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RESUMO

A maturacdo cardiaca pode ser entendida como um conjunto de modificacdes na
expressao génica, no perfil metabdlico e na estrutura da célula muscular cardiaca fetal,
o cardiomiocito (CM), até que esta atinja um fenoétipo adulto. Este processo
maturacional, divide-se basicamente em periodos, que compreendem o pré, peri e pos-
natal. A hipertrofia cardiaca (HC) corresponde a uma etapa importante do processo de
maturacao cardiaca, principalmente durante o periodo pés-natal, em que os CM utilizam
deste processo para que ocorra um aumento do volume cardiaco, sendo a sinalizacéo
adrenérgica um sistema classico envolvido na regulacdo do tamanho do CM. Apesar
deste conhecimento, pouco se sabe acerca da contribuicdo da sinalizacao adrenérgica
na regulacdo da hipertrofia cardiaca pés-natal. Portanto, o objetivo principal deste
trabalho foi investigar o papel da inervacdo simpética sobre o processo de maturagéo
cardiaca. Todos os experimentos foram realizados de acordo com o0s protocolos
estabelecidos pelo Comité de Etica para o uso de animais da Universidade Federal de
Minas Gerais (CEUA 29/2021). Foram utilizados nesse estudo 40 camundongos com
idade entre 1 e 45 dias de ambos 0s sexos, da linhagem C57BL/6J selvagens e
geneticamente modificados da linhagem FVB.129-Adrb2tm1Bkk/J (B2-KO) (Strain
#031496) e Myh7™Ure (MGI:3776012) (Myh7-YFP). Os protocolos experimentais
envolveram tratamentos com 6-OHDA (100 mg/kg), Atenolol, propranolol, isoproterenol,
formoterol ou dobutamina (5 mg/kg, via subcutanea). Coragfes coletados nos pontos
P1 (um dia poés-nascimento), P11, P21 e P45 foram analisados por western-blot,
imunofluorescéncia, microscopia confocal e HPLC-ED. A andlise estatistica foi realizada
por meio do teste t-Student ou One-Way ANOVA. O primeiro passo foi caracterizar
temporalmente a maturacdo da sinalizagdo adrenérgica no coragdo de camundongos
C57BL/6J. BDNF e NGF, neurotrofinas envolvidas no crescimento neuronal,
apresentaram pico no coragdo no P1 e P45 respectivamente. A tirosina hidroxilase (TH)
e a Monoamio-oxidase (MAO), enzimas envolvidas na sintese e degradacdo de
noradrenalina (NE), respectivamente, apresentaram aumento gradativo na expressao
desde P1 até P21, atingindo seu pico em P45. Da mesma forma, o conteddo de NE
cardiaco revelou um padrdao semelhante. Assim pode-se concluir nesta etapa que a
inervacdo simpatica cardiaca sofre um processo de maturacédo no periodo pés-natal,
com a identificacdo da NE e seus receptores em P21. Com isso em mente, promovemaos
a desnervagao simpatica pelo tratamento com 6-OHDA e avaliamos a HC em P21. O
coracdo de camundongos tratados com 6-OHDA apresentou redu¢éo do peso cardiaco
(PC) e da area dos CM em P21, sem impacto em outros aspectos da maturacao
cardiaca, como a contratilidade de CMs, formacao de tubulos T, proliferacéo celular, ou
regulagédo negativa do gene fetal. De forma interessante, o tratamento com 6-OHDA
induziu uma reducédo na populacdo de CMs tetranucleados quando comparados com o
controle. Para confirmar o efeito da sinalizagdo simpética no crescimento pos-natal do
CM, realizou-se o bloqueio do receptor $-adrenérgico (BAR) em camundongos de P11
a P20. Similar ao observado com a 6-OHDA, o tratamento com propranolol induziu uma
reducdo semelhante no PC e na area dos CMs. A participacéo dos receptores B1AR e
B2AR na HC poés-natal, foi comprovada por meio do tratamento com 6-OHDA seguido
de tratamento com isoproterenol (agonista BAR né&o seletivo), dobutamina ou formoterol,
agonistas seletivos dos B1AR e B2AR, respectivamente. Em todas as condicBes
supracitadas a estimulacéo adrenérgica foi capaz de prevenir o efeito da 6-OHDA na
area do CM. Em conjunto os resultados mostram que a inervacao simpatica cardiaca
sofre um processo de maturagao no periodo pés-natal, com a identificacédo da NE e seus
receptores em P21, sendo que a ativacdo de ambos os receptores 1 e 2 contribui
para a inducdo da HC pdés-natal, sem afetar de forma significativa outros parametros
maturacionais. Em conjunto estes dados apotam a importancia da inervacao simpatica
para a maturacao cardiaca.



PALAVRAS-CHAVE: Maturacdo cardiaca; Cardiomidcitos; Hipertrofia Cardiaca;
Inervagdo Simpatica e Sinalizagdo adrenérgica.

ABSTRACT

Cardiac maturation can be understood as a set of changes in gene expression, metabolic
profile and in the structure of the fetal cardiomyocyte (CM), until this cell reaches an adult
phenotype. The maturation process is basically divided into periods, the pre, peri and
post natal periods. Cardiac hypertrophy (CH) is an important step in the process of
cardiac maturation, especially during the postnatal period, in which CMs use this process
to increase in volume. Adrenergic signaling is a classic system involved in the regulation
of hypertrophic cardiac growth. Despite this knowledge, little is known about the
contribution of adrenergic signaling in the regulation of postnatal cardiac hypertrophy.
Therefore, the main goal of this work was to investigate the role of sympathetic
innervation on the cardiac maturation process. All experiments were performed
according to the protocols established by the Ethics Committee for the use of animals at
the Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA 29/2021). Forty mice aged between
1 and 45 days of both sexes were used in this study, and these included wild-type
C57BL/6J, strain and genetically engineered FVB.129-Adrb2tm1Bkk/J (B2-KO) (Strain
#031496) and Myh7™Ure (MGI: 3776012) (Myh7-YFP) mice. Our experimental protocols
included treatments with 6-OHDA (100 mg/kg), Atenolol, propranolol, isoproterenol,
formoterol or dobutamine (5 mg/kg, subcutaneously). Hearts were collected at P1 (one
day after birth), P11, P21 and P45, and used for western blot, immunofluorescence,
confocal microscopy and HPLC-ED measurements. Statistical analysis was performed
using the t-Student or One-Way ANOVA test. We first temporally characterized the
maturation of adrenergic signaling in the heart of C57BL/6J mice. BDNF and NGF,
neurotrophins involved in neuronal growth, peaked in the heart at P1 and P45
respectively. Tyrosine hydroxylase (TH) and Monoaminooxidase (MAO), enzymes
involved in the synthesis and degradation of noradrenaline (NE), respectively, showed a
gradual increase in the expression from P1 to P21, reaching its peak at P45. Likewise,
cardiac NE content revealed a similar pattern. Thus, it can be concluded at this point that
the cardiac sympathetic innervation undergoes a maturation process in the postnatal
period, with the identification of NE and its receptors in P21. With this in mind, we
promoted sympathetic denervation by 6-OHDA treatment and assessed CH at P21. 6-
OHDA heart showed a reduction in cardiac weight (CW) and cardiomyocyte area at P21,
with no impact on other aspects of cardiac maturation, such as cardiomyocyte
contractility, T-tubule formation, cell proliferation or downregulation of fetal genes.
Strikingly, 6-OHDA treatment induced a decrease in the tetranucleated CM population
when compared to control. To further confirm the involved of adrenergic signaling in the
control of CM hypertrophy, we treated mice with the B-blocker, propranolol. Blockade of
the B-adrenergic receptor (BAR) in mice from P11 to P20 induced a similar reduction in
CW and cardiomyocyte area. The participation of postnatal B1AR and B2AR in CH was
confirmed when the reduction in cardiomyocyte area promoted by 6-OHDA was
prevented by treatment with isoproterenol (non-selective BAR agonist), dobutamine or
formoterol, selective B1AR and B2AR agonists, respectively. In conclusion, our data
show that cardiac sympathetic innervation undergoes a process of maturation in the
postnatal period, with the identification of NE and its receptors in P21. Activation of both
B1 and B2 receptors contributes to postnatal CH, reinforcing the importance of
sympathetic innervation for cardiac maturation.
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B1-AR- Receptor 31 adrenérgico
B2-AR- Receptor 32 adrenérgico
B-AR- Receptor 3 adrenérgico

B-MHC- Cadeia pesada de miosina
do subtipo B codificado pelo gene Myh7


https://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoplasmic_reticulum
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https://en.wikipedia.org/wiki/ATPase
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV), s&o segundo a Organizagao Mundial de
Saude (OMS) a principal causa de morte no Brasil e no mundo. Ainda segundo a OMS,
até o ano de 2030, aproximadamente 23,6 milhdes de pessoas morrerdo por DCV
(OMS, 2021). Dentre as patologias cardiovasculares fatais mais comuns, esta o infarto
agudo do miocérdio (IAM), que € caracterizado pela morte subida e demasiada
cardiomiécitos, geralmente por hipdxia originada de uma isquemia por oclusdo ou

rompimento de um ou mais vasos coronarios (FRANGOGIANNIS, 2015).

Apébs a morte celular, ocorrera uma reduc¢do da funcéo sistdlica cardiaca e o
coracdo, que tém como caracteristica a perda da capacidade de regeneracéo logo
nos primeiros dias de vida pds-natal, realiza um processo de reparo. O processo de
reparo, consiste na substituicdo do tecido contrétil original por fibras de colageno.
Durante este processo, as células restantes aumentam o seu didmetro para tentar
suprir a demanda sanguinea, processo denominado hipertrofia, que em um primeiro
momento € induzida para compensar a perda de cardiomiécitos (CMs), e desta forma
resulta em células cardiacas com maior forca de contracdo, o que chamamos de fase
compensada. No entanto, com o estimulo persistente ocorre perda de fungéo contratil
e ma adaptacdo. Estas caracteristicas podem fragilizar o coracdo e induzir patologias
secundarias graves (GUO e PU, 2020 FRANGOGIANNIS, 2015; MAROLI e BRAUN,
2020). Em paralelo, durante eventos cardiovasculares como o IAM, a inervacao
simpética sofre degeneracao do tipo Walleriana, fazendo com que a inervacgéao fique
heterogénea e desproporcional, podendo causar arritmias fatais (PAESSENS e
BORCHARD, 1980). Portanto, alteracdes morfolégicas do Sistema Nervoso
Autdnomo (SNA) no coracao, podem gerar complicacbes que criam situacfes de
incompatibilidade com a vida. Um método que surgiu de forma promissora para
atenuar os efeitos deletérios do 1AM, baseia-se no transplante de CMs derivados de
células-tronco pluripotentes induzidas humanas (CMs-hiPSCM), porém esta terapia
depende de um amplo conhecimento sobre o processo de maturacdo cardiaca.
(KARBASSI et al., 2020).

A maturacéo das células cardiacas compreende a ultima fase do processo de
desenvolvimento cardiaco. Em sintese, trata-se da transicdo do CM fetal para o

fendtipo adulto, que € dividido em trés periodos: 1- o periodo pré-natal: caracterizado
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por todas as alteracbes cardiacas que ocorrem durante o periodo intrauterino, 2-
periodo perinatal: alterac6es que ocorrem durante a concepcdo em que ha o primeiro
contato do organismo com o ambiente externo e 3- o periodo pdés-natal: que
compreende alteracdes que ocorrem ap0s 0 hascimento, e se estendem até
aproximadamente o 21° dia pds nascimento. As alteracbes que ocorrem nestes 3
periodos supracitados, abrangem tanto o plano celular quanto tecidual, e envolvem
mudangas no metabolismo, estrutura, funcionalidade e expressdo génica do
cardiomidcito. Estas alterag6es tem como objetivo primordial otimizar o funcionamento
do coracdo, tornando o bombeamento mais forte e eficiente. Tais alteracdes
acompanhardo cada individuo durante toda a sua vida, ou seja, deverdo suportar

bilhdes de ciclos de contracéo e relaxamento cardiaco (MAROLI e BRAUN, 2020).

Embora nédo exista uma relacéo direta descrita entre a maturacéo cardiaca e a
inervacao simpatica, é sabido que essa inervacdo contribui para o crescimento
hipertréfico. Sendo assim, o objetivo deste trabalho é avaliar se esta inervacéo
simpética contribui para a maturacdo dos CMs durante o periodo po6s-natal, com

enfoque na hipertrofia.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O processo de maturagédo cardiaca:

O coracdo € o primeiro 6rgao funcional a se desenvolver no embrido (LINDSEY,
BUTCHER e YALCIN, 2014). A maturacdo desse 0rgdo, € um processo
fundamental para a sobrevivéncia do individuo, e uma série de mudancas, em
varios ambitos ocorrem para que esse processo seja concluido com éxito (Figura
1). Neste capitulo abordaremos as principais mudancas que ocorrem durante o
processo de maturacdo do coragdo e das células cardiacas. Para que ocorra a
expansdo cardiaca, as células passam primeiro por um processo de mitose,
aumentando em numero (hiperplasia), e logo apés perderem essa capacidade de
proliferacdo, as mesmas crescem em volume (hipertrofia). De acordo com
Mahmoud et al. (2013) a capacidade proliferativa dos cardiomiécitos de roedores
se mantém até por volta do sétimo dia pds-natal. Ja segundo Li et al. (1996), em
coracao de roedores, 0 processo de transicdo da hiperplasia para unicamente a
hipertrofia ocorre exatamente entre os dias 3-4 apds o nascimento. O mesmo
estudo constatou que o aumento expressivo de volume e a transicdo de miocitos
mononucleados para binucleados aconteceu a partir de P3 (terceiro dia pés-
nascimento), periodo que coincide com a perda da atividade proliferativa
(KREIPKE E BIRREN 2015). A capacidade proliferativa € controlada por genes
especificos como CDK1, CCNB1, AURKB. O silenciamento desses genes durante
o desenvolvimento pds-natal, faz com que os CMs entrem em quiescéncia mitotica,
e parada na fase GO por tempo indeterminado (Guo e Pu, 2020).

O aumento do tamanho dos CMs, assim como a binucleac¢do que ocorre em
80% das células maduras de roedores (Guo e Pu, 2020), € um evento que garante
uma maior producdo de RNA e consequentemente aumento da sintese proteica,
suprindo assim as demandas de uma célula maior. Dentre estas demandas,
podemos citar a necessidade de uma contracdo rapida e sincicial, que requer
rapida propagacédo do potencial de acdo. Para atender esta demanda especifica,
a membrana plasmatica cria varias invaginacdes no sentido transversal e axial,
que sao chamados de Tubulos-T (KARBASSI et al., 2020). Cada tubulo-T, estara
localizado préximo ao reticulo sarcoplasmatico, a principal organela armazenadora
de célcio (ca2+), que nos CMs se encontram em formato de rede. Durante o

amadurecimento ocorre o0 aumento do volume dessas reservas e sua
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reorganizacao topografica para que se aproximem do tubulo-t, se localizando a
uma distancia de aproximadamente 10nm de cada tubulo. Paralelamente, ocorre
a expressdo de proteinas envolvidas no manuseio do Ca2+. Neste grupo citamos
principalmente os receptores de rianodina que s&o muito mais abundantes em
CMs maduros, e os canais de célcio tipo L principalmente do subtipo Cavp2.
Também ocorre a expressao de Calsequestrina, que é pouco expressa em células
imaturas, além de outras proteinas e canais como Serca, Fosfolambam, dentre
outras (MAROLI e BRAUN, 2020; KARBASSI et al., 2020 e KAHALY E DILLMANN,
2005). Como consequéncia deste processo a cinética do Ca2+ € otimizada no CM,
produzindo contracBes mais vigorosas e eficientes do que em CM neonatais.

