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RESUMO

Saturi de Carvalho, A.E.T. Metabolismo energético mitocondrial e cardiomiogénese para
regeneragdo cardiaca [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2016.

Apesar dos avancos dos ultimos anos, a reposicdo de cardiomidcitos permanece como um
dos maiores desafios da medicina regenerativa. A comprovacao da existéncia de
mecanismos enddgenos de proliferacdo cardiaca nos impulsionou a buscar o entendimento
dos eventos moleculares envolvidos na proliferacdo de cardiomidcitos na vida pds-natal.
Neste trabalho foi testada a hipotese da influéncia do metabolismo energético mitocondrial
na cardiomiogénese, e seu impacto na regeneragdo cardiaca. No primeiro momento, foi
descrito pela primeira vez o modelo de resseccdo apical cardiaca em ratos neonatos.
Demonstrou-se que ha um periodo restrito as primeiras 24 horas de vida em que o animal é
capaz de regenerar o tecido cardiaco, formando novos cardiomidcitos e permitindo a
manutencdo da funcdo cardiaca na vida adulta. Esta capacidade é perdida 7 dias apds o
nascimento, havendo apenas reparo com tecido fibroso e prejuizo a funcdo cardiaca. De
maneira interessante, os dados apontaram para hipoperfusdao da regido apical em ambos os
animais ressectados. Isso possivelmente acarretou em dano mitocondrial na vida adulta,
sem influenciar a fungao cardiaca. De maneira a investigar os eventos moleculares da
regeneragdo cardiaca neonatal foi realizado o sequenciamento de RNA dos coragdes de
ratos neonatos de 1 e 7 dias de vida, ressectados e sham, pela técnica de RNASeq, que
apontou a relevancia da idade nas diferencas de expressdo de genes relacionados ao
metabolismo, sendo que a intervencdo da resseccao pouco influenciou o perfil de expressao
génica. Os resultados mostraram a troca de expressao de isoformas da via glicolitica com a
maturacdo pods-natal, e a hiper-regulacdo da expressdo de genes das vias da B-oxidacao,
fosforilagdo oxidativa e ciclo do acido tricarboxilico durante o mesmo periodo. Entretanto,
os dados funcionais da atividade metabdlica do tecido cardiaco e cultura de cardiomidcitos
neonatais mostraram que tanto a glicdlise anaerdbia quanto o consumo de oxigénio
relacionado a oxidacdo mitocondrial estiveram elevados no neonato de 1 dia, e foram
reduzidos com o desenvolvimento cardiaco. As elevadas taxas de consumo de oxigénio nas
culturas de cardiomidcitos de 1 dia de vida foram relacionadas principalmente a producao
de ATP. Esses cardiomidcitos foram capazes de proliferar em cultura na presenca de soro
como estimulador. Assim sendo, as analises de expressdao génica sozinhas pareceram ser
indicadores parciais do estado funcional do metabolismo. A inibicdo ndo letal da fosforilacdo
oxidativa evidenciou a importancia do metabolismo mitocondrial na capacidade proliferativa
dos cardiomidcitos na vida pds-natal. Os dados sugerem que o primeiro dia apds o
nascimento abrange uma alta demanda energética tanto para a diferenciacdo terminal
guanto para a ultima fase robusta de proliferacdo de cardiomidcitos na vida pds-natal, e
assim evidenciam a importancia do metabolismo mitocondrial no processo regenerativo.

Descritores: coragdo; regeneracdo cardiaca; analise de sequeciamento de RNA;
cardiomidcitos; metabolismo energético; mitocondrias; proliferagao.



ABSTRACT

Saturi de Carvalho, A.E.T. Mitochondrial energy metabolism and cardiomyogenesis for cardiac
regeneration [Thesis]. S3o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Despite advances in recent years, the replacement of cardiomyocytes remains one of the
biggest challenges in regenerative medicine. The existence of endogenous mechanisms of
cardiac proliferation prompted us to seek the understanding of molecular events involved in
cardiomyocyte proliferation in postnatal life. In this study, we investigated the influence of
mitochondrial energy metabolism in cardiomyogenesis, and its impact on cardiac
regeneration. At first, it was described for the first time the model of heart apical resection
in neonatal rats, where there is a limited period the first 24 hours of life that animal is able
to regenerate cardiac tissue, forming new cardiomyocytes and allowing the maintenance
cardiac function in adulthood. This ability is lost seven days after birth, when repair is
basically by fibrotic tissue and consequent impairment for heart function. Interestingly, data
showed hypoperfusion of the apical region in both resected animals, which possibly resulted
in mitochondrial damage in adulthood without affecting heart function. In order to
investigate the molecular events of neonatal cardiac regeneration was performed RNA
sequencing of hearts from newborn rats with 1 and 7 days of life, resected and sham, which
pointed out the importance of age in the different expression of genes related to
metabolism, and the intervention of resection had little influence on this. The results
showed exchange of expression of enzymes isoforms from glycolytic pathway and hyper-
regulation of genes from B-oxidation, oxidative phosphorylation and tricarboxylic acid cycle
pathways, during postnatal maturation. However, the functional data of the metabolic
activity of cardiac tissue and culture of neonatal cardiomyocytes showed that both
anaerobic glycolysis and oxygen consumption related to mitochondrial oxidation were
higher in 1-day-old newborns, and were reduced with cardiac development. The high rates
of oxygen consumption in 1-day-old cardiomyocytes were related mainly to ATP production.
These 1-day-old cardiomyocytes were able to proliferate in culture by serum stimulation.
Therefore, the analysis of gene expression alone appeared to be a partial indicator of
functional state of metabolism. The non-lethal inhibition of oxidative phosphorylation
highlighted the importance of mitochondrial metabolism in the proliferative capacity of
cardiomyocytes in postnatal life. Data suggest that the first day after birth covers a high
energy demand for both terminal differentiation of cardiac cells and last robust phase of
cardiomyocyte proliferation in postnatal life, and show the importance of mitochondrial
metabolism in the regenerative process.

