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RESUMO

A cardiomiopatia de Takotsubo (CT) representa uma importante causa de
hospitalizagdes por eventos cardiacos agudos. Ela ocorre principalmente em
mulheres apds a menopausa em resposta a fatores estressores de origem emocional
ou fisica, onde a liberagédo de catecolaminas hiperestimula o tecido cardiaco levando
a modificacdes deletérias. E sabido que eventos cardiacos graves, como o infarto
agudo do miocérdio, ocorrem com mais frequéncia em certos horéarios do dia. De
forma semelhante, eventos fisiolégicos que participam da patogénese destas
doencas, como a inflamacéao, também apresentam uma ritimicidade circadiana. Sendo
assim, o intuito deste trabalho € avaliar o impacto temporal no remodelamento
cardiaco que ocorre na CT induzida por uma alta dose de isoproterenol (ISO), tendo
como foco principal o componente inflamatério. Para isso camundongos fémeas,
C57BL/6 (8 a 12 semanas de idade) foram distribuidos em 4 grupos: (1) tratado com
salina no ZTO (7h da manha, CTRL ZTO0); (2) tratado com I1SO -/- (300mg/kg no ZTO,
ISO ZTO0), e os grupos 3 e 4, tratados da mesma formano ZT12 (que corresponde as
7h da noite, CTRL ZT12 e ISO ZT12). Trés dias ap0s o tratamento os animais foram
sacrificados e o tecido cardiaco foi coletado.

Houve um aumento da massa cardiaca normalizada pelo peso corporal e pelo
comprimento da tibia (HW/BW e HW/TL) maior nos animais tratados com ISO no ZT12
vs ZTO. Além disso, houve uma perda de peso maior nos animais tratados no ZT12 vs
ZTO0. Confirmando os resultados da razdo de HW/TL, observamos por meio da sonda
fluorescente WGA que o ISO induz um aumento da é&rea transversal dos
cardiomiocitos (CSA) maior nos animais tratados no ZT12 vs ZT0. Também foi
observado pela marcacdo de hematoxilina e eosina (H&E), que os animais tratados
no ZT12 tiveram um infiltrado inflamatério mais proeminente, além de maior deposicéo
de material eosinofilico amorfo caracteristico de necrose tecidual. Marcacédo do
coragao com o corante Evans Blue, indicou que o ISO induziu um aumento da morte
celular similar nos animais tratados, independentemente do ZT. Por meio do uso do
PicroSirius, observou-se que 0 1SO nao induziu deposicao de colageno total, resultado
gue foi confirmado com o modelo transgénico reporter MYH7-YFP. Neste modelo, os
cardiomiocitos fluorescem ao expressar a proteina MYH7, que estd envolvida com o
estresse cardiaco principalmente por fibrose. O perfil do infiltrado inflamatério

presente no tecido cardiaco foi avaliado por citometria de fluxo, onde observamos um



aumento de leucécitos (células CD45%), neutrdfilos (células Ly6G*), macréfagos
(células  CD45*Ly6GLy6C™CD64"") e mondcitos (células CD45*Ly6G
Ly6CMI"CD64™) restrito aos animais tratados no ZT12. Sabendo que os macréfagos
compreendem um tipo celular importante na patogénese da CT, decidimos investigar
seus subtipos por um gating adicional na citometria de fluxo. Enquanto foi observado
um aumento de células CCR2*MHC-11"9" nos animais tratados em ambos os ZTs, 0
aumento de macrofagos CCR2-MHC-II'®" mondcitos CCR2*MHC-II'Y foi restrito aos
animais tratados no ZT12. Por fim, ndo verificamos um aumento de células CCR2-
MHC-1I"9" nos animais tratados com ISO em ambos os ZTs. Este resultado foi
confirmado por imunofluorescéncia, onde encontramos um aumento da marcacéo do
CD68 nos animais tratados no ZT12 vs ZT0O. Em conjunto, estes resultados indicam
gque o recrutamento de mondcitos para o coracdo € maior no ZT12. Desta forma,
resolvemos avaliar a presenca de remodelamento e do infiltrado inflamatorio 24h apés
o insulto com 1SO, que representa 0 tempo em que 0S monoOcitos comegam a se
infiltrar no corag&o. 24h apds o tratamento com ISO, apenas animais tratados com
ISO no ZTO apresentaram um aumento da razao HW/BW e perda de peso. Andlise da
area da fibra muscular indicou a ocorréncia de hipertrofia em animais tratados em
ambos os ZTs. Por imunofluorescéncia, houve um aumento da marcagcéo com CD68
apenas nos animais ISO ZT12. Com isso, concluimos que a resposta inflamatéria que
ocorre em resposta ao 1SO sofre uma influéncia temporal, sendo mais severa na fase
escura do que na clara. Estes dados sdo importantes para o entendimento dos
mecanismos envolvidos na CT e reforcam a importancia do entendimento acerca do
impacto do horéario do dia para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais

eficazes.

Palavras-chave: Coracao. Takotsubo. Inflamacéo. Ciclo Claro-Escuro. Isoproterenol.



ABSTRACT

Takotsubo cardiomyopathy (TC) represents an important cause of hospitalizations for
acute cardiac events. It occurs mainly in postmenopausal women in response to
stressors of emotional or physical origins, where release of catecholamines
hyperstimulates cardiac tissue leading to its deleterious effects. Itis known that cardiac
events, such as acute myocardial infarction, occur more frequently at certain times of
day. Similarly, physiological events that participate in the pathogenesis of these
diseases, such as inflammation, also show a circadian rhythm. Therefore, the aim of
this study was to evaluate the temporal impact on cardiac remodeling that occurs in
CT induced by a high dose of isoproterenol (1ISO), with a focus on the inflammatory
component.

For this, we used female mice, C57BL/6 (8 to 12 weeks of age), divided into 4 groups:
(1) mice treated with saline at the ZTO (7 am, CTRL ZTO0); (2) mice treated with ISO -/-
300mg/kg at ZTO, ISO ZTO0), and the groups (3) and (4) treated in the same way at
ZT12 (which corresponds to 7:00 pm, CTRL ZT12 and ISO ZT12). Three days after
treatment the animals were sacrificed and cardiac tissue was collected. There was a
greater increase in cardiac mass normalized by body weight and tibia length (HW/BW
and HW/TL) in animals treated with ISO at ZT12 vs ZTO. In addition, there was a
greater weight loss in the animals treated in ZT12 vs ZT0. Confirming the HW/TL ratio
data, we observed using the WGA probe that ISO induces a greater increase in
cardiomyocyte cross-sectional area (CSA) in animals treated at ZT12 vs ZTO. It was
also observed by the hematoxylin and eosin (H&E) labeling that the animals treated in
ZT12 had a more prominent inflammatory infiltrate, in addition to greater deposition of
amorphous eosinophilic material characteristic of tissue necrosis. Heart staining with
the Evans Blue dye indicated that ISO induced a similar increase in cell death in treated
mice, regardless of the ZT. By using the PicroSirius, we found that ISO did not induce
total collagen deposition, a result that was confirmed with the MYH7-YFP transgenic
reporter model. In this model, cardiomyocytes fluoresce when expressing the MYH7
protein, which is involved in cardiac stress mainly through fibrosis. The profile of the
inflammatory infiltrate present in the cardiac tissue was evaluated by flow cytometry,
where we observed an increase in leukocytes (CD45" cells), neutrophils (Ly6G* cells),
macrophages (CD45*Ly6GLy6C"CD64"" cells) and monocytes (CD45*Ly6G"
Ly6CM9"CD64™) restricted to animals treated in ZT12.



Knowing that macrophages comprise an important cell type in the pathogenesis of CT,
we decided to investigate their subtypes by an additional gating in flow cytometry.
While an increase in CCR2*MHC-1I"9" cells was observed in animals treated in both
ZTs, the increase in CCR2"MHC-I""" macrophages and CCR2*MHC-II"" monocytes
was restricted to mice treated at ZT12. Finally, we did not observe an increase in
CCR2'MHC-II"9" cells in the animals treated with ISO in both ZTs. This result was
confirmed by immunofluorescence, where we found an increase in CD68 staining in
animals treated in ZT12 vs ZTO0. Taken together, these results indicate that monocyte
recruitment to the heart in response to ISO is greater in ZT12. Therefore, we decided
to assess the presence of remodeling and inflammatory infiltrate 24h after the 1SO
insult, which represents the time when monocytes begin to infiltrate in heart. 24h after
ISO treatment, only animals treated with ISO in ZTO showed an increase in the HW/BW
ratio and weight loss. Analysis of CSA indicated the occurrence of hypertrophy in
animals treated in both ZTs. By immunofluorescence, we observed that there was an
increase in CD68 labeling only in ISO ZT12 animals. Thus, we conclude that the
inflammatory response that occurs in response to ISO is temporally influenced, being
more severe in the dark phase than in the light one. These data are important for
understanding the mechanisms involved in TC and highlight the importance of
understanding the impact of the time of the day for the development of more effective

therapeutic strategies.

Keywords: Heart. Takotsubo. Inflammation. Light-Dark Cycle. Isoproterenol
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 A cardiomiopatia de Takotsubo

Também denominada sindrome de Takotsubo, sindrome do coracdo partido,
cardiomiopatia de estresse ou cardiomiopatia de Takotsubo (CT), esta doenca
acomete principalmente mulheres no periodo pés menopausa, onde o fator protetor
do estrégeno ao coracdo é perdido (AKASHI; NEF; LYON, 2015). Deshmukh e
colaboradores analisaram os dados de um estudo clinico publicado em 2008 pela NIS
(do inglés, Nationwide Patient Sample, USA), que demonstrou que mais de 90% dos
casos da CT acometiam pessoas acima dos 50 anos de idade, sendo que mais de
90% destes pacientes eram mulheres (DESHMUKH; KUMAR; PANT; RIHAL et al.,
2012).

A doenca esta relacionada com uma miriade de gatilhos emocionais inespecificos
como a perda de entes queridos, luto, fins de relacionamentos, desastres naturais
(como tsunamis ou terremotos) e até mesmo com a recep¢do de mas noticias do
cotidiano (AKASHI; NEF; LYON, 2015). Fatores fisicos também sédo relevantes, como
anemia, utilizacdo de drogas de abuso, atentados contra a prépria vida, cirurgias e
doencas cronicas (SINGH; KHAN; GAMBLE; SCALLY et al.,, 2022) A Figura 1
sumariza os principais gatilhos emocionais e fisicos envolvidos no aparecimento da
CT.
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Principais gatilhos para a Cardiomiopatia
@ de Takotsubo (CT)

— Esbressores emocionais

= Morte de pessoas proximas

= Doencas cronicas de pessoas proximas ou animais de estimacao
= Fesbas surpresas

= Discussoes calorosas

= Falar em publico

= Fim de relacionamentos

= Panico

= Mudancas

— Estressores fisicos

= Uso de drogas de abuso

= Administracao excessiva de insulina

= PGs anestesia

= Doencas severas (cancer, fraburas, doencas pulmonares)
= Tentativas de suicidio

= Exercicios fisicos

= Dores fortes (fraturas, célicas renais, embolia pulmonar)
= Procedimentos cirirgicos

Figura 1: A CT também é conhecida como cardiomiopatia de estresse, que pode ser de origem
emocional como também fisica. Destaca-se o fato de que outras doencas, como canceres ou fraturas,
podem desencadear a CT. Figura adaptada de (AKASHI; NEF; LYON, 2015).

Do ponto de vista da patologia, € sabido que a CT em sua fase aguda induz
importantes alteracfes nos vasos periféricos e coronarias (levando a isquemia do
miocardio), diminuicdo da funcdo cardiaca (por diminuicdo da fracdo de ejecao e
aumento da pos-carga), hipocinesia do apice e hipercontratilidade da base do
ventriculo esquerdo, além de diversas alteracdes eletrofisiolégicas, (SINGH; KHAN;
GAMBLE; SCALLY et al., 2022), estruturais e inflamatorias (PELLICCIA; KASKI,;
CREA; CAMICI, 2017). Apesar da inespecificidade etiolégica, em sua progressao
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fisiopatologica ha a participacdo de alguns componentes bioquimicos inequivocos,
com liberacdo aguda de noradrenalina no sangue pela glandula suprarrenal, que agira
em seus receptores conhecidos como receptores adrenérgicos (SINGH; KHAN;
GAMBLE; SCALLY et al., 2022). Altera¢cdes funcionais durante a fase aguda doenca,
como aumento da pos-carga, pressdo arterial e vasoespasmo vém devido a
hiperestimulacdo destes receptores adrenérgicos no coracdo, como sumarizado na
Figura 2.

Left atrium | 1 \ Coronary
Open | - \ artery in
coronary
artery

Normal heart

Figura 2: A patogénese da CT leva a alterag8es funcionais no coragédo. Desenho esquematico
representando as alteragdes fisioldgicas e patoldgicas durante a fase aguda da CT. Em (A), observa-
se a pds carga no coragdo em seu estado basal. O painel (B) representa o tecido cardiaco durante a
fase aguda da CT, onde ha um aumento transiente da pds-carga e da presséo arterial devido ao
aumento da resisténcia vascular periférica; vasoespasmo das coronarias levando a isquemia do
miocardio e, por ultimo, uma disfuncéo do 4pice do miocérdio devido a ativacéo suprafisioldgica dos
receptores 31 e B2 adrenérgicos. Esta ativagao diferencial entre o 4pice e a base do tecido leva a uma
hipocinesia caracteristica da patogénese da CT. Figura retirada de (AKASHI; NEF; LYON, 2015).

A ativacao destes receptores € saudavel ao coracdo em seu estado basal, onde estédo
envolvidos em diversos mecanismos fisiolégicos e adaptativos do 6rgao, e estdo
distribuidos de forma dispar pelo miocéardio se concentrando principalmente no apice
do tecido, onde a inervacdo simpdtica é escassa. Porém, na CT, hd uma ativacédo
suprafisiolégica do receptores beta-adrenérgicos devido aos altos niveis de
catecolaminas circulantes, o que resulta nas diversas alteracdes patoldgicas
supracitadas, podendo progredir para insuficiéncia e faléncia do tecido cardiaco
(LEFKOWITZ; ROCKMAN; KOCH, 2000). Neste tépico, aprofundaremos um pouco a
discusséo sobre a sinalizagdo adrenérgica no coracao, e sobre 0s aspectos clinicos,

inflamataorios e adrenérgicos da CT.
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1.2 A sinalizacdo adrenérgica no coracao

O coracao € um o6rgdo completo e complexo, e além de sua funcdo primordial de
bombear sangue repleto de nutrientes e oxigénio para os 6rgaos e tecidos, também
pode exercer diversas outras fungfes fisiologicas em uma danga integrada com
diversos outros sistemas (GAVAGHAN, 1998). Esta complexidade funcional é em
parte possivel devido a complexa rede celular e bioquimica do coracdo, que é
composto por células endoteliais, fibroblastos, cardiomidcitos (que sé&o as unidades
contrateis) e ceélulas imunes, como os macréfagos e células dendriticas
(LITVINUKOVA; TALAVERA-LOPEZ; MAATZ; REICHART et al., 2020). Apesar
destas células apresentarem funcdes e atividades especificas, elas trabalham em
conjunto e em sincronia pela manutencdo da homeostase tecidual, muitas vezes
regulando a atividade, proliferacdo e fisiologia umas das outras (LITVINUKOVA;
TALAVERA-LOPEZ; MAATZ; REICHART et al., 2020).

No coragdo, um importante mecanismo sinalizador vem a partir das terminagoes
nervosas autondmicas simpaticas e parassimpaticas, sendo a primeira mais
concentrada nos ventriculos em relacdo aos atrios e responsavel por regular a
maturacdo, funcdo e mecanismos de reparo cardiacos (KIMURA; IEDA; FUKUDA,
2012). Estes neurénios, também conhecidos como neurbnios adrenérgicos, liberam
no terminal sinaptico diversos neurotransmissores que desempenham variadas
funcdes no coracao, sendo o mais conhecido deles a noradrenalina (NA) (KIMURA,;
IEDA; FUKUDA, 2012). Também conhecida como norepinefrina, a NA € uma molécula
pertencente a classe das monoaminas (ou catecolaminas) que desempenha sua
atividade a partir da interacdo com seus receptores, conhecidos como receptores
adrenérgicos (ARs) (LEFKOWITZ; ROCKMAN; KOCH, 2000). Os receptores
adrenérgicos mais relevantes para o controle das funcdes cardiacas sao os receptores
B1e B2 (B1-AR e B2-AR), e pertencem a classe dos receptores acoplados a proteina
G (GPCRs) (LEFKOWITZ; ROCKMAN; KOCH, 2000). Aqui, é relevante citar que a
proporg¢ao e localizagdo dos B-ARs pelo coracdo é dispar, tanto no que tange a
proporcao de B1-ARs em comparagao aos 32-ARs, que é de 3:1, quanto a distribuicdo
destes receptores que se concentram principalmente na porgéo apical dos ventriculos
(TRANTER; WRIGHT; SIKKEL; LYON, 2013).