Outra mudanca importante do CM, € o aumento dos sarcémeros em numero e
em tamanho, que se expandem em série, e em paralelo, tornando o filamento mais
espesso e comprido. Enquanto CM maduros possuem sarcdomeros relaxados com
tamanho de aproximadamente 2,2 ym, o comprimento do sarcbmero do CM
imaturo € de 1,65 ym (KARBASSI et al., 2020; GUO e PU, 2020). Outra diferenca
importante, € a presenca da isoforma curta e rigida da titina (N2B) em CM adultos,
enguanto que CM fetais expressam a isoforma de titina N2BA58, que é mais longa
e menos rigida (KARBASSI et al., 2020; GUO e PU, 2020).

Uma célula maior e trabalhando de forma mais intensa, tera uma demanda
energética maior. Ocorre, portanto, mudancas metabdlicas e morfoestruturais
importantes. De inicio as mitocondrias saem de uma forma mais arredondada para
uma forma mais oval, mudam sua localizacdo (saem de uma disposicéo aleatéria
no citoplasma para uma organizagdo linear mais proximo das miofibrilas), e
proliferam (chegam a ocupar ~30-40% do volume total da célula, enquanto na
célula imatura, a porcentagem representa apenas 5%) (KARBASSI et al., 2020;
GUO e PU, 2020; MAROLI e BRAUN, 2020).

Devido as condi¢bes ambientais em que se encontram (baixa concentracéo de
acidos graxos e alto nivel de lactato) os CM imaturos obtém energia através de
glicolise anaerdbica. Ja os CM maduros tém como principal fonte de energia a
fosforilacdo oxidativa. Os CMs maduros também passam a expressar enzimas
envolvidas na B-oxidacdo, que fornecera cerca de 80% de todo ATP consumido
pela célula madura, enquanto no CM imaturo, esta porcentagem gira em torno de
15% de todo o ATP gerado. (GUO e PU, 2020; MAROLI e BRAUN, 2020;
KARBASSI et al., 2020).
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No gue tange a eletrofisiologia, observa-se diferencas consideraveis entre o
potencial de repouso e de acéo de células fetais e maduras. O potencial de acao
do CM maduro, tende a ser maior em amplitude e duragdo, enquanto o potencial
de repouso, mais eletronegativo. O potencial de repouso da célula madura normal,
varia em torno de -85 a -90 mV, enquanto o mesmo potencial em células imaturas
atinge cerca -50 a -60 mV. Esta diferenca é atribuida a menor expresséao de Kir2.1
e Kir2.2 nas células imaturas, que sao canais de potassio retificadores de entrada,
responsaveis pelo controle do potencial de repouso da membrana dos CM. A
velocidade de disparo do potencial da célula imatura € muito mais lenta devido a
menor expressdo do canal de sodio NAV 1.5, codificado pelo gene SCN5A, além
do fato do potencial de repouso ser menos hiperpolarizado, o que contribui para
essa despolarizacao mais lenta. Esse potencial de repouso mais proximo do limiar,
confere aos CM imaturos uma maior automaticidade, quando comparado ao CM
maduro (KARBASSI et al., 2020), o que lembra as células marca-passo. Esta
despolarizacao espontanea das células imaturas, também sao influenciadas pela
alta concentracdo de canais de HCN4, um tipo de canal iGnico expresso nas
células cardiacas imaturas, que diminuem sua expressao a medida que o coracéo
amadurece. Com o advento da maturacdo, os canais ibnicos no sarcolema séo
remodelados, fazendo com que a automaticidade seja perdida em todo o coracéo,
exceto nos centros de marcapasso como né sinoatrial e atrioventricular, que
possuem a atividade de marcapasso atribuida a alta expresséo de canais HCN4
(Guo e Pu, 2020; MAROLI e BRAUN, 2020)
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Figura 1: Caracteristicas da maturacdo dos CMs. A maturagdo dos CMs ocorre como resultado
de um conjunto de mudangas estruturais e dinamicas. CPT: carnitina O- palmitoil transferase; FA-
CoA: éster acil-CoA graxo; mTDNA: DNA mitocondrial; n: contelddo haploide de cromossomos;
NCX: trocador sodio-célcio; RYR2: receptor de rianodina 2; SERCAZ2A: célcio ATPase do reticulo

sarcoplasmatico/endoplasmatico. Esquema retirado de: Karbassi et al.,

(2020).
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2.2 Fatores que influenciam no processo de maturacao:

Diversos fatores ja foram descritos como importantes para a maturagdo cardiaca.
Citaremos aqui os mais importantes. Chattergoon et al. (2012) mostraram em
experimentos com ovelhas que o hormonio tireoidiano T3 parece ser um importante
fator pr6-maturacional a nivel fetal, tanto no processo de binucleacdo dos midécitos
(importante marco maturacional no ultimo terco da gestacéo de ovinos, uma vez que
~80% dos CMs desses animais séo binucleados) juntamente com a supresséo da
atividade mitotica e aumento do volume celular. Embora, ndo houve alteracdo no
comprimento do CM, o didametro celular aumentou em animais que recebiam o
hormoénio tireoidiano T3. Estimou-se, portanto, que animais tratados com T3,
amadureceram duas semanas antes do previsto quando comparado com O grupo
controle, indicando que este horménio tireoidiano possui influéncia positiva sobre o
processo maturacional durante o periodo fetal. Esse resultado corrobora os achados
de Yang et al. (2014) que mostraram que CMs tratados in vitro com T3 apresentaram
maturacdo mais rapida, com aumento do tamanho da célula e do comprimento do
sarcdOmero, além de aumento da forca contrétil, da cinética do Ca2+, da biogénese
mitocondrial, e da capacidade respiratoria mitocondrial. O tratamento com T3 induz
no animal um aumento do peptideo natriurético, um peptideo que é produzido em
mamiferos adultos pelas células atriais em resposta a um alongamento. Porém
durante o desenvolvimento fetal, tanto atrios quanto ventriculos sdo capazes de
produzir esse peptideo. O’Tierney et al. (2010) concluiram que este peptideo inibia a
proliferacdo dos CM induzida por angiotensina Il (Ang Il), ainda durante o periodo fetal,
podendo desempenhar um papel anti-proliferativo. Alexander et al. (2003) e O'Tierney
et al. (2010) demonstraram que o peptideo natriurético atrial (NPA) esté relacionado
com um mecanismo de protecao durante o desenvolvimento dos CM, que se relaciona
com a regulacao do crescimento celular, impedindo que os cardiomiécitos sofram uma
hipertrofia exacerbada. Hansson, Kjorell e Forsgren (2001), mostraram uma relagéo
interessante entre o0 NPA e a inervacdo simpatica. Foi demonstrado que a medida que
a inervagédo simpatica cardiaca cresce nos ventriculos, ocorre, concomitantemente, a
diminuicdo expressiva dos niveis de NPA e quando o oposto era realizado com a
desnervacéo simpatica, aumentava-se expressivamente os niveis de NPA, sugerindo
que a inervacado simpatica faz parte de um mecanismo que regula os niveis de NPA

cardiaco.
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Segundo Mahmoud et al. (2013) a capacidade proliferativa cardiaca poés-natal em
mamiferos, € preservada até o 7° dia. O mesmo estudo demonstrou que a delecao do
gene Meisl que codifica a proteina Meis1 foi capaz de aumentar a janela proliferativa
pés-natal de CMs e reativar a mitose dessas células sem nenhum efeito deletério. Em
contraste, a superexpressao de Meisl diminuiu a proliferacdo de CMs neonatais e
inibiu a regeneracao cardiaca neonatal. Outro gene capaz de controlar a proliferacéo
foi o Caszl. Dorr et al. (2015) mostrou que em corac¢des de animais que possuiam a
delecdo do gene Caszl que codifica a proteina CASZ1 ocorria uma diminuicdo da
capacidade proliferativa, além do coracdo apresentar uma diminuicdo do niumero de
CMs gquando comparados ao grupo controle. Esse fenbmeno ocorre porque a
auséncia do gene Casz1 impede a progresséao do ciclo celular da fase G1 para S.

Outro horménio que vem sendo bastante estudado h& varios anos, é o cortisol.
Magyar, et al. (1979) observou em um estudo classico que o nivel de hidrocortisona
fetal aumentava consideravelmente nas ultimas semanas de gestacdo de ovelhas,
partindo de 10 ng/ml para 70 ng/ml e no momento do parto, atingia aproximadamente
145 ng/ml. Giraud et al. (2006), ao tratar coracbOes de ovinos durante o
desenvolvimento fetal com cortisol na dose de 0,5 ug/kg durante 7 dias, notou que
estes CMs em fase de desenvolvimento ndo apresentavam hipertrofia, mas o peso do
coracdo aumentava e as células apresentavam fatores mitéticos, indicando que o
cortisol pode influenciar positivamente a proliferacédo de CM em desenvolvimento fetal.
Esse resultado mostra que a concentragcdo do hormdnio, é crucial para induzir vias
proliferativas ou anti-proliferativas, uma vez que estudos como o de Lumbers et al.
(2006) concluiram que altas doses de cortisol (72,1 mg/dia por 2,5 dias) induziam
hipertrofia de CMs do ventriculo direito, mas ndo do esquerdo. Esse resultado pode
estar associado ao aumento da presséao arterial sistélica causada pela alta dose de
cortisol. Ao administrar dexametasona na concentracdo de 0,2 ou 0,8 mg/kg em ratas
gravidas nos dias 17, 18 e 19 de gestacao, Slotkin et al. (1990) observaram que o
coracao da prole apresentava uma diminuicdo da capacidade proliferativa e uma
hipertrofia celular. Nesta linha, Parikh et al. (2017) demonstrou ainda que
dexametasona e hormoénio tireoidianoT3 isolados ndo sdo capazes de induzir a
formacdo de tubulo-t, mas ao serem associados, conseguiram induzir, em CM-
hiPSCM, a formacao de um tipo de tubulo-t mais desorganizado, mas que era capaz
de melhorar a dinamica do Ca2+ intracelular, inclusive otimizando a organizacao

estrutural dos receptores de rianodina.



23

Além das funcdes fisiologicas descritas para Ang Il, que € capaz de induzir o
crescimento do CM, observou-se que em momentos especificos da maturacéo, ela
era capaz de favorecer a hiperplasia sem contribuir de forma significativa para a
hipertrofia. Em um estudo com cultura de células tronco, Wu et al. (2013) demonstrou
que a Ang I, através do receptor AT1 favorece a maturacéo cardiaca promovendo a
hipertrofia celular, aumentando a expressdo dos genes que codificam as proteinas
sarcomeéricas e melhorando a organizacdo dos sarcémeros. Em um estudo classico,
Sadoshima et al. (1992) demonstrou que em CM maduros, a Ang |l é capaz de induzir
hipertrofia, porém, ndo é capaz de induzir hiperplasia. Ao estudar células ainda em
desenvolvimento fetal, Kagiyama et al. (2002) concluiram que durante o
amadurecimento fetal, a Ang Il era capaz de induzir a proliferacdo via receptores AT1
através da cascata de sinalizacdo da ERK1/2, ndo influenciando o processo de
hipertrofia nessa fase do desenvolvimento. O mesmo estudo descreve a Ang Il pode
atuar também como fator de crescimento durante o desenvolvimento fetal
promovendo a hiperplasia de células cardiacas ndo miociticas, que possuem por si sO
um papel paracrino importante sobre a maturagéo.

Outro dado interessante foi obtido por leda et al. (2009) que demonstraram que 0s
fibroblastos cardiacos possuem importante papel na maturacdo cardiaca em
diferentes fases. Os fibroblastos embrionarios promovem a proliferacdo de CMs
através da secrecado de fatores de matriz extracelular como fibronectina, colageno e
fator de crescimento semelhante ao EGF. Essa acao paracrina ocorreu também nos
fibroblastos adultos, que induzem a organizacdo dos sarcomeros através da secrecao
de citocinas de crescimento como interleucina-6 e interleucina-1a e hipertrofia dos
CM. Diversos outros fatores podem induzir hipertrofia. Diversos mecanismos
moleculares podem induzir a hipertrofia. No caso da hipertrofia fisiol6gica, destacam-
se o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1) e neuroregulina 18
(NRG1). Alguns estudos que utilizaram IGF1 e NRG1 para tratar CM in vitro,
concluiram que houve um melhor desenvolvimento dessas células quando
comparadas com o controle, sendo que IGF1 induziu aumento de proliferacdo e NRG1
promoveu a maturacdo metabdlica e contrétili no tecido cardiaco (RUPERT e
COULOMBE, 2017). Além do IGF1 e NRG1, o fator de resposta sérica demonstrou
possuir importantes funcdes durante a maturacdo. Guo et al. (2018) observaram que
o Fator de resposta Sérica regula a formacdo de tubulos T, os espacos entre 0s

sarcdmeros, a hipertrofia e biogénese mitocondrial.
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Um outro componente importante para a maturagdo, tem relagdo com a regido na
qual o CM ira amadurecer. Puente et al. (2014), demonstraram que apds o
nascimento, o metabolismo passa a ser oxidativo e capacidade de proliferacdo é
perdida. Durante o nascimento, o ambiente rico em oxigénio aumenta a producéo de
espécies reativas de oxigénio no coracao, durante a primeira semana poés-natal, fator
este que segundo os autores contribui para a interrup¢cdo do ciclo celular. Em
contrapartida ao produzir artificialmente um ambiente hipdxico pés-natal, os autores
observaram que a janela proliferativa era aumentada, sugerindo que o ambiente
tecidual possa modular a amplitude da janela proliferativa. Na mesma linha, CMs-
hiPSCM se desenvolvem melhor e muito mais rapido quando sdo alocadas proximo
ao tecido original quando comparadas a células que se desenvolvem somente in vitro.
O motivo pelo qual isso acontece ainda € desconhecido, acredita-se que seja pela
interferéncia metabdlica sistémica, pela interacdo quimica com os outros CMs e com
as demais células que compdem o tecido cardiaco, inclusive neurénios do SNA. Estes
resultados demonstram que existem componentes intrinsecos no coracdo do
organismo vivo que s&o essenciais para o amadurecimento completo dos CMs
(KARBASSI et al., 2020).