Descriptors: heart; cardiac regeneration; RNA sequencing;, cardiomyocytes; energy
metabolism; mitochondria; proliferation.
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A limitada capacidade regenerativa cardiaca na vida pds-natal segue como um dos
maiores desafios da medicina cardiovascular. O coracao é descrito como um d6rgdo nao
regenerativo, pois apesar das células cardiacas dividirem ativamente durante o
desenvolvimento embriondrio, logo apds o nascimento, tais células perdem
consideravelmente sua capacidade proliferativa [1-3]. Em decorréncia da capacidade
insuficiente dos cardiomidcitos adultos de se dividirem, a regeneracdo do coracao apos lesdo
fica comprometida, como ocorre no infarto do miocardio. Com a perda de bilhGes de
cardiomidcitos a reparacdo tecidual se da basicamente por tecido fibrético ndo contratil e o
coracdo lesado tende a compensar a perda da capacidade contratil hipertrofiando os
cardiomidcitos. Isso resulta, em longo prazo, no remodelamento cardiaco adverso que
frequentemente progride para insuficiéncia cardiaca [4].

Nos ultimos anos, varias estratégias terapéuticas tém sido propostas para a
reparacao cardiaca. Ainda experimentais, estas incluem terapias de reposicao celular com
células-tronco adultas derivadas da medula éssea [5, 6] e de tecido adiposo [7-9], ativacdo
de progenitores endoteliais [10, 11], e mais recentemente, células-tronco pluripotentes
induzidas (iPS), com alta capacidade de gerar todos os tipos de tecidos [12]. O transplante
intramiocardico de células-tronco ja mostrou efeitos na melhora da fungao cardiaca em
quadros de infarto do miocardio em ratos por promover formagao de novos vasos, porém foi
ineficiente em promover a regeneragao do tecido cardiaco contratil [5]. As estratégias de
reposicao celular, entretanto, encontram diversas limitacdes técnicas e éticas, sendo que
uma alternativa possivel seria explorar os mecanismos enddgenos de regeneracdo cardiaca.
Nesse sentido, apesar das diferencas de tamanho do coracgdo, atividade do ciclo celular e
caracteristicas especificas dos cardiomidcitos entre humanos e modelos animais, esses

ultimos sdo fundamentais para os avancos da medicina regenerativa.
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Jd foi bem conceituado que invertebrados inferiores possuem capacidade de
regeneracdo de estruturas e orgdos internos apods lesdo em qualquer estagio da vida [13].
Para estudos com coracdo, o zebrafish é um modelo muito utilizado devido a sua alta
capacidade regenerativa frente a diferentes tipos de lesdao cardiaca como ressec¢ao de até
20% do ventriculo [14, 15], crioinjiria [16], ou apds faléncia cardiaca por ablacdo de
cardiomidcitos [17]. Nesses animais, a lesdo no coragao adulto induz preferencialmente a
proliferacdo de cardiomidcitos pré-existentes [14]. Embora ndo se observe tamanha
eficiéncia em coracdo de mamiferos na vida pds-natal, tem sido demonstrada a existéncia de
renovacdo de cardiomidcitos em humanos e outros mamiferos.

Em estudos pioneiros, Soonpaa & Field demonstraram em coracbes sadios e
submetidos a lesdo, indicios de 0,0006% e 0,0083% de cardiomiocitos em atividade
proliferativa, respectivamente [1, 18]. De maneira elegante, Bergmann e colaboradores
evidenciaram renovacdo de cardiomiocitos humanos ao longo da vida. Por meio da analise
da concentragao do is6topo de carbono-14 incorporado ao DNA em decorréncia da
contaminagdo do ambiente associada aos testes nucleares durante a Guerra Fria observou-
se uma taxa de renovacao celular que varia de 0,5-2,0% ao ano ao longo da vida. Os valores
mais altos estavam na primeira e segunda década e os mais baixos a partir da quarta década,
justamente quando a necessidade de reparagdo seria maior em caso de um eventual infarto.
A somatoria destes valores ao longo de sete décadas de vida resultaria em renovagao de
quase 50% das células do coracdo [19]. Recentemente, Molova e colaboradores mostraram
gue cardiomidcitos humanos continuam a proliferar em baixas taxas durante os primeiros 20
anos de vida, sendo importante para o crescimento e desenvolvimento do coragdo humano
no periodo pés-natal [20].

Em um trabalho pioneiro, Porrello e colaboradores observaram a geragdo de
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cardiomidcitos em camundongos neonatos de um dia de vida apds a ressec¢ao de 15% do
ventriculo esquerdo na regido apical, com completa regeneracdao do local ressectado por
tecido cardiaco [21]. Esse estudo demonstrou que a capacidade de regenerag¢ao do coracao
pos-natal nestes animais é mantida de forma exuberante por pelo menos um dia apds o
nascimento por meio da proliferagdao de cardiomidcitos. Esta capacidade de regeneragao é
perdida em camundongos neonatos com sete dias de vida, sendo observada a formacado de
tecido fibrotico [21]. O mesmo processo regenerativo em neonatos também foi observado
apos outros tipos de lesGes. Apds infarto do miocardio induzido pela ligacdo da artéria
coronaria descendente anterior esquerda, camundongos de um dia de vida foram capazes
de regenerar o miocardio infartado e recuperar a funcdo cardiaca com a proliferacdo de
cardiomidcitos [22, 23]. Além disso, uma expressiva resposta angiogénica foi associada com
a regeneracdo observada nesses animais [23]. Também apds crioinjuria, camundongos
recém-nascidos foram capazes de gerar novos cardiomidcitos e regenerar grande parte do
tecido cardiaco afetado [24, 25]. Neste caso, além da proliferacdo de cardiomidcitos, foi
observada a contribuicdo de células progenitoras c-kit+ para a formacdo de novos
cardiomidcitos e angiogénese [25]. Em nosso laboratério, o fenbmeno de regeneracao
cardiaca foi demonstrado pela primeira vez em ratos e constituiu um dos objetivos do
presente estudo [26].