Os GPCRs sdo uma familia de receptores de superficie celular envolvidos na
transducéo de sinais extracelulares, cuja estrutura trespassa a membrana celular sete

vezes e possuem sitios de regulagcdo intra e extracelulares (ALFONSO-PRIETO;
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NAVARINI; CARLONI, 2019). A porcéo citoplasmatica destes receptores é acoplada
a uma classe de proteinas chamadas de proteinas G, que possuem duas subunidades
funcionais (a e By, Figura 3), que se desprendem das proteinas G ativadas para
exercer diversos efeitos intracelulares coordenados, como a regulagao da atividade
de enzimas, proteinas e até de outros receptores (ALFONSO-PRIETO; NAVARINI;
CARLONI, 2019). Os principais tipos de proteinas G no contexto cardiovascular sdo
as proteinas Gi, Gs e Gg, onde cada uma delas quando ativada promove uma
resposta molecular Unica a partir de segundos mensageiros (LEFKOWITZ;
ROCKMAN; KOCH, 2000). Nos cardiomidcitos, quando os B1-AR e B2-ARs sé&o
ativados pela noradrenalina, h4 uma mudanca na conformacéo estrutural destas
proteinas que culmina na ativacdo da proteina Gs, que responde liberando suas
subunidades o e By no meio intracelular (LEFKOWITZ; ROCKMAN; KOCH, 2000). A
subunidade a possui um papel primariamente estimulatorio, que age ativando uma
enzima conhecida como adenilato ciclase (AC), responsavel por catalisar a producao
de um segundo mensageiro intracelular, o0 monofosfato ciclico de adenosina (AMPc)
(Figura 3) (SYROVATKINA; ALEGRE; DEY; HUANG, 2016).
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Figura 3: A ativagado dos B-ARs nos cardiomiocitos induz o aumento da contratilidade. Figura
ilustrativa demonstrando a via de sinalizacdo ap6s ativacdo dos B-ARs por catecolaminas (CAs). E
possivel visualizar que a subunidade o destes receptores ativam a AC, que aumenta a catalisacdo da
producéo de AMPc, que por sua vez ativa a PKA, que dentre outros efeitos, aumenta a contratilidade
dos cardiomidcitos viaaumento da concentracdo de ions Ca?* no citosol. Importante notar que o AMPc
€ degradado por outra enzima, a fosfodiesterase (PDE), sendo um importante ponto de controle da via.
Além disso, os B-ARs podem ser fosforilados ou internalizados por um grupo de enzimas chamado de
GRKs (G protein-coupled receptor kinases) e pelas B-arrestinas, o que diminui os efeitos da ativacéo
desta via nos cardiomiécitos. Figuraadaptada de: (DE LUCIA; EGUCHI; KOCH, 2018).

O AMPc, dentre outras acfes, atua aumentando a atividade de uma enzima chamada
proteina quinase A (PKA), que passa a catalisar com maior eficiéncia a fosforilagéo
de diversos outros alvos bioquimicos. Este aumento da atividade da PKA além de
interferir em diversas outras vias de sinalizacao celulares, eleva os niveis de Ca2+ no
citoplasma conduzindo a um aumento da funcdo contratii dos cardiomidcitos
(SYROVATKINA; ALEGRE; DEY; HUANG, 2016). De forma antagonica, quando ha a
ativacdo de um receptor que esteja acoplado a proteina Gi, onde seu efeito se da
principalmente via inibicdo da adenilato ciclase, ha diminuicdo dos niveis de AMPc e

assim, da contratilidade dos cardiomiécitos. Aqui, simplificadamente, fica clara a
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relevancia do equilibrio entre ativacdo e inativacdo destes receptores para a
manutencdo da saude fisiologica cardiovascular. Em diversas circunstancias
patoldégicas como a hipertensao, insuficiéncia cardiaca e na CT, ha um desequilibrio
entre estas vias sinalizadoras excitatorias e inibitérias, levando a progressdo da
doenca e possivelmente, perda funcional (LOHSE; ENGELHARDT; ESCHENHAGEN,
2003).

1.3 Os aspectos clinicos da CT

Os sinais e sintomas da CT muito se assemelham aos apresentados por pacientes
gue sofrem o infarto agudo do miocardio (IAM), como angina, dispneia, além de
alteracOes eletrofisiologicas no coracdo como elevacdo do segmento ST e/ou inverséao
da onda T. Além disso, é observado choque cardiogénico, fibrilagdo ventricular e
aumento dos niveis séricos de troponina C (PELLICCIA; KASKI; CREA; CAMICI,
2017). Porém, uma diferenca diagnéstica relevante € que durante a CT ndo h&
obstrucdo ou rompimento de vasos coronarianos, eventos caracteristicos de doencas
arteriais coronarianas pré-existentes (PROKUDINA; KURBATOV; ZAVADOVSKY;
VRUBLEVSKY et al., 2021). A tabela 1 sumariza as principais diferencas entre os
sinais clinicos e bioquimicos encontrados na CT e o IAM. O nome Takotsubo vem
devido ao formato peculiar que o corac¢do adquire durante o final da sistole, que muito
se assemelha a um receptaculo utilizado por pescadores japoneses para pescar
polvos. Esta idiossincrasia morfologica representa também um sinal clinico, que
resulta da acinesia do apice do ventriculo esquerdo, em contraste com a hipercinesia
na porcao basal ventricular. Apesar de muito estudada, a etiologia e patogénese da
CT permanecem pouco desvendadas, no entanto supde-se que disfuncdes
vasculares, neuroenddcrinas, estimulacédo simpatica e alterac6es na microcirculacédo
cardiaca sejam o cerne para sua progressao fisiopatolégica (PELLICCIA; KASKI,;
CREA; CAMICI, 2017). Wittstein e colaboradores demonstraram que 0s niveis
sanguineos de catecolaminas estavam elevados em pacientes diagnosticados com a
CT, e que estes niveis eram quase 3 vezes maiores que os de pacientes que sofreram
IAM (WITTSTEIN; THIEMANN; LIMA; BAUGHMAN et al., 2005).

Dentre os principais fatores de risco citam-se sexo, idade, deficiéncia de estrogeno, e
predisposicdes genéticas. Cerca de 80% de todos os pacientes que sofrem com a CT
relatam terem passado por eventos estressores psicoldgicos ou fisicos recentemente
(PROKUDINA; KURBATOV; ZAVADOVSKY; VRUBLEVSKY et al., 2021).
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Epidemiologicamente, a CT acomete majoritariamente mulheres em sua fase poés-
menopausa, que compreende ao periodo da vida onde os efeitos cardioprotetores do
hormdnio estrégeno sé@o perdidos (AKASHI; NEF; LYON, 2015). Constantemente o
estresse € tido como fator primordial para a patogénese da CT, onde a ativacao tanto
neurohumoral via sistema nervoso central (SNC)-glandula adrenal, quanto
autondémica elevam os niveis locais de catecolaminas, que se encontram elevados
durante a fase aguda da CT (PELLICCIA; KASKI; CREA; CAMICI, 2017). Neste
contexto, o efeito cardioprotetor do estrogeno principalmente via sua atividade
vasoprotetora pode facilitar a progressdo da lesdo cardiaca devido a toxicidade
catecolaminérgica (MARAFIOTI; TURRI; MONACO, 2020). Interessantemente, cerca
de 2-3% de todos os eventos agudos coronarianos s&o na verdade n&o obstrutivos, e
séo caracterizados como CT por angiografias e ecocardiogramas, eventos estes que
normalmente tém um bom prognostico. A mortalidade da fase aguda da CT gira em
torno de 4-5% de todos os casos, e nos demais casos as anormalidades funcionais
do ventriculo se resolvem dentro de dias ou semanas (MARAFIOTI; TURRI,
MONACO, 2020).

Aspectos clinicos da CT e do IAM

Doenca CT IAM
Dor no peito, dispnéia, arritmias, insuficiéncia cardiaca, Dor no disinéia, arvibmias i SR z
o = 5 peito, K as, insuficiéncia cardiaca,
Sintomas choque cardiogénico, morte subita, pacientes majoritaria- choq:ep cardiogénico, morte siibita

mente mulheres pés menopausa (>90%)

ECG Elevagao ou depressao do intervalo ST (12% dos casos), Elevagao do inGervalo ST, depressao do intervalo ST e
inversdo da onda T, prolongamento QTc (50% dos casos) invers@o da onda T
ECO Hipocinesia ou acinesia podem ser apical, basal ou focal | Anormalidades regionals na motiidade da parede
- - Auséncia de doenca coronariana obstrutiva ou indicios de |  presenca de doenca coronariana obstrutiva, rupbura de
Angiografia desestabilizagao de placas aberomatosas placa aberomatosa e trombo

) Raz3o de NTproBNP/Tn1 & 2235 e NTproBNPICK-MB é 678 ) ) )
Biomarcadores | os niveis de Tni e CKMB s3o menores que em paciences |  Razdo de NTproBNP/Tn1 é 82 e NTproBNPICK-MB ¢ 28

com STEMI

Tabela 1: Comparacao de aspectos clinicos da CT e o IAM. Observa-se na figura que ambas as
doencas possuem grande similaridade clinica, 0 que torna o diagnéstico ambulatorial diferencial
complexo. Porém, a partir de exames como ECG, ecocardiografia (ECO), angiografias ou a avaliagdo
de marcadores bioquimicos fica possivel distinguir entre os dois eventos. CK-MB= creatina quinase;
NT-proBNP= Natriuretic Peptide NTerminal Pro-B-Typ; STEMI=IAM com elevacéo do segmento ST;



25

Tnl= troponina |. Figura adaptada de: (PROKUDINA; KURBATOV; ZAVADOVSKY; VRUBLEVSKY et
al., 2021).

O tratamento ambulatorial envolve primariamente considerar os sintomas como sendo
caracteristicos de IAM, o que inclui inalacdo de oxigénio, administracdo de
anticoagulantes, nitrovasodilatadores e bloqueadores B-ARs. ApOs descartar a
hipotese de IAM via exames de imagem e testes bioquimicos, o tratamento prossegue
com B-ARs e anticoagulantes, uma vez que ha a possibilidade de permanéncia dos
altos niveis de catecolaminas circulantes e risco de trombose e embolias (BIETRY;
REYENTOVICH; KATZ, 2013). De suma importancia, um componente fisiopatoldgico
gue muitas vezes é ignorado nas diretrizes de manejo da CT é a inflamacéo, que esta
presente tanto na fase aguda quanto tardia da doenca e € primordial para a disfuncgéo,

formacéao de cicatriz e resolugao.

1.4 Os aspectos inflamatérios da CT

A inflamacdo constitui um mecanismo essencial para a manutencado das funcdes
fisiol6gicas teciduais, além de comandar os principais mecanismos de reparo diante
diversas circunstancias fisiopatoldgicas (CHEN; DENG; CUI; FANG et al., 2018).
Linfocitos B e T, macrofagos, mondcitos, neutréfilos e outras células imunes
representam a via de frente desta resposta, que é coordenada a partir de mediadores
inflamatorios como as citocinas e quimiocinas (CHEN; DENG; CUI; FANG et al., 2018).
No coracdo, as células inflamatérias também possuem papel de destaque na
homeostasia do 6rgéo, participando por exemplo da transducdo do sinal elétrico
(CARRILLO-SALINAS; NGWENYAMA; ANASTASIOU; KAUR et al, 2019;
HULSMANS; CLAUSS; XIAO; AGUIRRE et al., 2017).

O coracdo é formado por um conjunto de células, as miocitarias (cardiomidcitos),
responsaveis pela funcédo contrétil do 6rgdo, e as ndo miocitarias, como as células
endoteliais, fibroblastos e células imunes (PINTO; ILINYKH; IVEY; KUWABARA et al.,
2016). Até meados dos anos 2010, os detalhes da composicdo celular do coracao
eram pouco compreendidos. Foi sé com a publicacdo do trabalho de Pinto et al., 2016
gue ficou estabelecida de forma mais clara a composi¢do celular do miocéardio. No
estado basal, o coracdo € constituido majoritariamente por células endoteliais,
fibroblastos e cardiomiocitos. Também existe uma pequena populacdo de células
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imunes que formam cerca de 5% das células cardiacas, sendo os macrofagos o tipo
mais abundante (PINTO; ILINYKH; IVEY; KUWABARA et al., 2016).

Um melhor entendimento sobre os macrofagos cardiacos veio com a publicacado de
dois trabalhos que mostraram a existéncia de quatro subpopulacdes de macrofagos
no coracdo, sendo elas: (1) CCR2'MHC-II"9"; (2) CCR2-MHC-1I'"°%; (3) CCR2*MHC-
lI"9h macrofagos derivados de mondcitos (origem na medula Ossea); e (4)
CCR2*MHC-II'"", mondcitos (originados na medula 6ssea) (Figura 4) (EPELMAN;
LAVINE; BEAUDIN; SOJKA et al., 2014; LAVINE; EPELMAN; UCHIDA; WEBER et
al., 2014). No coracao no estado basal, naive, a maior parte dos macréfagos cardiacos
sdo CCR2, residentes, predominantemente de origem embrionaria e que se mantém
no coracao por proliferacdo in situ. Entretanto, quando ocorre um evento cardiaco,
como o infarto ou a CT, hd uma mudanca na composicao de macrofagos do coracao
(LAVINE; PINTO; EPELMAN; KOPECKY et al., 2018). Nessa situacdo, havera uma
mudanc¢a na composicdo de macrofagos cardiacos, onde mondcitos sao recrutados
da medula 6ssea para o coracao e se diferenciam em uma populacdo de macrofagos
CCR2*MHC-II"9" e mondcitos CCR2*MHC-II"" (LAVINE; PINTO; EPELMAN;
KOPECKY et al., 2018).
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Figura 4: Subpopulagfes distintas de macréfagos habitam o tecido cardiaco dependendo do
estado homeostéatico. A figura acima apresenta um resumo das fungdes dos macréfagos cardiacos
dependendo de sua origem. Os macréfagos de origem embrionéria, CCR2-, participam de processos
como angiogénese e reparo tecidual. Porém, os macrofagos CCR2*, originam de mondcitos da medula
Ossea e atuam principalmente durante lesdes, estimulando a produgdo de citocinas, amplificando a
resposta imune e reforcando a disfuncéo cardiaca. Figura adaptada de (LAVINE; PINTO; EPELMAN;
KOPECKY et al., 2018).

Vale destacar que esta mudanca no perfil de macrofagos cardiacos em situagfes de
estresse € muito relevante para a manutencéo da fisiologia e reparo do 6rgdo. Além
disso, como apresentado acima as diferentes origens dos macrofagos cardiacos
refletem também papéis funcionais diferentes. Os macréfagos CCR2™ atuam de forma
a manter a homeostase do coragcdo, como por exemplo, promovendo o

desenvolvimento de coronarias no estado embrionario (LEID; CARRELHA;
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BOUKARABILA; EPELMAN et al., 2016) e faciltando o processo de transducéo de
sinal elétrico (HULSMANS; CLAUSS; XIAO; AGUIRRE et al., 2017). J& as células
CCR2* possuem uma atividade majoritariamente pré-inflamatéria, atuando por
exemplo na amplificacdo da resposta imune no coracdo lesionado (LAVINE;
EPELMAN; UCHIDA; WEBER et al., 2014).

Em um dos primeiros trabalhos que descreveram o papel da inflamacéo durante a CT,
Morel et. al em 2009 avaliaram a presenca de leucdcitos e parametros funcionais,
estruturais e metabdlicos no miocardio de pacientes que sofreram da doenca
(MOREL; SAUER; IMPERIALE; CIMARELLI et al., 2009). Em um trabalho mais
recente, foi avaliado a presenca de infiltrado inflamatorio de pacientes que passaram
pela CT. Cinco dias apés o diagndstico os autores observaram que o miocardio destes
pacientes continha um relevante infiltrado de macroéfagos, além de um aumento global
dos niveis de citocinas como IL-6 e CXCL10 e alteracdo da distribuicdo dos subtipos
de mondcitos no sangue (SCALLY; ABBAS; AHEARN; SRINIVASAN et al., 2019).
Interessantemente, cinco meses apos o evento cardiovascular ndo foi observada a
presenca exacerbada de macréfagos no miocardio, porém os niveis de IL-6
permaneceram aumentados (SCALLY; ABBAS; AHEARN; SRINIVASAN et al., 2019).

