossomos contendo RNAs ou proteinas reguladoras
capazes de modular fibroblastos e macréfagos; e (5) reducéo do influxo de macréfagos CCR2* e da
resposta inflamatoria, culminando em menor fibrose e melhora global da fungdo cardiaca.

9 LIMITACOES DO ESTUDO (capitulo 1)

Embora o modelo Myh6-Cre/hM4Di tenha possibilitado a ativacdo direcionada da
sinalizacdo Gi em CMs, a expressao do receptor hM4Di no né sinoatrial resultou em
uma reducdo acentuada da frequéncia cardiaca apds a administracdo de CNO. Isso
levanta a possibilidade de que os efeitos cardioprotetores observados sejam
parcialmente atribuidos a bradicardia. Além disso, embora 0 modelo de sobrecarga
adrenérgica forneca importantes insights mecanisticos, ele pode ndo reproduzir
completamente o0 espectro de caracteristicas fisiopatoldégicas observadas em
condi¢cdes cardiacas clinicamente relevantes. Assim, estudos adicionais sao
necessarios para avaliar a eficacia terapéutica dessa estratégia em diferentes

contextos de doenca.
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CAPITULO II;

A acetilcolina regula a maturacdo pos-natal do cardiomidcito através da sinalizacao
via receptor M2 e proteina Gi.
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10 REVISAO DE LITERATURA (Capitulo I1)

10.1 O processo de maturagao cardiaca:

Dentre todos os 6rgaos funcionais, o coracdo € o primeiro a se formar e iniciar sua
atividade durante o desenvolvimento embrionario (LINDSEY, 2014). No entanto,
embora a morfogénese cardiaca (responsavel pela organizacdo espacial das
camaras, valvulas e grandes vasos) esteja majoritariamente estabelecida ao
nascimento, o coracao neonatal ainda esta longe de apresentar o fenétipo estrutural,
metabdlico e funcional observado no adulto. A maturacéo cardiaca constitui, portanto,
a fase final do desenvolvimento do coracdo e envolve um conjunto coordenado de
modificacdes celulares e moleculares que transformam CMs imaturos em células
altamente especializadas, capazes de sustentar atividade contratil continua ao longo
da vida (GUO e PU, 2020)

Esse processo pode ser dividido em periodos pré-natal, perinatal e pds-natal. Durante
a vida intrauterina, predominam condi¢cGes de baixa tensao de oxigénio, dependéncia
glicolitica e intensa proliferacdo celular. No momento do nascimento ocorre uma
transicdo metabodlica abrupta, marcada pelo aumento da oxigenacédo tecidual, pela
elevacdo da carga hemodinamica e pelas mudancas hormonais significativas. O
periodo pds-natal, foco deste capitulo, representa a fase de consolidacao do fenétipo
adulto, quando se estabelecem as principais transformacdes estruturais, elétricas e
metabdlicas dos CMs. Abaixo citaremos as principais mudancas morfoestruturais
abordadas por importantes revisées (ELKHOURY et al.,, 2024; GUO e PU, 2020;
KARBASSI et al., 2020; MAROLI e BRAUN, 2021)

Uma das primeiras mudancas observadas € a transicdo da hiperplasia para a
hipertrofia. Em roedores, durante a primeira semana de vida, e em humanos ao longo
dos primeiros 10 anos, os CMs progressivamente deixam o ciclo celular e entram em
quiescéncia mitética. A partir desse momento, o crescimento cardiaco passa a ocorrer
predominantemente por aumento do volume celular. O volume de um CM pode
aumentar de aproximadamente 2.000 um?® no periodo neonatal para cerca de 40.000
Mm?3 no adulto, refletindo intensa reorganizacao estrutural intracelular. Essa saida do

ciclo celular estad associada a reorganizacao do citoesqueleto, ao aumento da carga



81

mecanica, mudancas na disponibilidade de oxigénio e ao estabelecimento de um novo

programa metabolico mitocondrial.

Paralelamente, ocorre profunda reorganizacdo do aparato contratil. As miofibrilas
tornam-se progressivamente alinhadas ao longo do eixo longitudinal da célula, e os
sarcOmeros aumentam de aproximadamente 1,6 ym no periodo neonatal para cerca
de 2,2 um no adulto, atingindo o comprimento ideal para geragdo maxima de forca.
Entre os dias pds-natais 7 e 14 em roedores, inicia-se a formagdo do sistema de
tdbulos-T, estrutura essencial para o acoplamento excitacdo—contracdo eficiente. A
maturacado dos tubulos-T ocorre em paralelo ao refinamento da maquinaria de manejo
de Ca?*, incluindo aumento da organizacao dos receptores de RyR2, maior expressao
e funcionalidade dos canais de calcio do tipo L, aprimoramento da atividade da
SERCAZ2 e regulacdo mais precisa via fosfolamban. O resultado é a maior organizagao

do fluxo de Ca?* via reticulo sarcoplasmatico.

Do ponto de vista eletrofisiologico, CMs imaturos apresentam maior automaticidade
espontanea, atribuida, em parte, a elevada expressédo de canais HCN4, responsaveis
pela corrente funny. Durante a maturacdo, a expressdao desses canais diminui
significativamente nas células ventriculares, reduzindo eventos de despolarizacéo
espontanea e consolidando a dependéncia do ritmo imposto pelo né sinoatrial.
Simultaneamente, ha aumento da densidade e especializacdo de outros canais
idnicos, contribuindo para encurtamento e estabilizacdo do potencial de agédo adulto.

A maturacdo metabdlica constitui outro eixo central desse processo. CMs neonatais
dependem predominantemente da glicélise anaerébica como fonte energética,
compativel com o ambiente intrauterino relativamente hipoxico. Apés o nascimento,
ocorre uma mudanca progressiva para a fosforilacdo oxidativa mitocondrial como
principal via de producdo de ATP. O numero e o volume das mitocéndrias aumentam
substancialmente, passando de aproximadamente 5% do volume celular no periodo
imaturo para 30-40% no fendtipo adulto. Em paralelo, ha indugéo robusta de enzimas
envolvidas na B-oxidacao de acidos graxos, que passam a fornecer cerca de 70-80%
do ATP utilizado pelo CM maduro, enquanto no periodo neonatal essa contribui¢cao é
inferior a 20%. Considerando que o cora¢cdo humano adulto pode consumir cerca de
6 kg de ATP por dia, essa reorganizacdo metabdlica é essencial para sustentar a

demanda energética crbnica imposta pela atividade contratil continua.
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Associada a saida do ciclo celular, observa-se ainda o fenbmeno de polinucleacéao.
Em roedores, entre os dias pds-natais 3 e 7, a maioria dos CMs sofre citocinese
incompleta apos replicagdo do DNA, originando células binucleadas; estima-se que
cerca de 80% dos CMs adultos nesses animais sejam binucleados. Esse processo
esta relacionado ao aumento da capacidade de sintese proteica para sustentar
crescimento celular, organizacdo sarcomérica e expansao mitocondrial. A
polinucleacdo também se associa a perda definitiva da competéncia proliferativa,
consolidando o estado p6s-mitético da célula.

Além dessas transformacdes estruturais, elétricas e metabdlicas, a maturacéo
cardiaca envolve integracdo progressiva com o sistema vascular e o0 SNS,
estabelecimento de juncdes intercelulares mais robustas (como discos intercalares
maduros com conexinas organizadas), aumento da rigidez e organizacao da matriz
extracelular e adaptacdo a carga mecanica sistémica. Assim, a maturacdo cardiaca
nao deve ser entendida como um evento isolado, mas como um processo
multidimensional que integra sinais mecéanicos, metabdlicos, hormonais e neurais para

consolidar o fenoétipo funcional adulto.

Essa complexidade explica por que a maturagcdo completa de CMs in vitro ainda
representa um dos maiores desafios da medicina regenerativa cardiaca, e reforca a
importancia de compreender, de forma integrada, os mecanismos que regulam essa

transicdo do estado imaturo para o estado adulto.
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Figura 28: Caracteristicas da maturacdo dos CMs. A matura¢do dos CMs ocorre como resultado de
um conjunto de mudancgas estruturais e dindmicas. CPT: carnitina O-palmitoil transferase; FA-CoA:
éster acil-CoA graxo; mTDNA: DNA mitocondrial; n: contetdo haploide de cromossomos; NCX: trocador
soédio-célcio; RYR2: receptor de rianodina 2; SERCA2A: Ca% ATPase do reticulo
sarcoplasmatico/endoplasmatico. Esquema retirado de: (Karbassi et al., 2020)

10.2 Principais Fatores que influenciam na maturacao cardiaca:

10.2.1 Fatores fisicos e metabdlicos: Diversos fatores fisicos exercem papel
determinante no desenvolvimento e na maturacédo dos CMs. Entre eles, destacam-se
as propriedades mecanicas do microambiente ao qual essas células estdo ancoradas,
como a rigidez da matriz extracelular e a tensdo mecéanica gerada pela carga
hemodindmica. Evidéncias classicas em mecanobiologia demonstram que a
elasticidade do substrato regula diretamente organizacao citosquelética, alinhamento
sarcomerico e forga contratil celular (ENGLER et al., 2006). Substratos com rigidez
semelhante & do miocardio fisiolégico promovem maior organizacdo das miofibrilas e
desenvolvimento estrutural mais proximo do fenotipo adulto, enquanto superficies
excessivamente rigidas ou excessivamente complacentes prejudicam essa

organizacao.
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Além da rigidez passiva do substrato, a aplicacéo ativa de carga mecanica constitui
um potente indutor de maturacdo. Modelos de tecido cardiaco gerados por
bioengenharia e submetidos a estimulagdo mecéanica progressiva e estimulagao
elétrica demonstraram formacgdo de tubulos-T funcionais, melhor acoplamento
excitacdo—contracao, maior densidade mitocondrial e propriedades eletrofisiolégicas
mais maduras (RONALDSON-BOUCHARD et al., 2018). Esses achados indicam que
estimulos mecénicos ciclicos, aplicados de forma regular e em intensidade
fisiologicamente relevante, favorecem particularmente a organizagcédo e integridade
dos sarcomeros, além de ativarem vias de mecanotransducdo que modulam

crescimento celular e saida do ciclo celular.