Alguns mecanismos ja foram propostos como importantes no processo de
regeneracdo cardiaca em neonatos. O fator de transcricdo Meis1 e a familia de micro-RNAs
miR-15 foram descritos como reguladores do ciclo celular de cardiomidcitos. A expressdo de
ambos no periodo neonatal foi associada com o aprisionamento do ciclo celular de
cardiomidcitos de camundongo, sendo que a delecdo in vivo e in vitro desses fatores foi

suficiente para aumentar a proliferacao de cardiomidcitos, mesmo em coragOes adultos [27,
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28]. Mais recentemente, o aumento da tensdo de oxigénio apds o nascimento foi associado
com o aprisionamento do ciclo celular de cardiomidcitos devido ao aumento da liberagdao de
espécies reativas do oxigénio (EROs) e subsequente dano ao DNA [29].

Neste sentido, alguns estudos ja demonstraram que a proliferacdao de cardiomidcitos
pré-existentes é a principal fonte de novos cardiomidcitos no coracdao de mamiferos, tanto
no miocdrdio sadio quanto submetido a uma lesdo [30, 31]. Apesar de usarem estratégias
diferentes, esses trabalhos concordaram que a proliferacdo de cardiomidcitos na vida pos-
natal ocorre apenas em taxas muito baixas. Além disso, a participacdo de progenitores
cardiacos no surgimento de novos cardiomidcitos mostrou-se limitada, e possivelmente,
pouco significativa para a regeneracgdo apos lesdo [30].

A existéncia dos mecanismos endégenos de proliferacdo cardiaca abre precedentes
para estudos das vias de regulacdo desses processos. Isso porque, o entendimento dos
eventos moleculares envolvidos na progressdo e aprisionamento do ciclo celular de
cardiomidcitos de mamiferos na vida pds-natal favorece a compreensdao de terapias de
reposicao celular.

A atividade proliferativa esta inversamente relacionada aos niveis de diferenciagao
celular nos ultimos estagios da embriogénese. A proliferagdo celular tem altas taxas no inicio
da embriogénese, quando o estado de diferenciacdo celular é menor. A proliferacao dos
cardiomidcitos praticamente cessa logo apds a primeira semana de vida e hd uma transicao
da hiperplasia para a hipertrofia no crescimento do miocardio. Esta transi¢cao é caracterizada
morfologicamente pelo aumento da densidade de miofibrilas, aparecimento de discos
intercalares maduros e a formacdo de cardiomidcitos binucleados [32, 33]. O estimulo dado
pelo aumento de pressdo e volume sanguineos induz o desenvolvimento da hipertrofia do

miocardio, por meio da ativacdo de vias de sinalizacdo nos cardiomidcitos que passam a
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expressar um perfil de genes e proteinas distinto. Tais alteragdes sao acompanhadas pela
biogénese de mitocdndrias e aumento da sintese de proteinas miofibrilares, o que leva a
formacao de novos sarcomeros e hipertrofia dos cardiomidcitos [34]. Assim, a demanda
energética dos cardiomidcitos aumenta exponencialmente logo apds o nascimento devido a
necessidade contratil desses para suprir o aumento da demanda de fluxo sanguineo.
Corroborando essa hipotese, Jeter & Cameron demonstraram, de forma pioneira, um ligeiro
aumento na proliferacdo de cardiomiocitos de galinha no primeiro dia apds o nascimento, e
sugeriram que esse fendOmeno estaria relacionado as adaptac¢des a circulagdo sanguinea pos-
natal, seguidas pelo bloqueio do ciclo celular [35].

Um estudo descreveu a proliferacdo de cardiomidcitos em trés periodos distintos do
desenvolvimento em camundongos, periodos fetal, neonatal e adulto, por meio da
incorporacdo de bromodeoxiuridina (BrdU) no nucleo das células. Foi constatado que no dia
14,5 da vida embrionaria a taxa de proliferacdo de cardiomidcitos foi de 22,95% e ocorreu de
forma uniforme no conteudo de DNA, enquanto no dia 3 da vida neonatal essa taxa foi
reduzida para 9,6%. Na sequéncia, a taxa de proliferacdo regrediu para 0,94% no dia 7 da
vida neonatal e 0,02% no dia 14. Neste momento, o ultimo ciclo de sintese de DNA e
cariocinese ocorreu na auséncia de citocinese, resultando na binucleagao da grande maioria
dos cardiomidcitos. No dia 21 apds o nascimento e no animal adulto, ndo foi detectada
nenhuma proliferagdo celular sugerindo que a sintese de DNA cessou completamente por
volta da terceira semana de vida [3].

Os niveis de expressao e atividade das principais ciclinas e quinases dependentes de
ciclinas (CDKs) diminuem entre o periodo embrionario e o primeiro dia da vida pds-natal em
cardiomidcitos de camundongos. Logo apds o nascimento, os cardiomidcitos ainda sdo

capazes de proliferar. No quinto dia de vida ocorre um pico de expressao e atividade dessas
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ciclinas e CDKs, que foi relacionado com a geracao de cardiomidcitos binucleados. Apds esse
periodo, uma hipo-regulacdo sustentada desses fatores auxilia no aprisionamento do ciclo
celular dos cardiomiécitos [36].

Recentemente foi demonstrado que cora¢des de camundongos neonatos sem lesdo
apresentaram robusta formacdo de cardiomidcitos até a primeira semana de vida [37]. A
maioria dos cardiomidcitos de coracdes de neonatos de dois dias de vida permaneceu
mononucleada e foi capaz de expandir com uma taxa de aproximadamente 40% até o quinto
dia de vida. Ja no dia 7 apds o nascimento a atividade proliferativa decaiu e a maior parte da
multinucleacdo dos cardiomidcitos aconteceu, sendo que a proliferacdo atingiu um plato a
partir do dia 11 apds o nascimento [37]. Experimentos in vitro também mostraram que
cardiomidcitos isolados de coracdes de ratos de um dia de vida aumentam em numero por
até seis dias em resposta a 10% de soro fetal bovino [38].