Na perspectiva experimental, altas doses de isoproterenol (ISO) ou NE induzem um
estresse catecolaminérgico no coracao cujos sinais muito se assemelham com os
achados clinicos da CT (KOLODZINSKA; CZARZASTA; SZCZEPANKIEWICZ;
BUDNIK et al., 2022; PAUR; WRIGHT; SIKKEL; TRANTER et al., 2012). Neste
modelo, além das alteracbes funcionais, bioquimicas e eletrofisiologicas ja
mencionadas foi também observado um infitrado inflamatorio formado
predominantemente por macréfagos. Utilizando uma dose Unica de 200mg/kg de 1ISO
em camundongos, Liao et al demonstraram o impacto funcional da presenca de
monaocitos e macréfagos no miocardio (LIAO; CHANG; TANG; WATANABE et al.,
2022). No mesmo trabalho, eles demonstraram que o tratamento com ISO também
leva a um infiltrado de outras células imunes, como os neutrofilos e uma diminuicdo
do numero de linfécitos, e por ultimo, que a deplecdo quimica dos macréfagos (pela
administracdo de clodronato) ou o bloqueio da infiltracdo de macrofagos (utilizando
um antagonista de receptores CCR2) previne a perda funcao de cardiaca dos animais
tratados, o que abre espaco para possiveis perspectivas farmacoterapéuticas (LIAO;
CHANG; TANG; WATANABE et al., 2022). Além da inflamacdo, a administracao
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aguda de ISO em altas doses em camundongos promove morte celular, elevacéo dos
niveis seéricos de troponina C e fibrose, sem afetar a taxa de proliferacdo dos
cardiomiocitos (WALLNER; DURAN; MOHSIN; TROUPES et al., 2016). A presenca
de mdultiplas células imunes e a ativagdo de variadas vias de sinalizacdo revelam o
carater complexo e multifatorial da CT, o que pode representar um fator complicador

na elucidacdo de sua patogénese.

Tanto a resposta imune em circunstancias patolégicas quanto o ténus adrenérgico no
coracdo sao afetados por um mecanismo de controle ubiquo ao organismo e ainda
nao totalmente compreendido: a maquinaria cronobioldgica. O tempo € a dimenséo e
variavel preponderante de controle deste sistema, onde durante as 24h do dia e
dependendo da idade, alteragbes nos ritmos circadianos impactam a saude dos
orgaos e sistemas de forma distinta, podendo culminar em predisposicfes para
diversos tipos de doencas, incluindo as cardiovasculares. No proximo topico
discutiremos brevemente a organizacdo geral deste sistema e 0 seu impacto na

fisiologia cardiaca.

1.5 O controle circadiano e a maquinaria circadiana no coragéo

Todas as fungdes bioldgicas dos organismos vivos estédo sujeitas a um controle ciclico
de suas atividades, que no planeta Terra geralmente € modulado em ressonancia com
o ciclo dia-noite (ou claro-escuro) (AYYAR; SUKUMARAN, 2021). Esse mecanismo
adaptativo fundado solidamente pela progressao evolutiva, € também conhecido como
ritmo circadiano (do latim, cerca de um dia) devido a oscilacdo das funcdes biolégicas
durante o periodo de 24h, que refletem a rotacdo da Terra em seu préprio eixo e em
torno do Sol (REDDY; REDDY; SHARMA, 2022). O ciclo sono-vigilia, tdnus muscular,
atividade auton6mica, sintese e secrecao de diversos hormdnios, dentre varias outras
funcdes vitais, sdo reguladas por uma maquinaria bioquimica interna e oscilatoria, que
antecipa as necessidades circadianas ambientais e adapta o0 organismo a estes
padrdes (AYYAR; SUKUMARAN, 2021). Os estimulos capazes de estimular esta
maquinaria circadiana, também conhecidos como pistas, sincronizadores, zeitgeber
(do alemao: doador de tempo) ou clock inputs sédo variados como a temperatura do
ambiente, ingestao de comida e o principal deles: a luz (RUAN; YUAN; ELTZSCHIG,
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2021). Estas pistas séo responsaveis por ativar genes e vias bioquimicas especificas
gue regulam as respostas moleculares e funcionais, oscilando durante as 24h de um
dia. Estas oscilacbes funcionais circadianas s&o muito importantes para a
sobrevivéncia e manutencdo do bem-estar fisiologico, uma vez que antecipam as
necessidades funcionais do organismo que inequivocamente sao dispares durante o
dia. A cronobiologia estuda o impacto destas oscilagcdes na funcéo e bioquimica dos
orgaos e sistemas, seguindo padrBes temporais em circunstancias patoldgicas e
homeostaticas (RUAN; YUAN; ELTZSCHIG, 2021).

Nos mamiferos a maquinaria cronobioldgica, denominada de reldgio bioldgico, pode
ser geograficamente compartimentalizada em duas: o reldgio central, ou oscilador
central, que esta localizado no ndcleo supraquiasmatico (NSQ) do hipotalamo e os
reldgios biologicos periféricos, que estdo presentes em todas outras células e tecidos
do organismo (LOWREY; TAKAHASHI, 2011). Trabalhos pioneiros demonstraram que
lesGes experimentais em ratos na regidao do SNC que compreende o NSQ afetam
negativamente o comportamento circadiano do organismo. Por exemplo, Aguilar-
Roblero et al., 1986 demonstraram que uma lesdo no NSQ de ratos perturba o
comportamento de ingestdo de agua durante o dia, reforcando a importancia do NSQ
na ritmicidade de comportamentos vitais (AGUILAR-ROBLERO; GARCIA-
HERNANDEZ; AGUILAR; ARANKOWSKY-SANDOVAL et al., 1986). O mais
surpreendente é que, neste mesmo trabalho, apos os animais lesionados receberem
transplante do NSQ de animais saudaveis o comportamento basal de ingesta de agua
fora restaurado (AGUILAR-ROBLERO; GARCIA-HERNANDEZ; AGUILAR;
ARANKOWSKY-SANDOVAL et al., 1986).

O principal estimulo (ou sincronizador) do reldgio central € aluz, sendo que o caminho
anatdmico que ele percorre até o NSQ é de satisfatdria intuitividade: a energia
eletromagnética vinda dos fotons presentes na luz excita um conjunto de células
especializadas presentes na retina, as células ganglionares, gerando um potencial de
acdo (UMEMURA; YAGITA, 2020). Este estimulo é integrado e enviado até o NSQ
pelo trato retino-hipotalamico, a partir do nervo Optico, sendo 0s principais
neurotransmissores responsaveis por integrar o sinal luminoso em respostas
biolégicas o glutamato e o PACAP (pituitary adenylate cyclase-activiting peptide)
(UMEMURA; YAGITA, 2020). Por sua vez, o NSQ responde oscilando a expressao de

diversos genes, chamados de genes de reldgio (ou clock genes), que estéo envolvidos
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em diversas alcas de retroalimentacéo positivas e negativas (KONOPKA; BENZER,
1971; RIJO-FERREIRA; TAKAHASHI, 2019).

A primeira descri¢cao destes chamados ‘genes do relégio’ veio em 1971, onde Konopka
e Benzer et. al descreveram o locus génico da proteina period (PER) em Drosophila
(KONOPKA; BENZER, 1971). Desde entao, o conhecimento da importancia e fungdes
destes genes do reldgio se expandiu bastante, sendo a primeira descricdo deles no
tecido cardiaco feita por Oishi et. al (OISHI; SAKAMOTO; OKADA; NAGASE et al.,
1998). As proteinas que sao codificadas por estes genes exercem diversas funcdes
bioquimicas regulatérias, como promocéo ou inibicdo da transcricdo de outros genes
ou inibicdo e ativacdo de fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo gendmica
(CRNKO; DU PRE; SLUIJTER; VAN LAAKE, 2019).

As proteinas que regulam positivamente a expressao dos genes de relogio séo
principalmente a BMAL1 (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator-like
Protein 1) e a CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Protein Kaput), que
formam um heterodimero no citoplasma e migram para o nucleo celular (CRNKO; DU
PRE; SLUIJTER; VAN LAAKE, 2019) (Figura 5). No genoma, elas ligam-se a regido
E-box (ou enhancer box, CACGTG) da regido génica promotora de diversas proteinas
da maquinaria de relogio, aumentando a transcricdo de diversas proteinas como as
PER1-2 (Period Circadian Protein Homologue 1,2) e CRY1-2 (Cryptochrome 1 e 2),
gque sdo reguladoras negativas da maquinaria de relégio (CRNKO; DU PRE;
SLUIJTER; VAN LAAKE, 2019) (Figura 5). Apos isso, hd um aumento de PER e CRY
no citoplasma, onde ao formarem um heterodimero PER/CRY translocam-se para o
nacleo celular para modular a expressdo de BMAL1/CLOCK, regulando
negativamente sua prépria expressao (CRNKO; DU PRE; SLUIJTER; VAN LAAKE,
2019) (Figura 5).
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Figura 5: O cerne do relégio molecular no coragdo. Esta maquinaria representa um conjunto de
loops de transcricdo e traducéo génicas, com diversas alcas de feedback positivo e negativo. No
coracdo, esta maquinaria esta presente em todas as células do 6rgdo, como as células endoteliais,
fibroblastos e cardiomiocitos. Quando ocorre a heterodimerizag&o das proteinas CLOCK e BMALL, elas
se ligam a regifes E-box do DNA modulando a transcricdo de uma variedade de genes. Um destes
genes codifica para as proteinas PER e CRY, que se heterodimerizam e regulam negativamente a
atividade de CLOCK e BMALLl. CLOCK e BMALl1l também ativam ROR e Rev-ErbAa, que
respectivamente ativam e inibem a transcricdo génica de BMALL. A expressao e atividade destas
proteinas flutua circadianamente, representando um mecanismo de controle e regulacdo de diversas
fungdes em todas as células, 6rgéos e sistemas. Figura retirada de: (CRNKO; DU PRE; SLUIJTER,;
VAN LAAKE, 2019).

Outras proteinas, entretanto, modulam negativamente a expressdo de PER e CRY,
como a RORaq, B, y e REV-ERBaq, B, que constituem a alga alternativa deste complexo
proteico e também tém sua expressdo regulada positivamente pelo complexo
CLOCK/BMALL (SAINI; JASKOLSKI; DAVIS, 2019). Complementarmente, a atividade
destas proteinas pode também ser afetada por mecanismos de ajuste pos-
transcricional e até mesmo epigenéticos como acetilacdo, desacetilacdo e miRNAs
(ETCHEGARAY; LEE; WADE; REPPERT, 2003).
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Ja é bem conhecido o fato de que alteracdes no ciclo circadiano ou nos genes de
relégio tem uma influéncia na fisiologia cardiaca (CRNKO; DU PRE; SLUIJTER; VAN
LAAKE, 2019). As fungbes cardiovasculares como a presséo arterial, o ténus
simpético e os padrdes de conducdo elétrica no miocérdio sdo alterados durante o dia
(PORTALUPPI; TISEO; SMOLENSKY; HERMIDA et al., 2012). E sabido por exemplo
gue alguns eventos clinicos cardiovasculares como o IAM e angina pectoris ocorrem
com maior frequéncia em intervalos especificos do dia, como nas primeiras horas da
manha, o que geralmente compreende ao periodo de maior atividade dos seres
humanos (CHELLAPPA; VUJOVIC; WILLIAMS; SCHEER, 2019). Estas observacoes
epidemioldgicas demonstram que o coracdo é afetado pelas variacdes ciclicas de
estressores ambientais também em circunstancias patolégicas (PORTALUPPI;
TISEO; SMOLENSKY; HERMIDA et al., 2012). Em um modelo de isquemia-
reperfusao (I/R) foi demonstrado que os camundongos submetidos a intervencao no
ZT12 (que compreende as 7h da noite, normalmente quando as luzes dos biotérios se
apagam, ou fase de maior atividade dos camundongos) tiveram uma area de infarto
quase 3,5 vezes maior em comparacdo com 0s animais submetidos ao mesmo
procedimento no ZTO (que compreende as 7h da manha, quando as luzes do biotério
se acendem, ou fase de menor atividade dos animais) (DURGAN; PULINILKUNNIL;
VILLEGAS-MONTOYA; GARVEY et al.,, 2010). Adicionalmente, ap6s um més de
reperfusdo a area de infarto e fibrose estavam maiores, além de haver uma perda
maior da fungéo contratil dos cardiomiécitos dos animais que sofreram a isquemia no
ZT12 (DURGAN; PULINILKUNNIL; VILLEGAS-MONTOYA; GARVEY et al., 2010).
Estes desfechos diurnos de resposta foram abolidos ou atenuados quando a
intervencao foi realizada em camundongos CCM (do inglés: Cardiomyocyte Clock
Mutant), que tém a maquinaria cronobiolégica dos cardiomidcitos disfuncional
(DURGAN; PULINILKUNNIL; VILLEGAS-MONTOYA; GARVEY et al., 2010).

Utilizando a mesma linhagem de espécimes CCM e camundongos onde BMALL1 foi
deletada (CBK ou Cardiomiocyte-specific BMAL1 Knockout Mice) apenas nos
cardiomiocitos, Durgan et. al demonstraram que estas proteinas sdo importantes para
0 remodelamento das células cardiacas (DURGAN; TSAl; GRENETT,; PAT et al.,
2011). Em ambos os modelos foi observado um aumento do peso dos ventriculos,
tamanho dos cardiomidcitos e do mRNA de genes relacionados a hipertrofia cardiaca
(anf e mcipl) (DURGAN; TSAIl; GRENETT; PAT et al.,, 2011). Além disso, ele

submeteu os camundongos CCM e CBK a um desafio com 1SO em dois horérios do
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dia ZTO e ZT12. Nestas condicbes, 0s animais selvagens apresentaram uma
hipertrofia cardiaca 5 vezes maior (e um aumento 6 vezes maior do mRNA que
codifica para anf) quando tratados com ISO no ZTO vs ZT12, onde esta variacao diurna
da resposta cardiaca ao 1SO nao fora observada nos animais CCM (DURGAN; TSAI;
GRENETT; PAT et al.,, 2011). Estes dados sugeriram pela primeira vez que a
maquinaria circadiana dos cardiomiocitos € importante para a adaptacdo do tecido a
estimulos hipertréficos (DURGAN; TSAI; GRENETT; PAT et al.,, 2011). Faz-se
evidente aqui que tanto o remodelamento cardiaco induzido por 1SO quanto os
eventos de carater isquémico, em camundongos, estdo sujeitos a uma oscilacao

diurna que é dependente das proteinas do relégio biolégico.

Ambos estes processos patolégicos, como a hipertrofia dos cardiomidcitos induzida
por ISO ou o remodelamento cardiaco em um modelo de I/R sdo patogenicamente
dependentes, até certo ponto, da resposta inflamatéria tecidual, que também possui
uma ritmicidade circadiana caracteristica. Inimeras fun¢des imunes sdo moduladas
de forma circadiana como a proliferacéo de linfocitos (ESQUIFINO; SELGAS; ARCE;
MAGGIORE et al.,, 1996), a atividade de células natural killers (NK) (ARJONA;
SARKAR, 2005), a ritmicidade da resposta imune humoral (FERNANDES; HALBERG;
YUNIS; GOOD, 1976) e o numero de diversas células imunes no plasma e seus
subtipos (KAWATE; ABO; HINUMA; KUMAGAI, 1981).

Em um trabalho publicado recentemente, Shigehiro Ohdo et al. demonstraram que a
doenca renal crénica induz uma inflamacao cardiaca e fibrose e que, além disso, estes
eventos sdo atenuados em animais que possuem a proteina CLOCK mutada. Os
camundongos foram submetidos a uma nefrectomia, onde foi correlacionado o
aumento da expressdo do receptor GPR68 (G protein-coupled receptor 68) nos
monacitos circulantes a inflamagéo e fibrose cardiacas (YOSHIDA; MATSUNAGA,
NAKAO; HAMAMURA et al., 2021). Desta forma, é natural e justo inferir que o coragéo
também € suscetivel a variagbes circadianas na progressdo de doencas
cardiovasculares cujo componente inflamatorio seja primordial ou relevante. Logo,
avaliar a influéncia temporal nos padrdes de resposta imune na inflamacéo cardiaca
induzida por ISO pode ser, ipso facto, um relevante passo em direcdo a elucidacéo da
patogénese da CT.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia temporal na resposta imune cardiaca em um modelo agudo de

inflamacao induzido por 1SO.