A prépria geometria e dimensionalidade do cultivo também exercem influéncia critica.
De maneira consistente, culturas tridimensionais (3D) demonstram maior grau de
maturacdo quando comparadas as culturas bidimensionais tradicionais. Sistemas 3D
e co-culturas com fibroblastos cardiacos favorecem melhor alinhamento celular,
formagdo mais robusta de discos intercalares, maior forca contratil e perfil de
expressao génica mais proximo do tecido cardiaco nativo (BEAUCHAMP et al., 2020).
A organizacdo tridimensional permite ndo apenas melhor distribuicdo de forcas
mecanicas, mas também maior fidelidade na interacao célula—matriz e célula—célula,

elementos fundamentais para a consolida¢éo do fenétipo adulto.

Além dos estimulos mecéanicos, a composi¢cao metabdlica do meio de cultura também
exerce papel determinante na maturacdo dos CMs. A substituicdo parcial da glicose
por substratos como galactose e acidos graxos (mais condizentes com o metabolismo
oxidativo predominante no miocardio adulto) favorece a transicdo de um perfil
glicolitico imaturo para um fendtipo metabolicamente mais maduro. Esse
redirecionamento energético promove aumento da densidade e melhor alinhamento
das miofibrilas, aprimoramento do manejo intracelular de Ca2*, maior forga contratil e
cinética de potencial de acdo mais proxima do padrao fisiologico adulto (CORREIA et
al., 2017)

Em conjunto, esses dados demonstram que a maturacédo dos CMs nao é determinada
exclusivamente por programas geneéticos ou fatores quimicos soluveis, mas depende
fortemente da integracdo de sinais fisicos provenientes do microambiente. A rigidez

da matriz, a carga mecanica ciclica e a arquitetura espacial do tecido atuam como
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reguladores ativos do desenvolvimento estrutural e funcional cardiaco. Assim,
compreender como esses estimulos fisicos sdo traduzidos em respostas celulares é
essencial para elucidar os mecanismos da maturacdo cardiaca in vivo e para

aprimorar estratégias de engenharia tecidual e medicina regenerativa.

10.2.2 Fatores neuro-hormonais:

A maturacéo dos CMs é fortemente modulada por fatores sollveis sistémicos e locais,
gue atuam coordenando crescimento celular, organizacdo estrutural, metabolismo e
funcdo contrétil. Entre esses, destacam-se hormonios tireoidianos, glicocorticoides,
Ang Il, IGF-1 e peptideos natriuréticos.

Os horménios tireoidianos, especialmente o T3, exercem papel central na transicao
para o fenotipo adulto. Em modelo ovino, a infusdo de T3 acelerou a maturacao
cardiaca, promovendo aumento do tamanho dos CMs (14%) e da taxa de binucleacéo
(31%), concomitantemente a reducdo da proliferacdo celular (39%), indicando
antecipacdo do programa maturacional em aproximadamente duas semanas
(CHATTERGOON et al., 2012). Em consonancia, estudos in vitro demonstraram que
o T3 induz hipertrofia, aumento da contratilidade e melhora da cinética do Ca2*
intracelular, além de estimular biogénese mitocondrial (YANG et al., 2014). Em CMs
derivados de células pluripotentes, o T3 promove maturagdo estrutural e funcional,
incluindo melhor organizacéo dos receptores de RyR2, dos canais de calcio tipo L e
aumento na formacéo de tubulos-T (HUANG et al., 2020; PARIKH et al., 2017). Esses
achados consolidam o T3 como um importante indutor endécrino da maturacao

eletromecanica e metabdlica.

De maneira semelhante, os glicocorticoides participam ativamente desse processo por
meio da ativacao do receptor de glicocorticoide (GR), codificado por Nr3cl. A mutacdo
de Nr3cl compromete o alinhamento dos midcitos, promove desorganizacao
sarcomeérica e altera a expressao de genes envolvidos na montagem dos sarcomeros
e na regulagéo do Ca?* (ROG-ZIELINSKA et al., 2013). Fisiologicamente, observa-se
elevacdo acentuada dos niveis fetais de hidrocortisona nas fases finais da gestacao
ovina (MAGYAR et al.,, 1979), sugerindo papel preparatorio para 0 nascimento.
Experimentalmente, a administracdo de cortisol em ovinos aumentou o peso cardiaco
e marcadores mitdticos sem induzir hipertrofia, indicando possivel efeito proliferativo

dependente da dose (GIRAUD et al., 2006). Em contraste, a exposi¢do pré-natal a
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glicocorticoides sintéticos, como dexametasona, reduziu a proliferacdo e favoreceu
hipertrofia celular na prole, evidenciando efeito dose-dependente (SLOTKIN et al.,
1990). Em nivel molecular Rog-Zielinska et al., (2015) demonstraram que
glicocorticoides fisiolégicos promovem organizacdo de discos Z, formacdo de
miofibrilas maduras e aumento da atividade mitocondrial em CMs fetais, efeito
mediado por inducédo de PGC-1q; o bloqueio dessa via compromete tanto a estrutura
sarcomeérica quanto a respiragcdo mitocondrial, estabelecendo o eixo GR-PGC-1a
como mecanismo central da maturacao (ROG-ZIELINSKA et al., 2015). Além disso, a
combinacéo de dexametasona com T3 induz formacao inicial de tabulos-T e melhora
da dindmica do Ca%* em CMs derivados de células-tronco, sugerindo acéo sinérgica
entre eixos hormonais (PARIKH et al., 2017).

Ang Il também atua como modulador maturacional. Em ovelhas, sua infusdo
aumentou o peso cardiaco, a area dos CMs e a propor¢ao de células polinucleadas
(SANDGREN, SCHOLZ e SEGAR, 2015). Em modelos derivados de células
pluripotentes, a Ang Il promoveu hipertrofia celular, aumento da expresséo de genes
sarcomeéricos e melhor organizagao estrutural via ativagcédo do receptor AT1 (WU et al.,
2013). Esses dados indicam que o sistema renina-angiotensina participa do

crescimento e da reorganizacao estrutural miocéardica durante o desenvolvimento.

O fator de crescimento semelhante a insulina tipo (IGF-1) representa outro eixo
relevante, atuando por meio do IGF1-R e do receptor de insulina (INSR). Em CMs
derivados de células pluripotentes, o tratamento com IGF-1 triplicou a a proliferacéo e
favoreceu maturac@o metabdlica com incremento da fosforilagdo oxidativa (RUPERT
e COULOMBE, 2017). Entretanto, o papel tréfico do IGF-1 é complexo: a delecao
simultanea de IGF1-R e INSR resultou em alteragdes sarcoméricas e mitocondriais
graves, culminando em cardiomiopatia precoce nas primeiras semanas de vida
(LAUSTSEN et al., 2007). Esses achados indicam que o eixo IGF € essencial, mas
paradoxal para o desenvolvimento (uma vez que IGF-1 se mostrou um fator trofico,
mas também é capaz de induzir proliferagdo). Ainda assim, o IGF se mostrou
importante tanto para o controle do crescimento quanto para a integridade estrutural,

metabdlica e proliferativa do miocardio em maturagao.

Por fim, os peptideos natriuréticos (ANP e BNP) exercem papel regulador do

crescimento cardiaco. Embora em adultos sejam secretados principalmente pelos
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atrios em resposta ao estiramento, durante o desenvolvimento fetal tanto atrios quanto
ventriculos produzem esses peptideos. Diferentemente dos hormonios proé-
hipertréficos, ANP e BNP tendem a limitar a hipertrofia excessiva e modular o
crescimento celular. Estudos demonstraram que o ANP regula o crescimento dos CMs
e exerce efeito protetor contra hipertrofia exacerbada (ALEXANDER et al., 2003;
O'TIERNEY et al., 2010). Em CMs embrionarios isolados, o ANP aumentou a entrada
na fase S bem como a sintese de DNA (KOIDE et al., 1996). De forma semelhante, o
tratamento com BNP em camundongos elevou o nimero total de CMs no coracéo,
sendo mais um forte indicativo de sua atividade proproliferativa (BON-MATHIER et al.,
2022). Além disso, outros estudos reforcam o papel desses peptideos, principalmente
através de efeitos pré-proliferativos (ALl et al., 2021; GIOVOU, GLADKA e
CHRISTOFFELS, 2024).

Em conjunto, esses dados demonstram que a maturacéo cardiaca é profundamente
influenciada por sinais neuro-humorais sistémicos, os quais modulam de maneira
integrada  proliferagdo, hipertrofia, metabolismo e organizagdo estrutural,

determinando o momento e a direcdo da transicdo do fenotipo imaturo para o adulto.

10.2.3 Acéo de outros tipos celulares no processo de maturacdo dos

cardiomiécitos:

Durante a maturagcdo cardiaca, células ndo miocitarias como fibroblastos, células
endoteliais, células imunes e neurdnios participam ativamente da organizacao
estrutural e funcional dos CMs por meio de interacfes diretas (cross-talk) e/ou
sinalizacao paracrina. Esse microambiente celular é determinante para que os CMs

adquiram progressivamente um fenétipo adulto.

Os fibroblastos cardiacos, que correspondem a aproximadamente 27% das células do
coracdo, sdo os principais responsaveis pela producédo e remodelamento da matriz
extracelular (MEC), tanto na fisiologia quanto na doenca. Como discutido
anteriormente, o substrato mecanico e estrutural ao qual os CMs estdo ancorados &
essencial para sua maturagdao adequada. Modelos de co-cultura demonstram que a
presenca de fibroblastos favorece a organizacao estrutural e a maturacao contratil dos
CMs, enquanto sua auséncia compromete esse processo (JANG et al., 2025). Em

modelos in vivo, a ablacéo genética de fibroblastos prejudica intensamente a formacao
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e o desenvolvimento dos CMs, sendo o colageno identificado por analises de RNA-
seq como um dos principais mediadores dessa maturacao estrutural (WU, 2025). Além
disso, leda et al., (2009) demonstraram que fibroblastos exercem funcdes distintas
conforme a fase do desenvolvimento: fibroblastos embrionarios promovem
proliferacdo de CMs via secrecdo de componentes da MEC, como fibronectina e
coldgeno, além de fatores semelhantes ao EGF, enquanto fibroblastos adultos
contribuem para a organizacao sarcomeérica por meio da secre¢do de citocinas como
IL-6 e IL-1a. Assim, os fibroblastos estabelecem o arcaboucgo estrutural e bioquimico

necessario para a progressao maturacional dos CMs.