De forma inovadora, Hattori e colaboradores foram capazes de isolar uma populagao
homogénea de cardiomidcitos de ratos por meio da marcacdo das mitocondrias dessas
células [39]. Eles demonstraram que do dia 11 do periodo embriondrio até o oitavo dia na
vida neonatal, o conteddo mitocondrial dos cardiomiécitos aumentou quase 20 vezes, sendo
gue o aumento mais expressivo ocorreu no primeiro dia apdés o nascimento. Os
pesquisadores sugeriram que a inducdo da biogénese mitocondrial aumenta antes do
nascimento devido a necessidade dos cardiomidcitos de contrairem. Isto indica uma estreita
relacdo entre a cardiomiogénese pds-natal e a biogénese mitocondrial [39].

As mitocOndrias sdo organelas de membranas duplas que ocupam cerca de 30% do
volume total de um cardiomidcito adulto [40]. Elas fornecem energia para a contracdo
celular na forma de adenosina trifosfato (ATP) pela fosforilacdo oxidativa [41]. O

metabolismo mitocondrial é a principal fonte de energia para as células cardiacas adultas,
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sendo que diariamente o coragdo sintetiza aproximadamente 30 Kg de ATP [42]. Entretanto,
adaptacbes no metabolismo energético acompanham as alteracdes que ocorrem nas
diferentes fases da vida de mamiferos.

O coracdo fetal funciona em um ambiente de hipdxia e nessa condicdo, o tecido
cardiaco usa a glicélise anaerdbia para a producdo de energia, com participacdo da oxidacao
de lactato. Apesar dos niveis circulantes de glicose serem semelhantes no feto e no adulto,
os niveis de acidos graxos sdo muito baixos na circulacado fetal [43].

Durante o periodo neonatal ocorrem alteracbes adaptativas no metabolismo
energético das células cardiacas que estdo estreitamente relacionadas a funcdo destas
células [44]. A demanda energética dos cardiomidcitos aumenta exponencialmente devido a
crescente necessidade contratil desses para suprir o aumento da demanda de fluxo
sanguineo e oxigénio nos tecidos em desenvolvimento [45]. Em corag¢Ges neonatais de
coelhos, nas primeiras 24 horas apds o nascimento o metabolismo predominante no coragao
usa glicdlise e oxidacao de lactato como fontes de ATP [46], com pequena contribuicdo da B-
oxidagao e da fosforilagao oxidativa. Com 7 dias apds o nascimento, a glicélise e a oxidagao
de lactato diminuem a niveis semelhantes aos do coracdo adulto, e o metabolismo
predominante passa a ser a B-oxidacdo, principalmente de acidos graxos, que sdo o
substrato preferencial dos cardiomidcitos para a geracdo de energia na vida adulta [47]. A
preferéncia pelo substrato energético passa de carboidratos, principalmente lactato e
glicose, para acidos graxos logo apds a primeira semana de vida. Essa alteracdo da
preferéncia do substrato energético e no perfil do metabolismo energético é acompanhada
por alteracdes na expressdo génica [44] e na quantificacdo de proteinas [29], com hipo-
expressao de enzimas glicoliticas e hiper-expressdo de enzimas do ciclo do 4cido

tricarboxilico e da B-oxidacdo, entre os coracdes de 1 e 7 dias de vida.
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Em coragdes de ratos sauddveis, ocorre naturalmente um aumento crescente na
expressdo de quase 1/3 dos genes mitocondriais durante os primeiros 10 dias de vida, sendo
estes envolvidos principalmente na biogénese mitocondrial, fosforilagdo oxidativa e B-
oxidacdo, e relacionados ao aumento da massa mitocondrial e da capacidade oxidativa das
células cardiacas [48]. Entretanto, de maneira elegante, O’Meara e colaboradores
evidenciaram que a hiper-expressdo de genes mitocondriais durante a maturacgdo pds-natal
ocorreu principalmente na comparacdo entre coracdes de camundongos recém-nascidos
(dia 0) e coracgOes de adultos, sendo que a expressao foi semelhante entre camundongos de
0 e 7 dias de vida [49].

A glicdlise consiste em uma sequéncia de reacbes catalisadas por enzimas livres no
citosol celular, na qual uma molécula de glicose é degradada para liberar duas moléculas de
piruvato, duas moléculas de ATP e duas moléculas de cofator NADH reduzido. O piruvato
pode entrar na mitocondria através do complexo piruvato desidrogenase, que catalisa a
formagdo de acetil-coenzima A (acetil-CoA) que entra no ciclo do acido tricarboxilico,
caracterizando a oxidacao da molécula de glicose. A B-oxidacdo de acidos graxos ocorre na
matriz mitocondrial e gera acetil-CoA que entra no ciclo do acido tricarboxilico. Os cofatores
FADH, e NADH reduzidos sdo gerados pela B-oxidacdo e pelo ciclo do acido tricarboxilico, e
entram na cadeia transportadora de elétrons. A cadeia de transporte de elétrons, ou cadeia
respiratdria mitocondrial, consiste em uma série sequencial de complexos proteicos
ancorados na membrana mitocondrial interna, com capacidade de transferéncia de elétrons.
A transferéncia de elétrons, associada ao bombeamento de prétons, produz um gradiente
eletroquimico através da membrana mitocondrial, que promove a sintese de ATP na
presenca de oxigénio [50, 51]. Como a oxidacdo gera uma quantidade maior de moléculas de

ATP, essa passa a ser a via de preferéncia dos cardiomidcitos adultos para obtencdo de
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energia, sendo assim crucial a relagdo entre a fungdo mitocondrial e a fungao do miocardio
[52].