2.1 Objetivos especificos

1. Verificar se o tratamento com ISO induz altera¢cfes celulares e morfométricas
importantes no coragéo, como hipertrofia do tecido (relagéo peso do coracao por peso
corporal e comprimento da tibia), deposicdo de colageno (por PicroSirius) e aumento
da é&rea transversal dos cardiomiocitos (CSA), utilizando a sonda fluorescente WGA
(Wheat Germ Agglutinin);

2. Avaliar o perfil de infiltrado inflamatério no tecido cardiaco, utilizando as
técnicas de citometria de fluxo e imunofluorescéncia (para marcadores de macréfagos
como o CD68);

3. Averiguar se o grau de lesédo no tecido cardiaco é diferencial entre 0s grupos,
tratando os animais com o corante Evans Blue, que tem alta afinidade por células
necréticas ou com baixa viabilidade;

4. Avaliar a expresséo de proteinas envolvidas com o processo inflamatorio como
NLRP3, Caspase-1 e ASC (Apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para os experimentos utilizamos camundongos fémeas (uma vez que 0 Sexo €
determinante para o modelo), tendo idade de 10 a 12 semanas, pesando de 20-25g.
Todos os experimentos foram realizados seguindo protocolos estabelecidos pelo
Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG)(CEUA 175/2021). Para os experimentos utilizados espécimes das
seguintes linhagens: C57BL/6J (Selvagens) e camundongos reporter 3-MHC (Myh7-
YFP) Myh7tm1Unc (MGI:3776012). Os camundongos foram alocados em biotérios de
criacdo e experimentacdo, com temperatura (22-24°C) e umidade controladas,
mantidos em um ciclo claro-escuro 12-12h e com disponibilidade de racéo e agua ad

libitum.

3.2 Grupos experimentais e a inducdo farmacolédgica da CT

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 4 grupos experimentais: Grupo
controle ZTO (CTRL ZTO0), animais que foram tratados com solucdo salina estéril as
7h da manh&; grupo ISO ZT0, animais tratados as 7h da manh& com isoproterenol
(estereoisbmero -/-, Sigma, 16504-1G) na dose Unica de 300 mg/kg, por via
intraperitoneal (IP); grupo controle ZT12 (CTRL ZT12) e ISO ZT12. Durante o
tratamento os animais tiveram acesso a agua de racdo ad libitum. Apds as 72h de
tratamento, um periodo em que ha um influxo importante de células imunes no
coracdo, principalmente macréfagos, os espécimes foram sacrificados por
deslocamento cervical no mesmo horario do dia em que foram tratados (ZTO ou ZT12).
A dose de ISO administrada conduz a uma lesdo aguda no tecido cardiaco
canonicamente conhecida como CT (WILSON; CHEYNE; BROWN; KERR et al.,
2018). Apods isso, foi realizada uma toracotomia e o coracao perfundido com 5mL de
solucdo DB (de Digestion Buffer) gelada para retirada de todo o sangue dos
ventriculos e das coronarias. Em seguida o tecido foi retirado, pesado e dividido em
dois: uma metade foi congelada em nitrogénio liquido alocada em tubos de plastico
autoclavados para experimentos de biologia molecular (Western Blot), e a outra
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metade foi alocada em receptaculos (criomoldes) contendo Optimal Cutting Tissue
(OCT®, TissueTek, USA) para criopreservacéao e levados para freezer a -20°C. Para
mensurar o comprimento da tibia dos espécimes, o tecido ésseo da pata posterior
direita dos animais foi retirado com o auxilio de uma tesoura cirdrgica, € 0

comprimento mensurado utilizando um paquimetro.

Luzes acesas Luzes apagadas ‘ 24h ‘ 48h I 72h

ZT0 ZT12 o 9
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Figura 6: Esquema demonstrando o delineamento experimental para tratamento dos animais com ISO -/-
na dose Unica de 300 mg/kg, IP. Os animais do grupo CTRL/ISO ZTO foram tratados no momento em que as
luzes do biotério se acenderam (as 7h). Ja os animais dos grupos CTRL/ISO ZT12 foram tratados quando as luzes
do biotério se apagaram (as 19h). Apos 72h do tratamento, os animais foram sacrificados em seus respectivos
ZTs. Para tratamento e sacrificio dos animais no ZT12, fora utilizada uma lampada vermelha, que emite uma luz

gue ndo é visivel para os olhos dos espécimes.

Em outro protocolo experimental, porém, decidimos avaliar de forma mais aguda as
alteracOes no tecido cardiaco. Para isso, tratamos os animais da mesma forma que
no item anterior, nos ZTs 0 e 12, porém os sacrificamos 24h depois, seguindo o
mesmo protocolo. O tecido cardiaco em seguida foi pesado, limpo e processado
conforme o protocolo de 72h. A Figura 7 ilustra de forma esquematica o delineamento

experimental.
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Figura 7: delineamento experimental dos animais sacrificados 24h ap6s tratamento com ISO. Os
animais foram tratados no ZTO e ZT12, porém sacrificados 24h apés o tratamento com ISO. Os

coragdes foram processados da mesma forma que os animais sacrificados 72h apés o tratamento.

3.3 Avaliacao da viabilidade celular por Evans Blue

Neste protocolo experimental, utilizamos o corante Evans Blue (EB) para quantificar a
viabilidade das células cardiacas apos tratamento com ISO. Como ja descrito em
protocolo prévio (BURCHFIELD; DONG; SAKATA; GAO et al, 2010;
VIJAYARAGHAVAREDDY; ADHINARAYANREDDY; VEMANNA; SREEMAN et al.,
2017), o EB possui grande afinidade por células em processo de morte celular ndo
programada, ou necrose. Nestas condicbes, a membrana celular torna-se mais
permeavel, permitindo o acumulo de EB no citoplasma. O acumulo do corante nas
células pode ser identificado por microscopia de campo claro ou de fluorescéncia,
utilizando o laser de comprimento de onda 555 nm, permitindo assim a quantificagao
da porcentagem de células positivas para o EB (EB+) por campo. Aqui, utilizamos
camundongos fémeas C57BL/6J, tendo de 10-12 semanas de idade e pesando de 20-
25g. Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 4 grupos experimentais e
tratados com 1ISO em ambos os ZTs exatamente como descrito no item 3.2. Porém,
6h apds a inoculacdo de 1ISO nos ZTO e ZT12 os animais foram tratados com EB 1%
nos ZT6 e ZT18, dissolvido em solugéo salina estéril, no volume de 10 pL/g de animal,
por via IP. Uma vez que o processo de morte celular apds o tratamento com ISO nesta
dose concentra-se principalmente no periodo de 16-24h apds a inoculacéo,
sacrificamos os animais 24h apds o tratamento com ISO, ou 16h ap6s o EB. Dadas
as 24h de tratamento, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical no ZT0
e ZT12, sendo no ZT12 com o auxilio de uma lampada vermelha. Apos isso, foi

realizada uma toracotomia e o coracao perfundido com 5mL de solucdo DB (do inglés:
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digestion buffer) gelada para retirada do maximo de sangue dos ventriculos. Em
seguida o tecido foi retirado, e colocado em um tubo de plastico contendo
paraformoldeido (PFA) 4% por 24h, para fixagdo. Apés isso, 0 mesmo tecido fora
colocado em outro tubo contendo 10mL de uma solugcao de sacarose 30%, overnight.
Esta etapa consistiu no processamento inicial do tecido, que em seguida foi colocado
em um criomolde contendo OCT®, que posteriormente foi levado para freezer -20°C.
Finalmente, os crioblocos foram cortados em um criostato na espessura de 10 pM, e
colocados em uma lamina ordinéria de vidro gelatinizada (gelatinizar as laminas é
relevante para manter o tecido fixo na superficie do vidro durante o preparo para a
microscopia de fluorescéncia). Os cortes foram entdo analisados em um microscopio
confocal LSM 880 (Zeiss), localizado no Centro de Aquisicdo e Processamento de
Imagens (CAPI) do ICB/UFMG.
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Figura 8: Avaliagdo da viabilidade celular utilizando o Evans Blue. Os animais foram tratados com

0 EB na concentracéo de 1% e volume de 10 uL/g de animal nos ZT6 e ZT18, 6h apds o tratamento
com ISO ou solucédo salina nos ZT0 e ZT12. 24h apés o tratamento com ISO e EB os animais foram
sacrificados e o tecido cardiaco coletado para analise em um microscopio confocal, utilizando o laser

de comprimento de onda 633 nm.

3.4 Avaliacdo da re-expressdo de B-MHC utilizando um camundongo reporter
(Myh7-YFP)

A proteina miosina de cadeia pesada do tipo B ou B-MHC esta presente nos
cardiomidcitos principalmente em seu periodo maturacional mais ténue, deixando de
ser expressa conforme o animal cresce. Porém, em situacfes patolégicas onde o
coracao encontra-se estressado, principalmente quando h& deposicdo de matriz
extracelular (MEC) ou fibrose no intersticio cardiaco, esta proteina volta a ser

produzida e serve como um marcador bioguimico importante. Neste animal
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transgénico, quando a B-MHC €& expressa nos cardiomiocitos uma proteina
fluorescente é expressa em conjunto, servindo assim como um reporter para a
expressdo da proteina. A proteina fluorescente em questdo € a YFP, ou yellow
fluorescent protein, cuja emisséo fluorescente tém seu pico no comprimento de onda
de ~540 nm e podendo ser verificado por microscopia de fluorescéncia. Neste
protocolo experimental, os animais reporter Myh7-YFP foram manejados exatamente
da mesma forma que os animais dispostos no item 4.2.1, do tratamento, sacrificio e

processamento das laminas:
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Figura 9: Avaliacdo da re-expressao da 3-MHC utilizando o animal reporter Myh7-YFP. A 3-MHC
guando re-expressa em adultos € um marcador importante de estresse cardiaco, principalmente
guando ha deposicdo de MEC e fibrose. Tratamos os animais Myh7-YFP com ISO -/- na dose Unica de
300mg/Kg, IP nos ZTO0 e ZT12. 72h ap6s o tratamento os animais foram sacrificados, e o coracao

processado para experimento de microscopiade fluorescéncia.

As laminas contendo os tecidos cortados na espessura de 12 pM passaram por um
processamento prévio antes de irem para o microscopio de fluorescéncia, a fim de
identificar a membrana das células presentes no corte e seus nucleos. As laminas
foram deixadas em temperatura ambiente por 25min, de forma a retirar qualquer
umidade excessiva presente na superficie do material. Apos isso, colocamos PFA 4%
para fixacdo quimica dos cortes, suficientemente para cobrir todo o tecido, e
transferimos as laminas em uma camara umida, por 15min. Em seguida foi realizada
uma lavagem do PFA utilizando tampéo fosfato salino (PBS) 1x, seguindo uma
incubacado dos tecidos com a sonda fluorescente WGA (ab178444 1:200 em PBS),
gue liga-se a glicoproteinas presentes na membrana celular, na concentracdo de 10
mol/L por 15 minutos (Esta sonda emite fluorescéncia no comprimento de onda ~488
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nm). Terminado este passo, as laminas foram novamente lavadas com PBS 1x e
incubadas com 4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride (DAPI, Sigma, D9542),
que se liga ao nucleo celular, na concentracao de 10 umol/L por 5 minutos. O DAPI
possui uma faixa de emisséo fluorescente que vai do 364-454 nm quando ligado ao
DNA. Por fim, as laminas foram lavadas mais uma vez com PBS 1x para retirar o
excesso de DAPI e montadas utilizando uma solucao de glicerol 60% como meio de

montagem, sob laminula de vidro.

3.5 Caracterizacao das células imunes por citometria de fluxo

O protocolo foi realizado seguindo método ja padronizado em trabalhos anteriores
(LAVINE; EPELMAN; UCHIDA; WEBER et al., 2014; ROCHA-RESENDE;
WEINHEIMER; BAJPAI;, ADAMO et al., 2019; ROCHA-RESENDE; YANG; LlI;
KREISEL et al.,, 2020). Os animais dos quatro grupos foram eutanasiados por
deslocamento cervical e o coragao coletado, perfundido com solucéo DB e pesado. O
tecido cardiaco foi cortado e digerido com Colagenase | (Sigma; 300 U/mL) e DNAse
| (Sigma; 60 U/mL) em um volume final de 3 mL de HBSS por 30 minutos a 37° C sob
agitacao. Depois deste periodo, 6 mL de uma solugcéo de HBSS (2% FBS/2% BSA)
foram adicionados para bloquear a atividade enzimatica. O material digerido foi filtrado
utilizando um filtro de 40uM e centrifugado (400 xg, 5 min). Eritrécitos foram lisados
utilizando tampé&o ACK (ACK Lysis Buffer (Thermo Fisher Scientific) (12 minutos no
gelo). As células remanescentes foram ressuspendidas em 200uL de tampao de
FACS (2% FBS, 2 uyM EDTA em PBS estéril) e incubadas com os anticorpos
apresentados na tabela 2 por 40 min a 4°C. Apés esse periodo, as amostras foram
centrifugadas e ressuspendidas em tampéo FACS. Os dados foram adquiridos no
equipamento BD LSRFortessa, do Laboratério Institucional em Pesquisa em
Biomarcadores, da Faculdade de Farmacia, e nas andlises estdo expressos em
namero de células/mg de tecido. A analise da citometria de fluxo foi feita utilizando o
software FlowJo v10. Apds o gating das células CD45+, demonstrado na Figura 10,

os doublets foram excluidos.
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Figura 10: Estratégia de gating das populagBes leucocitarias. Em A, leucdcitos sdo as células
CD45*; neutrdfilos sao células CD45*Ly6G*; mondcitos sdo células CD45*Ly6G Ly6ChishCD64:
macréfagos séo células CD45*Ly6G Ly6C"CD64"h, O pool de macréfagos e monécitos foi analisado
em um gating subsequente para avaliar a expressao dos marcadores MHC-Il e CCR2. Células mortas
e doublets foram excluidos da analise. Legenda: int=intermediario.

| Caflogo | Marca | Diuicgo |

CD45 (PerCP- #103132 BioLegend 1:500
Cyb)
Ly6G (FITC) #127606 BioLegend 1:500
CD64 (PE) #139304 BioLegend 1:500
Ly6C (APC) #128016 BioLegend 1:500
MHC-I11 (APC- #107628 BioLegend 1:500
Cy7)
CCR2 (BVv421) #150605 BioLegend 1:500

Tabela 2: Relagdo de anticorpos com seus respectivos nimeros de catalogo, marcas e diluicdes

utilizados no experimento de citometria de fluxo.

3.6 Imunofluorescéncia

Para a imunofluorescéncia, os cortes foram fixados com uma solucéo de PFA 4% por
15 minutos, no fim sendo lavados com PBS 1x. Em seguida, 0os cortes transversais
foram incubados com WGA por 15 minutos, seguindo uma lavagem com PBS 1x. O
bloqueio de ligacBes inespecificas foi realizado utilizando uma solucdo de BSA 3%
diluida em PBS 1x-0.3% de Triton-X por 30 minutos, em camara umida. Apés lavar o

BSA 3% utilizando BSA 1%, os cortes foram incubados com 0s seguintes anticorpos
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primarios: anti-CD68 e anti-NFAT (fator nuclear das células T). Os anticorpos foram
diluidos na mesma solucao de bloqueio e incubados em camara Umida a 4°C
overnight. No dia seguinte, os cortes foram lavados 3 vezes com PBS 1x e incubados
com os anticorpos secundarios por 2h a 4°C. Os controles negativos foram realizados
utilizando o mesmo protocolo, porém na auséncia dos anticorpos primarios. Apos as
2h, as laminas foram lavadas com PBS 1x e incubadas com DAPI por 5 minutos. Por
fim, o excesso de DAPI foi retirado lavando as laminas com PBS 1x e as laminas
montadas utilizando glicerol 60%, sob laminulas de vidro. As imagens foram
capturadas utilizando o microscépio de fluorescéncia da Zeiss ApoTome, no aumento
de 20x, e a quantificacdo do sinal fluorescente foi feita utilizando o software Zen (Blue
Edition, verséo 2.5). O sinal fluorescente capturado foi normalizado pela respectiva
area selecionada para andlise. As tabelas contendo os anticorpos primarios e
secundarios utilizados para os experimentos encontram-se a seguir

Rat Anti-CD68 MCA1957 BioRad 1:400
Mouse Anti sc-8405 Santa Cruz 1:200
NFAT Biotechnology
DAPI D8417 Sigma Aldrich 1:500
WGA W32464 ThermoFisher 1:250

Tabela 3: Anticorpos primarios e sondas fluorescentes utilizados nos experimentos.