As células endoteliais, que representam a maior populagéo celular do coracdo (~64%),
também exercem papel central na maturacdo miocéardica. Em sistemas de co-cultura,
CMs cultivados com células endoteliais apresentam maior densidade e alinhamento
de sarcémeros, melhora da funcdo contratil e maior transi¢édo da isoforma de miosina
Myh7 (fetal) para Myh6 (predominante no adulto) (LEE et al., 2015). Entre os principais
mediadores endoteliais destaca-se a neuregulina-1 (NRG-1), que atua por meio dos
receptores ErbB2 e ErbB4 nos CMs, regulando vias pré-sobrevivéncia e crescimento
celular (COLLIVA et al., 2020). Além disso, a co-cultura com células endoteliais induz
aumento de microRNAs como miR-125b-5p, miR-199a-5p, miR-221 e miR-222 nos
CMs; a administracao isolada desses microRNAs mimetiza os efeitos da co-cultura,
promovendo melhorias estruturais e funcionais em CMs derivados de células
pluripotentes (LEE et al., 2015). Esses dados reforcam que o endotélio ndo atua
apenas como componente vascular, mas como modulador ativo da maturacéo

miocardica.

Os leucdcitos cardiacos residentes, que correspondem a cerca de 9% das células do
coracado, também participam desse processo. Macréfagos residentes exercem papel
essencial na homeostase tecidual por meio da remocé&o de mitocondrias disfuncionais
e outros detritos celulares, contribuindo para a estabilidade metabdlica do tecido
(NICOLAS-AVILA et al., 2020). Durante o desenvolvimento, essa atividade fagocitica
reduz estimulos pro-inflamatorios e favorece um ambiente permissivo a maturacao
estrutural, promovendo melhora na organizacao de proteinas sarcoméricas, aumento
da forca contratil e otimizacdo da cinética de relaxamento (HAMIDZADA et al., 2024).

Em modelos neonatais in vivo, a deplecao transgénica de macrofagos compromete a
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capacidade regenerativa e angiogénica do coracao, indicando que essas células sao
necessarias para manutencdo da proliferacdo dos CMs no periodo neonatal
(AURORA et al., 2014).

Todos esses achados demonstram que a maturacdo dos CMs ndo € um processo
autbnomo, mas um fenbmeno multicelular coordenado, no qual matriz extracelular,
vascularizagdo, sinalizacao imune e modulagao neural atuam de forma integrada. Por
fim, os neurdnios cardiacos também exercem influéncia relevante na maturacao,
especialmente por meio da modulacdo autonémica e da sinalizacdo neuro-humoral.
Considerando sua importancia conceitual para o foco central deste capitulo, seu papel

sera discutido separadamente na secao seguinte.

10.3 SNA e maturacéao cardiaca.

No coracdo, a regulagdo neural é exercida predominantemente por fibras simpéticas
e parassimpaticas, além de fibras sensoriais aferentes que participam do controle
reflexo cardiovascular. Contudo, o sistema nervoso cardiaco ndo deve ser
compreendido apenas como modulador do coragdo maduro. Ele coevolui com o 6rgao
durante o desenvolvimento embrionario e pos-natal, participando ativamente da sua
maturacdo estrutural e funcional. O crescimento e a organizacdo espacial da
inervacao autondmica sao guiados por fatores neurotréficos produzidos pelo préprio
tecido cardiaco, como NGF (nerve growth factor) e BDNF (brain-derived neurotrophic
factor), essenciais para sobrevivéncia, diferenciacdo e ramificacdo das fibras
autonémicas (TAMPAKAKIS e MAHMOUD, 2021). Essa comunicacao bidirecional
estabelece um eixo coracao—sistema nervoso fundamental para a organizacao do

microambiente cardiaco.

A inervacgdo simpdtica cardiaca inicia-se ainda no periodo pré-natal e continua a se
expandir e especializar durante o periodo pos-natal, paralelamente a maturacdo
estrutural e funcional do miocardio (KREIPKE e BIRREN, 2015). O papel do SNS no
desenvolvimento € tdo critico que sua auséncia compromete a viabilidade
embrionaria: camundongos geneticamente modificados incapazes de sintetizar
noradrenalina morrem majoritariamente ainda no ambiente intrauterino, e, dentre os
poucos sobreviventes, apenas cerca de 5% atingem a idade adulta (THOMAS,

MATSUMOTO e PALMITER, 1995). Esses dados evidenciam que a sinalizacao
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adrenérgica ndo atua apenas como moduladora hemodinamica, mas € fundamental

para o desenvolvimento geral do animal.

Do ponto de vista celular, o SNS exerce influéncia direta sobre crescimento,
organizacdo sarcomérica e funcionalidade dos CMs (LINDSEY, 2014; NUNES et al.,
2013; TAMPAKAKIS e MAHMOUD, 2021). A ativagao p-adrenérgica através do eixo
B-AR/AMPCc/PKA, promove aumento de contratilidade e estimula vias troficas
intracelulares associadas a hipertrofia fisiologica. Entretanto, sua participacdo na
regulacéo do ciclo celular cardiaco tem se mostrado mais complexa. A simpatectomia
guimica neonatal reduz o numero total de CMs e o tamanho do coracédo, sugerindo
que a inervagdo simpdatica é necessaria para a reducdo da proliferacdo durante a
janela pés-natal precoce (ELIEZECK et al., 2024; KREIPKE e BIRREN, 2015). Por
outro lado, Liu et al., (2019) demonstraram que a delegcdo de receptores [3-
adrenérgicos ou o bloqueio farmacolégico com atenolol aumentam a taxa proliferativa
apos infarto, indicando que a sinalizagdo B-AR pode também participar do
encerramento da janela proliferativa e da transicdo para crescimento hipertréfico.
Esses achados sugerem que o SNS atua como regulador fino do “switch” proliferativo—
hipertréfico, modulando a transicdo do crescimento hiperplasico para hipertrofia e
especializacdo funcional. E plausivel que essa regulacido envolva controle de genes
da citocinese, da organizacdo sarcomérica e da reprogramacdo metabdlica,

coordenando o timing maturacional do miocardio.

O SNP, por sua vez, também amadurece em paralelo ao desenvolvimento cardiaco.
A inervagao colinérgica origina-se principalmente do nervo vago (X par craniano) e €
classicamente descrita como mais densa nos atrios e no né sinoatrial; contudo,
evidéncias anatdbmicas recentes demonstram a presenca de fibras colinérgicas
também nos ventriculos, especialmente durante o desenvolvimento (TAMPAKAKIS e
MAHMOUD, 2021). Embora historicamente associado sobretudo ao controle
cronotropico negativo, 0 SNP parece exercer funcoes troficas relevantes no coracao

imaturo.

Estudos experimentais demonstraram que a sinalizacédo colinérgica pode exercer
efeito positivo sobre a proliferacdo cardiaca no periodo neonatal, e que seu bloqueio
farmacolégico ou cirtrgico reduz a taxa proliferativa dos CMs (MAHMOUD et al.,

2015). Além disso, evidéncias do nosso grupo indicam que CMs possuem magquinaria
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colinérgica enddgena funcional, capaz de modular respostas hipertréficas e
antagonizar efeitos tréficos mediados pela estimulacao simpatica (ROCHA-RESENDE
et al., 2012). Esses achados sustentam a hipotese de que o balangco adrenérgico—
colinérgico seja determinante para o crescimento cardiaco adequado, influenciando

tanto a duracao da janela proliferativa quanto a transicéo para hipertrofia fisiologica.

Em conjunto, as evidéncias indicam que o crescimento e a maturacao cardiaca nédo
dependem da ativacdo isolada de vias simpaticas ou parassimpaticas, mas do
equilibrio dindmico entre elas. O SNS parece favorecer a especializacao funcional e a
transicao do crescimento proliferativo para a hipertrofia fisiol6gica, enquanto o sistema
parassimpatico pode atuar como modulador da duracédo da janela proliferativa e como
freio de respostas hipertroficas excessivas. Assim, ndo é apenas a presenca dessas
vias que determina o desfecho maturacional, mas a intensidade relativa, 0 momento
de ativacdo e o grau de predominancia de cada uma ao longo do desenvolvimento.
Esse balan¢o autonémico funciona de forma harmonica e alteragbes nesse equilibrio,
seja por hiperativacdo simpdética, seja por reducdo excessiva da sinalizacao
colinérgica ou o inverso, podem desorganizar esse processo coordenado, impactando
a transicdo adequada entre proliferacdo e hipertrofia e comprometendo a maturagao

global do miocardio.

Apesar desses avancos conceituais, as evidéncias sobre a influéncia direta e
guantitativa da sinalizacdo parassimpatica na maturacdo estrutural ainda séao
limitadas. Assim, compreender como varia¢cdes na atividade colinérgica modulam
esse equilibrio autonémico representa uma lacuna relevante no campo e pode revelar

mecanismos regulatérios fundamentais do desenvolvimento pds-natal do coracéao.
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11 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE CENTRAL (Capitulo II)

A medicina regenerativa consiste no campo da medicina voltado ao reparo, a
substituicdo ou a regeneracao de células, tecidos e érgaos danificados, com o objetivo
de restaurar sua funcéo estrutural e fisiolégica. No contexto cardiovascular, essa
abordagem assume relevancia particular, uma vez que o cora¢cdo humano apresenta
capacidade regenerativa extremamente limitada. Estudos demonstraram que a taxa
de renovagcdo de CMs em humanos adultos é inferior a 1% ao ano, declinando
progressivamente com a idade (BERGMANN et al., 2009).

Essa limitagdo biolégica imp6e um desafio central aos estudos sobre cardiologia.
Durante eventos como o infarto agudo do miocardio, ocorre morte macica de CMs por
necrose e apoptose decorrente da falta de suprimento sanguineo. Como
consequéncia, a regido lesada é progressivamente substituida por tecido fibroso
cicatricial, composto predominantemente por matriz extracelular sintetizada
principalmente pelos fibroblastos (tépico j& abordado). Embora esse processo seja
essencial para a integridade estrutural da parede ventricular, o tecido cicatricial ndo
apresenta atividade contratil significativa, comprometendo a funcdo sistolica e
favorecendo remodelamento ventricular adverso e progressédo para insuficiéncia
cardiaca (FRANGOGIANNIS, 2015).