A regulagao do metabolismo energético esta estreitamente ligada a fungao cardiaca.
Dessa forma, a maioria dos estudos relacionam alteracdes do metabolismo mitocondrial
com doencas cardiacas como a hipertrofia e a insuficiéncia cardiaca [42, 50, 51]. O estresse
oxidativo em cardiomidcitos de ratos pela excessiva produgao de EROs mitocondriais foi
relacionado com a perda da estrutura do citoesqueleto das células e da estrutura
mitocondrial, além de dano mitocondrial relacionados com sobrecarga cardiaca e progressao
da faléncia cardiaca [53]. Gomes e colaboradores demonstraram que a insuficiéncia cardiaca
estabelecida é acompanhada de disfungcdo mitocondrial, sendo que a ativagdo seletiva da
isoforma mitocondrial da enzima aldeido desidrogenase 2 foi suficiente para melhorar a
funcdo cardiaca desses animais, pela reducdo dos efeitos do acumulo de aldeidos toxicos e
geracao de EROs no miocardio [54].

Os trabalhos acima citados demonstram a importancia da biogénese/funcdo
mitocondrial e do metabolismo energético na cardiomiogénese. Essa importancia esta
atrelada num primeiro momento a necessidade de energia para a proliferacao celular e ao
aumento da demanda energética pelos cardiomiocitos terminalmente diferenciados apds o
nascimento. E razodvel sugerir que a proliferacdo celular requer uma resposta adaptativa do
metabolismo energético porque, para proliferar, a célula precisa de um aumento substancial
na produgao de energia [55]. Normalmente, o metabolismo de células proliferativas, como
as células cancerigenas, por exemplo, é caracterizado por altas taxas de glicdlise, producdo
de lactato e biosintese de macromoléculas [56]. Entretanto, apenas o aumento da glicdlise
parece ser pouco eficiente na producdo de ATP em comparacdo a fosforilacdo oxidativa para

células com alta demanda energética.
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Recentemente, Manesia e colaboradores mostraram que células-tronco
hematopoéticas do figado fetal de camundongos possuem uma aumentada fosforilagao
oxidativa e conteldo mitocondrial em comparacdo a células-tronco hematopoéticas da
medula éssea de animais adultos. Ainda, a respiragao mitocondrial foi maior nas células do
figado fetal, sugerindo que estas células usam a fosforilagdo oxidativa como fonte mais
eficiente de energia necessdria para a manutencao da proliferacao celular [57].

Adicionalmente, ja foi mostrado que a perda de funcdo mitocondrial pode prejudicar
a proliferacdo de células de mamiferos. Trabalhos mostraram que a inibicdo da tradugdo de
proteinas mitocondriais e da biogénese mitocondrial pode prejudicar a proliferacdo celular,
sendo este prejuizo atribuido a defeitos no metabolismo oxidativo e no conteddo de
mitocondrias [58-60]. Sendo assim, apesar dos resultados acima serem baseados em células
cancerigenas, hepaticas e linhagem de fibroblastos, estes colocam em questionamento o
fato da proliferacdo celular na vida pods-natal depender principalmente da glicolise como
fonte de energia [61].

A diferenciacdo das células cardiacas também ¢é associada com alteragdes
energéticas, podendo ser também um processo limitante e permissivo da cardiomiogénese.
Em um estudo, pesquisadores associaram o metabolismo oxidativo mitocondrial com a
diferenciacdo de células tronco-embrionarias [62]. Nele foi evidenciado que o metabolismo
anaerobio foi suficiente para sustentar a necessidade energética das células-tronco
embrionarias, caracterizada por poucas mitocondrias, baixo consumo de oxigénio e
dependéncia da glicdlise. Para assegurar a diferenciacdo dessas células em células cardiacas,
este foi alterado para o metabolismo oxidativo mitocondrial. Essa observacdo foi
corroborada por dados de expressdao génica com hiper-expressdo de isoformas de enzimas

especificas do musculo cardiaco e hipo-expressdo de isoformas de enzimas ndo especificas
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do musculo cardiaco. Ainda, os pesquisadores demonstraram que a utilizagao de inibidores
da cadeia respiratéria, antimicina ou rotenona, interrompe a diferenciacdo das células-
tronco embriondrias em células cardiacas [62].

Além disso, Forni e colaboradores demonstraram recentemente que o
comprometimento de células-tronco mesenquimais na diferenciagao envolve mudangas na
capacidade metabdlica oxidativa, sendo especifica para os tipos de diferenciacdo [63]. A
diferenciacdo de ostedcitos e adipdcitos envolve capacidade respiratéria aumentada,
enquanto para condrdcitos ocorre perda da capacidade respiratoria. O bloqueio da
plasticidade mitocondrial previne a diferenciacdo, demonstrando que as mudangas no
metabolismo oxidativo sdo necessarias para este processo [63].

Recentemente, foi demonstrado de maneira elegante que a maturacdo pds-natal do
coracdo envolve um aumento no dano oxidativo tecidual, e a prevencdo deste dano por
antioxidantes ou pela hipoxia, prolonga a capacidade proliferativa de cardiomidcitos
neonatais. Dessa forma, foi proposto que apds o nascimento, o contato com o oxigénio
atmosférico promove o aumento da atividade oxidativa mitocondrial, resultando em maior
producdo de EROs. Essas EROs seriam responsaveis por danos ao DNA celular e consequente
aprisionamento do ciclo dos cardiomidcitos [29]. Realmente, foi sugerido em outro trabalho
que o aumento pods-natal do conteddo mitocondrial e mudangas na morfologia mitocondrial
sdo dirigidas pelo contato com o oxigénio, que acarreta na reducdo da sinalizacao de HIF
logo apds o nascimento [64].