2.3 O sistema nervoso simpético e a maturacao cardiaca

A inervacédo simpatica cardiaca parte do segmento T1-T4 emergindo ramos que
e inervam regifes especificas do coracdo como o no sinusal, nd atrio ventricular e
diretamente os miécitos ventriculares (Figura 2A). O controle do Sistema Nervoso
Auténomo Simpatico (SNAS) no coracgdo, € predominantemente excitatorio através da
secrecédo de norepinefrina causando vasodilatacdo coronariana e modulacdo positiva
de varidveis como: aumento da forca de contracdo, do relaxamento celular, da
frequéncia cardiaca e da velocidade de contracdo (efeito inotrépico, lusitrépico,
cronotropico e dromotropico positivo respectivamente) (GUYTON e HALL, 2017). A
noradrenalina, interage no tecido cardiaco principalmente com os receptores (B-AR,
que séo divididos em 31, B2 e B3-AR. Em condi¢cdes normais, 0 coracdo possui 0S
trés subtipos, sendo 1 o mais predominante (75-80% de todos os receptores ), em
segundo o subtipo B2 (15-18%) e o restante € compreendido por receptores 3 que
ndo apresenta funcdo em condi¢cdes fisiologicas (CAPOTE, PEREZ e

LYMPEROPOULOS., 2015). A inervacdo simpdtica se projeta da base do coragéo
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para o epicardio e posteriormente se infunde pra dentro do miocardio se
desenvolvendo paralelamente aos vasos e aos capilares. Sem a presenca de uma
placa motora como na musculatura estriada esquelética, a secrecdo do
neurotransmissor ocorre por variculosidades, locais onde o nervo se achata para
acomodar uma maior quantidade de vesiculas sinapticas carregadas de
neurotransmissores (KIMURA, IEDA e FUKURA, 2011). O SNAS é antagonizado pelo
Sistema Nervoso Autbnomo Parassimpético (SNAP) que é caracterizado por fibras
nervosas oriundas no nervo Vago (10° par de nervo craniano). As fibras vagais estao
espalhadas em sua maior parte pelos atrios (N6 sinoatrial) e inerva muito pouco os
ventriculos. Esta distribuicdo explica o porqué de a estimulacdo vagal induzir
principalmente a reducéo da frequéncia cardiaca e ndo diminuir de modo acentuado
a forca de contracdo (Figura 2B) (GUYTON e HALL, 2017).

A) B) | _——Vagos —___ |

/ Vasomotor center

£ Cadeias
simpaticas

Blood SA /4 Nodo
vessel A ‘ AV
Vagus /

= Heart

/

Nervos simpéticos

Figura 2: Origem e projecado da inervacdo simpética cardiaca A) Origem da inervagao simpatica
cardiaca, com fibras emergindo do segmento vertebral toracico 1 a 4 (T1-T4). B) Local de chegada da
inervacdo autondmica cardiaca, fibras simpaticas inervando predominantemente os ventriculos e fibras
parassimpéticas inervando predominantemente o os centros de marcapasso (né-sinusal e no atrio-
ventricular). Figura de: Guyton e Hall (2017).

Embora a ativacéo elétrica simpatica seja considerada o principal regulador da
funcao cardiaca, no que diz respeito a modulacéo da forca de contracéo e velocidade
de conducéo do potencial de acdo, pouco se sabe sobre a importancia da inervagéo
simpética pos-natal para o amadurecimento cardiaco. A inervacdo do coracao pelos
neurdnios simpaticos ocorre ainda no periodo pré-natal e no inicio do periodo pos-
natal, momento que coincide com o periodo de amadurecimento funcional dos
neurénios simpaticos (KREIPKE e BIRREN, 2015). Thomas, Matsumoto e Palmiter
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(1995) mostraram que ratos geneticamente modificados que eram incapazes de
produzir noradrenalina, morriam ainda durante o desenvolvimento uterino, e que dos
poucos que sobreviviam, apenas 5% atingiam a idade adulta, ou seja, a auséncia de
noradrenalina sistémica prejudicava fortemente o desenvolvimento embrionario a
ponto desta auséncia ser considerado incompativel com a vida. Estes dados sugerem
uma participacdo importante do sistema nervoso simpatico sobre o processo de
amadurecimento pré-natal generalizado.

Tratando-se do coracao, sabe-se que a inervacao simpatica contribui de forma
muito mais abrangente para a homeostasia cardiaca do que unicamente com o
controle inotrépico, cronotropico e dromotropico positivos. Zaglia et al. (2013)
mostraram que 0 coragdo de animais adultos desnervados apresentavam uma
diminuicdo significativa da massa e do tamanho celular (processo denominado de
remodelacdo atrofica), efeito que era revertido com o Clenbuterol, um agonista
seletivo para os receptores p2-adrenérgicos (B2-AR). Pianca et al. (2019)
complementam o resultado anterior, mostrando que as juncfes neurocéardicas nao
apresentam um padrdo organizacional linear em diversos mamiferos, inclusive
humanos. Desta forma, CMs da camada externa, por possuirem maior contato com a
inervacao simpatica eram maiores quando comparados com CMs da camada interna
e que essa diferenca deixa de existir quando é realizada a desnervacéao simpatica.

Kreipke e Birren (2015) sugerem que sinalizagdo simpdética é parte de um
sistema homeostatico que atua para definir o namero final de CMs no corac¢éo adulto.
Isso porque no presente estudo, foi mostrado que apés uma lesao neonatal do sistema
nervoso simpatico, os cora¢fes lesionados ficam menores e com menos CMs. A
presenca de neurdnios simpéticos em culturas de CM retarda a retirada do ciclo de
celular e limita transitoriamente a hipertrofia através da sinaliza¢éo adrenérgica sobre
os receptores [(-adrenérgicos (B-AR). Esse resultado, sugere que a inervacao
simpética prolonga o periodo de proliferacdo e regula o numero de CMs durante o
periodo pos-natal.

Ficou demonstrado por Lindsey, Butcher e Yalcin (2014) e Nunes et al. (2013)
que a tensdo mecanica do coracdo contribui para o processo de maturacao, regula a
organizagdo sarcomérica e otimiza a acao contratil. Como forma de tentar simular
essa tensdo mecanica in vitro, cardiomiocitos em cultura foram estimulados
eletricamente e varios parametros maturacionais foram avaliados. Neste caso o

resultado foi interessante, as células estimuladas eletricamente apresentavam
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sarcomeros mais alinhados e definidos. Partindo desse resultado, Godier-Furnémont
et al. (2016) demonstraram que ao estimular as células varias vezes ao dia com
diferentes frequéncias, contribuia significativamente para maior maturacdo das
células, do que estimulos realizados em uma frequéncia fixa. Alternar a frequéncia
basal (evento semelhante as descargas simpaticas durante o dia), melhora a
contratilidade, o manuseamento do Ca2+, velocidade de conducéo, reduz as taxas de
proliferagao, induz um potencial de membrana de repouso mais negativo e aumenta
a amplitude do potencial de agéo, indicando que pode haver uma forte influéncia do
sistema nervoso simpéatico sobre o processo maturacional.

Karamlou et al. (2013), por sua vez, demonstraram que a indugéo experimental
de hipertensédo sistolica durante a vida fetal, estimula a hipertrofia, hiperplasia e a
binucleacdo dos CM ventriculares, ou seja, em tese, um aumento da atividade do
sistema nervoso simpatico, ainda durante o estagio intrauterino, é capaz de contribuir
positivamente para a maturacdo. Existem evidéncias da inducdo da funcdo proé-
proliferativa da inervacdo simpatica sobre os CM neonatais. White et al., (2015)
mostraram que ao induzir a desnervacao simpatica farmacoldgica, os CMs neonatais
perdiam a capacidade de proliferacdo. Ainda tratando-se de janela proliferativa, Liu et
al., (2019) demonstraram, em um belissimo estudo, que coracfes de animais
nocautes para os receptores 3-AR ou animais selvagens tratados com B-bloqueador
(atenolol) melhoravam a taxa de proliferagcdo e reduzia a perda funcional e a
remodelacdo adversa de CMs infartados, provavelmente pela influéncia dos
receptores B-AR sobre um gene da citocinese, o gene ECT2. Esses resultados dao
indicios de que a inervacdo simpética parece contribuir efetivamente para a

maturacao.
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3. JUSTIFICATIVA

A viabilizacdo da regeneracgédo cardiaca, esta intimamente ligada ao entendimento
do processo maturacional do coracdo. Autores como Guo et al. (2020) classificam a
escassez de conhecimento acerca da regulacdo da maturacdo cardiaca como o
principal fator que inviabiliza o desenvolvimento de técnicas mais eficazes para a
regeneracao cardiaca. Nesta linha, diversas perguntas precisam ser respondidas para
que se possa entender melhor a relacdo entre inervacdo simpética e a maturacao
cardiaca, como por exemplo: 1 - como se comportam 0s componentes da sinalizacéo
adrenérgica no coracao durante o amadurecimento pés-natal?; 2 - qual a influéncia e
a importancia desta sinalizacdo para a hipertrofia que ocorre durante o periodo
maturacional?; 3 - Se existe uma relacdo entre o amadurecimento cardiaco e a
inervacao simpatica, qual a cascata de sinalizacao responsavel pela regulacdo deste
fenbmeno? e 4 - Quais variaveis maturacionais sao influenciadas pela inervacgéo
simpética? Neste projeto nosso objetivo € responder estas perguntas, vislumbrando
avancar no conhecimento acerca dos fatores que contribuem para a maturacéo pos-

natal do coracao.

Embora a medicina regenerativa tenha avangado nos ultimos anos e a
tecnologia ja nos permita induzir a diferenciacéo de células tronco em CMs com uma
consideravel homogeneidade celular, ainda é inviavel induzir o amadurecimento
completo dos midcitos in vitro. Em outras palavras, até o0 momento néo foi possivel
elevar a maturacdo cardiaca in vitro a um nivel compativel com o da maturacao
fisioldgica, o que reduz em muito a taxa de sucesso de terapias que possam substituir
um tecido cardiaco lesado por um tecido cardiaco produzido in vitro (transplante de
CM) (KARBASSI et al., 2020; e TU, CHO e WU, 2019). As células desenvolvidas in
vitro se assemelham muito mais as células imaturas do que as células maduras
(Figura 3). Por exemplo, cardiomidcitos provenientes de um coragdo adulto possuem
aproximadamente 150 ym de comprimento, 20 um de largura e 15 ym de altura. Ja os
CMs- hiPSCM possuem um formato mais circular com 30 ym de comprimento, 10 ym
de largura e 5-10 ym de altura. Além disso, a organizacao intracelular das células
produzidas in vitro, apresenta um padrao mais desorganizado em todos 0s aspectos
(SNIR et al., 2013; KARBASSI et al., 2020). Desta forma, caracterizar os mecanismos
que contribuem para a maturacdo cardiaca, se essa contribuicdo ocorre de forma

positiva ou negativa para o desenvolvimento e em que fase da maturacdo esse
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processo ocorre sdo de grande relevancia para o avanco cientifico e sua aplicacdo na

clinica.

Figura 3: Comparativo morfoestrutural entre diferentes CM isolados A) adulto~12 semanas; B)
Neonatal 1-3 dias e C) hiPSCM. Imagens retiradas de Scalzo et.al., (2021)
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral:

Tracar o perfil da sinalizacao adrenérgica no cora¢édo durante o desenvolvimento pos-
natal e investigar o papel desta sinalizacdo na hipertrofia cardiaca que ocorre neste

periodo.

4.2 Objetivos especificos:

Caracterizar o perfil maturacional dos componentes da sinalizacdo adrenérgica como

TH, MAO, neurotrofinas e noradrenalina.

Caracterizar o perfil maturacional dos componentes do acoplamento excitacdo

contracdo: Serca, Calsequestrina, Junctofilina, Caveolina 3.

Investigar se a desnervacédo simpatica influencia o aumento do tamanho do coracgéo
e do CM.

Avaliar se a desnervacgédo cardiaca influencia o processo de maturacdo cardiaca, por
meio da avaliacdo de marcadores maturacionais, como presenca de tubulos T,
contratilidade, alteracdo na expressao de genes fetais, polinucleacao e proliferacédo
dos CMs;

Avaliar o efeito do tratamento com 3 —bloqueador no crescimento pds-natal do coracéo
e dos CMs.

Avaliar a participagao dos receptores 31 e f2-adrenérgicos no crescimento pos-natal

do coracao e dos CMs.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Animais

Foram utilizados neste estudo 40 camundongos de ambos os sexos, com idades entre
1 e 45 dias. Os experimentos foram realizados de acordo com os protocolos
estabelecidos pelo Comité de Etica para o uso de animais da Universidade Federal
de Minas Gerais (CEUA 29/2021). Foram utilizados nesse estudo, camundongos das
seguintes linhagens: I) camundongos selvagens da linhagem C57BL/6J (WT), II)
Camundongos com delecdo genética dos receptores B2-AR (B2-KO) FVB.129-
Adrb2tm1Bkk/J Strain #031496 e Ill) Camundongo repérter B-MHC (Myh7-YFP)
Myh7tmiUnc (MGI:3776012). Os animais foram alojados em condicédo padréo; sala com
temperatura (22-24 -C) e umidade controlada, mantida em horario claro-escuro 12:12-

h, com alimento e agua ad libitum.

5.2 Tratamento Farmacoldgico
5.2.1 Simpatectomia por 6-OHDA

A metodologia da simpatectomia farmacolégica € representada na figura 4. A 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) (Sigma-Aldrich 162957) foi aplicada duas vezes na
dosagem de 100 mg/kg, em animais C57BL/6J (WT), ambas por via subcutanea,
sendo a primeira em animais com 1 dia de vida (P1) e a segunda 10 dias ap0s a
primeira dose (P11). Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical no
21° e 45° dia (P21 e P45 respectivamente), os coracdes foram coletados, congelados
em nitrogénio liquido, armazenados em freezer -80 e posteriormente direcionados
para 0s respectivos experimentos. A efetividade da desnervacdo foi comprovada

avaliando a expressao da tirosina hidroxilase (TH) pela técnica de Western Blot.
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Figura 4. Esquema experimental: Esquema de tratamento farmacoldgico com a 6-OHDA.
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5.2.2 Tratamento com Propranolol

Para induzir o bloqueio n&o seletivo dos receptores B-AR, utilizamos o propranolol
(Sigma-Aldrich P0884). Foram administradas 10 injecdes (P11 a P20) na dosagem de
5 mg/Kg/dia, em animais C57BL/6J (WT) todas por via subcutanea. Os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical no P21. Os coracfes foram coletados,
congelados em nitrogénio liquido, armazenados em freezer -80 e posteriormente
direcionados para os respectivos experimentos. A metodologia do tratamento com

propranolol é representada na figura 5.

/\‘ /\* B Propranolol
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Figura 5. Esquema experimental: Esquema de tratamento farmacol6gico com o propranolol.

5.2.3Tratamento com Atenolol

Para induzir o bloqueio seletivo dos receptores 1 adrenérgicos (81-AR) utilizamos o
Atenolol (Sigma-Aldrich A7655). Foram administradas 10 inje¢cdes (P11 a P20) na
dosagem de 5 mg/Kg/dia, em animais C57BL/6J (WT), todas por via subcutanea. Os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical no P21. Os coracfes foram
coletados, congelados em nitrogénio liquido, armazenados em freezer -80 e
posteriormente direcionados para os respectivos experimentos. A metodologia do

tratamento com Atenolol € representada na figura 6.
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Figura 6. Esquema experimental: Esquema de tratamento farmacoldgico com o Atenolol.
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5.2.4 Tratamento com Isoproterenol

Para reestimular os receptores B-AR dos animais previamente desnervados com a 6-
OHDA, utilizamos o Isoproterenol (ISO) (Sigma-Aldrich 15627) um agonista B-AR né&o
seletivo. Foram administradas 6 injecfes (P15 a P20) na dosagem de 5mg/kg/dia, em
animais C57BL/6J (WT), todas por via subcutanea. Os animais foram eutanasiados
por deslocamento cervical no P21. Os coragbes foram coletados, congelados em
nitrogénio liquido, armazenados em freezer -80 e posteriormente direcionados para
0S respectivos experimentos. A metodologia do tratamento com lIsoproterenol é

representada na figura 7.
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Figura 7. Esquema experimental: Esquema de tratamento farmacolégico com 6-OHDA + ISO.