Nesse cenario, a proposta da medicina regenerativa cardiaca é teoricamente simples:
substituir os CMs perdidos por novos CMs funcionalmente competentes, capazes de
se integrar funcionalmente ao miocardio remanescente. Entretanto, apesar de
teoricamente simples, essa estratégia enfrenta obstaculos biolégicos importantes.
Atualmente, CMs podem ser obtidos a partir de células-tronco embrionérias ou
células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs), por meio da modulacdo sequencial de
vias de sinalizagéo do desenvolvimento cardiaco, como Wnt/B-catenina. Contudo, os
CMs derivados de células pluripotentes (hiPSC-CMs) apresentam fenétipo imaturo,
semelhante ao de CMs fetais ou neonatais, 0 que compromete sua aplicagcéo
translacional (a comparacéo entre CMs adultos, neponatais e hiPSC-CMs pode ser
observado na figura 29).

Do ponto de vista morfolégico, CMs adultos humanos apresentam formato alongado

e altamente organizado, com dimensdes médias de aproximadamente 150 ym de
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comprimento, 20 um de largura e 15 pm de altura, além de sarcomeros bem alinhados
e sistema tubulo-T desenvolvido. Em contraste, hiPSC-CMs possuem morfologia mais
arredondada ou fusiforme, com cerca de 30 ym de comprimento, 10 ym de largura e
5-10 um de altura, organizagdo sarcomeérica incompleta e auséncia de um sistema
tubulo-T maduro. Curiosamente, esse padrao imaturo se mantém independentemente
do tempo de cultura (KARBASSI et al., 2020; SNIR et al., 2003).

Além disso, as diferencas funcionais sdo ainda mais limitantes para o transplante
funcional dessas células. hiPSC-CMs apresentam metabolismo predominantemente
glicolitico, menor densidade mitocondrial, cinética de Ca2?" imatura e perfil
eletrofisioldgico caracterizado por elevada expressdo de canais HCN4, associados a
corrente If. Essa caracteristica confere automaticidade aumentada as células
transplantadas, o que pode resultar em arritmias ventriculares apdés o implante,
fendmeno ja observado em modelos pré-clinicos de primatas (GUO e PU, 2020; LIU
et al., 2018; MAROLI e BRAUN, 2021)

Autores como Guo e Pu,(2020) sugerem que a escassez de conhecimento acerca
dos processos relacionados a maturacdo cardiaca é o principal limitante para o
avanco da medicina regenerativa cardiaca. Portanto, entender os mecanismos que
governam o desenvolvimento dos CMs é extremamente importante para o avanco de
terapias que visam o transplante de células diferenciadas em cultura. Mostramos
recentemente a influéncia do sistema adrenérgico no desenvolvimento maturacional
cardiaco. Assim, considerando que o balanco autonémico exerce influéncia
determinante sobre crescimento, metabolismo, excitabilidade e remodelamento
(ELIEZECK et al., 2024) hipotetizamos, que a sinalizacdo colinérgica particularmente
via receptores muscarinicos acoplados a proteina Gi desempenhe papel relevante na

maturacado estrutural e funcional dos CMs no periodo pos-natal.
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Figura 29: Comparativo morfoestrutural entre diferentes CMs isolados A) adulto~12 semanas; B)
Neonatal 1-3 dias e C) hiPSCM. Imagens retiradas de Scalzo et.al., (2021)
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12 OBJETIVOS (Capitulo 1)
12.1 OBJETIVO GERAL.:

Investigar o papel da sinalizacdo colinérgica e da via Gi no desenvolvimento cardiaco
pés-natal.

12.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

12.2.1 Investigar o impacto de alteracGes da atividade colinérgica na maturacdo de
CMs in vivo;

12.2.2 Investigar o impacto de alteracdes da atividade colinérgica na maturagéo de
CMs in vitro;
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13 MATERIAIS E METODOS (Capitulo II)
13.1 Animais:

13.1.1 Aumento sistémico na disponibilidade de acetilcolina: Como modelo de
aumento de disponibilidade de ACh, utilizamos o camundongos Chat-ChR2 (B 6.Cg -
Tg(ChAT.COP4_H134R/EYFP,SIc18a3)6Gfng/J,C57BL/6,JAX;
RID:IMSR_JAX:014546)(KOLISNYK et al.,, 2013; TEIXEIRA et al., 2021). Esses
camundongos exibem expressdo aumentada do transportador vesicular de ACh
(VAChT), como mostrado na Figura 30. CEUA 32/2025.

Figura 30: Bandas obtidas a partir da genotipagem de
animais Chat-ChR2 (SuperVAChT): Revelacdo do gel
de agarose com amplicons de 140pb identificando
animais com o alelo mutante e 300pb identificando
animais  WT,; 140+300pb identificando animais
WT Hetero heterozigotos (+/-). Ap6s separacdo em gel de agarose
1% em TAE 1x, a presenc¢a das bandas foi revelada no
equipamento ImageQuant™ LAS 4000 biomolecular
imager por estimulagéo ultravioleta.

13.1.2 Diminuicgao sistémica na disponibilidade de acetilcolina: Como modelo de
reducdo da disponibilidade sistémica de ACh, utilizamos os camundongos VAChT -
KD HET e VAChT -KD "OM (PRADO et al., 2006) . Ao contrario do animal anterior, esses
animais apresentam expressdo reduzida de VAChT resultando em menor

armazenamento e liberagdo de ACh pelas vesiculas (Figura 31).

Figura 31: Bandas obtidas a partir da
genotipagem de animais VAChT-KD.
Revelacédo do gel de agarose com amplicons
de 530pb identificando animais mutante

588 homozigoto (+/+) e 330pb identificando
500 animais WT; 330+530pb identificando
400 animais heterozigotos (+/-). Apos separacao
300 em gel de agarose 1% em TAE 1x, a

presenca das bandas foi revelada no
equipamento ImageQuant™ LAS 4000
biomolecular imager por estimulagéo
ultravioleta.

200

100

13.1.3 Ativacéo Seletiva de Gi em Cardiomidcitos: Para ativar a sinalizacao de Gi
especificamente em CMs, usamos um principio semelhante ao descrito no item 5.1,
porém, desta vez, oferecemos a enzima Cre por meio do vetor viral. Injetamos AAV9

contendo a recombinase Cre sob o controle do promotor da troponina T cardiaca
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(BrainVTA #plasmid-1451; 0,3 pl por animal (~1,7 x 1079 particulas virais) em
camundongos R26-LSL-hM4Di-DREADD previamente genotipados e com o genétipo
confirmado de homozigose. Apés a recombinacdo mediada por Cre, obteve-se um
padrdo em mosaico no qual ~30% dos CMs expressaram o receptor hM4Di-DREADD
Figura 32. Essa abordagem permitiu a ativacéo seletiva da via Gi, correspondente a
sinalizacdo canonica desencadeada pelos receptores muscarinicos de ACh em CMs

(ver Figura 32).
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Figura  32. Eficacia  da
transducdo pelo vetor viral
AAV9: Imagem representativa de
CMs isolados (A) e criocortes de
tecido cardiaco (B) de animais
hM4Di tratados ou ndo com o virus
adeno-associado demonstrando a
expressdo do receptor DREADD
em CMs. A expressdo do receptor
foi confirmada pela detec¢do do
reporter autofluorescente mCitrina
(amarelo).
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Os camundongos foram mantidos em instalacbes localizadas no Departamento de
Fisiologia e Biofisica (UFMG) sob condi¢des de temperatura controlada (25-28 °C) e
ciclo claro/escuro de 12/12 horas, com acesso ad libitum a uma dieta padréo (Nuvilab
CR1, Quimtia). Os procedimentos foram conduzidos seguindo protocolos aprovados
pelo Comité Institucional de Cuidados e Uso de Animais da UFMG (32/2025 e
29/2021). Em todos os experimentos, irmdos ndo mutantes foram usados como

controles.

13.2 Cultura primaria de cardiomiocitos: CMs foram obtidos de coragdes de ratos

Wistar de 1 a 3 dias de idade, utilizando um kit de dissociacdo enzimatica (Worthington
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Biochemical Corporation), conforme as instru¢cdes do fabricante. As células foram
suspensas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pug /ml) e
anfotericina B (0,25 pg/ml). As culturas foram mantidas a 37 °C em uma incubadora
umidificada com 5% de CO,. Apos 48h, o meio foi substituido por DMEM fresco
contendo 20 pg/mL de citosina B-D-arabinofuranosideo (Ara-C) para suprimir a
proliferacdo de células ndo miocitarias. As células foram utilizadas para os

experimentos no quarto dia de cultura.

13.3 Tratamento de camundongos e células: Para os experimentos in vivo, 0S
camundongos hM4Di receberam injecdes intraperitoneais diarias de N-6xido de
clozapina (CNO; 0,5 mg/kg/dia, nUmero de catadlogo da Abcam ab141704) do P11 ao
P20.