I e

Alexa 488 A11006 ThermoFisher 1:200
Goat Anti Rat

Alexa 488 A11001 ThermoFisher 1:200
Goat Anti Mouse

Tabela 4: Anticorpos secundarios utilizados para os experimentos de imunofluorescéncia.
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3.7 Avaliacdo da deposicédo de colageno por PicroSirius

O SiriusRed € um corante histologico que marca em vermelho o colageno total
presente no tecido. Aqui, utilizamos um protocolo de hidratagéo e desidratacdo do
tecido antes de incubar com a solugdo de SiriusRed, conforme descrito em (HADI;
MOUCHAERS; SCHALIJ; GRUNBERG et al., 2011). Esta minimiza o background de
marcacao do corante no intersticio cardiaco, otimizando a qualidade das imagens e
das andlises. Apos esta etapa de hidratacdo, os cortes foram incubados na solugéo
de SiriusRed por 45 minutos exatos. Este tempo de incubacdo com PicroSirius €
crucial para a 6tima coloracéo do tecido, onde tempos superiores podem aumentar o
background de forma irreversivel e tornar inviavel as analises. Apdés o PicroSirius, 0s
cortes passaram por mais uma etapa de desidratacdo, e por ultimo incubados em
solucdo de acido cloridrico a 0,01 mol/L por 1:30 min. Finalmente, as laminas foram
seladas utilizando Entellan™ (Merck) sob laminula de vidro. As imagens foram
capturadas em microscépio de campo claro (Zeiss), em aumento de 40x, e analisadas
utilizando o software Image ProPlus (versdo 4.5.0.29). Toda a marcacao vermelha
presente no tecido foi considerada deposicdo de colageno total, e o valor foi

normalizado pela respectiva area selecionada para analise.

3.8 Quantificacéo da expressao proteica por Western Blotting

Os tecidos cardiacos que estavam conservados em um freezer -80 foram
descongelados e sofreram homogeneizacdo por 30 minutos em um tampéao de lise
(NaCl,100 mM; Trisbase, 50 mM; EDTA-2Na, 5 mM; NasP-0O7x10H20, 50 mM; MgCl.,
1 mM, em pH 8,0) com detergentes (Nonidet P40 1%, Triton x-100 0.3% e deoxicolato
de sodio 0,5%), contendo inibidores de protease (PMSF 200 mM; benzamidina 15.7
mg/mL; pepstatina 10 mM; aprotinina 10 mg/mL) e inibidores de fosfatase (NaF, 20
mM; NasVOas, 1 mM). Apoés isso, performou-se a centrifugacdo do material por 12 min,
8.000 rpm a 4°C. Em seguida o sobrenadante foi coletado e acondicionado em freezer
-80°C para posterior uso. A quantificacdo da concentracao de proteinas foi realizada

seguindo o método descrito previamente (Bradford, 1976).
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Para realizar o experimento per se, 30-40 ug de proteinas foram separados em um
gel de poliacrilamida, cuja concentracao do gel de separacéo variou de entre 10-12%
de acordo com a massa molecular da proteina de interesse. Em seguida, as amostras
passaram por um aquecimento a 95°C por 5 min quando o alvo era uma proteina
citoplasmatica, ou a 37°C por 10 min para proteinas membranares. A corrida foi
realizada com uma voltagem de 120V e tempo de até 120 min. Para a transferéncia
utilizou-se o aparelho de transferéncia semi-dry (BioRad), na voltagem de 20V, com o
tempo de transferéncia variando entre 30 e 40 min. Em seguida, as membranas foram
lavadas em solucdo de TBS-T (Tris-Buffered Saline; NaCl, 150 mM; Tris, 25 mM e
0,05% de Tween 20, em pH 8,0). O bloqueio das membranas foi performado utilizando
solucao de TBS-T com leite desnatado a 5% por 1 hora, em temperatura ambiente e
agitacdo constante. As membranas foram entdo incubadas overnight, a 4°C, com
anticorpos primarios diluidos em solucao de leite 1% em TBS-T. Na tabelas X e Y,
encontram-se 0s anticorpos primarios e secundarios utilizados para os experimentos,

e suas respectivas diluicoes

Anticorpos Catalogo Marca Diluicao
Primérios
Rabbit anti B2-AR PA5-27083 ThermoFisher 1:500
Scientific
Rabbit anti sc-56036 Santa Cruz 1:1000
Caspase-1 Biotechnology
Mouse anti sc-514414 Santa Cruz 1:1000
PYCARD (ASC) Biotechnology
Mouse anti- sc-32233 Santa Cruz 1:3000
GAPDH Biotechnology
HRP anti- sc-13119 Santa Cruz 1:3000
HSP90a/3 Biotechnology
Rabbit anti NLRP3 sc-pa579740 Santa Cruz 1:2000
Biotechnology

Tabela 5: Relacéo dos anticorpos e diluicdes utilizadas para os experimentos de Western Blotting.
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Anticorpos Catélogo Marca Diluicéo
Secundarios

Anti-Rabbit A0545 Sigma-Aldrich 1:15000
Anti-Mouse A2554 Sigma-Aldrich 1:15000

Tabela 6: Anticorpos secundarios e suas diluicdes para os experimentos de Western Blotting.

3.9 Andlise estatistica

Os dados foram estratificados e a normalidade testada utilizando o software GraphPad

Prism. Caso a distribuicdo normal dos dados fosse atestada, o teste estatistico One

Way ANOVA era aplicado seguindo o pos teste estatistico de Tukey. Inobstante,

aplicamos o teste estatistico paramétrico mais indicado pelo software. A hipétese nula

foi rejeitada quando p<0.05, e o erro sera apresentado como erro padrdo da média.
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4. RESULTADOS

4.1 O tratamento leva a uma perda de peso maior dos animais tratados no ZT12

72h apés administrarmos 0 ISO no ZTO0 (7h da manhd) e ZT12 (19h), os animais foram
pesados antes dos sacrificios. Os espécimes tratados no ZT12 tiveram uma variacao
de peso maior do que os animais tratados no ZTO, como é possivel observar na Figura
11. E importante salientar que ap6s o tratamento com SO, é caracteristico haver uma
perda de mobilidade dos animais. Por isso, colocamos ragao no fundo da gaiola destes
animais tratados, para facilitar a sua alimentacéo e limitar os vieses. Sem embargo,
0s animais tratados com ISO tiveram uma perda de peso estatisticamente relevante,

como demonstrado na Figura 11.
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Figura 11: Os animais tratados com ISO no ZT12 perdem mais peso. Trés dias apds o tratamento
com ISO observamos que 0s animais tratados no ZT12 perderam mais peso do que 0s animais tratados
no ZT0, como pode ser observado na imagem. Os resultados estdo expressos como média + erro

padrédo da média. *p<0.05 vs os demais grupos. One-way ANOVA seguido do p0s teste estatistico

Tukey.



48

4.2 O ISO induz um aumento maior do peso do corag¢do no ZT12

Em seguida, decidimos avaliar as alteracdes morfométricas no tecido cardiaco 72h
apos o tratamento com ISO. Apds os animais serem sacrificados e o tecido cardiaco
limpo, retirado e pesado, a massa do coracdo (em mg) fora entdo normalizada pelo
peso corporal do animal (em g) e pelo comprimento da tibia (em mm). Houve um
aumento do peso do coracdo tanto corrigido pelo peso corporal quanto pelo
comprimento da tibia dos animais tratados em ambos os ZTs, como pode ser
observado na Figura 12:

A B
15—
*
o
S 10+ * 8 -
X * * %10_ * Q
(=]
> Q £ o
= (=]
S 5 i
a E 97
o
= :
0 T I T I 0 I I I I
CT 1SO CT 1ISO CT ISO CT 1ISO
ZTO0 ZT12 ZT0 ZT12

Figura 12: O tratamento com ISO induz um aumento maior do peso do coracgdo corrigido pelo
peso corporal e pelo tamanho da tibiano ZT12. Como pode ser observado nos graficos, o tratamento
com ISO eleva a massa do tecido cardiaco corrigido pelo peso corporal (A) e pelo comprimento da tibia
(B) em ambos os ZTs. Porém de forma importante, ha um aumento maior do peso do coracdo dos
animais tratados no ZT12 vs ZT0. Legenda: HW= heart weight (peso do cora¢éo); BW= body weight
(peso corporal); TL=tibia length (comprimento da tibia). Os resultados estéo expressos como média +
erro padrao da média. *p<0.05 vs 0s demais grupos. One-way ANOVA seguido do pés teste estatistico
Tukey.
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4.3 Hipertrofia da fibra cardiaca esta mais exacerbada em animais tratados com

ISO no ZT12

Apobs obtermos os dados do aumento do peso dos coracdes, decidimos avaliar se
estaria havendo alteracdes hipertroficas a nivel celular dos cardiomiécitos. Para isso,
utilizamos cortes transversais do tecido cardiaco que foram processados utilizando a
sonda fluorescente WGA, que tém afinidade por glicoproteinas presentes na
membrana celular. Desta forma, torna-se possivel mensurar a area das células
presentes no tecido. Importante reforcar que coletamos a area apenas dos
cardiomidcitos que se apresentaram em projecdo transversal, para obtermos a area
transversal (cross sectional area, ou CSA) destas células. Como pode ser observado
na Figura 13, houve um aumento da CSA dos cardiomiocitos dos animais tratados em

ambos os ZTs. Porém, este aumento foi maior no ZT12 vs ZTO.

A
L ewea

ZT0 Zi12 B
1500
*

& 1000 *

£ *

<

8 500 A ‘

0 I T T

I
CT ISO CT 18O
ZT10 ZT12

Figura 13: O tratamento com ISO induz um aumento maior da é&rea transversal dos
cardiomiocitos no ZT12. Avaliamos a CSA dos cardiomiécitos utilizando a sonda fluorescente WGA,
gue tém afinidade pela membrana celular, como pode ser observado na imagem A, em vermelho. Apés
isso, quantificamos a area das células em corte transversal e observamos um aumento da CSA em
ambos o0s ZTs apoés tratamento com 1SO, porém este aumento é maior no ZT12. Os resultados estao
expressos como média + erro padrao da média. *p<0.05 vs os demais grupos. One-way ANOVA

seguido do pds teste estatistico Tukey.
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4.4 Tratamento com ISO néo induz um aumento da deposi¢cdo de colageno total

no coragao

Como houve um processo de remodelamento hipertrofico do coragdo apos a
intoxicacdo catecolaminérgica, decidimos avaliar a deposicdo de matriz extracelular
no intersticio do tecido. Para isso, realizamos um experimento histologico utilizando a
coloracao de PicroSirius, que marca com a coloracéo vermelha toda a matriz colagena
presente no tecido. Como pode ser observado na Figura 14 e Figura 15, ndo houve
aumento da deposicdo de colageno total apés trés dias de tratamento com 1SO.
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Figura 14: o tratamento com ISO n&o induz um aumento da deposi¢cdo de colageno total no
tecido cardiaco. Como pode ser observado no painel representativoacima, em (A), ndo ha aumento
estatisticamente significativo da deposicao de colageno no intersticio do coracéo. O grafico de barras
em (B) indica a quantificacdo do sinal vermelho presente nos cortes, que representa o colageno
presente entre as células cardiacas. Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da
média. *p<0.05 vs os demais grupos. One-way ANOVA seguido do pos teste estatistico Tukey.
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Figura 15: imagens representativas de cortes transversais do coragdo inteiro, demonstrando
gue o ISO néo induz aumento da deposicdo de coladgeno. A figura acima demonstra um corte do
coracgdo inteiro (whole donut) apos o tratamento com ISO em ambos os ZTs. Como pode ser visto na
imagem ampliada do grupo ISO ZT12, o tratamento ndo induziu um aumento da deposic¢édo de colageno
total. As setas pretas indicam a presenca de colageno intersticial entre as células do parénguima

cardiaco. Barra de escala= 2000uM (coragao inteiro) e 50uM na figura ampliada.

4.5 O 1SO néo induz um aumento de células YFP+ dos animais reporter MYH7-YFP

Apds obtermos os resultados do experimento de deposicdo de colageno total,
decidimos avaliar como estaria a expressao da cadeia pesada de miosina do subtipo
B (B-MHC), também conhecida por MYH7. Esta proteina é expressa em camundongos
no coracdo principalmente durante o desenvolvimento embrionério, e deixa de ser
expressa conforme o espécime amadurece, sendo substituida pelo subtipo o (a-MHC).
Porém, em situacdes de estresse, principalmente quando ha deposicao de matriz
extracelular no coragcdo, a B-MHC é reexpressa, sendo um indicativo de fibrose
cardiaca. Tratamos os animais reporter MYH7-YFP com ISO, porém nao verificamos

significancia estatistica entre os grupos analisados, como pode ser visto na Figura 16:
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Figura 16: O tratamento com ISO nao induz um aumento da reexpressao da B-MHC em animais
reporter MYH7-YFP. Como pode-se visualizar na imagem (A), ndo ha um aumento da porcentagem
de cardiomiocitos YFP+ no coragdo apés o tratamento com ISO. Em (B), temos um grafico de barras
sumarizando a porcentagem de células YFP+ pelo total de células presentes em cada corte. Os
resultados estédo expressos como média + erro padrao da média. *p<0.05 vs os demais grupos. One-

way ANOVA seguido do pos teste estatistico Tukey.

4.6 O tratamento com I1SO induz um aumento de NFAT apenas no ZT12

Apos os resultados anteriores demonstrarem uma possivel hipertrofia do tecido apos
o tratamento com ISO, decidimos avaliar a expressao de componentes relacionados
as vias de sinalizacao hipertroficas no coracao. Por imunofluorescéncia avaliamos as
concentracdes in situ do NFAT, um fator de transcricdo que além de estar envolvido
na hipertrofia cardiaca também participa da resposta inflamatéria. Constatamos que
houve um aumento da expressdo do NFAT apenas no ZT12 apds o tratamento com
ISO, corroborando com os resultados anteriores que apontavam uma hipertrofia
cardiaca mais acentuada nos animais tratados neste horario do dia. Como € possivel
visualizar na imagem A da Figura 17, houve um aumento da intensidade do sinal

fluorescente do NFAT, em verde, apenas nos animais tratados no ZT12. Em B,
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representamos a quantificacdo deste sinal normalizado pela area em um gréfico de

barras.
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Figura 17: O tratamento com ISO induz um aumento da expressdo de NFAT apenas no ZT12. O
NFAT é um fator de transcri¢ao nuclear envolvido com a hipertrofia cardiaca e inflamacéao, e geralmente
encontra-se elevado em situacdes de estresse. Na imagem (A) pode-se observar um painel
representativo contendo cortes transversais do tecido cardiaco processados por imunofluorescéncia. O
azul representa o DAPI (que marca o nucleo das células), em vermelho o WGA (para visualizacdo da
membrana celular) e em verde o sinal do NFAT. O gréfico B representa a quantificacdo da intensidade
do sinal fluorescente verde, do NFAT. Os resultados estédo expressos como média + erro padrdo da

média. *p<0.05 vs os demais grupos. One-way ANOVA seguido do pos teste estatistico Tukey.

Até aqui, constatamos que o tratamento com ISO induz uma hipertrofia cardiaca mais
exacerbada nos animais tratados no ZT12, desta forma, achamos interessante avaliar
as alteracbes morfoldgicas e celulares que estariam envolvidas na resposta pro-

hipertrofica diferencial apds o tratamento com I1SO, entre os ZTs.

4.7 O tratamento com ISO induz mais alteracdes morfolégicas no coragéo no ZT12

72h apos o insulto

Realizamos um experimento histolégico utilizando hematoxilina e eosina (H&E), e um

experimento de imunofluorescéncia em cortes criopreservados do tecido cardiaco,
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sendo o alvo escolhido para a imunoflorescéncia o CD68, que é uma proteina muito
expressa por macrofagos residentes e mondcitos (pan-macrophage marker).
Primeiramente para o experimento de H&E (Figura 18), nos animais tratados com 1SO
h& presenca relevante de células imunes no parénquima tecidual, com discrepante
diferenga no padréo de distribuicdo deste infiltrado entre os ZTs. No ZTO, é possivel
analisar a presenca de um infiltrado discreto, difuso e muitas vezes préximo a vasos
sanguineos. Este infiltrado encontra-se principalmente no material extracelular, entre
os cardiomiécitos, onde possivelmente exercem os seus efeitos fagociticos. Também
ha a presenca de um material amorfo eosinofilico indicativo de necrose tecidual, em

diversas regides do corte.