De um modo geral, os estudos acima citados demonstram a importancia do
metabolismo energético na proliferacdo e na diferenciacdo de cardiomidcitos, e também
para a func¢do cardiaca. Por outro lado, muito pouco foi estudado sobre a relagdo entre o

metabolismo energético mitocondrial e a capacidade intrinseca de proliferacdo de
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cardiomidcitos apds o nascimento, e a influéncia dessa relagao no processo regenerativo.
Mesmo apds décadas de avanco nos estudos in vitro, pré-clinicos e clinicos, a
medicina regenerativa cardiaca ainda nao faz parte de uma alternativa real de tratamento
para pacientes [13, 65]. As aplicagdes de células-tronco ainda se mantém especulativas e
deverdo continuar a ser estudadas no contexto experimental, devido a alta expectativa por
sua potencialidade. Os dados acima descritos demonstram que em roedores e mesmo no
homem, o fen6meno da renovacgdo celular cardiaca enddgena ocorre no individuo adulto.
Contudo o processo natural ndo é eficiente para reparar completamente o cora¢do lesado.
Uma vez que o coracdo de mamiferos possui uma capacidade intrinseca de proliferacdao de
cardiomidcitos, uma interessante possibilidade de foco terapéutico poderia ser baseada no
conhecimento dos mecanismos capazes de induzir a proliferacdo enddgena robusta de
cardiomidcitos. Portanto, com base nos dados que mostram a estreita relacdo entre o
metabolismo energético e a funcdo cardiaca, além das possibilidades de proliferacdo de
cardiomidcitos na vida pds-natal, é possivel especular que o metabolismo energético

mitocondrial influencie diretamente na regeneracdo cardiaca.



2.0 Objetivos
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2.1 Objetivo geral
Testar a hipotese de que o metabolismo energético mitocondrial influencia a

capacidade regenerativa cardiaca em modelo de resseccao neonatal em ratos.

2.2 Objetivos especificos
Para realizarmos o objetivo geral estabelecemos os seguintes objetivos especificos:

1. Caracterizar o modelo de resseccdo apical cardiaca em ratos neonatos de 1 e 7 dias
de vida;

2. Avaliar de maneira funcional o perfil metabdlico na vida neonatal e adulta dos ratos
neonatos de 1 e 7 dias de vida submetidos a cirurgia de resseccdo apical cardiaca;

3. Avaliar por técnica exploratdria a existéncia de vias e alvos candidatos envolvidos
com o metabolismo energético do coracdo completamente regenerado (rato
neonato de 1 dia) vs. coragdo reparado como no adulto (rato neonato de 7 dias);

4. Testar se a modulacdo do metabolismo mitocondrial interfere na proliferacdao dos

cardiomidcitos.



3.0 Materiais e Métodos
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3.1 Cirurgia de ressec¢ao apical cardiaca

Ratos Wistar fémeas com diferentes idades foram mantidas em caixas (dois
animais/caixa) com livre acesso a agua e comida sob ciclo claro-escuro de 12 horas para
acasalamento. Apds o acasalmento, as fémeas foram separadas em caixas individuais e o
controle do momento do nascimento dos filhotes foi feito por observacao de 2 a 3 vezes ao
dia. A cirurgia de resseccdo apical foi feita em ratos neonatos com 1 dia (P1) e 7 dias (P7)
apos o nascimento. Os neonatos foram anestesiados por hipotermia por 10 minutos e
mantidos em inalador com isoflurano (Isoforine - Cristalia). Estes animais foram submetidos
a toracotomia ventrolateral realizada apd6s uma pequena incisdo na pele, seguida de
disseccdo dos musculos intercostais no terceiro espaco intercostal. O coracdo foi exposto
fora da caixa tordcica apds remocao do pericardio e o apice foi ressectado com uma tesoura
de iridectomia. Posteriormente, as incisdes da parede tordcica e da pele foram suturadas
com fio de sutura ndo absorvivel 7.0 e o pneumotdrax foi revertido. Para completa
recuperacao, os neonatos foram mantidos em ambiente aquecido (29 °C) sob lampada de
aquecimento e fluxo de oxigénio. A cirurgia nos animais sham foi similar, exceto pela
auséncia da resseccdo do apice cardiaco. Os neonatos foram mantidos até as idades de 21 e
60 dias apds a cirurgia de resseccdo apical quando foram anestesiados intraperitonealmente
com dose ajustada de cloreto de xilazina e cloreto de ketamina (15 mg/kg e 60 mg/kg,
respectivamente; Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinia, SP, Brasil), e os coracdes foram
coletados. Todos os procedimentos experimentais seguiram as diretrizes institucionais de
cuidado e uso de animais de laboratério e foram aprovadas pela Comissdo de Etica em Uso

Animal da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (#285/12).
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3.2 Ressonancia magnética

O exame de ressonancia magnética foi realizado como ferramenta de determinagao
da porcdo do dapice cardiaco ressectada nos ratos neonatos submetidos a cirurgia de
resseccao. As imagens de ressonancia magnética foram adquiridas em scanner MR de 1.5T
(Philips Achieva, Amsterdam, Holanda), usando uma bobina de punho de quatro canais. Os
ratos neonatos foram anestesiados por inalacdo de dose ajustada de isoflurano (Isothane,
Baxter Healthcare, Guayama, Porto Rico) em aproximadamente 1 L/min de oxigénio, e foram
acomodados sobre uma bolsa de salina de 250 mL, em posicdo de decubito dorsal. Os
parametros utilizados foram os seguintes: aquisicdo em 3D TSE com SENSE; Plano: coronal;
50 cortes; Field-ofview (FOV): 50(FH) 9 50(RL) 9 20 mm; Matriz: 112 9 107 pixels; tamanho do
Voxel: 0.45 9 0.45 9 0.45 mm ou 450 Im; Matriz de reconstrucdo: 448 pixels; Voxel de
reconstrucdo: 0.112 mm ou 112 Im; NSA: 6; TSE: 6; Tempo de repeticdo: 155 ms; Tempo de
eco (TE): 30 ms; Direcdo de fase: RL; Fator de imageamento paralelo (fator SENSE): 1 (FH) e
2(RL). As imagens estavam com alta densidade de prétons. O tempo de aquisicdo para um
volume em 3D foi de 8 minutos e 51 segundos. Os ratos foram submetidos a ressonancia
magnética antes e imediatamente apds a cirurgia de resseccao do apice cardiaco, e os que

ndo exibiram ressecc¢do de pelo menos 15 % da superficie apical foram eliminados.