Para os ensaios in vitro, o0s CMs neonatais em cultura foram expostos aos seguintes
agentes farmacoldgicos: acetilcolina (ACh; 100 nmol/L; Sigma-Aldrich, nimero de
catalogo A5751), vesamicol (Ves; 50 umol/L; Sigma-Aldrich, nimero de catélogo
V104), atropina (Atr; 10 pmol/L; Sigma-Aldrich, nimero de catadlogo A0257) e
piridostigmina (Pyr; 1 mmol/L; Sigma-Aldrich, nimero de catalogo P9797).
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14. RESULTADOS (capitulo 1)

Neste capitulo, investigaremos de forma sistematica as alteracdes precoces e tardias
associadas a maturagdo cardiaca e o impacto da sinalizacdo colinérgica nesta etapa
do desenvolvimento. O coracdo murino apresenta uma dinamica temporal bem
caracterizada ap6s o nascimento, marcada por uma fase inicial predominantemente
proliferativa, seguida de alteracdes estruturais e funcionais. E amplamente descrito
gue a janela proliferativa dos CMs em camundongos se encerra aproximadamente ao
final da primeira semana de vida pos-natal (P8), momento em que ocorre uma
transicdo progressiva do crescimento hiperplasico para 0 crescimento
predominantemente hipertréfico. Posteriormente, o coragdo entra em uma fase de
alteracdo metabdlica e eletrofisiolégica, que finaliza por volta de P21, com o final do
processo de maturacdo. Ao final desta fase, os CMs apresentam organizacao
sarcomérica bem definida, acoplamento excitacdo-contracdo desenvolvido e perfil
metabolico predominantemente oxidativo. (ELKHOURY et al., 2024; GUO e PU, 2020;
KARBASSI et al., 2020 e MAROLI e BRAUN, 2021)

Diante dessa organizacdo temporal do desenvolvimento cardiaco, adotamos neste
capitulo uma estratégia experimental que aborda dois pontos criticos do periodo pos-
natal: P8, representando a fase final da janela proliferativa, que possibilita a detec¢ao
de alterac6es maturacionais precoces; e P21, correspondendo a um estagio avancado
de maturacdo cardiaca, possibilitando a identificacdo de alteracdes tardias. Além
disso, utilizamos culturas de CMs neonatais como abordagem complementar,
permitindo a investigacdo mecanistica em ambiente controlado. Essa combinacéo
experimental oferece uma analise integrada dos efeitos da intervencéo tanto sobre a
proliferacdo inicial, quanto sobre os processos subsequentes de maturacéo estrutural

e funcional do miocéardio.

14.1 O aumento global dos niveis de ACh retarda a maturagao cardiaca.

Para promover um aumento sistémico da disponibilidade de ACh, utilizamos um
modelo transgénico previamente caracterizado pelo nosso grupo, que apresenta a
superexpressdo do transportador vesicular de ACh (VAChT). Este modelo é
denominado Chat-ChR2 ou, de forma simplificada, SuperVAChT. Nesse modelo, o
aumento da expressdo de VAChT potencializa o carregamento vesicular de ACh e

sua subsequente liberagéo sinaptica, resultando em um aumento aproximado de 40%
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na disponibilidade do neurotransmissor (KOLISNYK et al., 2013). O esquema

representativo desse modelo experimental encontra-se ilustrado na Figura 33A.

Nosso primeiro objetivo foi investigar se o aumento global da ACh seria capaz de
modular a dinamica proliferativa dos CMs no periodo pos-natal precoce,
especificamente em P8, momento critico que marca o encerramento da janela
proliferativa. Esse ponto temporal € amplamente utilizado como referéncia para avaliar
se 0 processo de maturacdo cardiaca estd seguindo o curso fisiolégico previsto,
caracterizado pela transicdo do crescimento hiperplasico para o crescimento

predominantemente hipertréfico.

A analise foi realizada por imunofluorescéncia para Ki67, marcador classico de
proliferacdo celular, permitindo a quantificacdo de CMs em ciclo celular ativo.
Observamos que o aumento sistémico de ACh esteve associado a manutencdo da
atividade proliferativa além do periodo esperado. Os animais Chat-ChR2
apresentaram aproximadamente o dobro de células Ki67* por campo quando
comparados aos animais WT da mesma ninhada no oitavo dia pés-natal (Figuras 1B—
C). Esses achados sugerem que o aumento da sinalizac&o colinérgica pode prolongar
a janela proliferativa dos CMs, indicando um possivel atraso no programa de
maturacdo cardiaca. Esse prolongamento da fase proliferativa implica,
conceitualmente, uma postergacao da transicdo do perfil hiperplasico para o perfil
hipertréfico, evento central no desenvolvimento estrutural e funcional do miocardio

pés-natal.
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Figura 33. O aumento sistémico da atividade colinérgica estende a janela proliferativa dos
cardiomidécitos. A) Representacéo esquematica da geracdo do modelo de camundongo Chat-ChR2.
B) Imagens representativas de crioseccdes cardiacas coradas com DAPI (azul) e Ki67 (verde). Barra
de escala: 50 uym. C) Gréfico de barras mostrando o aumento do ndmero de células Ki67* em
camundongos Chat-ChR2 (n=5 cora¢des/grupo). Os dados nos gréaficos de barras sdo apresentados
como média + erro padrdo. As comparacdes estatisticas foram realizadas usando o teste t de Student.
***p < 0,001.
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Como previamente discutido, a expansdo da janela proliferativa dos CMs esta
intimamente associada a uma reducdo proporcional do crescimento hipertrofico
subsequente. Em outras palavras, a manutencéo prolongada do estado proliferativo
tende a retardar a transicdo para o crescimento celular baseado em aumento de
volume e sintese proteica, processo fundamental para a maturacdo estrutural do
miocardio (KARBASSI et al., 2020; MAROLI e BRAUN, 2021). Assim, 0 aumento da
proliferacdo esté inversamente relacionado ao crescimento hipertrofico dos CMs no
periodo pos-natal. Com base nessa premissa, investigamos se o atraso maturacional
observado em P8 persistiria até um estagio mais avancado do desenvolvimento,
especificamente em P21, ponto temporal associado a consolidacdo da maturagao

cardiaca.

Em consonéancia com os achados descritos na Figura 33, os animais Chat-ChR2
apresentaram reducdo do peso cardiaco normalizado pelo comprimento da tibia
(Figura 34A), sugerindo um menor crescimento global do miocardio. Para determinar
se essa alteracao refletia mudancas intrinsecas a morfologia dos CMs, realizamos o
isolamento de CMs ventriculares seguido de andlise morfométrica. Observamos
reducado significativa em parametros estruturais classicos associados a hipertrofia
fisiol6gica pos-natal, incluindo menor comprimento, largura e area celular nos animais
Chat-ChR2, quando comparados aos seus littermates (Figura 34B-E). Esses dados
reforcam a hipotese de que o aumento sistémico da ACh impacta diretamente o

crescimento estrutural dos CMs.

Dando continuidade a caracterizacdo do estado maturacional, avaliamos o padrédo de
polinucleacdo dos CMs, um marcador reconhecido de maturacdo. Embora a
frequéncia de células binucleadas ndo tenha apresentado diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos, observamos aumento na proporcdo de CMs
mononucleados nos animais Chat-ChR2 (Figura 34F-G). Considerando que a
polinucleacdo esta associada ao aumento da capacidade biossintética e a
consolidagdo do crescimento hipertréfico, a maior propor¢cdo de células
mononucleadas sugere a manutencdo de um fendtipo estruturalmente mais imaturo
(ELKHOURY et al., 2024).

Em conjunto, esses achados demonstram que a elevacao sistémica da disponibilidade

de ACh n&o apenas prolonga a fase proliferativa dos CMs, como também retarda sua
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maturacdo estrutural até estagios mais tardios do desenvolvimento pés-natal. Esses
resultados reforcam o papel modulador do sistema colinérgico na regulacdo temporal
do desenvolvimento cardiaco, sugerindo que a sinalizacdo colinérgica atua como um
determinante critico no equilibrio entre proliferacdo e hipertrofia durante o

desenvolvimento miocardico.
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Figura 34. O aumento na disponibilidade de ACh compromete o crescimento hipertréfico e
aumenta o pool de cardiomi6citos mononucleados. A) Gréfico de barras mostrando a reducao da
razdo HW/TL (n=3-4 corac¢des/grupo). B) Imagens representativas de CMs isolados corados com a-
actinina (verde) e DAPI (azul). Barra de escala: 20 ym. C-E) Gréficos de violino representando o
comprimento (C), a largura (D) e a area celular (E) dos CMs. Numero de células/cora¢éo: CTR=281/3;
Chat-ChR2=238/3. As linhas tracejadas grossas e finas indicam as medianas e os percentis de 25—
75%, respectivamente. F) Perfil de nucleacdo de CMs nos grupos CTR e Chat-ChR2. G) Gréfico de
barras mostrando que a nucleagdo de CMs esta alterada em camundongos Chat-ChR2, com uma
proporcdo aumentada de células mononucleadas.CTR=442/3; Chat-ChR2=404/3. Os dados nos
gréaficos de barras sdo apresentados como média + erro padrdo. As comparacdes estatisticas foram
realizadas usando o teste t de Student. ns = néo significativo; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

14.2 A reducéo global da ACh acelera a maturagéo cardiaca

Com o objetivo de fortalecer e validar os achados obtidos no modelo de aumento
sistémico de ACh, adotamos uma estratégia complementar baseada na manipulacao
oposta da sinalizagdo colinérgica, reduzindo sistemicamente a disponibilidade de
ACh. Para isso, utilizamos um modelo transgénico com diminuigdo global do VAChT

desenvolvido por Prado et al., (2006), caracterizado pela reducao da expressao desse
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transportador, essencial para o0 armazenamento e liberacdo eficiente do

neurotransmissor.

Nesse modelo, os animais VAChT-KD"! (heterozigotos) apresentam reducdo
aproximada de 40% na expressdo de VAChT, enquanto os animais VAChT-KD"om
(homozigotos) exibem reducdo mais acentuada, em torno de 65%. Essa estratégia
experimental nos permitiu estabelecer um gradiente de diminuicdo da disponibilidade
de ACh, possibilitando a andlise de possiveis efeitos concentracdo-dependentes da
sinalizacao colinérgica sobre o desenvolvimento cardiaco. Portanto, além dos animais
littermates sem a mutacéo, que representam o grupo controle (WT), incluimos dois
grupos experimentais distintos: heterozigotos e homozigotos. Esta abordagem tem
como objetivo investigar se as alteragfes estruturais e maturacionais previamente
observadas no modelo de superexpressao seriam reproduzidas em sentido inverso e,
principalmente, se ocorreriam de maneira progressiva a medida que a reducéo da ACh
se tornasse mais pronunciada. O modelo esquematico dos grupos experimentais €
demonstrado na figura 35 A. Constatamos que no P8, animais VAChT homozigotos,
mas ndo os heterozigotos, apresentaram menor niumero de CMs em proliferacdo
(células Ki67* por campo, Figura 35 B-C), indicando uma transicdo mais precoce de

um perfil de crescimento proliferativo para hipertrofico.
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C) EEQ s Figura 35. A reducdo global da atividade colinérgica diminui a

* proliferacdo de cardiomidcitos: A) Esquema representativo dos modelos
% 20- “ns__ns experimentais utilizados. B) Imagens representativas de crioseccdes
5 ° 4 cardiacas coradas com DAPI (azul) e Ki67 (verde). Barra de escala: 50um.
O 15 C) Gréfico de barras demonstrando a reducao gradual de células Ki67+ a
g ke medida que o VAChT também reduz. n=5 cora¢@es por grupo. Os dados
=) 104 |~0 o nos graficos de barras sao apresentados como média + erro padrao. As
8 x comparacdes estatisticas foram realizadas utilizando One-Way-ANOVA,
f_'g 5- seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey. ns= néo
© significativo; * p<0,05.
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Seguindo o mesmo racional descrito anteriormente, avaliamos em seguida se a
reducao sistémica da disponibilidade de ACh impactaria o crescimento cardiaco global
e o desenvolvimento estrutural dos CMs em P21. Embora ndo tenhamos observado
diferenca estatisticamente significativa entre os animais heterozigotos (VAChT-KD"et)
e os controles (WT), foi possivel identificar uma tendéncia de aumento progressivo no
peso cardiaco a medida que a disponibilidade de ACh reduzia. Essa tendéncia tornou-
se significativa nos animais homozigotos (VAChT-KD"™), que apresentaram aumento
do peso cardiaco em comparacao aos WT, sugerindo que a redugcdo mais acentuada

da sinalizacao colinérgica favorece maior crescimento miocardico.