5.2.5 Tratamento com Formoterol

Para reestimular os receptores f2-AR dos animais previamente desnervados com a
6-OHDA, utilizamos o Formoterol (Sigma-Aldrich F9552) um agonista seletivo para os
receptores B-2AR. Foram administradas 6 inje¢cdes (P15 a P20) na dosagem de 5
mg/kg/dia, em animais C57BL/6J (WT), todas por via subcutanea. Os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical no P21. Os coracbes foram coletados,
congelados em nitrogénio liquido, armazenados em freezer -80 e posteriormente
direcionados para os respectivos experimentos. A metodologia do tratamento com

Formoterol é representada na figura 8.
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Figura 8. Esquema experimental: Esquema de tratamento farmacol6gico com 60HDA + Formoterol.
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5.2.6 Tratamento com Dobutamina

Para reestimular os receptores f1-AR dos animais previamente desnervados com a
6-OHDA, utilizamos a Dobutamina (Sigma-Aldrich DO676) um agonista seletivo para
os receptores B-2AR. Foram administradas 6 injecdes (P15 a P20) na dosagem de 5
mg/kg/dia, em animais C57BL/6J (WT), todas por via subcutanea. Os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical no P21. Os coragcbes foram coletados,
congelados em nitrogénio liquido, armazenados em freezer -80 e posteriormente
direcionados para os respectivos experimentos. A metodologia do tratamento com

Dobutamina é representada na figura 9.
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Figura 9. Esquema experimental: Esquema de tratamento farmacolégico com 610HDA +
Dobutamina

5.3 Western Blot

Os coragdes de camundongos previamente extraidos e congelados no freezer -80,
foram homogeneizados por 40 minutos em solucédo de lise (em mM: NacCl, 100; Tris-
base, 50; EDTA-2Na, 5; Na4P207x10H20, 50; MgClI2, 1; pH 8,0) com detergentes
(Nonidet P40 1%, Triton x-100 0,3% e deoxicolato de sédio 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 (em mM: NaF, 20; Na3VO4, 1). ApOs 0 processo
de homogenizacdo, o material seguiu para a uma centrifuga refrigerada onde foi
centrifugado por 12 minutos, 8000 rpm, 4°C. ApoOs a centrifugacdo o pellet foi
descartado e o sobrenadante aliquotado e armazenado ao -80°C. A dosagem de
proteina foi realizada de acordo com o método de descrito por Bradford, 1976. 40-50
Mg de proteinas foram separadas num gel de poliacrilamida cuja concentracéo varia
entre 8 e 12% dependendo da massa molecular da proteina-alvo. As amostras foram
entdo aquecidas a 95°C por 5 minutos quando o alvo ndo era uma proteina de

membrana ou a 37°C por 10 minutos quando o alvo era uma proteina de membrana.
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As corridas foram realizadas com voltagem fixa em 120V e tempo maximo de 2 horas.
A transferéncia foi realizada utilizando-se o aparato de transferéncia semi-dry
(BioRad), com voltagem fixa em 20V tempo de transferéncia variando entre 30 e 40
minutos. Todas as membranas foram entdo coradas em solugdo de Ponceau para
monitorar a qualidade da transferéncia. Logo apds, as membranas forram lavadas em
solucéo de TBS-T (do inglés, Tris-Buffered Saline; em mmol/L: NaCl, 150; Tris, 25 e
0,05% de Tween 20, pH 8,0). O bloqueio foi realizado em solugéo de TBS-T com leite
a 5% por 1 hora a temperatura ambiente em agitacdo permanente. As membranas
entdo foram incubadas overnight por 16 a 20 horas, a 4°C, com anticorpos primarios
diluidos em solucao de leite 1% com TBS-T. A tabela 1 resume os anticorpos primarios
e secundarios que foram utilizados para os experimentos de Western Blotting:

Tabela 1: Lista de anticorpos utilizados nos experimentos de Western Blotting

ANTICORPO MARCA DILUICAO
anti-TH Santa Cruz Biotechnology 1:1000
anti-MAO-A Santa Cruz Biotechnology 1:1000
anti-g1-AR Thermo Fisher Scientific 1:1000
anti-f2-AR Thermo Fisher Scientific 1:1000
anti-§ arrestina 1 Thermo Fisher Scientific 1:1000
anti-p arrestina 2 Thermo Fisher Scientific 1:1000
anti-SERCA2 Santa Cruz Biotechnology 1:2000
anti-PLN Santa Cruz Biotechnology 1:2000
anti-CSQ ABCAM 1:1000
anti-JPH2 Thermo Fisher Scientific 1:1000
anti-CAV-3 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
anti-HSP90a/[3 Santa Cruz Biotechnology 1:2000
anti-Akt fosforilada (Ser473) Cell Signaling 1:0000
anti-Akt fosforilada (Thr308) Cell Signaling 1:1000
anti-GSK3[ fosforilada (Ser9) Cell Signaling 1:1000
Anti-ERK 1/2 Fosforilada Cell Signaling 1:1000
anti-NGF Santa Cruz Biotechnology 1:1000
anti-BDNF Santa Cruz Biotechnology 1:1000
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ANTICORPOS SECUNDARIOS MARCA DILUICAO
anti-Goat Sigma-Aldrich 1:15000
anti-Rabbit Sigma-Aldrich 1:15000
anti-Mouse Sigma-Aldrich 1:15000

Apoés a incubacao overnight com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas
com TBS-T por 30 minutos (trocado a cada 5 minutos) e incubadas com o anticorpo
secundério adequado conjugado a peroxidase (HRP) por 1 hora. Apos este periodo,
as membranas foram novamente lavadas com TBS-T por 30 minutos novamente
trocado a cada 5 minutos. As bandas foram detectadas por reacdo de
guimioluminescéncia utilizando o reagente ECL Plus® e analisadas no Image Quant
Las 4000®. O HSP90 a/B ou a expressao da proteina total foram utilizadas como

normalizadores da expressao proteica.

5.4 Histologia

Os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical, e rapidamente
submetidos a uma toracotomia com perfuséo intracardica de 1ml de KCIl 10% com a
agulha posicionada dentro do ventriculo esquerdo para que ocorra a hiperpolarizacao
das células e o coragdo pare em diastole. Logo ap6s o coracéao foi coletado, os atrios
foram desprezados e os ventriculos foram embebidos no meio OCT Tissue Tek®
(#4583, Sakura Finetek) e congelado a 20°C. Apds o congelamento o tecido foi
cortado em um criostato na espessura de 8 um, adicionado a lamina e armazenado a
-20°C.

As laminas contendo os cortes do coragdo foram fixados com solugcdo 4% de
paraformaldeido (PFA) diluido em PBS 1x, por 30 minutos a temperatura ambiente.
Logo apds, o tecido foi lavado para remocao do excesso de PFA, 3 lavagens com PBS
1x.

5.4.1 Area Celular (tecido)

Para analise morfometria da area celular, o tecido foi incubado por 15 minutos, a
temperatura ambiente com Wheat germ agglutinin (WGA) (ab178444 1:200 em PBS),
visivel no comprimento de onda 555. Esta sonda delimita o contorno celular através

da sua ligacéo a glicoproteinas de membrana. Posteriormente o tecido foi novamente
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lavado por 3 vezes com PBS 1x e incubado com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
(1:500 em PBS) por 5 minutos a temperatura ambiente. O DAPI cora o nucleo celular
devido a sua afinidade as regides AT do DNA. As laminas foram finalmente lavadas
novamente por 3 vezes com PBS 1x e selada com glicerol 60%.

5.4.2 Imunofluorescéncia (Tecido)

Para marcacdo de alvos especificos através da técnica de imunofluorescéncia, apos
a etapa de fixacao, o tecido foi permeabilizado utilizando solucéo de PBS/Triton 0,3%.
Apos o bloqueio por 1 hora os tecidos foram lavados com PBS 1x por 3 vezes. Em
seguida os tecidos foram incubados overnight a 4°C com anti-TH (Santa Cruz
Biotechnology,1:100, PBS/Triton 0,3%.), anti-BDNF (Santa Cruz Biotechnology,
1:100, PBS/Triton 0,3%), anti-NGF (Santa Cruz Biotechnology, 1:100, PBS/Triton
0,3%) ou anti-Ki-67 (Invitrogen, 1:50 PBS/Triton 0,3%). ApGs este tempo, os tecidos
foram novamente lavados com PBS 1x por 3 vezes e foi incubado com anticorpo
secundario conjugado ao Alexa Fluor 633 (1:500, Invitrogen) por 1 hora a temperatura
ambiente. A marcacao nuclear foi obtida incubando os tecidos com DAPI (1:500 em
PBS).

5.4.3 Morfometria celular e andlise de polinucleacao (célula)

Os CM previamente isolados foram fixados com solucdo 4% de PFA diluido em PBS
1x, por 15 minutos a temperatura ambiente. Logo apds, procedeu-se a lavagem para
remogdo do PFA e permeabilizagdo da membrana celular utilizando solu¢do de
PBS/Triton 0,3%. Apds o bloqueio por 1 hora, os CM foram incubados overnight a 4°C
com o anticorpo anti-a-actina (Sigma Aldrich, 1:150 SAB4503474). As células foram
incubadas com o anticorpo secundario conjugado ao Alexa Fluor 633 (1:500,
Invitrogen) por 1 hora a 4°C. Apés a incubacdo com o anticorpo primario e apos a
incubagdo com o secundario, as células foram lavadas por 30 minutos com PBS 1x (6
vezes de 5 minutos). A marcagao nuclear foi obtida incubando os tecidos com DAPI
(1:500 em PBS).

As células citadas nos protocolos acima, foram observadas usando o microscopio
confocal Zeiss LSM 880 Meta (CAPI, ICB, UFMG). As medidas das células foram
realizadas usando o software Zen 3.4 Blue edition ou ImageJ e a medida da area

celular foi avaliada utilizando o software LSM Image Browser da Zeiss.
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5.4 Isolamento de Cardiomidécitos Ventriculares

Os CV dos camundongos adultos foram isolados de acordo com a metodologia
previamente descrita por Jesus. et al.,, 2020. Para este protocolo, o coragao foi
rapidamente removido e retro-perfundido via método de Langendorff com solu¢do de
Tyrode modificada livre de Ca2+ (em mmol/L: NacCl, 130; KCl, 5,4; HEPES, 25; MgClI2,
0,5; NaH2PO4, 0,33; glicose, 22 e insulina 100U/mL; pH=7,40). Posteriormente, o
coragao foi perfundido com solugdo de Tyrode contendo 50 umol/L de CaCl2 e
colagenase (tipo 2 — 1,2 mg/mL). ApGs a etapa de digestdo quimica, o 6rgéo foi
submetido a digestdo mecéanica e filtrado para remocéo do tecido ndo digerido. A
concentracdo extracelular de Ca2+ foi aumentada apds trés ciclos de centrifugacéo e
troca de tampéo, chegando a 500 umol/L ao final do processo. Logo apds, as células
foram novamente centrifugadas e mantidas em solugcédo de Tyrode até os respectivos

experimentos.

5.5 Andlise de Tubulo-T (célula)

Foi separado 1ml de tyrode com CMs recém isolados (metodologia 5.5), que foram
incubados com a sonda di-8-ANNEPS (Thermo Fisher Scientific) concentracdo de
10uM, por 30 minutos a temperatura ambiente sobre um agitador orbital. Apds a
incubacéo, as células foram lavadas com PBS 1x para retirada do excesso da sonda.
Finalmente as células, foram observadas usando o microscépio confocal Zeiss LSM
880 Meta (CAPI, ICB, UFMG). A analise dos tubulos-T foram realizadas usando o

software ImageJ.

5.6 Contratilidade Celular

A contratilidade de cardiomiécitos ventriculares foi avaliada como descrito por Jesus.
et al., (2020). As células isoladas foram colocadas em uma camara com base de
lamina de vidro montada sobre a plataforma de um microscopio invertido base de
laminula de vidro montada na platina de um microscépio invertido (TCM 400). No
estado estacionario, contracbes de 1 Hz foram realizadas através de eletrodos de
platina (Myopacer, Campo estimulador, lonoptix, EUA) com pulsos de voltagem de
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duracdo de 5 ms e uma intensidade de 50V. As células foram visualizadas em um
monitor de computador com uma camera NTSC (Myocam, lonoptix, EUA), no modo
varredura parcial. Esta imagem foi usada para medir o encurtamento celular (indice
de contratilidade), em resposta a estimulacdo elétrica usando um detector de borda
de movimento de video (lonWizard, lonoptix, EUA). Encurtamento das células foi
calculado a partir da saida do detector de arestas usando um lonWizard conversor
A/D (lonoptix, Milton, MA, EUA).

5.7 HPLC

Para a dosagem cardiaca de noradrenalina, foi utilizada a técnica de HPLC (High
Performance Liquid Cromatography). Resumidamente, o0s coracbes foram
homogeneizados em 1000uL de &cido perclérico (PCA) 0,15 M contendo 0,1 mM de
EDTA e 56,857 nM de 3,4-diidroxibenzilamina (DHBA; Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI),
utilizado como padréo interno. Todas as amostras de um mesmo experimento foram
dosadas na mesma analise e a mesma solugédo de PCA / EDTA / DHBA diluicao foi
utilizada para Performance Liquid Cromatography todas elas. As amostras em solucao
foram homogeneizadas e posteriormente centrifugadas a 12.000 rpm por 20 min, 4
°C. O pellet foi direcionado a dosagem proteica por Bradfford, e ao sobrenadante foi
acrescentado 600uL de Tampéo Tris-HCI 1,5 M (pH = 8,5; ajustado com HCI 10 M),
EDTA 20 mM, + 10mg de alumina, a qual € a responsavel por reter as catecolaminas;
e entdo as amostras permaneceram 30 minutos em agitacdo orbital. Apds esse
periodo, foi realizada a centrifugacdo (spin) das amostras, retirada do sobrenadante,
e a ressuspensao da alumina em 500 ul de PCA 0,15M; EDTA 0,1mM. As amostras
entdo, foram homogeneizadas por 1 minuto e depois centrifugadas a 12.000 rpm por
20 min, 4 °C e por fim, a sobrenadante foi retirado e injetado no equipamento. A fase
movel do sistema foi constituida de NaH2PO4 100 mM, NaCl 10 mM, EDTA 0,1 mM,
acido octanesulfénico de sodio 0,38 mM, em agua MiliQ e metanol 6%; pH 3,5
ajustado com H3PO4. O fluxo da bomba do HPLC foi ajustado para 1,0 mL/min e o
potencial do detector eletroquimico 0,4 V (Decade Il, VT-03 eletrochemical flow cell;
Antec Leyden). Vinte microlitros de amostra foram injetadas no HPLC com o auxilio
de um auto injetor (SIL-10A autosampler, Shimadzu Corporation). As catecolaminas
foram separadas em coluna de fase reversa (Purospher Star, 5 ym, 250 x 4 mm;

Merck) precedida de pré-coluna C18 (Lichrospher 5 ym, 4 x 4 mm; Merck). A
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temperatura do forno foi mantida constante a 40 °C. Os dados cromatograficos foram
analisados utilizando-se o software Class-VP (Shimadzu, Kyoto, Japéo). A
noradrenalina foi identificada de acordo com seu tempo de eluicdo e quantificados
utilizando-se curvas de calibracdo pelo método do padréo interno (DHBA)

5.8 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de variancia de uma via seguida pelo pds-teste
de Newman-Keuls. Quando apropriado o teste t-Student foi aplicado. Os resultados
foram apresentados com média + erro padrdo, sendo considerado o nivel de
significancia de 5% (p<0,05). As andlises foram realizadas no programa estatistico

Graph Pad Prism verséo 8.
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6. RESULTADOS

6.1 Desenvolvimento pos-natalde camundongos:

Inicialmente, decidimos avaliar as etapas que sdo importantes durante o
processo de maturacdo cardiaca, a saber: (i) hipertrofia, (ii) expressédo de proteinas
envolvidas no acoplamento excitacdo-contracdo e (iii) expressdo de proteinas
envolvidas na génese e manutencdo dos tubulos-T de forma a tracar um panorama
amplo do processo maturacional. Para isto, camundongos C57BL/6J de ambos os
sexos foram eutanasiados no primeiro de vida (P1), P11, P21 e P45. Neste intervalo
de tempo, como esperado, observamos um aumento gradual e significante no peso
do coracgdo, que passou de uma média de 13,5+1,13 mg em P1 para 112,7+6,95mg
em P45 (aumento percentual de 685.55%) (Figura 10).
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Figura 10: Desenvolvimento pos-natal do coragéo. A) Imagem representativa de coragdes coletados
em P1 (1 dia de vida pés-natal), P11, P21 e P45. B) Grafico temporal mostrando o peso do coragao
de camundongos. Resultados expressos como média + erro padrdo da média. *p<0,05 versus 0s
demais grupos. ANOVA One-way seguido de Newman-Keuls. n=ndmero de animais por grupo.