ZT0

ZT12

Figura 18: O tratamento com ISO induz altera¢fes histopatol6gicas e a presenca de infiltrado
inflamatério no tecido cardiaco apos 72h. Como é possivel observar no painel acima de um corte
transversal do tecido cardiaco corado com H&E, o tratamento com ISO induz alteragdes
histopatoldgicas no parénquima cardiaco. Em (A), as setas pretas indicam a presenca de células
imunes difusas pela area fotografada. A area circunscrita pontilhada em branco indica a presenca de
um pequeno vaso, onde em seu entorno € possivel avaliar a presenga de células imunes. A area
pontilhada em branco indica a presen¢a de um material amorfo eosinofilico depositado no tecido, sendo
indicativo de necrose tecidual. Em (B), é nitida a presenca mais pronunciada de infiltrado inflamatério
no tecido, mais distribuido e agregado em regi6es do coragdo, como representado pela area pontilhada
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em branco. As setas pretas indicam a presenca de células imunes difusas pelo tecido, e a area
pontilhada em preto um material amorfo eosinofilico depositado no tecido, que também esta presente
em outras regides do corte, sendo um indicativo relevante de necrose tecidual. Barra de escala =
100uM.

Entretanto, no ZT12 a presenca de células imunes no tecido € categoricamente mais
abundante. Ora este infiltrado encontra-se disperso pelo tecido, outra se acumula em
clusters de células imunes, com a presenca de deposicdo de material amorfo
eosinofilico em seu interior. Nestes animais, a presenca de alteracdes
histopatoldgicas indicativas de necrose tecidual € muito mais abundante, com uma
presenca difusa de matéria eosinofilica e amorfa por todo o corte. As células imunes

presentes no corte também se encontram entre os cardiomiécitos.

4.8 O tratamento com ISO induz um aumento da fluorescéncia in situ de CD68
restrito ao ZT12

Apds notarmos pelo experimento histolégico de H&E que houve, qualitativamente,
mais alterac¢des histolomorfolégicas no parénquima cardiaco quando os animais eram
tratados com ISO no ZT12, decidimos avaliar de forma progressivamente mais
guantitativa os motivos. Por verificarmos a presenca de um infiltrado inflamatorio,
decidimos realizar um experimento de imunofluorescéncia para o CD68, uma proteina
gue é expressa em macrofagos. De forma imperativa, observamos que o tratamento
com ISO induziu um aumento do sinal fluorescente para o CD68 restrito ao ZT12,
como pode ser visto na Figura 19A-B. Importante notar que o sinal fluorescente se
apresenta difuso pelo parénquima tecidual (Figura 19A), aglomerados em clusters, ou
grumos, assim como fora observado pelo experimento de H&E (Figura 18).
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Figura 19: Ha um aumento de células CD68+ apenas no ZT12 apds tratamento com ISO. A partir
de um experimento de imunofluorescéncia para a proteina CD68, presente em macrofagos e
mondcitos, observamos um aumento restrito ao ZT12. Em (A) é possivel observar uma elevacao do
sinal apenas no ZT12, que foi confirmado pela quantificacdo da intensidade do sinal fluorescente
representado no gréafico de barras (B). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da

média. *p<0.05 vs os demais grupos. One-way ANOVA seguido do pos teste estatistico Tukey.

4.9 A inflamacé&o cardiaca mais grave é observada nos animais tratados com ISO

no ZT12

Apobs observarmos um aumento da hipertrofia e da expresséo in situ de CD68 apés o
tratamento com ISO mais proeminente nos animais tratados no ZT12, decidimos
avaliar o perfil de células inflamatoérias no coracéo por citometria de fluxo. Uma vez
que a inflamacdo €& um componente homeostatico importante quando ha
remodelamento cardiaco hipertrofico, realizamos um experimento de citometria de
fluxo nos animais tratados nos ZTO e ZT12. Trés dias apds o tratamento com ISO, foi
observada uma diferenca estatistica no nimero de leucdcitos cardiacos entre o grupo
controle e o grupo tratado no ZT12, como pode ser observado na Figura 19-A. Ao
contrario, no ZTO, ndo foi observado aumento significativo no niamero de leucécitos
no coragao dos animais do ZTO. Além disso, comparando ambos 0s grupos tratados

com ISO, foi observado um aumento significativo de quase 3 vezes no numero de
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leucécitos no coracdo dos animais tratados com isoproterenol do ZT12 em
comparacao ao ZT0. Um perfil semelhante foi observado para o numero de neutrofilos

(Figura 19-B) e macrofagos/mondcitos (Figura 19-C).
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Figura 20: Tratamento com ISO induz aumento significativo do nimero de leucdcitos, neutroéfilos
e macrofagos/mondcitos no coragcédo apenas no ZT12. Graficos de barras demonstrando o nimero
de leucdcitos (A), neutréfilos (B) e macréfagos/mondcitos no coracdo (C), quantificados em um
experimento de citometria de fluxo. Os resultados estao expressos como média + erro padrao da média.

*p<0.05 vs os demais grupos. One-way ANOVA seguido do p0s teste estatistico Tukey.

Como os macrofagos sdo o tipo celular que mais aumentou nestas condicdes
experimentais, nos decidimos investigar as subpopulacdes de macréfagos envolvidas
neste fendétipo. Para isso, realizamos um gating subsequente para avaliar a expressao
dos marcadores MHC-1l e CCR2. A Figura 20 detalha a composi¢cdo de macrofagos
cardiacos nos ZTO0 e ZT12 nos animais tratados com isoproterenol. Foi observado um
aumento significativo no numero de macrofagos derivados de mondcitos
(CCR2*MHC-11"9") nos animais tratados com isoproterenol tanto ZTO quanto no ZT12,
sem diferenca estatistica entre os ZTs (Figura 20-A). Adicionalmente, foi observado
um aumento significativo no nimero de mondcitos (CCR2*MHC-II'%) nos animais
tratados com 1SO no ZT12, o que nao foi observado no ZTO (Figura 20-B). Mais
interessante ainda é que houve um aumento em mais de 3 vezes no numero de
monocitos CCR2*MHC-11"" no grupo ZT12/ISO quando comparado ao grupo ZT0/ISO
mostrando que existe um influxo maior de mondcitos para os coragdes dos animais

tratados a noite (figura 20-B). Foi também observada diferenca estatistica entre os
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ZT0 e ZT12 quanto ao nimero de macréfagos CCR2-MHC-I1'®" nos coragdes tratados
com ISO (Figura 20-D), mas sem alteragdo no namero de células CCR2-MHC-||Mgh
(Figura 20-C).
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Figura 21: Tratamento com ISO leva a aumento do niumero de mondcitos no tecido cardiaco
gquase 3 vezes maior no ZT12 em comparacdo ao ZTO. Graficos de barra representando a
guantificacdo do nimero de macré6fagos CCR2*MHC-11Migh (A), CCR2-MHC-I1high (C) ou CCR2-MHC-|[low
(D) e monécitos CCR2*MHC-II'*v (B) no tecido cardiaco, por citometria de fluxo, apés 3 dias de
tratamento com ISO na dose Unica de 300mg/kg. Os resultados estdo expressos como média * erro
padrdo da média. *p<0.05 vs 0s demais grupos. One-way ANOVA seguido do pos teste estatistico

Tukey.

4.10 O tratamento com ISO induz morte celular em ambos os ZTs
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ApOs os resultados anteriores indicarem que o ISO induz um maior influxo de
leucocitos, neutrofilos e principalmente macrofagos/mondcitos no ZT12, partimos para
investigar se haveria grau de lesédo diferencial entre os ZTs que justificasse estes
achados. Como a morte celular e necrose tecidual s&o um dos componentes iniciais
da patogénese da CT, investigamos-nas por um experimento onde utilizamos o Evans
Blue, um corante que possui afinidade por células necréticas. Este corante acumula-
se em azul nestas células, tornando possivel sua visualizacdo em microscopia de
campo claro ou de fluorescéncia, no comprimento de onda de 555 nm, como

demonstrado na imagem a da Figura 22A:
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Figura 22: O tratamento com ISO induz um aumento da morte celular em ambos os ZTs. Os
animais foram tratados com ISO nos ZT0 e ZT12 e apds 6h de tratamento (ZT6 e ZT18), fora injetado
o Evans Blue Dye (EBD) a 1%. Verificamos na imagem A que houve um aumento de células positivas
para o evans blue (representadas em vermelho no painel representativo) nos animais tratados com
ISO. Porém, este aumento nao foi distinto entre 0os grupos. Legenda: EBD= Evans Blue Dye. Os
resultados estédo expressos como média + erro padrao da média. *p<0.05 vs os demais grupos. One-

way ANOVA seguido do pos teste estatistico Tukey.

A guantificacdo do numero de células que acumularam o corante por campo, nos
demonstrou que houve um aumento da porcentagem de células necroéticas apds o

tratamento com ISO, em ambos o0s ZTs, sem diferenca entre eles (Figura 22B). Sendo
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assim, nossa hipotese € de que ha um recrutamento diferencial de macréfagos para
0 coracao no ZT12. Para comecar a investigar isto, decidimos avaliar a expressao
proteica do inflamassomo NLRP3, envolvido com a resposta imune diante tratamento
com 1SO.

4.11 Avaliacdo da expressdo de proteinas envolvidas com a ativacdo do

inflamassomo NLRP3

ApOs constatarmos pela citometria de fluxo que estava havendo um recrutamento
diferencial de monécitos no ZT12, sem diferencas no grau de lesdo entre os ZTs, e
pela imunofluorescéncia para CD68 uma presenca maior de macrofagos no ZT12, nos
perguntamos quais seriam as raz6es moleculares para tal fenbmeno. Primeiramente
decidimos avaliar a expressédo proteica de proteinas downstream a ativacdo do
inflamassomo NLRP3 72h apos o tratamento com 1SO. O inflamassomo NLRP3 € um
componente importante no remodelamento cardiaco induzido por ISO (SUETOMI;
WILLEFORD; BRAND; CHO et al., 2018). Para isso, avaliamos a expressao proteica
total de ASC (também conhecida por PYCARD ou do inglés Apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD), uma proteina que forma um dimero com a
caspase-1 para ativar a via downstream do NLRP3. Como pode ser observado nos
graficos de barra da Figura 23, os dados ainda permanecem estatisticamente

inconclusivos.
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Figura 23: avaliacdo da expressdo proteica de ASC e Caspase-1. Como pode ser observado nos
graficos de barra acima, avaliamos a expresséao das proteinas ASC (A) e Caspase-1 (B), envolvidas na
ativagdo do inflamassomo NLRP3. Entretanto, até entdo os dados permanecem inconclusivos. Os
resultados estao expressos como média * erro padréo da média. *p<0.05 vs os demais grupos. One-
way ANOVA seguido do pos teste estatistico Tukey.

Diante destes resultados, nos perguntamos se haveria alteracdes prévias as 72h
ocorrendo no coracdo que justificassem os fenbmenos observados apos 3 dias de
tratamento. Logo, decidimos avaliar se 24h apds o tratamento com ISO haveria ja
modificagdes no coracao, incluindo presenca de infiltrado inflamatério, uma vez que

0S monaocitos comecam a adentrar no tecido neste tempo.

4.12 Ha perda de peso corporal restrita ao ZTO 24h apos o tratamento com 1SO

Como pode ser observado na Figura 24, apenas 0s animais tratados no ZTO
perderam, de forma significativa, peso apos o tratamento com 1SO. Este resultado foi
muito importante, pois nos indicou um perfil distinto de modificacdes corporeas nos
espécimes 24h apds o tratamento com I1SO, onde verificamos uma perda de peso
maior nos animais tratados no ZT12 72h apo6s o desafio (Figura 11). Em seguida,
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avaliamos as medidas do peso cardiaco normalizado pelo peso corporal e pelo

comprimento da tibia, sendo uma observacao inicial da hipertrofia cardiaca.
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Figura 24: os animais tratados com ISO e sacrificados 24h depois perdem peso somente no ZTO.
ApOs observarmos um aumento de citocinas pré-inflamatoérias apenas nos animais tratados no ZT12,
notamos que esses animais perderam peso apenas no ZT0, evidéncia observavel no gréafico de barras
(A). Os resultados estéo expressos como média * erro padréo da média. *p<0.05 vs 0s demais grupos.
One-way ANOVA seguido do pos teste estatistico Tukey.

4.13 O tratamento com ISO aumenta a razdo HW/BW apenas no ZT0

Como é possivel analisar na Figura 25, a seguir, 0s animais tratados com ISO
obtiveram uma maior razdo HW/BW apenas quando receberam o farmaco no ZTO.
Este dado contrasta com o dos animais tratados e sacrificados apds 72h, onde tanto
a razdo BW/HW quanto BW/TL aumentaram em ambos os ZTs, porém com um
aumento maior no ZT12. E importante ressaltar que houve perda de massa corporea
apenas no grupo de animais tratados com ISO no ZT0. Sendo assim, neste ponto a
razdo HW/BW néo representou um indicio importante de hipertrofia cardiaca, pois
também ndo observamos um aumento da razdo HW/TL (Figura 25B). Desta forma,
seria interessante investigar se estariam havendo alteracdes a nivel tecidual nos

cardiomiocitos 24h apés o tratamento com 1SO, que foi 0 que fizemos em sequéncia.
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Figura 25: 24h ap6s a administracéo de ISO apenas os animais tratados no ZT0 tém um aumento
da razdo HW/BW. Como é possivel observar no grafico de barras em (A), apenas os animais tratados
no ZT0 tém um aumento do peso do cora¢ao normalizado pelo peso corporal. Em (B) ndo observamos
diferencas estatisticamente significativas, dado que contrasta com os obtidos nos animais sacrificados
72h apos o insulto com ISO. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média.

*p<0.05 vs os demais grupos. One-way ANOVA seguido do pds teste estatistico Tukey.

4.14 Ha aumento da CSA em ambos os ZTs 24h apdés o tratamento

Como é possivel avaliar na Figura 26, o tratamento com 1SO induziu um aumento da
CSA em ambos os ZTs, porém, sem diferenca entre os animais tratados no ZTO vs
ZT12. Apesar de ndo termos observado aumento do peso do coracao corrigido pela
tibia (HW/TL) nos ZTs, o tratamento demonstrou ter impacto em alteracdes

morfoestruturais a nivel tecidual dos cardiomidcitos, neste tempo.
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Figura 26: O tratamento com ISO induz um aumento da CSA em ambos os ZTs. Como é possivel
observar acima, o tratamento com ISO induziu um aumento da area transversal dos cardiomiécitos em
ambos os ZTs. Em (A), observa-se em vermelho que houve um aumento da area das células
transversas apos o tratamento com 1SO, fato consagrado pela quantificacdo da area destas células,
representado pelo gréfico de barras em (B). Os resultados estéo expressos como média + erro padréo
da média. *p<0.05 vs os demais grupos. One-way ANOVA seguido do pos teste estatistico Kruskal-
Wallis

A despeito do contraste notado com os animais sacrificados ap6s 72h de tratamento,
decidimos avaliar a presenca de células inflamatérias no parénquima cardiaco 24h
apos o tratamento com 1SO, utilizando o anticorpo anti-CD68. Este dado seria de suma
importancia para comecar a entender melhor as alteracdes cardiacas que ocorrem
72h apos o tratamento, onde ha relevante presenca de infiltrado inflamatorio no

coracao e indicios de influxo maior de monadcitos no ZT12.

4.15 O tratamento com ISO induz um aumento dos niveis de células CD68+ apenas
no ZT12

O painel representativo na Figura 27 indica um experimento de imunofluorescéncia

realizado nos cortes transversais cardiacos dos animais sacrificados 24h apos o
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tratamento com ISO. A quantificacdo da intensidade de fluorescéncia indica que houve
um aumento dos niveis de CD68+ restrito ao ZT12. Este resultado é consonante com
0 dos animais sacrificados 72h apos o tratamento com ISO, onde também houve um

aumento da intensidade de fluorescéncia de CD68 apenas no ZT12.
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Figura 27: Ha um aumento de células CD68+ restrito ao ZT12 24h apés o tratamento com 1SO.
Como pode-se distinguir nafigura acima, ha um aumento do sinal em verde (A), que representa o CD68
(um marcador de macrofagos) restrito ao ZT12. A quantificagdo deste sinal fluorescente, que foi
corrigido pela &rea selecionada, indicou que houve um aumento estatisticamente relevante apenas no
ZT12 (B). As setas brancas nos grpos CTRL ZTO e ISO ZTO indicam a marcacdo em verde. Os
resultados estédo expressos como média + erro padrdo da média. *p<0.05 vs os demais grupos. One-

way ANOVA seguido do pos teste estatistico Tukey.