A fim de determinar se essa alteracdo refletia modificacdes intrinsecas aos CMs,
realizamos analise morfométrica de células ventriculares isoladas. Observamos
hipertrofia significativa nos CMs de animais VAChT-KDM™, evidenciada pelo aumento
da area celular, comprimento e largura, quando comparados aos controles WT (Figura
36B—F). Notavelmente, a magnitude da hipertrofia apresentou carater gradual e
proporcional ao grau de reducdo da expressdo de VAChT, sendo possivel observar
diferencas inclusive entre os grupos heterozigoto e homozigoto. Esses achados
sugerem uma associacao proporcional entre a quantidade de ACh e o grau de
crescimento hipertrofico dos CMs, reforcando o papel modulador do ténus colinérgico

no controle do desenvolvimento estrutural do miocardio.

O aumento do tamanho celular refletiu-se também no padréo de nucleacdo dos CMs.
Observamos reducédo na proporcao de células binucleadas nos animais com menor
disponibilidade de ACh, particularmente no grupo VAChT-KD"™, acompanhada por
aumento na frequéncia de CMs tetranucleados. Esse padrdo sugere que a reducao
da sinalizacdo colinérgica ndo apenas acelera o crescimento hipertrofico, mas
também favorece maior atividade de replicacdo nuclear sem citocinese completa,
fendbmeno classicamente associado ao processo de maturacdo e consolidacédo da

hipertrofia pés-natal.

Em conjunto, esses resultados indicam que a diminui¢éo sistémica da ACh promove
um avango no programa de crescimento hipertréfico dos CMs, em contraste com o
atraso maturacional observado no modelo de superexpressdo. Assim, os dados
provenientes dos modelos bidirecionais convergem para sustentar a hipétese de que

a sinalizagdo colinérgica ativada atua como reguladora negativa do crescimento
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hipertréfico no desenvolvimento cardiaco pos-natal, modulando de forma dependente

da intensidade o equilibrio entre proliferacao, hipertrofia e polinucleacéo.
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Nuclei per cardiomyocyte Numero de células/coragbes: CTR=200/4;
VAChT -KD HET =170/4; VAChT -KD "OM =151/4. As linhas tracejadas grossas e finas indicam as
medianas e os percentis de 25-75%, respectivamente. G) Perfil de nucleagcdo de CMs em CTR e
VAChAT -KD. H) Gréfico de barras mostrando que a nuclea¢do de CMs esta alterada em camundongos
VAChT -KDHOM com uma proporcao reduzida de células binucleadas e uma proporcdo aumentada de
células tetranucleadas. CTR 345/4; VAChT -KD"et:289/4 e VAChT -KD"OM: 272/40s dados nos graficos
de barras sao apresentados como média + erro padrdo. As comparacoes estatisticas foram realizadas
utilizando One-Way-ANOVA, seguida pelo teste de comparacdes mudltiplas de Tukey. ns= nédo
significativo, * p<0,05, *** p<0,001, **** p<0,0001.

14.3 Os efeitos da ACh sobre a maturacdo ocorrem predominantemente através
do eixo ACh-M2-Gi.
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Diante dos efeitos da ACh sobre a maturacdo cardiaca observados nos modelos
sistémicos, tornou-se fundamental determinar qual via celular predominava na
mediagdo desses fendbmenos. Embora os modelos descritos nos capitulos 11.1 e 11.2
tenham sido essenciais para caracterizar o efeito biologico, sua natureza sistémica
impunha limitacdes mecanisticas, pois ndo permitia distinguir acdes diretas sobre os
CMs de efeitos decorrentes da estimulacdo colinérgica global, como a ativacdo em

outros tipos celulares ou a reducéo da frequéncia cardiaca.

Com o objetivo de investigar se os efeitos observados eram diretamente mediados
pela ativacdo de Gi nos CMs, empregamos um modelo mais seletivo baseado no
receptor DREADD hM4Di, previamente desenvolvido e validado por nosso grupo no
Capitulo I. Contudo, diferentemente da estratégia genética utilizada anteriormente,
gue foi baseada no cruzamento entre animais Myh6-Cre e hM4Di, neste conjunto de
experimentos optamos por uma abordagem diferente. Utilizamos um vetor viral
carreando a enzima Cre sob o controle do promotor da troponina T (TnT), garantindo
especificidade para CMs. Essa estratégia resultou em um coracdo em mosaico, no
qual apenas parte dos CMs expressa 0 receptor mutante hM4Di. A eficiéncia de
infeccdo e a proporcédo aproximada de CMs positivos foram determinadas conforme
descrito na metodologia (item 2.1.5). Esse desenho experimental oferece uma
vantagem importante: permite a comparacao direta entre CMs positivos e negativos
dentro do mesmo coracdo, reduzindo significativamente variaveis sistémicas e

fortalecendo a inferéncia causal.

E importante destacar que a injecdo do vetor viral em camundongos hM4Di no PO
assegura a expressao do receptor mutante, mas nao sua ativacao. A ativacao seletiva
de Gi via receptor mutante foi induzida por meio da administracdo de CNO, conforme
descrito no Capitulo I. O CNO ativa especificamente o receptor hMA4Di,
desencadeando sinalizacao via Gi (mesma via intracelular classicamente ativada pela
ACh no coracdo). Evidéncias experimentais (ndo apresentadas nesta se¢ao)
demonstram que ja € possivel detectar a expressao do receptor mutante 24 horas
apos ainjecao viral. P11 a P20 com eutanasia em P21 para a investigagédo da segunda
janela maturacional. O esquema experimental utilizado encontra-se representado na
Figura 37A.
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Por fim, € importante ressaltar que as analises morfolégicas foram conduzidas
comparando CMs hM4Di positivos (chamados de CMs Gi+) e negativos (chamados
de CMs Gi-) provenientes do mesmo coragdo. Essa abordagem intraindividual
aumenta o controle experimental e permite isolar com maior precisao os efeitos diretos
da ativacao seletiva de Gi sobre o programa maturacional dos CMs. Por essa razéo,

nao temos resultados macro, como, por exemplo, o peso do coracao.

A eficiéncia da infecgéo viral foi confirmada por imunofluorescéncia para mCitrina,
repérter fluorescente associado ao receptor hM4Di. Observamos que a dose viral
administrada em PO resultou em aproximadamente 30% de CMs Gi+ no miocardio
ventricular (Figura 37B), caracterizando um padrdo de expressdo em mosaico

consistente e reprodutivel

A
) 8) S ar o
28.53%
~
TN
Tt 2 pog
P11— P20
U@ Q

mq
~L

Ne (mata\
hM4Di mice

Figura 37: Modelo mosaico de ativagdo da via Gi em CMs A) Modelo esquematico demonstrando o
protocolo de mutagéo induzido por AAV9 para a geracéo de um coracdo em mosaico. Apos a geracao
deste modelo, a via Gi foi estimulada via CNO no P11-P20 com coleta no P21. B) Gréfico de setores
demonstrando a taxa de infec¢cdo de CMs com a dose de adenovirus aplicada, que tem média de
aproximadamente 30% dos CMs infectados com virus (CMs Gi+).

No modelo em mosaico, os coracdes foram avaliados em P21. Nesse ponto temporal,
os CMs Gi+ apresentaram crescimento reduzido em todos os parametros morfoldgicos
analisados, incluindo comprimento, largura e area celular, quando comparados as
células Gi- do mesmo coracgéao (Figura 38A-D). Esses dados indicam que a ativacao
seletiva de Gi durante o periodo neonatal impacta o crescimento hipertréfico dos CMs.
Paralelamente as alteracdes morfolégicas, observamos mudancas no perfil de
nucleacdo. Houve reducdo na proporcdo de CMs binucleados e aumento
correspondente na frequéncia de células mononucleadas (Figura 38E—F), padréo

compativel com um fendtipo estruturalmente menos maduro.
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Em conjunto, esses resultados sustentam a hipotese de que a via Gi, quando ativada
nos CMs, € suficiente para retardar sua maturacdo estrutural. Além disso, ao
recapitular os efeitos observados nos modelos sistémicos de aumento da ACh, os
dados fortalecem a interpretagéo de que o atraso maturacional previamente descrito
esta fortemente associado a sinalizacao intracelular mediada por Gi, e ndo apenas a

efeitos colinérgicos indiretos.
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Figura 38 A ativac&o da via Gi seletivamente nos cardiomidcitos compromete o crescimento e
aumenta o pool de células mononucleadas: A) Midcitos ventriculares representativos de animais
gue receberam o vetor viral. Imagem mostra a expressdo do repérter mCitrine (amarelo), tornando
possivel a identificagdo das células que expressam o receptor DREADD (CMs Gi+s). Barra de escala
= 20um. B-D) Graficos de violino representando o comprimento (B), a largura (C) e a area celular (D)
dos CMs. Numero de células/coragdes: 230/5 por grupo. As linhas tracejadas grossas e finas indicam
as medianas e os percentis de 25-75%, respectivamente. E) Perfil de nucleagdo de CMs Gi- e Gi+. F)
Gréfico de barras mostrando que a nucleagéo de CMs é alterada em CMs Gi+ com aumento de células
mononucleadas e reducdo da populacdo de CMs binucleadas Gi-:800/5 Gi+ 326/5. Os dados nos
gréficos de barras sdo apresentados como média + erro padrdo. As comparacdes estatisticas foram
realizadas utilizando o teste t de Student bicaudal. ns = ndo significativo; *p < 0,05; **p < 0,01; ****p <
0,0001.