6.2 Desenvolvimento pos-natal de componentes envolvidos no
acoplamento excitacdo-contracdo, desenvolvimento e

manutencédo dos tubulos-T

Avaliamos posteriormente como se comportava alguns componentes envolvidos no
acoplamento excitacdo-contracdo cardiaco e no desenvolvimento de tubulos-T. Os

alvos escolhidos foram: SERCAZ2, junctofilina 2 (JPH2), caveolina-3 (Cav-3) e
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calsequestrina. E possivel observar na figura 11, que SERCA2, calsequestrina e JPH2
passam por um importante aumento de expressao durante o periodo pés-natal no
tecido cardiaco. Apesar de ndo apresentar um aumento significativamente diferente,
a expressao da Cav-3 também seguiu o0 mesmo padrao dos alvos anteriores (figura
11D).
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Figura 11: Desenvolvimento dos componentes envolvidos no acoplamento excitacdo-contragcéo
e naformagado e manutencao dos tubulos-T. A) Superior: Western-blot representativo para SERCA2
normalizada por HSP9O, realizado em homogenatos de cora¢do. Inferior: Grafico temporal mostrando
a expressdo da proteina SERCA2. *p<0,05 versus P1 #p<0,05 versus P11. B) Superior: Western-blot
representativo para Calsequestrina normalizado por HSP90, realizado em homogenatos de coragéo.
Inferior: Grafico temporal mostrando a expressao da proteina Calsequestrina. *p<0,05 versus P1 e P11.
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C) Superior: Western-blot representativo para JPH2 normalizado por HSP9O0, realizado em
homogenatos de coracao. Inferior: Grafico temporal mostrando a expressao da proteina JPH2. *p<0,05
versus P1 e P11. D) Superior: Western-blot representativo para Cav-3 normalizado por HSP90,
realizado em homogenatos de coracgdo. Inferior: Gréafico temporal mostrando a expressédo da proteina
Cav-3. P1 =1 dia de vida p6s-natal, P11 = 11 dias de vida p6s-natal, P21 = 21 dias de vida pds-natal
e P45= 45 dias de vida pos-natal. Resultados expressos como média * erro padrdo da média. ANOVA
One-way seguido de Newman-Keuls. n=ndmero de animais.

6.3 Expresséao cardiaca das neurotrofinas BDNF e NGF:

Em seguida, seguimos para caracterizar as alteracbes temporais em varios
componentes da sinalizacdo adrenérgica no intervalo entre P1-P45 no coracao. Nosso
primeiro alvo foram as neurotrofinas Nerve Growth Factor (NGF) e Brain Derived
Neurotrophic Factor (BDNF), que s&o conhecidas por estarem envolvidas na
neogénese, manutencdo e integridade da inervacdo cardiaca (SADOWSKA e
MACHALINSKI, 2017). De forma interessante, observamos um padrdo distinto na
expressdo de BDNF e NGF no coracédo (Figura 12). Enquanto BDNF apresenta uma
maior expressao proteica nos primeiros dias de vida (P1 e P11), o NGF apresentou
um perfil de expressdo oposto, com um baixo nivel de expressdo logo apés o
nascimento e um aumento progressivo com o decorrer do amadurecimento do animal,

atingindo o seu maior nivel em P45 (Figura 12).
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Figura 12:Expressdo temporal das neurotrofinas BDNF e NGF no coracdo. A) Imagem
representativa de imunofluorescéncia realizada em criocortes de coragfes marcados com NGF em
verde, BDNF em vermelho e o nicleo em azul. Barra: 20 um. B) Western-blot representativo para BDNF
e NGF normalizado por HSP90, realizado em homogenatos de coracdo. C e D) Grafico temporal
mostrando a expressdo de BDNF e NGF no coracéo de animais P1 (1 dia de vida pds-natal), P11, P21
e P45. O HSP90 foi utilizado como normalizador. Resultados expressos em média + erro padrdo da
média. *p<0,05 versus P1 e P11. #p<0,05 versus P11. ANOVA One-way seguido de Newman-Keuls.
n=ndmero de animais.

6.4 Desenvolvimento p6s-natal da maquinaria de sintese e

degradacéo de noradrenalina no coracgao:

Para avaliar o desenvolvimento dos componentes de sintese e degradacéo de
noradrenalina no coracdo durante o periodo pés-natal, realizamos imunofluorescéncia
(IF) e Western Blot para: (i) Tirosina Hidroxilase (TH), enzima envolvida na sintese de
noradrenalina; e (ii)) para Monamina Oxidase A (MAO-A), enzima envolvida na
degradacdo de noradrenalina. Como apresentado na Figura 13A-C, observamos um
perfil maturacional semelhante entre a TH e a MAO-A, que se encontram em baixa
expressao nos primeiros dias de vida e aumentam de forma progressiva a medida que
o animal amadurece. De forma semelhante, o conteido de noradrenalina cardiaco,
avaliado por meio da técnica de HPLC, apresenta um aumento progressivo entre P1

e P21, estabilizando neste ultimo e permanecendo constante até P45 (Figura 13D).
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Figura 13: Desenvolvimento pos-natal da maquinaria de sintese e degradac¢ao de noradrenalina
no coracdo. A) Imagem representativa de imunofluorescéncia realizada em criocortes de coractes
marcados com TH em vermelho e o ndcleo em azul. Barra: 20 um. B) Superior: Western-blot
representativo para TH normalizado por HSP90, realizado em homogenatos de coracéo. Inferior:
Gréfico temporal mostrando a expressao relativa de TH. *p<0,05 versus P1. C) Superior: Western-blot
representativo para MAO-A normalizado por HSP9O0, realizado em homogenatos de coracao. Inferior:
Gréfico temporal mostrando a expressao relativa de MAO-A. *p<0,05 versus P1 e P11. D) Grafico
temporal mostrando o contetdo cardiaco de noradrenalina dosado através de HPLC. *p<0,05 versus
P1. #p<0,05 versus P11. P1 = 1 dia de vida p6s-natal, P11 = 11 dias de vida pds-natal, P21 = 21 dias
de vida p6s-natal e P45 = 45 dias de vida pés-natal. Resultados expressos em média + erro padrdo da
média. ANOVA One-way seguido de Newman-Keuls. n=nimero de amostras ou animais.
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6.5 Desenvolvimento pds-natal de componentes celulares da

sinalizagao B-adrenérgica.

Os receptores B-AR sdo uma peca fundamental na sinalizacdo adrenérgica
cardiaca (GUYTON e HALL, 2017). Sendo assim, avaliamos de forma temporal
durante o periodo pos-natal, a expressado dos dois principais subtipos de receptores
B-AR (B1-AR e B2-AR) presentes no coragdo. E possivel verificar na Figura 14A e
14B, que tanto os receptores B1-AR como os B2-AR, aumentam subitamente sua
expressao no tecido cardiaco em P21 quando comparado com niveis observados em
P11.

A expressao dos receptores B-AR é regulada, em grande parte pelas proteinas
B-arrestinas que se ligam ao dominio intracelular do receptor e obstruem fisicamente
o acoplamento da proteina G ao receptor, podendo posteriormente induzir
internalizacao e degradagcao do mesmo (JEAN-CHARLES, KAUR e SHENOQY, 2017).
Enquanto a expressao da B-Arrestina2, acompanha o padrao de expressao temporal
geral dos receptores B-AR (Figura 14C-D), o mesmo nao € observado com relacéo a
expressado da B-Arrestinal, provavelmente por este subtipo interagir de forma menos
intensa com 0s receptores de classe A, como os receptores B-AR (OAKLEY et al.,
2000).
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Figura 14: Desenvolvimento de componentes celulares da sinalizagdo B-adrenérgica no tecido
cardiaco. A) Superior; Western-blot representativo para receptores f1-AR normalizado por HSP9O,
realizado em homogenatos de coracéo. Inferior: Gréfico temporal mostrando a expressdo do receptor
B1-AR. *p<0,05 versus os demais grupos. B) Western-blot representativo para receptores 32-AR
normalizado por HSP9O, realizado em homogenatos de coragdo. Inferior: Gréafico temporal mostrando
a expressdo relativa do receptor P2-AR.*p<0,05 versus o0s demais grupos. C) Western-blot
representativo para B-arrestina 1 normalizado por HSP90, realizado em homogenatos de coragéo.
Inferior: Grafico temporal mostrando a expressédo relativa da B-arrestina 1. *p<0,05 versus P1. D)
Western-blot representativo para B-arrestina 2 normalizado por HSP90, realizado em homogenatos de
coracéo. Gréfico temporal mostrando a expresséo relativa da B-arrestina 2. *p<0,05 versus P1 e P11.
P1 = 1 dia de vida pés-natal, P11 = 11 dias de vida p6s-natal, P21 = 21 dias de vida pds-natal e P45=
45 dias de vida p6s-natal. Resultados expressos em média + erro padrdo da média. ANOVA One-way
seguido de Newman-Keuls. n=nimero de animais.

6.6 O tratamento com 6-OHDA abole a expresséo de TH

Considerando os dados obtidos até o momento que mostram a maturacdo da
maquinaria de sinalizacdo adrenérgica no estagio P21, em que todos 0s seus
componentes ja se encontram presentes e com o objetivo de avaliar o impacto da
desnervacdo simpatica sobre processos chaves da maturacdo cardiaca,
avancamos para o tratamento de camundongos com a 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), a fim de promover uma simpatectomia quimica. Os animais receberam a
primeira dose da 6-OHDA em P1 (100 mg/kg, subcutaneo) e segunda dose em
P11 (100 mg/kg, subcutaneo), sendo posteriormente eutanasiados em P21 e P45.
Para confirmar a efetividade do tratamento, avaliamos por western blotting a
expressdo da TH, um marcador da presenca de neurénios catecolaminérgicos. Na
figura 15, é possivel observar que a 6-OHDA reduziu em 97% e 95% a expresséo
da TH nos coragdes coletados em P21 e P45, respectivamente.
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Figura 15: O tratamento com 6-OHDA reduz a expressédo da TH no tecido cardiaco. A) Superior:
Western-blot representativo para TH normalizado por HSP90, realizado em homogenatos de coracdo
em P21 (imagem superior) e P45 (imagem inferior). B) Grafico de barras mostrando a expressao de TH
em animais P21 e P45 controles (CTR) e tratados com 6-OHDA. *p<0,05 versus CTR da mesma idade.
P21 = 21 dias de vida pds-natal e P45 = 45 dias de vida pés-natal. Resultados: expressos em média
erro padrdo da média. Teste-t Student. n=ndimero de animais.

Apés a confirmacdo da efetividade da simpatectomia farmacolégica (figura 15)
avaliamos a expressao dos receptores B1-AR e 32-AR no coracao de animais tratados
com 6-OHDA. A Figura 16 mostra que a desnervacdo simpatica ndo alterou a

expressao destes receptores no coracao.
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Figura 16:A desnervacdo simpatica nao altera a expressao dos receptores B1 e B2 adrenérgicos
no coracao. A) Superior: Western-blot representativo para os receptores $1-AR e 2-AR normalizados
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por HSP90 realizado em homogenatos de coracdo de animais P21 controle (CTR) ou tratados com 6-
OHDA. Inferior: Western-blot representativo para os receptores $1-AR e 2-AR normalizado por HSP90
realizado em homogenatos de coragdo de animais P45 controle (CTR) ou tratados com 6-OHDA. B)
Gréfico de barras mostrando a expresséo dos receptores B1-AR emP21 e P45 CTR ou 6-OHDA. C)
Gréfico de barras mostrando a expresséo relativa dos receptores 2-AR em P21 e P45 CTR ou 6-
OHDA. P21 = 21 dias de vida pés-natal e P45 = 45 dias de vida pds-natal. Resultados: expressos em
média £ erro padrao da média. Teste-t Student. n=numero de animais.

Tendo em vista os resultados anteriores que mostraram que a 6-OHDA foi
efetiva em promover a desnervacéo simpatica no coracdo, sem causar alteracdo na
expressdo dos receptores B-AR neste tecido, decidimos investigar neste modelo
varios parametros que estdo envolvidos com a maturacdo cardiaca: i) presenca de
tubulos-T; ii) funcdo contratil dos cardiomidcitos e iii) hipertrofia de cardiomidcitos.

6.7 A desnervacado simpatica ndo altera a presenca dos de

TlUbulos-T no cardiomiécito ventricular

Para avaliar a influéncia da desnervacao simpatica sobre a presenca de tubulos-T,
cardiomidcitos ventriculares de animais P21 controle (CTR) ou tratados com 6-OHDA
foram isolados e marcados com uma sonda fluorescente especifica para tabulos-t, o
di-8-ANEPPS. Ao analisarmos a densidade de elementos transversos e longitudinais,
densidade total e integridade dos tubulos-T em células de animais controles e
desnervados, observamos que todos estes parametros se encontram inalterados
(Figura 17A-E), sugerindo que a desnervacdo simpética ndo impacta de forma
significativa no aparecimento e manutencdo de tdbulos-T nos cardiomiécitos
ventriculares. Corroborando este dado, ndo observamos diferenca na expresséo da
Cav-3 e JPH2 entre os animais P21 CTR e P21 6-OHDA (17F-H).

A

, di-8-ANEPPS

E;_g\1 CTR P21 6-OHDA
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Figura 17: A desnervagdo simpética ndo altera a ocorréncia e distribuicdo de tdbulos-t no
cardiomidcito ventricular. A) Imagem representativa obtida por microscopia confocal de cardimiocitos
ventriculares marcados com di-8-ANEPPS, isolados de animais P21 controles (CTR) ou tratados com
6-OHDA. Barra = 20 um. B-E) Grafico de barras mostrando a densidade de elementos transversais (B),
densidade de elementos longitudinais (C), densidade total de tubulos-T (D) e integridade dos tubulos-
T (E) de cardimidcitos ventriculares P21 CTR ou P21 6-OHDA. P>0,05 versus grupo P21 CTR em todos
0s grupos. P21 = 21 dias de vida pés-natal. Teste-t Student. n= nimero de células analisadas/nimero
de animais. F-H) Western-blot representativo para Junctofilina (JPH2) e Caveolina-3 (CAV-3)
normalizado por HSP90 realizado em homogenatos de coracdo (F), Grafico de barras mostrando a
expressdo de JPH2 e CAV-3 respectivamente.