3.3 Ensaio de imunofluorescéncia

Os coragdes coletados dos animais eutanasiados apds 21 e 60 dias da cirurgia de
resseccdo foram lavados com solucdo salina para retirada do sangue, e entdo foram
embebidos em meio O.C.T. (Tissue-Tek, Sakura, Holanda) e congelados gradualmente em
isopentano no nitrogénio liquido. Os cora¢cbes foram mantidos em freezer a -80 °C até a

preparacao das laminas por meio da criosecc¢do dos tecidos com espessura de 6 micrometros
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(criostato -Microm HM 505 E). Foram realizadas coloragdes por Hematoxilina-Eosina (HE).

Para avaliar a deposicdo de colageno no coragdo dos ratos neonatos operados, cortes
histoldgicos de coragdo com 6 micrometros foram submetidos a coloragdao pelo método
Picrosirius. Primeiramente, as laminas foram hidratadas em dalcool 95 % por 5 minutos e em
seguida em alcool 70 % por 3 minutos. Entdo, foram lavadas em agua corrente e coradas em
solucdo de 2 % de Sirius red (Direct Red 80, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO) saturada de acido
picrico por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente para
remover excessos e qualquer marcacao inespecifica do acido picrico. O nucleo foi corado
usando Hematoxilina por 1 minuto, e apds esse periodo, as laminas foram lavadas em agua
corrente, desidratadas e fixadas com meio de montagem permanente para posterior analise
e quantificacdo.

Para o método Picrosirius-polarizacdo, os cortes corados com Picrosirius foram
analisados por microscopia de polarizagdo. O método de Picrosirius-polarizagdo permite a
avaliacdo do arranjo e da agregacao de fibras de colageno devido a birefringéncia normal
exibida pelas moléculas dispostas ordenadamente em orientacdo paralela nos tecidos [67].

Para imunofluorescéncia, as laminas foram lavadas 2 vezes por 5 minutos, em
solugao PBS Tween 0,1 % e incubadas com solugao de TRITON X-100 0,5 % por 5 minutos.
Apds, as laminas foram lavadas novamente em PBS Tween 0,1 %, 3 vezes de 5 minutos cada
e bloqueadas com solugdo de caseina 2 % por 1 hora (C5890, Sigma Sigma Aldrich, EUA). A
seguir, os cortes foram incubados por 16-18 horas a 4 °C com anticorpo primario diluido na
solucdo de bloqueio. No dia seguinte as laminas foram lavadas com PBS Tween 0,1 % por 3
vezes de 5 minutos cada e a seguir incubadas com o anticorpo secundario conjugado a uma
fluoresceina por 90 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Finalmente as

laminas foram lavadas por 3 vezes com PBS Tween 0,1 % e logo em seguida incubadas com
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DAPI (1:100) por 20 minutos. As laminas foram lavadas 2 vezes com PBS Tween 0,1 % e
montadas com Glicergel ou PBS/glicerol (1:1) e mantidas protegidas da luz para as andlises.
Para avaliar a neoformacdo de cardiomidcitos, os cortes foram marcados com
anticorpos primarios para troponina | cardiaca (ab19615, 1:50, Abcam, Cambridge, MA) e
conexina 43 (ab11370, 1:50, Abcam, Cambridge, MA). Os anticorpos secunddrios utilizados
foram os conjugados com Alexa fluor 488- e 555-(A11011 e A21428, 1:400, Invitrogen, Life
Technologies, Grand Island, NY), e o DAPI para marcac¢do nuclear (D3571, 1:100, /nvitrogen,

Life Technologies, Grand Island, NY).

3.4 Single Photon Emission Tomography (SPECT)

Ratos neonatos operados foram avaliados 21 e 60 dias apds a cirurgia de ressec¢cao
apical utilizando o equipamento PET/SPECT/CT Triumph™ (GE Healthcare- Waukesha, WI).
Cada rato foi anestesiado com 1,5-2,5 % de isoflurano em 2 L/min de oxigénio, e injetados

com aproximadamente 37 MBq [om

Tc]Sestamibi pela veia caudal. O animal foi posicionado
no equipamento, e as imagens de SPECT foram adquiridas 30 minutos apds a injecdo do
radiofarmaco. Cada cabeca de detector do equipamento foi ajustada com 5 Pinhole de
Tungténio de 1 mm de diametro. O raio de rotacdo foi ajustado para 4,4 cm e os dados
adquiridos com 128 angulos de projecdo (180° para cada cabeca), 9 Kcts por projecdo, dando
uma tempo total de aquisicdo de aproximadamente 30 minutos. As projecdes foram
adquiridas em uma matriz de 60x60, com 1,15 mm de tamanho de pixel. As imagens foram
reconstruidas com métodos OSEM com 5 interagdes e 8 subsets. Os dados foram analisados
com o software m PMOD 3.4002A, com interpolacdo de 1,0 e 3,0 filtros Gausianos. A

orientacdo de eixos foi usada com e sem filtros para encontrar o eixo curto cardiaco, e os

eixos longos vertical e horizontal. Foi realizada a analise semi-automatica usando o software
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Bullseye com a segmentacdo do coracdo em 17 regides ou segmentos, para facilitar a
compreensao dos resultados, sendo que 5 segmentos sao representativos da regido do apice
cardiaco, e 12 segmentos sdo representativos das outras regides do coracdo [68]. Os
mesmos foram normalizados individualmente em relacdo ao segmento cardiaco com maior

captagdo. Um profissional treinado analisou e quantificou os dados de forma “cega”.