14.4 A ACh sintetizada pelos cardiomiocitos regula a hipertrofia celular in vitro.
Como etapa complementar para validar e aprofundar nossos achados in vivo,
reproduzimos experimentalmente e o ambientes hiper e hipocolinérgicos in vitro
utilizando culturas primarias de CMs neonatais (Figura 39 A). Essa abordagem
permitiu investigar o efeito da ACh em um sistema isolado, livre de influéncias

hemodinamicas e neuro-humorais sistémicas.
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Inicialmente, a cultura de CMs foi exposta a ACh por 48 horas. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas significativas na éarea celular. Considerando a rapida
degradacgéo da ACh no meio extracelular (KAKINUMA, AKIYAMA e SATO, 2009b) e
o fato de que CMs neonatais expressam acetilcolinesterase (AChE) (ROCHA-
RESENDE et al., 2012), € plausivel que a auséncia de efeito tenha decorrido da curta
meia-vida do neurotransmissor no sistema experimental. Para contornar essa
limitac&o, repetimos os experimentos na presencga de piridostigmina (Pyr), um inibidor
da colinesterase capaz de prolongar a disponibilidade da ACh no meio. Nessas
condicbes, observamos reducéo significativa da area dos CMs no grupo ACh+Pyr em
comparacao aos controles, indicando que a sinalizacdo colinérgica exerce efeito
inibitdrio sobre o crescimento celular quando a biodisponibilidade do neurotransmissor

€ ampliada.

Considerando evidéncias de que CMs neonatais sdo capazes de sintetizar e secretar
ACh (KAKINUMA, AKIYAMA e SATO, 2009b; ROCHA-RESENDE et al., 2012),
avaliamos o efeito da inibi¢do isolada da colinesterase, sem suplementacdo exégena
de ACh. O tratamento apenas com piridostigmina também promoveu reducao
significativa da area celular, reforcando o papel da ACh enddgena no controle do
crescimento dos CMs. Para explorar ainda mais este dado, utilizamos vesamicol
(Ves), um inibidor do transportador vesicular de ACh que bloqueia o empacotamento
e a secrecdo do neurotransmissor. Nesse contexto, observamos aumento significativo
da area celular em comparacédo aos controles nao tratados, sugerindo que a inibicédo
da sinalizacdo colinérgica enddgena favorece o crescimento hipertréfico dos CMs.
Este resultado esta em consonancia com dados prévios do nosso grupo apresentado
por Rocha-Resende et al., (2012), que demonstraram que o silenciamento do VAChT
em cultura de CMs, induz aumento da area celular. Por fim, investigamos se esses
efeitos eram mediados por receptores muscarinicos. A adi¢cdo de atropina, antagonista
muscarinico, na presenca de piridostigmina aboliu o efeito inibitério sobre o
crescimento celular, resultando em hipertrofia dos CMs. Esse resultado indica que a
modulacdo observada € dependente da ativacdo de receptores muscarinicos,

consistentes com a sinalizacdo via Gi descrita anteriormente.

Em conjunto, os dados in vitro corroboram os achados obtidos in vivo e sustentam a
hipotese de que a sinalizagdo colinérgica autdcrina/paracrina em CMs atua como

reguladora negativa do crescimento celular, modulando o programa de maturacao
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estrutural por meio da ativacao de receptores muscarinicos acoplados a proteina Gi.
Adicionalmente, com o objetivo de testar de forma ainda mais especifica o papel da
ACh sintetizada pelos CMs nesse processo, experimentos utilizando um modelo com
delegéo seletiva de VAChT em CMs encontram-se atualmente em andamento. Essa
abordagem permitira determinar se a producéao e liberacao local de ACh pelos préprios
CMs sédo determinantes diretos da regulacao temporal do crescimento e da maturacao

pés-natal do miocardio in vivo.
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Figura 39: A acetilcolina derivada do cardiomiocito atenua o crescimento dos cardiomidcitos in
vitro via receptores muscarinicos. A) Modelo esquematico demonstrando o mecanismo de acao dos
farmacos utilizados em culturas de CMs. B) Imagens representativas de CMs neonatais em cultura
marcados com anticorpo anti-a actinina (verde) e DAPI (azul). Barra de escala: 20 ym. C) Grafico de
violino demonstrando a area de CMs em cultura tratados com agentes que induzem aumento ou
reducao dos niveis deacetilcolina derivada do CM. Namero de células / cultura CTR=234/3; ACh 232/3;
ACh+Pyr 254/3; Pyr 232/3; Vesamicol 245/3 e Pyr+Atropina 252/3. ns = ndo significativo; ** p<0,01 e
****n<0,0001 vs grupo CTR; + p<0,05; +++ p<0,001 e ++++p<0,0001 vs grupo ACh ; # # # # p<0,0001
Vs grupo Pyr ou ACh+Pyr
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15. DISCUSSAO (Capitulo 1)

A interpretacdo dos achados apresentados neste capitulo é particularmente
desafiadora devido a escassez de estudos que investiguem, de forma direta e
mecanistica, o papel da sinalizacdo colinérgica na maturacdo estrutural dos CMs.
Embora a ACh seja amplamente reconhecida por sua relevancia no controle
autondmico do débito cardiaco, sua atuacdo como moduladora do processo
maturacional de CMs permanece pouco explorada na literatura. A literatura disponivel
concentra-se majoritariamente em efeitos constitutivos de vias colinérgicas no adulto
e em contextos patoldgicos, deixando lacunas substanciais, quanto ao impacto da
ativacao muscarinica e consequentemente, da via Gi, sobre processos maturacionais

fundamentais, como proliferagéo, hipertrofia e nucleacgao.

Essa limitagcédo reduz a disponibilidade de referéncias comparativas diretas, exigindo
que a discussao seja construida a partir de evidéncias indiretas ou de estudos
realizados em contextos distintos, cujos resultados podem convergir ou divergir dos
observados aqui. Paradoxalmente, essa dificuldade também reforca o carater
inovador do trabalho, ao mesmo tempo em que evidencia a necessidade de
investigagbes adicionais que aprofundem o entendimento da contribuicdo da

sinalizacdo colinérgica para a maturacdo cardiaca pés-natal.
15.1 Via colinérgica e proliferacao de cardiomiocitos:

Embora diferentes modelos animais compartilhem caracteristicas fisiolégicas
relevantes, certas espécies oferecem vantagens especificas para o estudo de
determinados processos bioldgicos. O zebrafish, por exemplo, mantém capacidade
robusta de regeneracdo cardiaca ao longo de toda a vida, o que o torna
particularmente adequado para investigar mecanismos que regulam proliferacéo e
regeneracao de CMs. Nesse contexto, Mahmoud et al., (2015) buscaram elucidar o
papel da inervacdo autonémica na proliferacdo cardiaca apds lesdo. Os autores
demonstraram que, apos injuria cardiaca, o bloqueio muscarinico reduzia
significativamente a proliferacdo de CMs em comparac¢ao aos controles. Em contraste,
o bloqueio adrenérgico aumentava a taxa proliferativa. A utilizacdo de um antagonista
seletivo do receptor M2 gque € o subtipo muscarinico predominante em CMs, manteve

0 prejuizo proliferativo, indicando que a sinalizagdo colinérgica via M2 é determinante
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nesse processo. Esses achados corroboram a via proposta em nosso trabalho,

reforcando o papel do eixo ACh—M2-Gi na modulacao da proliferacao cardiaca.

O mesmo grupo expandiu essas observagcbes para camundongos neonatais
(BRYANT et al., 2015). Em modelos de lesdo correspondendo a aproximadamente
15% do ventriculo, animais no periodo neonatal precoce (P1) apresentavam elevada
capacidade regenerativa. Entretanto, a administragdo de atropina comprometeu
significativamente essa resposta proliferativa. Embora esses experimentos tenham
sido conduzidos em contexto de lesdo, € plausivel supor que mecanismos
semelhantes atuem durante o desenvolvimento fisiolégico. Como evidéncia adicional,
a vagotomia em neonatos resultou em reducao da expressédo de reguladores do ciclo
celular, como ciclina D2 e Cdk4, além de queda acentuada na proliferacdo de CMs
apos lesdo. A auséncia de atividade colinérgica também esteve associada a aumento
expressivo da mortalidade apoés infarto, destacando a relevancia funcional dessa via

para a manutencdo da homeostase cardiaca.

Interessantemente, os efeitos antiproliferativos decorrentes da interrupcdo da
sinalizacdo colinérgica puderam ser revertidos com tratamento com neuregulina-1
(NRG1) e NGF, sugerindo que esses fatores participam da regulacéo da entrada e
saida do ciclo celular. Além disso, analises transcriptdmicas indicaram reduc¢éo de vias
pré-inflamatérias na presenca de sinalizagao colinérgica ativa, levantando a hipotese
de que o componente anti-inflamatorio da via Gi possa contribuir indiretamente para a
manutencao de um ambiente permissivo a proliferacdo (MAHMOUD et al., 2015) . Han
et al.,, (2024) ao estimular o nervo vago através de optogenética, regulou
positivamente a proliferacdo de CMs e a regeneracdo miocardica apos o infarto. Em
conjunto, esses dados fortalecem a nocdo de que a sinalizacdo colinérgica
muscarinica desempenha papel central na regulacdo do equilibrio entre proliferacéo,
inflamacé&o e regeneracao cardiaca.