6.8 A desnervacdo simpatica ndo altera a funcao contratil de

cardiomiécitos ventriculares:

Com o intuito de avaliar qual a implicagcéao funcional da desnervacgéao simpatica
no cardiomiécito ventricular, comparamos a fragdo de encurtamento de células
isoladas de animais P21 CTR e 6-OHDA. Como podemos observar na Figura 18, a
auséncia da inervacdo simpatica ndao comprometeu a fracdo de encurtamento de

células estimuladas a 1Hz.
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Figura 18: A desnervagdo simpética ndo altera a fragdo de encurtamento de cardiomiocitos
ventriculares. A) Gréfico de barras mostrando a fracdo de encurtamento de cardiomidcitos
ventriculares de animais P21 controle (CTR) ou tratados com 6-OHDA B) Tragos representativos do
encurtamento de cardiomiécitos de camundongos P21 controle (CTR) e tratados com 6-OHDA
sobrepostos. P21 = 21 dias de vida pés-natal. Resultados expressos em média + erro padrdo. Teste-t
Student. n=numero de células/nimero de animais

6.9 A desnervacado simpatica nao altera expressao de células

YFP+ em animais reporter para MYH7

Uma das caracteristicas da maturagao cardiaca, € o silenciamento de diversos genes
fetais. Em especial, podemos citar o gene Myh7. Este gene em questao, € silenciado
pois a proteina que o mesmo codifica, a cadeia pesada de miosina do subtipo B (3-
MHC) deixa de ser expressa a medida que o animal vai amadurecendo, sendo
substituida pelo subtipo a-MHC. A transicao do fendtipo B-MHC para o fendtipo a-
MHC é um indicativo maturacional. Avaliamos no animal reporter Myh7-YFP, a
porcentagem de células YFP+, que nos indica a presenca do subtipo B-MHC. N&o foi
observada diferenca significativa entre os animais WT e tratados com 6-OHDA. Este
resultado indica que o processo de silenciamento do gene fetal Myh7 ocorreu de forma

satisfatoria.
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Figura 19: A desnervacdo simpética ndo altera expressao de células YFP+ em animais repoérter
MYH7-YFP A) Imagem representativa de imunofluorescéncia realizada em criocortes de coragdes
marcando a membrana plasmética com WGA (vermelho) e os ndcleos com DAPI (azul). Células
amarelas representam cardiomidcitos que expressam B-MHC. Barra= 20 um. B) Grafico de barras
mostrando a porcentagem de células YFP+ em relagdo ao ndmero total de células de animais P21
(CTR) e tratados com 6-OHDA. *p<0,05 versus P21 CTR. P21= 21 dias de vida pés-natal. Resultados
expressos em média * erro padrao da média. Teste-t Student: n=nlimero de animais.

6.10 A desnervacgao simpética desacelera o crescimento cardiaco
pés-natal

Em sequéncia, avaliamos se a inervagao simpatica contribui para o crescimento
cardiaco pés-natal. Tanto nos animais P21 como nos P45, observamos uma reducéo
na relacdo do peso do coracdo normalizado pelo tamanho da tibia nos animais 6-
OHDA, gquando comparados aos seus respectivos controles da mesma idade (figura
20A). Corroborando este dado, a desnervacao simpatica reduziu de forma significativa
a area de seccao transversa dos CM em P21 e P45 quando comparado aos seus
controles (Figura 20B).
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Figura 20: A desnervacdo simpéatica desacelera o crescimento cardiaco pés-natal A) Gréfico de
barras mostrando a relacdo do peso do coracdo normalizado pelo tamanho da tibia esquerda de
animais P21 e P45 controles (CTR) ou tratados com a 6-OHDA. *p<0,05 versus CTR da mesma idade.
B) Gréfico de barras mostrando o tamanho da &rea de seccéo transversa dos cardiomiécitos de animais
P21 e P45 controles (CTR) ou tratados com a 6-OHDA. *p<0,05 versus CTR da mesma idade. C)
Imagem representativa de imunofluorescéncia realizado em criocortes de cora¢cbes marcando a
membrana plasmatica com WGA (vermelho) e os niicleos com DAPI (azul). Barra 20 um. P21=21 dias
de vida pés-natal e P45= 45 dias de vida pos-natal. Resultados expressos em média * erro padrao da
média. Teste-t Student Em A: n=nimero de animais. Em B: nimero de células analisadas/nimero de
animais.
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Com o intuito de afunilar nossos resultados, decidimos isolar cardiomiocitos
ventriculares de camundongos P21 controles e tratados com 6-OHDA. Nestas células,
medimos o comprimento, largura e area celular. Na Figura 21A s@o apresentadas
imagens representativas obtidas em microscépio confocal de cardiomidcitos
ventriculares marcados com a-actinina (vermelho) e DAPI (azul) de animais P21
controles ou 6-OHDA. Na andlise destas células, observamos reducdo no

comprimento e na area das células dos animais P21 6-OHDA, porém, esta diferenca

nao foi observada na largura celular (Figura 21B).
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Figura 21: A desnervacédo simpatica prejudica o crescimento de cardiomidcitos ventriculares. A)
Imagem representativa de microscopia confocal de cardiomidcitos isolados de camundongos P21
controle (CTR) ou tratados com 6-OHDA. Estas células foram marcadas com a-actinina (vermelho) e
DAPI (azul). Barra 20 um. B-D) Grafico de barras com a analise da largura (B), comprimento (C) e area
celular (D) de cardiomidcitos ventriculares P21 CTR ou P21 6-OHDA. *p<0,05 versus grupo P21 CTR.
P21 = 21 dias de vida pés-natal. Resultados expressos em média + erro padrdo da média. Teste-t
Student. n= namero de células analisadas/ndmero de animais.
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Baseado nos achados supracitados mostrando que a desnervagao simpatica
desacelera o crescimento cardiaco pds-natal, sem impacto pronunciado na funcéo
contrétil ou na ocorréncia de tdbulos-T, buscamos investigar a nivel molecular como

essa inervacao simpdtica contribui para hipertrofia cardiaca pés-natal.

6.11 A desnervagao simpética atenua a fosforilagéo de proteinas

pro-hipertréficas

O crescimento cardiaco é um processo complexo que envolve o recrutamento de
diversas vias intracelulares. Uma vez observado que a desnervacdo simpatica
reduz o tamanho do cora¢ao, nos perguntamos como estaria o nivel de fosforilacéo
de proteinas classicamente envolvidas na resposta hipertrofica cardiaca, como as
vias PISK/AKT e ERK1/2. Constatamos uma atenuacéo na fosforilacdo de AKT
(sitios Serd73 e Thr 308), GSK3B e ERK1/2 (Figura 22A, B, C e D
respectivamente), sugerindo uma possivel participacdo dessas vias na
desaceleracdo do crescimento hipertréfico cardiaco pds-natal promovida pela
desnervacéao simpatica.
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Figura 22. A desnervagao simpéatica prejudica a fosforilacdo de proteinas pro-hipertroficas.
Superior: Western-blot representativo para as proteinas pAKT(Serd73 e Thr308)/AKT (A-B),
pGSK3B/GSK3p (C) e pERK/ERK (D). Inferior: Grafico de barras mostrando o nivel de fosforilagcdo das
proteinas pAKT(Ser473 e Thr308) (A-B), pGSK3p (C) e pERK (D) em camundongos P21 controle (CTR)
ou tratados com 6-OHDA. O western blots foram normalizados pelas respectivas proteinas totais.
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*p<0,05 versus grupo P21 CTR.P21 = 21 dias de vida pés-natal. Resultados expressos em média +
erro padrdo. Teste-t Student. n=namero de animais.

6.12 O antagonismo dos receptores B-AR prejudica o crescimento

cardiaco pés-natal

Para investigar a participacado dos receptores B-AR no crescimento cardiaco
pés-natal, intervencdes farmacoldogicas e o0 uso de animais geneticamente
modificados foram utilizados. Inicialmente, camundongos P11 foram tratados durante
10 dias com propranolol (5 mg/kg, i.p.), um antagonista ndo seletivo dos receptores [3-

AR. Neste protocolo experimental, observamos que o propranolol reduziu a area de

secgdao transversa dos cardiomiocitos (Figura 23).
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Figura 23: antagonismo dos receptores B-AR desacelera o crescimento cardiaco pos-natal A)
Imagem representativa de imunofluorescéncia realizada em criocortes de coragcdes marcados na
membrana plasmética com WGA (vermelho) e os nucleos com DAPI (azul). Barra=20 um. B) Gréfico
de barras mostrando o tamanho da &area de seccdo transversa dos cardiomidcitos de animais P21
(CTR) ou tratados com propranolol. *p<0,05 versus P21 CTR. P21= 21 dias de vida pés-natal.
Resultados expressos em média + erro padréo da média. Teste-t Student: n=nimero de animais.

Com o objetivo de distinguir separadamente a participacao dos dois principais
receptores (3-AR presentes no coracgdo no processo de hipertrofia cardiaca pos-natal,
utilizamos: (i) o atenolol como antagonista seletivo dos receptores B1-AR, seguindo o
mesmo regime de tratamento realizado com o propranolol e (i) o camundongo
nocaute global para o receptor 2-AR (B2-KO). Camundongos 2-KO e WT foram
sacrificados em P21. Tanto os animais tratados com atenolol quanto os animais (32-
KO apresentaram diminuicdo na area de secc¢do transversa dos cardiomiocitos,

guando comparados aos seus respectivos controles (Figura 24A-D)
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Figura 24. O antagonismo dos receptores B1-AR e animais transgénicos B2-KO apresentam
prejuizo no crescimento cardiaco pés-natal. A e C) Imagem representativa de imunofluorescéncia
realizada em criocortes de coragBes marcando a membrana plasmatica com WGA (vermelho) e os
nacleos com DAPI (azul). Barra=20 um. B e D) Grafico de barras mostrando o tamanho da area de
secc¢dao transversa dos cardiomiécitos de animais P21 (CTR) e tratados com Atenolol ou P21 (CTR) e
B2-KO. *p<0,05 versus P21 CTR. P21= 21 dias de vida pés-natal. Resultados expressos em média +
erro padrdo da média. Teste-t Student: n=ndmero de animais.

6.13 A estimulacdo B-adrenérgica reverte o fenétipo induzido pela
6-OHDA

Para reforcar os resultados acima, optamos por estimular os receptores p-AR
de animais previamente desnervados, dentro da janela de maturacéo cardiaca pos-
natal(P1-P21). Para isto, tratamos camundongos 6-OHDA com isoproterenol
(agonista nao seletivo dos receptores B-AR, 5 mg/kg, i.p.), dobutamina (agonista
seletivo dos receptores B1-AR, 5 mg/kg, i.p.) ou com formoterenol (agonista seletivo
dos receptores B2-AR, 5 mg/kg, i.p.). E possivel observar na figura 25, que todos os

3 regimes de tratamento, reverteram o perfil de crescimento promovido pela
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desnervacédo simpatica, observado tanto na relacédo do peso do coracdo normalizado
pelo tamanho da tibia (Figura 25 B, E e H) quanto na area de secc¢éao transversa da
fibra cardiaca (Figura 25 C, F e I). Tomados em conjunto, estes resultados sugerem
fortemente a participagdo de ambos os receptores 3-AR no processo de inducdo do

crescimento hipertrofico de cardiomiécitos no estagio pés-natal.
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Figura 25. A estimulacao B-adrenérgicareverte o remodelamento atréfico induzido pela 6-OHDA.
A, D e G) Imagem representativa de imunofluorescéncia realizado em criocortes de cora¢cdes marcando
a membrana plasmatica com WGA (vermelho) e os nucleos com DAPI (azul). Barra 20 pm. B, E e H)
Gréfico de barras mostrando o peso do coragdo normalizado pelo tamanho da tibia em P21 (CTR),
tratados com dobutamina ou formoterol respectivamente. C, F e | ) Gréafico de barras mostrando o
tamanho da &rea de seccdo transversa dos cardiomidcitos de animais P21 (CTR), tratados com 6-
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OHDA e tratados com 6-OHDA + dobutamina ou formoterol respectivamente. *p<0,05 versus P21 CTR.
P21= 21 dias de vida pés-natal. Resultados expressos em média + erro padrao da média. ANOVA One-
way seguido de Newman-Keuls. n=ndmero de animais.

6.14 A desenervacao simpatica prejudica o processo de

polinucleacdo dos cardiomidcitos ventriculares:
Uma fase importante do processo de diferenciacéo final dos CMs, é o processo de
polinucleacdo dos cardiomidcitos. A binucleacdo esta presente em aproximadamente
80% das células maduras de roedores (GUO e PU, 2020). Para observar a influéncia
da inervacao simpatica sobre este marcador, isolamos cardiomidcitos ventriculares de
camundongos controle e desnervados no 21° dia de vida pés-natal e coramos estas
células com DAPI (Fig.26A). Observamos que o processo de binucleacao celular ndo
foi prejudicado, visto que aproximadamente 80% dos cardiomiéctios de ambos os
grupos se tornaram binucleados, corroborando os achados de Guo e Pu (2020).
Porém, nossos dados apontaram para uma reducdo na populacdo de cardiomidcitos
com tetranucleacdo no grupo 6-OHDA, quando comparado com o controle, processo

este que se inverte em animais desnervados, com 0 aumento na % de células

mononucleadas. Mais estudos sdo necessarios para comprovar este fenotipo.

ol DAPL

P21 CTR P21 6-OHDA




61

P21 CTR P21 6-OHDA
3,28%

2,64%

B 1 Nucleo

[ 2 Nucleos
= 3 Nucleos
I 4 Nucleos

n=189/4

Figura 26: A desnervacdo simpatica afeta o processo de tetranucleagdo dos cardiomidécitos
ventriculares: A) Imagem representativa de microscopia confocal de cardiomidcitos isolados de
camundongos P21 controle (CTR) ou tratados com 6-OHDA. Estas células foram marcadas com DAPI
(azul). Barra 20 um. B) Grafico de pizza demonstrando o perfil nuclear doe cardiémiocitos ventriculares
P21 CTR ou P21 6-OHDA. P21 = 21 dias de vida pés-natal. n= nimero de células analisadas/nimero
de animais.