Em suma, a analise do tecido cardiaco 24h apos o desafio com ISO demonstrou que
ndo existem diferencas no grau de hipertrofia dos cardiomidcitos (Figura 26), apesar
de um aumento consideravel no nimero de macrofagos (Figura 27). A despeito de
nao termos ainda investigado a fundo a identidade dessas células, nossos dados

sugerem que exista uma relacdo causal entre o maior niumero de macréfagos no
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coracao no dia 1 (Figura 27) e o remodelamento cardiaco subsequente, 72h apds o

tratamento com 1SO.



67

5. DISCUSSAO

Neste trabalho, demonstramos pela primeira vez a influéncia temporal na resposta
inflamatodria cardiaca apdés uma sobrecarga de 1SO. Camundongos tratados em seu
periodo do dia de maior atividade, durante a transicéo da fase clara para a escura, no
ZT12, apresentaram uma hipertrofia e inflamacdo cardiaca mais severa em
comparacao com os camundongos tratados na transicao da fase escura para a clara,
no ZT0. Os espécimes tratados no ZT12 tiveram uma maior perda de peso (Figura
11A), hipertrofia cardiaca (Figura 12A-B) e dos cardiomidcitos (Figura 13A-B), da
expressdo de moléculas pro-hipertréficas (Figura 17A-B) e de forma notavel, do
infitrado de leucécitos, como neutrofilos e mondcitos/macréfagos (Figura 20A-C;
Figura 21A-D). Estes achados podem ser compreendidos, até certo ponto, devido ao
infiltrado diferencial de monécitos no ZT12. Iniciamos a investigar melhor esta
hipétese, onde 24h apds o tratamento com ISO, ja ha um aumento da fluorescéncia
para CD68 (Figura 27). As propostas mecanisticas para a patogénese da CT ainda
sé@o obscuras, escassas e muitas vezes contraditorias. Portanto, novas evidéncias
forjadas sob a luz da cronobiologia podem representar um avanco inestimavel na
compreensao desta doenca, uma vez que o tempo tem se mostrado cada vez mais
uma forca elementar, preditiva e moderadora de todos os eventos fisioldgicos e

patoldgicos.

Os animais sacrificados apos 72h de tratamento com ISO apresentaram uma maior
hipertrofia do coracéo e celular no ZT12, em conjunto com maior expressao de NFAT.
E muito importante salientar que esta resposta hipertrofica do coracéo é adaptativa,
visando a manutencao das fun¢des vitais e metabdlicas do 6rgdo e do organismo.
Porém, se o estimulo estressor ndo for resolutivo, esta hipertrofia pode se tornar
patolégica, evoluindo para perda de funcdo, dilatacdo dos ventriculos e faléncia
cardiaca (FREY; KATUS; OLSON; HILL, 2004). A ritmicidade diurna da resposta
hipertrofica dos cardiomiocitos frente a um desafio de ISO ja foi descrita anteriormente
por Durgan et al., onde apdés 7 dias de tratamento com ISO em uma dose de
5mg/Kg/dia os animais apresentaram uma hipertrofia cardiaca maior quando tratados
no ZTO vs ZT12, efeito atenuado em animais CBK e CCM (DURGAN; TSAl;
GRENETT; PAT et al., 2011). Antagonicamente, uma semana ap6s uma dose Unica

de 300mg/Kg de ISO ha um aumento da expressdao de mRNA de ANP, BNP (proteinas
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relacionadas com hipertrofia) e B-MHC (como ja discutido anteriormente, ela esta
relacionada principalmente com a fibrose cardiaca) em camundongos, demonstrando
que esta variacdo circadiana da resposta pro-hipertrofica pode estar relacionada com
a dose de ISO administrada e o tempo de tratamento. (WALLNER; DURAN; MOHSIN;
TROUPES et al., 2016).

Os efeitos pré-hipertréficos do 1ISO no tecido cardiaco ja sdo bem caracterizados e
reconhecidos, uma vez que a ativacdo dos B-ARs pelo farmaco leva a um aumento do
AMPc nos cardiomidécitos e outras células cardiacas que expressam esses receptores
(DE LUCIA; EGUCHI; KOCH, 2018). O AMPc age ativando vias de sinalizacéo
intracelulares que, dentre diversos efeitos, elevam os niveis intracelulares de Ca?*.
Este Ca?" regula a atividade da calcineurina, que age fosforilando e induzindo a
migracdo do NFATc (porgéo citoplasmatica do NFAT) para o nucleo, onde exercera
0os seus efeitos pro-transcricionais (CRABTREE; OLSON, 2002). O complexo
calcineurina-NFAT parece ser primordial para a hipertrofia cardiaca em diversas
situacoes fisiopatoldgicas, uma vez que a inibicdo localizada da MAPK p38 eleva a
atividade do complexo calcineurina-NFAT, levando a uma cardiomiopatia hipertrofica
(BRAZ; BUENO; LIANG; WILKINS et al., 2003). Além disso, evidéncias demonstram
que a translocacdo do NFAT para o nucleo celular da musculatura esquelética
apresenta uma ritmicidade circadiana, sendo sua acrofase durante a fase escura
(ZT16)(DYAR; CICILIOT; TAGLIAZUCCHI; PALLAFACCHINA et al., 2015). Estes
indicios da participacdo do NFAT na hipertrofia cardiaca sdo muito relevantes para o
fendtipo observado em nosso trabalho, onde apenas os animais tratados no ZT12
tiveram um aumento da expressao total de NFAT (Figura 17A-B) e uma maior CSA
dos cardiomiocitos 72h apés o tratamento (Figura 13A-B), em comparagdo com o
grupo tratado no ZT0. Além disso, houve um aumento das relagcbes HW/BW e HW/TL
maior nos animais tratados no ZT12 (Figura 12A-B), indicando que o coracao dos
animais tratados no ZT12 passa por um remodelamento hipertrofico distinto dos

animais tratados no ZTO.

De suma relevancia, esta hipertrofia diferencial entre os ZTs parece também ser
tempo-dependente: 24h apds o tratamento houve um aumento da relacdo HW/BW
restrita aos animais tratados no ZT0 (Figura 25A-B), porém, vale citar que os animais
tratados neste ZT perderam mais peso que 0S animais tratados no ZT12, sem

alteracfes na relacdo HW/TL (Figura 24A). Além disso, notamos um aumento da CSA
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dos animais sacrificados 24h apo6s o tratamento com ISO em ambos os ZTs, sem
diferenca entre os grupos tratados (Figura 26A-B). Desta maneira, ndo se pode
descartar que a hipertrofia cardiaca e o aumento da expressao de NFAT 72h apds o
tratamento podem ser secundérias a alteracbes prévias no tecido cardiaco e em
outras vias de sinalizacdo, por exemplo, na maquinaria de célcio dos cardiomidcitos.
Por exemplo, a expressédo de canais ibnicos apresenta uma ritmicidade circadiana,
predispondo inclusive eventos arritmicos (JEYARAJ; HALDAR; WAN; MCCAULEY et
al., 2012), e além disso, ha um aumento da sinalizacdo adrenérgica no coragdo devido
a ritmicidade do ténus simpatico no tecido (BIAGGIONI, 2008), o que pode predispor

0 coracao a piores desfechos diante uma hiper estimulag¢do adrenérgica.

Por observarmos que o coracao estava sofrendo alteragcbes estruturais e celulares
devido a sobrecarga de ISO, decidimos avaliar se o tratamento estaria induzindo um
aumento da deposicdo de matriz extracelular (MEC) no intersticio do miocardio.
Utilizando o corante SiriusRed, que cora em vermelho o colageno total presente no
tecido (HADI; MOUCHAERS; SCHALIJ; GRUNBERG et al., 2011), ndo verificamos
um aumento da deposicdo de MEC apés o tratamento com ISO, em ambos 0s ZTs
(Figura 14A-B e Figura 15). Corroborando com este dado, ao utilizarmos animais
Myh7-YFP (reporters da proteina f-MHC) ndo houve elevacao da re-expressao desta
proteina (Figura 16A-B), que estad intimamente envolvida no estresse cardiaco
principalmente por fiborose (PANDYA; KIM; SMITHIES, 2006). Provavelmente nao
constatamos um aumento da fibrose tecidual devido ao tempo apds o tratamento,
sendo 72h um prazo muito tenro para que haja aumento estatisticamente significativo
da deposicdo de matriz extracelular neste modelo. Utilizando uma dose Unica de
200mg/Kg de ISO em camundongos, Liao e colaboradores observaram um aumento
relevante da fibrose no miocardio apenas 7 dias apds o tratamento, sem alteracfes
relevantes apés 3 dias (LIAO; CHANG; TANG; WATANABE et al., 2022). Em
contrapartida, quatro semanas ap6s doses Unicas de 200mg/Kg e 300 mg/Kg em
camundongos, Wallner et al ndo observaram aumento da deposi¢ao de colageno total
(WALLNER; DURAN; MOHSIN; TROUPES et al., 2016). Assim como em outros tipos
de lesdes cardiacas, na CT induzida por uma alta dose de ISO o aumento da
deposicdo de colageno parece ocorrer entre 7 e 14 dias ap0s o tratamento, sendo um
evento adaptativo importante para a resolucéo da leséo e formacao da cicatriz, e que
em suma, se sincroniza com um processo inflamatorio prévio no coracdo (WILSON,;
CHEYNE; BROWN; KERR et al., 2018).
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Em sequéncia, nos questionamos se haveria diferencas morfolégicas no parénquima
cardiaco entre os ZTs. Por experimento de H&E, identificamos qualitativamente uma
presencaimportante de células imunes nos animais tratados em ambos os ZTs (Figura
18). Porém, de forma estupefaciente, a presenca de células infiltradas nos animais
tratados no ZT12 era maior que dos animais tratados no ZTO (Figura 18). Além disso,
o tecido dos animais tratados no ZT12 apresentou alteracbes histologicas mais
grotescas, como maior descaracterizacdo do parénquima, presenca de material
eosinofilico amorfo difuso por todo o tecido e as células imunes per se (Figura 18).
Como ja demonstrado por Liao et. al, a presenca de células imunes no tecido cardiaco
apos a superdose de I1SO leva a alterac6es morfoldgicas e funcionais importantes no
tecido cardiaco, incluindo aumento dos niveis de troponina C, um marcador de lesao
cardiaca. (LIAO; CHANG; TANG; WATANABE et al., 2022). Desta forma, uma
inflamacao do tecido cardiaco diferencialmente severa entre os ZTs poderia justificar
as diferentes alteracdes morfoldgicas, celulares e moleculares observadas
temporalmente apds o tratamento com ISO. Assim como discutido anteriormente, a
presenca de células imunes no tecido cardiaco varia de acordo com o seu estado de
homeostase, e, dentre as células presentes no coracado, vale-se destacar o papel
protagonista dos macrofagos em diversas funcdes fisiologicas (LAVINE; PINTO;
EPELMAN; KOPECKY et al., 2018; LITVINUKOVA; TALAVERA-LOPEZ;, MAATZ;
REICHART et al., 2020). Em um trabalho pioneiro de Lavine et al., foi demonstrado
gue a composi¢do de macrofagos no miocardio é distinta em situacdes fisioldgicas ou
patoldgicas: no coracdo em seu estado basal, a presenca de macrofagos CCR2- é
predominante, sendo células majoritariamente de origem embrionaria que se
proliferam localmente no tecido (LAVINE; EPELMAN; UCHIDA; WEBER et al., 2014).
Os macréfagos CCR2- independem de um circuito de sinalizacdo especifico para que
sejam recrutados, pois multiplicam-se no coracao principalmente in situ (WAGNER;
KHAN; MOHSIN, 2020).

Porém, durante eventos patologicos como o IAM ha uma mudanca na composicao
destes macréfagos, onde mondcitos (CCR2*MHC-11"%) vindos da medula éssea
penetram o tecido cardiaco e diferenciam-se em macréfagos CCR2*MHC-||Mgh
(BAJPAI; BREDEMEYER; LI; ZAITSEV et al., 2019; LAVINE; EPELMAN; UCHIDA;
WEBER et al., 2014). Estes tipos celulares também tém funcdes distintas: os
macrofagos CCR2- tém atividades principalmente no equilibrio do coracéo basal e sdo

essenciais para processos vitais como a conducdo dos estimulos elétricos no
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miocardio (HULSMANS; CLAUSS; XIAO; AGUIRRE et al.,, 2017). J4 as células
CCR2*MHC-II"9" possuem um papel majoritariamente proé-inflamatério, e atuam
reparando o tecido e amplificando a resposta imune local (EPELMAN; LAVINE;
BEAUDIN; SOJKA et al.,, 2014). Neste trabalho houve aumento significativo de
leucdcitos, neutroéfilos, mondcitos e macréfagos apenas nos animais tratados no ZT12
(Figura 20A-C, respectivamente). E de forma interessante, em um gating adicional
observamos um aumento de células CCR2*MHC-11"9" em ambos os ZTs (Figura 21A),
porém, o aumento do nimero de células CCR2*MHC-II"" (Figura 20B) e CCR2"MHC-
lI'°"(Figura 21D) foi restrito aos animais tratados no ZT12. Ndo notamos uma alteracéo
do nimero de células CCR2-MHC-II"9" (Figura 21C). Verificamos o mesmo perfil de
infitrado de macroéfagos in situ, por imunofluorescéncia, onde a intensidade de
fluorescéncia do anticorpo CD68 aumentou apenas nos animais tratados no ZT12 nos
animais sacrificados 24h e 72h apds o tratamento com 1SO (Figura 27A-B e Figura
19A-B).

Uma vez que os resultados demonstram que o aumento da quantidade de monécitos
CCR2*MHC-II""" ocorre apenas no ZT12, ha indicios que o influxo de mondcitos para
0 coracdo é maior durante a fase de maior atividade dos animais (ZT12). Outra
possibilidade é que a adesdo destas células imunes no coracao lesionado oscile
diurnamente. Como j4 demonstrado, a expressao de moléculas de adesdo como
ICAM1 e VCAML oscila de formacircadiana, podendo impactar no padrao de resposta
patoldgica dependendo do ZT (SCHEIERMANN; KUNISAKI; FRENETTE, 2013). A
acrofase da expressdo destas proteinas de adesdo da-se no periodo de maior
atividade, entre o ZT12 e ZT13, e seus niveis diminuem para os menores valores
durante o periodo de menor atividade (SCHEIERMANN; KUNISAKI; FRENETTE,
2013). Uma possibilidade aqui seria avaliar o rolamento dos neutréfilos nos vasos
cardiacos agudamente apos o tratamento com 1SO, em ambos os ZTs, a partir de um
experimento de microscopia intravital. Vale ressaltar que além disso, a producéo de
citocinas como CCL2 ou CXCL10 pode variar diurnamente apos o insulto com 1SO,
justificando assim o influxo diferencial de células imunes apds o tratamento. Também
é valido considerar a influéncia da expressao circadianamente oscilatoria do toll-like
receptor 4 (TLR4) (SILVER; BUCKLEY; HUGHES; HASTINGS et al., 2018), que esta
envolvido nas respostas imunes inatas e adaptativas, além de ser importante na
patogénese de diversas doencas cardiovasculares (FRANTZ; KOBZIK; KIM,;
FUKAZAWA et al., 1999; KATARE; NIZAMI; PARAMESHA; DINDA et al., 2020).
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Nestas condicdes, sua expressdo diurnamente distinta poderia explicar o

recrutamento diferencial de leucdécitos entre os ZTs.

E interessante notar que houve um aumento significativo no nimero de macrofagos
CCR2'MHC-II®™ apenas no coracdo dos animais tratados com ISO no ZT12.
Evidéncias recentes indicam que mondcitos/macréfagos CCR2* que infiltram o
coracao no contexto de lesdo podem perder a expressao do receptor de quimiocionas
CCR2 (LAVINE; PINTO; EPELMAN; KOPECKY et al., 2018) e, por isso, tornam-se
CCR2. Desta forma, € possivel que o aumento observado no numero de células
CCR2'MHC-II'® 72 horas ap6s o tratamento com ISO seja uma consequéncia da
perda de expressédo do CCR2 por uma populacédo de macréfagos derivados da medula
0ssea. De maneira oposta, é possivel que ocorra um aumento na proliferacdo de
macrofagos residentes, embrionarios, no coracdo frente ao tratamento com
isoproterenol no ZT12. Estudos adicionais envolvendo o marcador especifico de
macrofagos embrionarios TIM4 (DICK; WONG; HAMIDZADA; NEJAT et al., 2022)

serao necessarios para investigar este fenébmeno.