Outra estratégia indireta de potencializar a atividade colinérgica consiste na reducéo
do tbnus simpatico. Considerando a organizacdo funcional do SNA, ha um balanco
dindmico entre os componentes simpatico e parassimpatico; assim, a atenuacao da
sinalizacdo adrenérgica favorece o predominio relativo da atividade parassimpatica.
Nesse contexto, evidéncias recentes como as de Liu et al., (2019) demonstraram que

a delecdo genética dos receptores B-adrenérgicos, bem como o bloqueio
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farmacoldgico desses receptores com propranolol, promove aumento significativo da
proliferacdo de CMs em camundongos neonatais. Como consequéncia, observou-se
expansao no numero total de CMs no coragéo desses animais. Corroborando esses
achados Kreipke e Birren, (2015) demonstraram que o tratamento com 60HDA reduz
a quantidade de CMs proliferantes, provavelmente devido a modulacdo do gene
Meisl, relacionado com a interrupcdo do ciclo celular de CMs. Tampakakis et al.,
(2021) demonstraram que o aumento da atividade simpatica suprimia a proliferacéo,
demonstrando que esse mecanismo pode estar associado a interacado entre SNS e

Clock genes (Perl e Per2).

Esses achados sugerem que a sinalizacao adrenérgica exerce papel limitador sobre
a capacidade proliferativa no periodo neonatal, enquanto sua inibicdo cria um
ambiente mais permissivo a manutencdo do ciclo celular. Embora o estudo tenha
focado primariamente na via simpatica, os resultados dialogam diretamente com a
hip6tese de que o balangco autondmico influencia criticamente a janela proliferativa
cardiaca. A reducdo da atividade simpética pode ndo apenas remover um freio
proliferativo mediado por [B-receptores, mas também favorecer, ainda que
indiretamente, a predominancia funcional da sinalizacao colinérgica. Assim, o controle
autonémico emerge como um modulador central da transicdo entre proliferacdo e

maturacéo estrutural dos CMs no periodo pés-natal.

Acreditamos ainda que o papel proeminente do sistema colinérgico na regulacédo da
proliferacdo (etapa que precede o crescimento hipertréfico) pode explicar por que a
inervacdo parassimpatica se estabelece antes da inervacdo simpatica durante o
desenvolvimento cardiaco (PATSY et al.,, 2025). Evidéncias experimentais e
embriolégicas demonstram que a inervacdo parassimpatica cardiaca surge primeiro,
enquanto a inervacdo simpatica se desenvolve posteriormente, consolidando-se
apenas em estagios mais tardios do desenvolvimento ou mesmo apds 0 nascimento
em algumas espécies. Esse padréo temporal sugere que o predominio inicial da
sinalizacdo colinérgica pode contribuir para manter CMs em um estado menos
diferenciado e mais suscetiveis a proliferacdo, enquanto a posterior predominancia

simpatica estaria mais associada a maturacao funcional e ao crescimento hipertréfico

15.2 Via colinérgica e controle do crescimento de cardiomiocitos
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O controle exercido pelo SNA sobre a proliferacédo esta diretamente relacionado ao
crescimento celular, uma vez que a modulacéo da proliferacdo implica alteracdo no
switch proliferativo/hipertréfico, e vice-versa. Diversos experimentos do nosso grupo
e de outros demonstram que a simpatectomia quimica com 6-OHDA reduz o tamanho
cardiaco, indicando que o ténus simpatico exerce papel fundamental no crescimento
do coracgdo (ELIEZECK et al., 2024; KREIPKE e BIRREN, 2015)

Por outro lado, a inervacdo simpatica induz hipertrofia maturacional de CMs tanto in
vitro (KOWALSKI et al., 2022) quanto in vivo (ZAGLIA e MONGILLO, 2017). Ao longo
dos anos, diferentes vias foram propostas para explicar o controle do SNS sobre a
hipertrofia maturacional, incluindo a via B2-AR—MuRF1 (ZAGLIA et al., 2013) a relacdo
com os clock genes Perl e Per2 possivelmente associada ao prejuizo na
polinucleacdo dos miécitos (TAMPAKAKIS et al., 2021b), além de vias classicas
dependentes de PKA, como ERK/MAPK e CaMKII/NFAT. Em contrapartida, em
contextos distintos da maturacao, foi observado que a estimulacéo colinérgica pode
prevenir a hipertrofia dos CMs (GAVIOLI et al., 2014).

Além do efeito direto do SNS sobre a hipertrofia, a descarga adrenérgica também
regula outros fatores que influenciam o crescimento celular durante a maturacao,
como Ang |l e peptideo natriurético atrial (ANP). Como discutido anteriormente, o ANP
exerce papel importante no controle da hipertrofia, atuando como regulador contra o
crescimento excessivo. O estudo Hansson, Kjorell e Forsgren, (2001) demonstrou que
os niveis cardiacos de ANP diminuem a medida que a inervacdo simpéatica se
desenvolve, enquanto durante a simpatectomia ocorre aumento dos niveis de ANP,
sugerindo que neurbnios simpaticos suprimem a atividade do ANP durante o
desenvolvimento, reduzindo seus efeitos anti-hipertréficos. Por outro lado, o trabalho
Hunt (1995) demonstrou que a inervacdo simpética aumenta a expressdo de
receptores AT1 no coracao, potencializando a atividade da Ang Il, que possui efeito

pré-hipertrofico.

Embora ainda exista escassez de evidéncias correlacionando diretamente o SNP com
0 crescimento cardiaco maturacional, € plausivel supor que o aumento do ténus
parassimpatico possa suprimir os efeitos adrenérgicos sobre o crescimento cardiaco,
prejudicando, dessa forma, seu papel hipertréfico. Acreditamos que as alteragcbes

associadas ao sistema colinérgico ocorram, ao menos em parte, de forma secundaria
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a supressao funcional do sistema simpatico, que ocorre concomitantemente ao
aumento da atividade colinérgica. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios
para elucidar os mecanismos precisos envolvidos nos efeitos do sistema colinérgico
sobre a maturacdo dos CMs. De forma geral, os principais efeitos dos neurbnios

simpaticos e parassimpaticos na maturacdo dos CMs estdo resumidos na Figura 40.
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Figura 40: Sistema nervoso auton6mico e seus efeitos na maturacdo cardiaca: Efeitos da
modulacao autondmica sobre crescimento, proliferacdo e maturacdo de CMs neonatais. A desnervagao
simpdética (SN) e parassimpatica (PSN), bem como a cocultura com neurbnios simpaticos, exercem
efeitos distintos sobre pardmetros estruturais e funcionais, incluindo tamanho cardiaco neonatal,
binucleacéo, tamanho e nimero de CMs, maturagéo estrutural e funcional, e capacidade proliferativa
apos lesdo. Setas verdes indicam aumento, barras vermelhas indicam reducdo e setas tracejadas
indicam efeitos ainda ndo totalmente esclarecidos. Figura adaptada de (Patsy et al., 2025)
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16. CONCLUSAO (Capitulo 1)

Em conjunto, os resultados apresentados neste capitulo demonstram que a ACh
desempenha um papel central na regulagcdo do amadurecimento estrutural dos CMs,
modulando etapas criticas do desenvolvimento pés-natal, como a proliferacéo celular,
o crescimento hipertréfico e o padrdo de nucleagdo. Evidenciamos que a
disponibilidade de ACh influencia diretamente a dindmica da transi¢géo entre o estado
proliferativo e o estado maturado. Nossos dados identificam o eixo miocitario ACh—
M2-Gi como importante mediador da maturacdo, indicando que a sinalizacéao
colinérgica intrinseca ao CM, atua como um mecanismo regulador fino do timing
maturacional. A ativacdo de Gi mostrou-se associada ao prolongamento da janela
proliferativa e ao atraso da hipertrofia maturacional, enquanto a reducdo da
disponibilidade de ACh promoveu crescimento celular acelerado e alteracdes na
nucleacdo, reforcando a existéncia de um controle colinérgico endégeno sobre o
programa de maturagdo. A participacdo da ACh derivada do cardiomidcito nesse
processo fornece uma explicagdo mecanistica para o controle da maturacédo
ventricular, especialmente considerando que a inervacdo parassimpatica nos
ventriculos é escassa. Assim, a propria ACh produzida pelos CMs emerge como a
principal fonte de sinalizacdo colinérgica capaz de modular diretamente seu
crescimento e maturacdo. Assim, o0s resultados aqui descritos ampliam a
compreensao do papel da sinalizacdo Gi no desenvolvimento cardiaco e posicionam
a via colinérgica miocitaria como um modulador fisiologico do crescimento e da
maturacéo estrutural do coragdo. Os possiveis mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na acdo da ACh sobre esse processo encontram-se esquematizados na

Figura 41.
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Figura 41: Resumo grafico dos principais achados do capitulo Il: Os principais resultados deste
capitulo demonstram o papel dos ambientes hipercolinérgicos e hipocolinérgicos em diferentes estagios
da maturacgéo cardiaca. Observou-se que a acetilcolina (ACh) promove aumento da proliferacao celular,
eleva a proporgédo de CMs em ciclo celular ativo e reduz o crescimento dos CMs.

17. LIMITACAO DO ESTUDO (capitulo II)

Apesar da consisténcia dos achados apresentados, algumas limitacdes devem ser
consideradas. Primeiramente, parte dos resultados baseia-se em modelos sistémicos
de modulacdo da ACh, embora relevantes do ponto de vista fisiolégico, ndo permitem
excluir completamente efeitos indiretos decorrentes de alteragbes autonémicas ou
hemodindmicas. Embora os resultados obtidos in vitro superem parte dessas
limitacBes ao isolar a acdo direta da ACh derivada dos CMs nas células, o uso do
camundongo cVAChT em estudos futuros sera fundamental para aprofundar esses
conhecimentos e validar de forma mais especifica o papel da sinalizacdo colinérgica
intrinseca ao CM na maturagcdo cardiaca. Além disso, as analises estruturais
realizadas concentraram-se principalmente em parametros morfométricos classicos,
sendo necessario a inclusdo de avaliagdes morfoestruturais mais aprofundadas, como
organizacdo do sistema tubulo-T e acoplamento excitacdo—contracao e perfil
gendmico, que conferird uma caracterizacdo mais abrangente da maturacao celular.
Por fim, a auséncia de experimentos funcionais detalhados, tanto in vitro (envolvendo
implicacdes funcionais inerentes aos CMs) quanto in vivo (envolvendo implicac6es
translacionais), limita a compreenséo do impacto fisiolégico direto dessas alteracfes

estruturais sobre a performance cardiaca.
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