6.15 A desenervacado simpatica nao altera o perfil proliferativo dos

cardiomiécitos no 21° dia de vida pos-natal
Ao observarmos a reducdo no crescimento hipertréfico induzido pela 6-OHDA,
decidimos avaliar se os CMs desnervados migravam para um fendtipo de maior
capacidade proliferativa, guando comparado ao grupo controle. Para isso, realizamos
imunofluorescéncia para um marcador conhecido de proliferacdo, a proteina nuclear
ki-67. Observamos que a localizacéo da fluorescéncia para Ki67, se encontravam em
nacleos celulares localizados na intersecéo de cardiomiocitos (cabecga de seta branca
na Figura 27A), indicando que a maior parte da proliferacdo estava ocorrendo em néo-
cardiomiécitos. Ndo constatamos diferencas significativas na porcentagem de
cardiomidcitos Ki67+ de animais P21 controle ou P21-OHDA (Figura 27B).
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Figura 27. A desenervacdo simpatica ndo altera o perfil proliferativo dos cardiomiécitos no 21°
dia de vida pos-natal. A) Imagem representativa de imunofluorescéncia realizado em criocortes de
coragdes marcando a membrana plasmatica com WGA (vermelho) e os nicleos com DAPI (azul) e a
proteina Ki67 em verde. Barra 50 um B) Gréfico de barras mostrando a propor¢éo de cardiomiécitos
Ki67+ em relacdo ao nimero total de cardiomiécitos de animais P21 (CTR) ou tratados com 6-OHDA.
p>0,05 versus P21 CTR.
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7. DISCUSSAO

Os principais achados deste trabalho foram: i) a maturagdo da maquinaria adrenérgica
ocorre de forma gradual no coracao ao longo do periodo pos-natal, com a identificacédo
de todos os componentes no P21; ii) a auséncia da inervacdo simpéatica retarda o
crescimento hipertrofico do cardiomidcito pds-natal, possivelmente por atenuar a
fosforilacdo de proteinas pré hipertroficas; iii) os receptores B1 e B2-adrenérgicos
contribuem para o processo de hipertrofia pds-natal e ir) a auséncia da inervacéo
simpatica ndo afeta outros parametros maturacionais dos cardiomiocitos como
proliferacdo, fracdo de encurtamento, presenca de tubulo-T e reexpressao do gene
fetal MYH7. Em conjunto, esses dados demonstram a contribuicdo da sinalizagéo
adrenérgica para o crescimento cardiaco pés-natal. Tendo em vista que ainda sao
pouco conhecidos os sinais neuroenddcrinos envolvidos no processo de maturagao
cardiaca, o conhecimento acerca da participacdo da sinalizacdo adrenérgica num
ponto chave do desenvolvimento cardiaco, podera contribuir para otimizacdo de
abordagens que visam induzir a maturacao de cardiomiocitos provenientes de células

troncos.
O processo de maturacao da sinalizacdo adrenérgica cardiaca

O coragdo apresenta uma rica inervacao simpdtica. Esta inervacdo €
amplamente conhecida por estar envolvida no controle fisiologico das funcgbes
cardiacas. Para investigarmos o processo de maturacdo dessa inervacao no periodo
pos-natal, abordamos 3 aspectos bioldgicos da inervacdo simpatica que incluem: (i)
as neurotrofinas envolvidas no desenvolvimento desta inervacao, (ii) expressao de
proteinas envolvidas na sintese e degradacao da noradrenalina, além do seu préprio
contetdo cardiaco e (iii) a expressdo de componentes celulares da sinalizagao [3-
adrenérgica no coragdo. Quanto a génese e amadurecimento da inervagado simpatica
cardiaca, avaliamos a expressdo das neurotrofinas BDNF e NGF no coragdo. As
neurotrofinas sao importantes polipeptideos envolvidos no crescimento axonal, na
plasticidade sinaptica, sobrevivéncia neuronal, mielinizacdo e diferenciagcdo neuronal
(PIUS-SADOWSKA e MACHALINSKI, 2017). As neurotrofinas apresentam um papel
essencial na formacao do coragdo e de componentes regulatérios do desenvolvimento
vascular (CAPORALI e EMANUELI, 2009). Em linhas gerais, as neurotrofinas

controlam a sobrevivéncia de diversas células que compdem o tecido cardiaco, como
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as células do musculo liso vascular, células endoteliais e cardiomiocitos. Isso ocorre
através de mecanismos autdcrinos e paracrinos que contribuem para regulacdo da
angiogénese, vasculogénese, e estabiliza¢do da inervagdo simpatica cardiaca. (PIUS-
SADOWSKA e MACHALINSKI, 2017; CAPORALI e EMANUELI, 2009). No presente
trabalho, observamos uma maior expressao de BDNF no coracdo dos animais P1 e
P11, quando comparado aos animais P21- P45. Este achado corrobora os resultados
de Donovan et al., (2000), que demonstraram um papel essencial de BDNF nos
primeiros dias de vida na formacé&o do coracéo e da vasculatura miocéardica. Segundo
este mesmo estudo, a deficiéncia de BDNF reduz o contato entre as células
endoteliais do coracdo embrionario de camundongos, levando a hemorragia da

parede intracelular e prejuizo contratil.

Ao avaliarmos NGF um polipeptideo, que possui alta afinidade por receptores
de tropomiosina kinase (Trk) e baixa afinidade pelos receptores p75NTR, constatamos
um aumento em sua expressao detectado no P21 e pico no P45. Este resultado indica
a importancia de NGF para a manutencdo desta inervacdo simpética. Alguns autores
ja evidenciaram esta relacdo entre manutencédo da inervacdo simpatica e NGF, e
atribuem a esta neurotrofina um papel anti-apoptdtico em neurdnios simpaticos.
Crowley et. al., (1994) constataram que ao deletar o gene que codifica NGF, houve
uma reducao de 80% no ganglio simpatico no 3° dia de vida pds-natal. Fagan et al.,
(1996) mostraram que ao deletar o principal receptor de NFG, o receptor TrkA, nao
ocorria prejuizo na neurogénese, porém, no 9° dia de vida pos-natal, nenhum neurdnio
simpético era encontrado no ganglio cervical superior, ponto que antecede a inervacao
simpética cardiaca. Corroborando estes dados, Hassankhani et al., (1995)
observaram que a superexpressdo de NGF, causa um aumento substancial na
inervacao simpatica no coracdo durante o desenvolvimento, fazendo com que este
animal geneticamente modificado evolua para hipertrofia cardiaca. Em linha com este
achado, n0s observamos em paralelo ao aumento na expressao do NGF no tecido
cardiaco, um aumento percentual de 685.55% no peso do coracdo no periodo entre
P1-P45. Essa observacdo sugere que ha uma correlagdo positiva entre presenca de
NGF e o nivel de hipertrofia cardiaca. Vale ressaltar que mais estudos sdo necessarios
para investigar a que nivel o NGF contribui para hipertrofia cardiaca pos-natal: (i)
indiretamente, através do efeito maturacional sobre a inervagdo simpatica ou (ii)

diretamente, através de ativagéo de vias pro-hipertroficas no cardiomiocitos.
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A sintese de noradrenalina se inicia no citoplasma dos axfnios e termina nas
vesiculas secretoras, sendo a TH uma das principais enzimas envolvidas na sintese
deste neurotransmissor (GUYTON e HALL, 2017). Quando secretado na fenda
sinaptica, a noradrenalina pode ser: 1 - recaptada (50-80%), 2 - se perder no fluido
corporal e posteriormente atingir a corrente sanguinea ou 3 - ser degradada por
enzimas especificas, sendo a mais importante a MAO-A (GUYTON e HALL, 2017).
Observamos um aumento crescente tanto da TH quanto da MAO-A no coracéo
durante o processo maturacional, com identificacdo desses componentes no 21° dia
de vida pos-natal, e aumento consideravel entre 0 21° e 45° dia de vida pds-natal. Este
resultado alinha-se com a identificacdo da noradrenalina no coracédo, que atinge niveis
mais altos a partir do 21° dia. Segundo Hasan (2013), o processo de desenvolvimento
da inervacdo simpatica cardiaca, pode ser dividido em 4 fases. 1- Migracdo das
células da crista neural; 2- Diferenciacédo destas células em neurdnios; 3- agregacao
destes neurbnios para a formacéo de cadeias nervosas simpaticas e 4- Extensao do
axonio destes neurdnios e diferenciagéo terminal. Lipp e Rudolph., (1972) num estudo
classico que caracterizou o aparecimento da inervacdo simpatica cardiaca nos
periodos pré e pos-natal, ndo constatou a presenca da inervacao simpatica durante o
desenvolvimento fetal, sendo a mesma detectada a partir do primeiro dia de vida pos-
natal. Curiosamente, Tucker et al., (1985) demonstraram que em ratos, a inervacao
simpética ja exerce influéncia sobre a frequéncia cardiaca no 2° dia de vida p4s-natal,
porém, devido a sua alta plasticidade, a inervacao simpatica diminui sua atividade e
mantem o seu tbnus em baixos niveis até o desenvolvimento completo do sistema
parassimpatico, que acontece, em ratos, proximo ao P24. Estes achados podem
justificar o grande salto na expresséo de TH e MAO-A entre P21 e P45.

A noradrenalina, possui como principal alvo cardiaco, os receptores -
adrenérgicos (B-AR). Basicamente, estes receptores dividem-se em 3 subtipos: 31-
AR, B2-AR e B3-AR, sendo as duas primeiras as mais expressas no tecido cardiaco
(PFLEGER, GRESHAM E KOCH., 2019). Os receptores B-AR sdo receptores
metabotropicos acoplados a proteina G (predominantemente a proteina Gs) que
modula parametros cardiacos como aumento da for¢ca de contracdo, velocidade de
relaxamento, excitabilidade e velocidade de contracdo (GUYTON E HALL, 2017).
Avaliamos a expressao temporal dos receptores 31-AR e B2-AR cardiacos entre P1 e

P45. Observamos um aumento progressivo na expressdo de ambos os receptores,
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com um padrdo interessante, uma vez que ambos apresentam um salto em sua
expressado entre P11 e P21, atingindo o pico em P45. Curiosamente alguns achados
indicam a presenca destes receptores ainda nos primeiros dias de desenvolvimento
intrauterino. Liu et al., (1999), demonstraram que a estimulacdo de cardiomiécitos
isolados com isoproterenol 1 dia apds o inicio da atividade cardiaca (~9 dias apés a
fecundacdo), foi suficiente para aumentar a taxa de batimentos espontaneos em
coracdes inteiros e cardiomidcitos ventriculares isolados. Ardnguiz-Urroz et al., (2011)
mostraram que os receptores B-AR s&@0 expressos em outras células durante o
desenvolvimento cardiaco. Este estudo constatou a presenga de receptores B-AR,
(principalmente B2-AR) em fibroblastos cardiacos neonatais isolados. Han et al.,
(2020), ao tratar cardiomiécitos isolados no primeiro dia de vida pds-natal com
isoproterenol, constatou em resposta uma hipertrofia celular, indicando uma atividade
dos receptores B-AR no P1. Vale ressaltar, que neste trabalho avaliamos a expresséo
dos receptores B-adrenérgicos em homogenatos de coracdo, o que ndo nos permite
definir os tipos celulares nos quais estes séo expressos, sendo esta uma limitacéo do
nosso trabalho.

A expressao dos B-ARs, € modulada predominantemente pelas proteinas -
arrestinas e GRKs (do inglés G protein-coupled receptor kinase). Estas proteinas
citosolicas foram originalmente descobertas por seu papel inibitério na sinalizacdo do
receptor acoplado a proteina G (JEAN-CHARLES, KAUR e SHENOY, 2017). As [3-
arrestinas bloqueiam os GPCRs ativados por um longo periodo e posteriormente
desencadeiam a endocitose e a ativagdo da quinases como a BARK (quinase dos
receptores B-AR), levando a vias de sinalizacao especificas de degradacéo através
dos endossomos (JEAN-CHARLES, KAUR e SHENOQY, 2017). No presente trabalho
observamos no coracgdo que durante o periodo pés-natal, o perfil de expresséo das -
arrestinas 1 e 2 é diferente. De forma interessante, verificamos que ja nos primeiros
de vida pos-natal (P1-P11), hd um salto de expressao da B-arrestina 1, enquanto que
para B-arrestina 2 este fenbmeno s6 ocorrerd no P21, neste Ultimo caso com um
padrdo bem similar ao observado com os B-AR1 e 2. Segundo Oakley et al., (2000),
a B-arrestina 2, possui alta afinidade pelos receptores de classe A, como é o caso dos
receptores B-AR. A partir desta observacdo, acreditamos que possa haver uma
predominancia funcional da B-arrestina 1 nos primeiros dias de vida no coragéo.

Tendo isso em vista, outros estudos sdo necessarios para decifrar em diferentes
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pontos da vida, a contribuicdo funcional de cada B-arrestina para a sinalizacao

adrenérgica cardiaca.

Em conjunto, na primeira parte deste trabalho, observamos de forma clara que
a inervacao simpdtica e a sinalizacdo adrenérgica cardiaca passam por um processo
maturacional no periodo pos-natal. Desta forma, levantamos a hipotese que essa
sinalizagdo poderia estar envolvida na maturacdo cardiaca. Sendo assim, para
estabelecer uma relacdo causal entre sinalizacdo adrenérgica e a maturacéo
cardiaca, investigamos o0 impacto da desnervacdo simpatica sobre diferentes

marcadores maturacionais. Para isto, camundongos foram tratados com a 6-OHDA.
A desnervacgédo simpatica retarda o crescimento cardiaco pos-natal

A 6-OHDA é uma neurotoxina capaz de destruir neurdnios catecolaminérgicos
devido a sua similaridade com a dopamina. Apos ser captada pelos receptadores de
dopamina e noradrenalina, a 6-OHDA atinge o interior do neurdnio e promove 0
aumento na producado de espécies reativas de oxigénio como peroxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxil. Além disto, a 6-OHDA inibe o complexo | da cadeia
respiratéria mitocondrial diminuindo drasticamente a produ¢cédo de ATP. Em conjuntos,
estes efeitos desencadeados pela 6-OHDA induzem apoptose celular de neurénios
catecolaminérgicos (BLUM et al., 2001). De fato, diversos trabalhos tém mostrado que
a administracdo da 6-OHDA em diferentes mamiferos, como macacos, cachorro e
roedores € um modelo reprodutivel de simpatectomia quimica (JOERS et al., 2014).

Neste trabalho, confirmamos que a 6-OHDA promoveu a destruicdo da inervacao
simpética cardiaca, ao observamos em homogenatos de coracbes P21 e P45, uma
reducdo de cerca de 93% e 95% respectivamente, na expressado da TH, proteina que
€ um marcador da presenca de neurbnios catecolaminérgicos. Este resultado vai de
encontro a dados prévios do nosso grupo que mostra, reducdo no contetudo de
noradrenalina utilizando o mesmo protocolo experimental (JESUS et al., 2021) Nesta
condicdo, de reducdo da atividade simpatica cardiaca no periodo poés-natal,
verificamos que ndo houve alteragao na expressao cardiaca nos receptores 1 e 2-
AR. Este resultado € curioso, uma vez que ja é bem descrito que a atividade simpéatica
€ capaz de alterar a expressao dos receptores B-AR no coracdo, e assim
esperavamos que em camundongos tratados com 6-OHDA ocorreria reducdo na

expressdo dos B-AR, o que néo foi observado. Por exemplo, Zhao e Muntz., (1992)
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mostraram em seu estudo que a desnervacao simpatica com 6-OHDA aumentava a
expressao de receptores B-AR. Vallete et al., (1995) constataram que ao causar a
desnervacéo simpética em cées utilizando a 6-OHDA, os niveis de receptores B-AR
cardiacos aumentavam em 191% no 9° apds a desnervacdo. Para reforcar estes
dados, os mesmos autores causaram a desnervacdo simpatica cirdrgica, e
observaram que entre 2-7 semanas apos a cirurgia, ha um aumento de 219% na
expressao de receptores B-AR cardiacos. Alinhado a estes resultados, Lurie, Bristow
e Reitz (1983) demonstraram que a simpatectomia quimica por 6-OHDA em coelhos,
aumentava a expressdo de receptores B-AR cardiacos, aumentando assim a
responsividade do coracdo a ligantes como o isoproterenol. Em contrapartida, a
exposicao cronica ao isoproterenol ndo altera a expressao do B1-AR, mas diminui a
expressdo dos receptores B2-AR (LURIE, BRISTOW e REITZ., 1983). Diversos
autores ja evidenciaram um aumento da atividade adrenérgica em coracdes que
sofrem de insuficiéncia cardiaca. Este aumento da atividade catecolaminérgica faz
com que os receptores B-AR cardiacos sofram regulacdo negativa compensatoria
para atenuar o excesso da atividade simpética (WALLUKAT., 2002). Especulamos
gue a auséncia da inervacdo simpatica regulou positivamente a expressao dos
receptores B-AR de forma aguda, e com o passar dos dias, proteinas regulatorias
normalizaram os niveis dos receptores para préximo do basal.