Em sequéncia, buscamos avaliar se o grau de lesdo no tecido cardiaco estaria
temporalmente distinto apds o insulto, uma vez que a morte celular € um componente
primordial para o recrutamento de células imunes no coragdo lesionado. Como ja
demonstrado, uma sobrecarga de ISO leva a um aumento da captacdo do corante
Evans Blue pelas células cardiacas, aumento de células TUNEL+ e dos niveis
plasmaticos de troponina | 24h apds o tratamento (WALLNER; DURAN; MOHSIN;
TROUPES et al., 2016). Ao induzir o IAM experimentalmente nos ZT5 e ZT13, hd uma
maior area de infarto no ventriculo esquerdo, concentracdes de troponina I, morte de
cardiomiocitos e fibrose no grupo que sofreu a intervencdo no ZT13 (SCHLOSS;
HORCKMANS; NITZ; DUCHENE et al., 2016). Para verificar se estaria havendo uma
variacdo diurna nos padrdes de morte celular do coracdo apos o desafio, tratamos os
animais com ISO nos ZT0 e ZT12 e, 6h depois, (nos ZT6 e ZT18, respectivamente),
aplicamos o corante Evans Blue, que se distribui por todo o organismo e possui grande
afinidade por células em processo de morte celular (BURCHFIELD; DONG; SAKATA,;
GAO et al., 2010; VIJAYARAGHAVAREDDY; ADHINARAYANREDDY; VEMANNA,;
SREEMAN et al., 2017). Observamos que em ambos os ZTs ha aumento do
percentual de células positivas para o Evans Blue sem diferenca entre os ZTs (Figura

22A-B), demonstrando que potencialmente o grau de lesdo evocado pelo tratamento
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ndo seja o fator preponderante para o remodelamento hipertréfico e nem para a
inflamacgé&o diferencial entre os ZTs. Este padrdo de lesdo no tecido cardiaco vem
acompanhado de um processo inflamatério importante, com um grande repertério de
células imunes atuantes dentre elas leucdcitos, neutrdéfilos, monécitos e macréfagos,
gue agem para restaurar o equilibrio fisiologico e resolucdo do processo patolégico
(LAVINE; EPELMAN; UCHIDA; WEBER et al., 2014). Esta inflamacédo também é
relevante no contexto da CT, sendo talvez um dos componentes centrais de sua
patogénese, onde as respostas imunes aguda e tardia contribuem de formas distintas
e construtivas para a progressao da doenca (LYON; CITRO; SCHNEIDER; MOREL
et al., 2021; WILSON; CHEYNE; BROWN; KERR et al., 2018).

Sendo assim, seria interessante também avaliar o perfil de células inflamatérias 24h
apos o tratamento com ISO, para verificar se 0s animais tratados no ZT12 ja possuem
um infiltrado inflamatério diferencial neste tempo mais breve. Como ja demonstrado
por Liao et al., 24h apdés o tratamento com ISO na dose de 200mg/Kg em
camundongos, ha um aumento do numero de macréfagos CCR2* no coracao (LIAO;
CHANG; TANG; WATANABE et al., 2022). Neste mesmo trabalho, eles observaram
gue o tratamento ndo afeta a monocitose entre 1 e 7 dias ap0s o tratamento em
camundongos (LIAO; CHANG; TANG; WATANABE et al.,, 2022). Eles também
constataram que a presenca de macréfagos infiltrados no coracao é essencial para a
perda de funcdo apos tratamento com ISO, efeito que néo foi observado em animais
CCR2" knockout (LIAO; CHANG; TANG; WATANABE et al., 2022). Neste ponto
podemos especular que de certa forma, os mondcitos estdo sendo atraidos para o
coracao de forma distinta entre os ZTs, racional que € endossado uma vez que no
estado basal ndo se observa uma variagdo na concentracdo de mondcitos Ly6C"
entre os ZT0 e ZT12 no sangue. Desta forma, uma presenca de um infiltrado
inflamatorio composto de células CCR2* maior no ZT12 24h apds o tratamento com
ISO pode, até certo ponto, a despeito da indiferenca do grau de lesédo entre os ZTs,
justificar as alteracdes moleculares, celulares e estruturais mais severas nesta fase
do dia.

O principal sinal bioquimico para a expansédo, progressao da resposta inflamatoria e
recrutamento de células imunes no contexto da isquemia cardiaca e CT sdo os
padrbes moleculares associados a lesdes, ou DAMPs (do inglés: danger associated

molecular patterns). Estes fragmentos moleculares séo liberados por células
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necroticas e sinalizam, in situ, para a producdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias que recrutam os leucdcitos do sangue (ADAMO; ROCHA-RESENDE;
PRABHU; MANN, 2021; WAGNER; KHAN; MOHSIN, 2020). As primeiras células
imunes que chegam ao tecido cardiaco lesionado sdo os neutrdéfilos, que séo
responsivos a citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a (do inglés: tumor necrosis
factor alpha), IL-1 (do inglés: interleukin 1 beta), IL-6 e IL-18, produzidas pelas células
adjacentes ao tecido lesionado (BOUFENZER; LEMARIE; SIMON; DERIVE et al.,
2015). E interessante que nesta fase da inflamac&o, a producéo de citocinas como IL-
18 e IL-6 é essencial para a manutencdo da contratilidade, sobrevivéncia ou morte
dos cardiomidcitos e alteracdes na micro vasculatura cardiaca (NIAN; LEE; KHAPER,;
LIU, 2004). Neste contexto, os neutréfilos atuam principalmente remodelamento o
intersticio do coracao, afetando o equilibrio redox local pela liberacédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), ativacdo de enzimas como a metaloproteinase 9 (MMP-
9) e mieloperoxidase. Estes eventos em sincronia preparam o tecido lesionado para o
processo de reparacdo e formacao de cicatriz, que sdo primordiais para prevenir a
ruptura do tecido cardiaco (AMULIC; CAZALET; HAYES; METZLER et al., 2012). Ha
indicios de que durante o IAM, exista uma ritmicidade circadiana do infiltrado de
neutrdfilos entre os periodos de atividade dos espécimes.

Em um interessante trabalho, foi observado uma oscilagdo circadiana na
concentracdo de granuldcitos no sangue, sendo seu pico durante o ZT5 (SCHLOSS;
HORCKMANS; NITZ; DUCHENE et al., 2016). Além disso, a expressdao do mRNA de
moléculas de adesdo como VCAM-1 e ICAM-1 e citocinas como CXCL5, CXCL2,
CCL3 e CCL5 no coragao mostrou um pico no ZT17. Ao induzir experimentalmente o
IAM, eles observaram que, o nimero de neutrofilos, e das concentragdes de TNF-a,
G-CSF, CXCL1, CXCL2, CXCL5, CCL3 e CCL5 era maior no grupo que sofreu a
intervencdo no ZT13 vs ZT5 (SCHLOSS; HORCKMANS; NITZ; DUCHENE et al.,
2016). Por ultimo, observaram que limitar a infiltracdo destes neutrofilos apresentou
um efeito protetor no coracdo apds o IAM no ZT13, diminuindo as concentracdes de
TNF-a, troponina-l, area de infarto, fibrose, deposicdo de colageno e mitigando a
perda de fungdo (SCHLOSS; HORCKMANS; NITZ; DUCHENE et al., 2016). Como 0s
neutréfilos sdo a primeira linha de ataque da resposta inflamatéria apds diversas
lesbes cardiacas, e estdo fisicamente relacionados com a progressao inflamatoria
durante estas doencas, sua atividade circadianamente oscilatoria pode representar

um aprofundamento mecanistico importante para melhor a compreensao dos dados
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apresentados neste trabalho. Aqui, constatamos que o numero de neutrdéfilos
presentes no coracao apds a sobrecarga de ISO aumentou apenas no ZT12 (Figura
20A). Além disso, j& foi demonstrado que os neutréfilos também podem possuir
atividade fagocitica em tecidos lesionados, atuando para remover parte do material
necrotico presente no local (ZIGMOND; VAROL; FARACHE; ELMALIAH et al., 2012).
Durante esta fase ‘fagocitica’ os neutréfilos entram em seu estéagio final de atuacéo,
expressando moléculas como a resolvina e lactoferrina que vao interromper a
migracao para o tecido e sinalizar para a apoptose destas células (SERHAN; CHIANG;
VAN DYKE, 2008). Durante a apoptose, os neutréfilos passam a expressar moléculas
em sua superficie que sinalizam para a sua fagocitose por outras células imunes,
principalmente os macréfagos, que constituem uma peca-chave para a progressao
temporal da resposta imune local (SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008).

Uma perspectiva deste trabalho € avaliar se a expresséo proteica do inflamassoma
NLRP3 e de seus componentes downstream (ASC e Caspase-1) encontram-se
distintamente ativados entre os ZTO e ZT12, 24h e 72h ap0s o tratamento, uma vez
gue sua ativacao estaintimamente relacionada com a producéo de diversas citocinas.
Por enquanto, os dados obtidos por western blotting permanecem estatisticamente
inconclusivos. Como exemplo pratico, no estresse cardiaco induzido por 1SO em
camundongos, na dose de 5mg/Kg, foi observado um aumento significativo das
concentracdes de CCL2 de 12 a 24h apds o tratamento e diminuigcdo apos 72h, de
CXCL10 12h apos o ISO com diminuigcdo apds 24h (KARAKAS; HAASE; ZELLER,
2018). Além disso, a producédo cardiaca destas citocinas ap0s o tratamento foi
dependente da ativacdo de NLRP3, com este fenotipo ndo sendo observado em
animais NLRP3” (KARAKAS; HAASE; ZELLER, 2018). Ao comparar as
concentracdes de CCL2 em pacientes com infarto e CT de 2-4 dias apés os eventos,
Pirzer et al. ndo observaram diferencas nas concentragdes destas citocinas (PIRZER;
ELMAS; HAGHI; LIPPERT et al., 2012). Logo, pode-se perceber que a temporizagéo
ou cinética da producéao destas citocinas € primordial para a sincronizacao da resposta
imune local, obviamente dependendo do evento clinico ou modelo experimental
analisado. Neste trabalho, também pretendemos avaliar por RT-PCR a expresséo
diurna do mRNA de citocinas envolvidas com o recrutamento de neutrofilos e
monaocitos (CXCL2, CCL5 para os neutrofilos e CCL2 e CCL7 para os macrofagos)

24h e 72h ap6s o tratamento com ISO.
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Até aqui, parece que o horéario do dia em gque 0s animais sdo expostos ao estresse
catecolaminérgico é preditivo para a cinética da resposta inflamatéria. N&o
observamos uma variacdo da lesdo cardiaca pelo experimento com o Evans Blue,
apontando que possivelmente a susceptibilidade de lesao diferencial entre os ZTs nao
seja o fator imperativo para as alteragcbes morfolégicas e moleculares relatadas.
Porém, almejamos dosar os niveis séricos de troponina | e C ap0s o tratamento, onde
trabalhos ja mostraram um aumento das concentracfes deste marcador bioquimico
de leséo cardiaca apds administracéo de altas doses de ISO (LIAO; CHANG; TANG;
WATANABE et al., 2022; WALLNER; DURAN; MOHSIN; TROUPES et al., 2016).
Também ¢é racional pensar, como ja fora levantado, que a cinética das respostas
inflamatadrias entre os ZTs seja temporalmente distinta, devido a expressao diferencial
de moléculas de adesdo como VCAM1 e ICAM1. Seria relevante a partir daqui avaliar
dois pontos inter relacionados: primeiro, observar se apés 24h do tratamento com ISO
o perfil de células inflamatérias presentes no tecido cardiaco, uma vez que um
infiltrado diferencial de células imunes como os neutréfilos e macréfagos CCR2* pode
guiar para uma distinta severidade inflamatéria. Segundo: avaliar a expressao génica
e proteica das moléculas de adesdo supracitadas, além do perfil de rolamento das
células imunes responsaveis pela resposta imune inata apés a intoxicacao

catecolaminérgica.

E plausivel também considerar a influéncia metabolica nestes fenétipos, uma vez que
verificamos uma perda de peso corporal maior nos animais tratados no ZTO vs ZT12,
24h apos o tratamento com ISO (Figura 24A). Neste caso, seria interessante
guantificar a razdo ATP/ADP, uma estratégia categorica para avaliar a homeostase
metabdlica no tecido. E o mais interessante, o padrdo de perda corporal se inverte
72h apols o tratamento, onde os animais tratados no ZT12 perdem mais peso em
comparacao com os tratados no ZT0. De alguma forma, a perda aguda de massa
corporal apds 24h dos animais tratados no ZTO poderia ser importante para
compensar 0 estresse metabdlico no tecido cardiaco ap6s a sobrecarga
catecolaminérgica, e possivelmente adiar a resposta inflamatoria iminente. Também
almejamos realizar experimentos de carater funcional como ecocardiografia e
eletrocardiograma, e a nivel celular avaliar a contratilidade de cardiomiocitos isolados
e 0 seu transiente de calcio, para melhor caracterizar os impactos funcionais da

inflamacao diferencial entre os ZT0 e ZT12.
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6.  CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, nosso trabalho demonstrou pela primeira vez a influéncia temporal na
resposta inflamatéria cardiaca em um modelo farmacolégico da CT. Os animais
tratados com ISO em seu periodo de maior atividade, no ZT12, tiveram alteracfes
morfomeétricas no coracao mais graves, caracterizada principalmente por um infiltrado
de neutrdfilos e macrofagos pro-inflamatoérios. Como hipotese para o fenémeno, é
plausivel considerar a influéncia temporal ndo apenas na susceptibilidade do tecido
cardiaco em receber 0 estresse catecolaminérgico, mas principalmente em modular a
resposta imune de forma diferencial entre os ZTs. A literatura e os dados demonstram
gue devem ser consideradas alteracées abruptas no coragéo, como o infiltrado de
neutrofilos, producéo de citocinas pro-inflamatorias e alteragbes metabdlicas que, de
diversas e sincronas maneiras, podem interferir na capacidade do coracdo e do
organismo em responder ao insulto catecolaminérgico. Este trabalho abre um possivel
novo paradigma para a abordagem experimental e visdo clinica da CT, além de sua

patogénese.

Como limitagGes deste trabalho, vale-se citar principalmente a inespecificidade do
modelo experimental, onde o ISO administrado distribui-se por todo o organismo,
podendo interagir com quaisquer B-ARs. Apesar de na patogénese da CT o excesso
de catecolaminas circulantes também interagir com todos os B-ARs disponiveis,
experimentalmente ndo é possivel simular todo o background fisiolégico e
principalmente emocional da doenca, além de limitar a investigacdo dos mecanismos
a nivel dos cardiomidécitos. Para contornar este problema, ha duas alternativas: utilizar
um modelo que cause uma lesdo especificamente no tecido cardiaco, como por
exemplo a partir de camundongos que expressam o0 receptor da toxina diftérica
especificamente nos cardiomiécitos, ou a partir de um sistema nanoestruturado,
proporcionar um delivery cardiaco-especifico do 1SO. Também é valido citar a
auséncia da medida de parametros funcionais do coracao apos o tratamento com ISO,
como ECG ou um ecocardiograma, que seriam importantes para caracterizar
estrutural e fisiologicamente a CT induzida por 1SO. Seria interessante também avaliar
de forma tardia as alteracdes cardiovasculares promovidas pelo tratamento com ISO
em ambos os ZTs, em intervalos de tempo como 7, 14 e 28 dias ap0s o tratamento.
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O coracdo poderia, por exemplo, reagir de forma distinta a um segundo insulto

estressor entre os ZTs.

Em suma, as perspectivas da imunoterapia devem sempre estar associadas as
idiossincrasias presentes na doencga, paciente, nas lesdes e, principalmente, no
comportamento circadianamente oscilatério das principais alteracdes patoldgicas
presentes em seus fenotipos. Seria interessante do ponto de vista experimental avaliar
as possibilidades da modulacdo imune durante a CT e outras doencas
cardiovasculares, sob o prisma do tempo. Esta area de pesquisa, aqui denominada
imuno-cronoterapia, representa nao apenas um desafio do ponto de vista
experimental, mas uma esperanca de tratamentos e intervencfes clinicas mais

robustas que aumentem a qualidade de vida da populagéo.
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