Um dos marcadores chaves da maturacao cardiaca é a presenca do tibulos-T.
Setterberg et al., (2021) estimaram que os tubulos-T aparecam no cardiomidcito de
camundongos entre 0 4° e 9° dia de vida pds-natal. Os mecanismos moleculares e 0s
sinais que regem o surgimento e a manutencdo dos tubulos-T na célula muscular
cardiaca, ainda sdo pouco conhecidos. Neste sentido, ao avaliarmos a presenca de
tubulos-T em cardiomidcitos ventriculares, constatamos que a desnervacéo simpética
nao prejudicou o aparecimento dos mesmos. Corroborando este dado, observamos
gue a 6-OHDA néo alterou a expresséo da Cav-3 e JPH2 no coragéao.

A hipertrofia cardiaca pos-natal é fruto de um aumento progressivo da carga de
trabalho e é considerada o principal marco do desenvolvimento neste periodo. Esta
hipertrofia, que classifica-se como fisiol6gica e € alcancada em apenas 3 estagios do
desenvolvimento: 1 -ap0s exposicdo ao exercicio fisico, 2 - durante a gravidez e 3 -
durante o processo maturacional, sendo a ultima das trés, a Unica considerada
irreversivel (CATALUCCI et al., 2008 e NAKAMURA E SADOSHIMA, 2018). Segundo

Nakamura e Sadoshima, (2018), a hipertrofia fisiologica é aquela em que o coragéo
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tém funcdo contratil preservada ou aumentada, boa organizacdo sarcomeérica,
angiogénese suficiente e a auséncia de fibrose intersticial e morte celular. Um dos
principais achados deste trabalho, foi que a desnervacdo simpética desacelera o
crescimento cardiaco no periodo pés-natal. Este achado € amparado em 4
observacdes: (i) a 6-OHDA reduziu a relacdo do peso do coracdo normalizado pelo
tamanho da tibia esquerda, (ii) a desnervacdo simpatica diminuiu a area de secc¢ao
transversa dos cardiomiocitos P21 e P45, quando comparados aos seus respectivos
controles, (iii) diminuicAo no comprimento dos cardiomiocitos P21 tratados com 6-
OHDA e (iv) reducéo na populacéo de cardiomiocitos com tetranucleacao no grupo 6-
OHDA. Além disto, em um segundo modelo de reducdo de atividade simpdtica,
camundongos tratados com propranolol, atenolol ou nocautes para o receptor 32-AR,
foi também observada reducdo da area de seccao transversa dos cardiomiocitos.
Kreipke e Birren et al., (2015), corroboram os nossos dados ao observarem que uma
dose de 6-OHDA induzia uma diminui¢cdo no tamanho do coracdo em ratos durante o
periodo de desenvolvimento poés-natal, sinalizando para uma influéncia desta
inervacdo no trofismo cardiaco. Em contrapartida, 0s mesmos autores observaram
qgue in vitro que cardiomiécitos mantidos em co-cultura com neurdnios simpaticos,
hipertrofiavam menos e se mantinham em um perfil proliferativo por mais tempo,
saindo do ciclo celular de forma mais lenta, provavelmente porque a inervacao
simpética aumenta a expressao de Meisl, um gene relacionado com a retirada das
células do ciclo celular. Este resultado indica a versatilidade da inervacédo simpatica
em diferentes estagios de desenvolvimento e que a atividade simpatica pode
influenciar a saida do perfil proliferativo para hipertrofico em cardiomidcitos, sendo um
importante regulador nesta transi¢cao. Pianca et al., (2019), mostraram em seu estudo,
que as jun¢des neurocardicas (encontro entre cardiomidcitos e neurdnios simpaticos)
apresentavam um padréo néo linear, em que os cardiomiécitos da camada externa do
coracdo, que se encontrava em maior contato com a inervacdo simpatica,
apresentavam maior area de seccao transversa e que a area de seccao transversa
dos cardiomidécitos diminuia a medida que estas células se distanciavam da inervacao
simpética. Para comprovar este dado, 0s mesmos autores induziram a desnervacao
simpatica com a 6-OHDA em camundongos adultos (3 meses) e constataram que esta
diferenca de area celular era igualada. Os autores sugerem que este controle
acontece por meio de um aumento da protedlise celular. Este resultado sugere que a

inervacdo simpéatica parece controlar o trofismo fisiolégico dos cardiomidécitos.
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Sabe-se que a hipertrofia cardiaca € modulada por diversas cascatas de
sinalizacao intracelulares que variam de acordo com o tipo de hipertrofia (fisiolégica
ou patolégica) NAKAMURA E SADOSHIMA, 2018. Proteinas como AKT e ERK 1/2
sao consideradas piv0s neste processo. No presente trabalho, observamos que estas
duas proteinas apresentaram reducdo de fosforilacdo apds o tratamento com a 6-
OHDA, sugerindo uma possivel participacdo destas duas vias na desaceleracao na
hipertrofia cardiaca pos-natal causada pela desnervacao simpética. A AKT, presente
no eixo PISK/AKT/mTOR também chamada de proteina kinase B ou simplesmente
PKB, geralmente esta envolvida na hipertrofia induzida por exercicio. No coragao, os
subtipos AKT1 e AKT2 sdo 0s mais expressos, embora exista também o subtipo AKT3.
Enquanto AKT1 esta relacionado com a hipertrofia celular, AKT2 esta relacionado com
a regulacdo metabolica e sobrevivéncia dos cardiomiocitos (YAO, HAN e HAN., 2014).
Além da atividade proé-hipertrofica, a via AKT/mTOR participa de diversos processos
no desenvolvimento dos cardiomidcitos, podemos citar a proliferacdo, diferenciacéao,
metabolismo, organizacdo do citoesqueleto e apoptose (CHEN et al.,, 2017). A
ativagdo da AKT, ndo so6 induz a hipertrofia fisiolégica como inibe a hipertrofia
patolégica. Ficou evidenciado por DeBosch et al., (2006), que animais nocautes para
a AKTL1, apresentam reducdo de cerca de 20% no tamanho do coracdo quando
comparado a animais controle. Além disto, estes animais apresentaram uma menor
hipertrofia fisiolégica em resposta ao exercicio fisico e mal adaptacédo ap6s um insulto
isquémico.

Uma outra via que observamos alteracdo nos coracBes dos animais
desnervados foi a via da MAPK/ERK1/2. Esta via é reconhecidamente ativada pela
sinalizacdo adrenérgica (Gs) (DORN et al., 1999) e seu papel na progressdo da
hipertrofia cardiaca, amplamente investigada. Ficou demonstrado por Purcell et al.,
(2007) que embora a via da ERK1/2 atue na regulacéo do crescimento e a adaptacao
do coracao a estimulos fisiolégicos e patoldgicos, sendo uma das principais vias pro-
hipertréficas induzidas por estresse ou por ligante, ela ndo é essencial para a
hipertrofia do coracgéao, visto que animais com a delecédo da ERK 1/2 ndo apresentavam
prejuizo na hipertrofica cardiaca, porém, eram mais susceptiveis a insuficiéncia
cardiaca induzida por estimulos patolégicos, indicando uma agdo protetora da
ERK1/2. J4 segundo Kehat et al., (2011), a ERK1/2 esta envolvida no crescimento
concéntrico e excéntrico do coracdo. De forma interessante, ao realizarmos medidas

de comprimento e largura de cardiomidcitos isolados de animais P21 controles e P21
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tratados com a 6-OHDA, observamos um prejuizo no comprimento das células dos
animais desnervados quando comparados aos seus respectivos controles, e
preservacao da largura celular. Este resultado nos indica que o prejuizo hipertrofico
sofrido pelos animais desnervados, é predominante excéntrico, ndo afetando de forma
significativa a adicdo de sarcomeros em paralelo durante o processo hipertrofico.
Tendo em vista que observamos reducéo na fosforilacdo da ERK1/2 no coracéo dos
animais tratados com a 6-OHDA e que esta quinase esta envolvida no processo de
hipertrofia excéntrica, € intuitivo pressupor um possivel papel dessa via no processo
de desaceleracdo do crescimento hipertrofico causado pela desnervacao simpatica
no periodo pos-natal. No entanto, experimentos adicionais S840 necessarios para
mostrar um papel direto da ERK1/2 neste processo.

Por fim, decidimos avaliar a participagdo dos receptores (-adrenérgicos no
processo de hipertrofia cardiaca pos-natal. Anteriormente ja foi descrito que tantos os
receptores B1-AR quanto os B2-AR, estdo envolvidos no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca. Ja estd bem estabelecido que o aumento da atividade simpética
via receptores B-AR, induz a hipertrofia cardiaca devido a hiperestimulacéo da via Gs
a qual os receptores B-AR estdo acoplados, demonstrando assim de forma
consistente a participagcao dos receptores ($-AR na hipertrofia cardiaca. Keys et al.,
(2003) demonstraram que animais transgénicos que superexpressavam 0s receptores
B1-AR, sofriam hipertrofia cardiaca espontanea que poderia ser revertida através do
tratamento com antagonista B-AR. Estes resultados sugerem a participacdo dos
receptores 31 para o processo de hipertrofia cardiaca patoldgica. Zaglia et al., (2013)
demonstraram que a inervacgao simpatica via receptores 2-AR, controlava o trofismo
dos cardiomidcitos, visto que a diminuicdo no tamanho dos cardiomidcitos adultos
induzidos pela simpatectomia farmacolégica (6-OHDA) era revertida pelo tratamento
com um agonista B2 seletivo, o Clenbuterol. Os autores sugerem que os receptores
B2-AR regulam a protedlise cardiaca e consequentemente o tamanho fisioldgico dos
cardiomiocitos.

Em nossos experimentos, utilizando uma estratégia farmacoldgica para
bloquear os receptores 31-AR e 0 uso de um animal geneticamente modificado com
delecéo dos receptores p2-AR, nds confirmamos e expandimos este conhecimento,
ao mostrar que os dois subtipos de receptores estdo envolvidos no crescimento
hipertréfico pos-natal, uma vez que em ambas estratégias observamos reducéo na

area dos cardiomidcitos quando comparado aos seus respectivos controles.
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Reforcando este dado, ao estimularmos especificamente os receptores 1-AR ou 2-
AR com dobutamina ou formoterol, respectivamente, verificamos que ambos
agonistas preveniram a reducdo da éarea celular promovida pela desnervagéo
simpética, estabelecendo dessa forma, uma relacdo causa-efeito entre a sinalizacao
adrenérgica e a hipertrofia cardiaca por-natal.

Por fim, avaliamos dois marcadores importantes para a fase final da
diferenciacdo dos CMs, que sao a proliferacdo e a polinucleagdo. Os CMs, séo
exemplos raros de células que conseguem alterar seu fendtipo mononuclear para
polinuclear, sendo que este processo se da por alguns fatores, tais como o
desacoplamento da citocinese da cariocinese e a saida final do ciclo celular (LI et. Al.,
1996). Li et al. (1996) constataram que os CMs iniciam um processo de polinucleagao
a partir do 4° dia de vida pés-natal, que ocorre em paralelo a uma hipertrofia celular
importante, em que as células aumentavam seu tamanho em ~2,5X. Ao amadurecer,
0s CMs binucleados correspondem a ~80-90% do numero total de CMs (LI et al., 1996
e GUO e PU., 2020), este resultado corrobora com o0s nossos achados, no qual
encontramos 77,24% e 79,96% de CMs binucleados nos grupos controle e 6-OHDA
respectivamente. O aumento na quantidade de ndcleos ocorre principalmente para
gue a sintese proteica, que ocorre de forma intensa nos CMs devido a seu alto perfil
metabdlico, ocorra de forma mais rapida. Acreditamos que o prejuizo no processo de
poliploidia e o alto indice de CMs mononucleados em animais desnervados, com
consequente reducdo da populacdo de cardiomiocitos tetranucleados, esta
intimamente ligado ao prejuizo hipertréfico cardiaco em animais 6-OHDA, fazendo
com que estas células menores ndo apresentem demanda suficiente para que o
processo de polinucleacéo seja induzido. Outro ponto importante a ser considerado é
se a populacdo de cardiomiécitos tetranucleados acompanharia regides de maior
inervacao simpatica. Considerando a regionalizacdo da inervacdo simpatica no
coragao este seria ponto importante a ser avaliado.

Segundo Paradis, Gay E Zhang, (2013), células mononucleadas sédo mais
proliferativas, enquanto as células polinucleadas sdo em sua maior parte, células que
ja sairam do ciclo celular e ndo proliferam mais. Visto que o crescimento hipertrofico
pos-natal, ocorre predominantemente apds a saida dos CMs do ciclo celular,
cogitavamos que CMs desnervados, por apresentarem uma atenuagdo no
crescimento e também um maior nimero de células mononucleadas, quando

comparados ao grupo controle, poderiam migrar de um perfil hipertréfico pos-natal
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para um perfil proliferativo compensatorio. Para avaliar a proliferacéo, analisamos a
expressdo da proteina nuclear ki-67, que € expressa em nucleo de células em
proliferagédo. E uma proteina n&o-histona de meia vida curta que esta presente em
todos os estagios do ciclo celular, exceto na fase GO. (JONKER, LOUEY e ROSELLI,
2018). Nao observamos diferencas significativas no perfil proliferativo de células que
sofreram desnervacao, indicando que a inervacao simpatica exerce pouca influéncia
sobre ambos os marcadores.

A figura 28 ilustra um modelo esquematico dos principais achados deste

trabalho.
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Figura 28: Mecanismo fenotipico e molecular sugerido por nossos achados: A) A desnervacdo
simpdética prejudica o crescimento celular e cardiaco fisioldgico pés-natal, que como mecanismos
secundarios prejudica a polinucleacdo. Marcadores maturacionais como contratilidade, proliferacéo,
formacao de tabulo-T e silenciamento do Gene Myh7 n&o foram alteradas. B) Provavel mecanismo
molecular envolvido no prejuizo hipertréfico que ocorre possivelmente através da atenuagdo na
fosforilagao de proteinas pro-hipertréficas como AKT e ERK1/2.
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8. CONCLUSAO

As informacdes obtidas neste trabalho nos permitem concluir que a inervacéo
simpética cardiaca passa por um processo maturacional no periodo pés-natal com
a identificacdo da noradrenalina e seus receptores no P21. Esta maturacéo
acontece em paralelo com o desenvolvimento cardiaco pés-natal e sua ativacao
tem um papel importante no crescimento hipertrofico do cardiomiécito e
consequentemente cardiaco. Este processo envolve a participacdo dos receptores
B1 e B2-AR, e ocorre em paralelo a reducdo na atividade de varias vias de
sinalizacdo pro-hipertroficas no coracdo. Dentre 0s varios parametros
maturacionais avaliados, apenas o tamanho do cardiomiécito foi afetado de forma
significativa pela reducédo da atividade simpética, dado esse que esta alinhado com
a reducao na ocorréncia da tetranucleagéo. Em conjunto, os achados deste estudo
reforcam a importancia da inervacdo simpatica para a maturacdo cardiaca pos-

natal, principalmente no quesito hipertrofia.
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