3.5 Estudos Hemodinamicos

Estudos hemodinamicos invasivos foram realizados para avaliar o desempenho
cardiaco em ratos P1 e P7, 60 dias apds a cirurgia de resseccdo e sham. Cada rato foi
anestesiado intraperitonealmente com dose ajustada de cloridrato de uretana (1,5 g/kg;
Sigma-Aldrich, EUA). A veia femural esquerda foi canulada para anestesia suplementar,
injecdo de drogas e salina. Um cateter de pressao-volume MicroTip (modelo 1.4 French SPR
839; Millar Instruments, Houston, TX) foi inserido na artéria cardtida direita e posicionado
imediatamente acima da vdlvula adrtica para monitorar a pressao sanguinea cardiaca. Apds
5 minutos de medicdo da pressao sanguinea arterial, o cateter foi introduzido na cavidade
do ventriculo esquerdo para medidas simultdneas e continuas de pressdo e volume. A veia
jugular direita também foi canulada, e 10 plL de solugao salina 15 % foram injetados para
medir a condutancia paralela. A calibragao para volume foi realizada usando uma regressao
linear da condutancia do volume de sangue total (4 camaras cilindricas contendo um volume
especificado de sangue de rato recém heparinizado) versus o sinal adquirido pelo cateter de
condutancia. Os dados foram adquiridos usando o LabChart 7 Software System (PowerlLab,
ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia). Os seguintes dados foram obtidos: frequéncia
cardiaca, média da pressdo arterial sistdlica (MAP), pressado diastdlica final (LVEDP) e pressao

sistdlica final (LVESP) no ventriculo esquerdo, elevacdo maxima da pressdo do ventriculo
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esquerdo (+dP/dtmax) e declinio (-dP/dtmax), constante de decaimento da pressdo do
ventriculo esquerdo (Tau), volume sistdlico, débito cardiaco, e trabalho cardiaco. Os
parametros hemodinamicos foram determinados sob condi¢cdes basais e durante uma
sobrecarga de pressdao com a injecdo do vasoconstritor fenilefrina (PHE; Sigma-Aldrich) (25—
75 mg/kg peso corporal) na veia femoral esquerda apds vagotomia, que foi realizada para
prevenir alteracGes nos valores de frequéncia cardiaca pelo baroreflexo. As doses de PHE
foram ajustadas para cada animal para produzir elevagGes comparaveis de pressao
sanguinea (60 % a 80 % maior que na condicdo basal). A inclinacdo da relagdo linear entre a
pressdo e o volume sistélico final (ESPVR) foi obtida durante a oclusdo transiente da veia
cava inferior nos grupos de animais, para medir os resultados médios de desempenho

cardiaco. Apds as medidas, os coracdes foram rapidamente coletados e pesados.

3.6 Isolamento de mitocondria cardiaca

Logo apds o sacrificio dos animais, os coracdes foram retirados, os ventriculos esquerdos
separados e as mitocondrias isoladas conforme descrito por Tahara e colaboradores [69]. Os
ventriculos esquerdos foram colocados em tampdo de lise (Sacarose 300 mM, Hepes 10
mM, EGTA 2 mM, pH 7,2, 4 °C), e triturados na presenca de 0,1 mg/mL de protease do tipo |
(pancreas bovino, Sigma Aldrich) para liberagdo das mitocondrias das fibras musculares
cardiacas. Apds esse procedimento, a suspensao foi lavada no mesmo tampao, na presenca
de 0,1 mg/mL de BSA e homogeneizada em um homogenizador de tecido de 40 mL. O
homogenato foi centrifugado a 1000 x g por 5 minutos (4 °C). O sobrenadante resultante foi
centrifugado a 9500 x g por 10 minutos (4 °C). O botdo mitocondrial resultante foi lavado e

ressuspendido em tampao de experimento.
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3.7 Consumo de oxigénio pela mitocondria cardiaca isolada e pelo coragdao neonato

A medida do consumo de oxigénio foi realizada utilizando-se um eletrodo especifico de
oxigénio (do tipo Clark) acoplado a um registrador como previamente descrito por Campos e
colaboradores [70]. O eletrodo é composto por um cadtodo de platina e um anodo de prata,
imersos em solucao eletrolitica de KCI. A reacdo se processa pela corrente gerada entre os
eletrodos e é relacionada a concentracdo de oxigénio na superficie do catodo. Para os
ensaios com mitocondrias isoladas foi utilizado o equipamento Oxygraph System
(Hansatech). Cada amostra de mitocéndria cardiaca foi diluida em tampao de KCl (Sacarose
125 mM, KCI 65 mM, Hepes, 10 mM, KH2PO4 2 mM, MgCl, 2 mM, 0,01 % BSA, pH 7,2) numa
concentracdo final de proteina de 0,250 mg/mL. Os registros de consumo de oxigénio foram
feitos na presenca de succinato (2 mM), malato-glutamato (2 mM) e ADP (adenosina di-
fosfato, 1 mM), que estimula o consumo de oxigénio. Um inibidor do complexo V
(oligomicina, 1 pg/mL) foi adicionado para inibir sua atividade durante esse ensaio. Além
disso, foi utilizado um desacoplador da membrana interna da mitocéndria (CCCP — Carbonyl
Cyanide m-Chlorophenyl Hydrazone, 1 uM). Os valores foram expressos em nanomoles por
minuto por miligrama de proteina. Para os ensaios de consumo de oxigénio nos coragoes
dos neonatos foi utilizado o equipamento Oroboros 02k (Oroboros Instruments, Bioblast,
Austria). Cada corac¢do de rato neonato foi adicionado a cuba do equipamento contendo 2
mL de tampdo de Krebs (pH 7,5) sem glicose. Apds a obtencdo do tracado basal, foram
adicionados glicose para concentracdo final de 5 mM (Sigma Aldrich) ou acido oleico para
concentracdo final de 100 uM (Sigma Aldrich), e a taxa de consumo de oxigénio foi medida
por mais 5 minutos. O coracdo e o tampdo condicionados foram coletados e armazenados

no término do ensaio. Os valores foram expressos em picomoles por miligrama de proteina.



Materiais e Métodos | 42

3.8 Liberagcao de perdxido de hidrogénio pela mitocondria cardiaca isolada e pelo coracao

neonato

A produgdo de peroxido de hidrogénio (H,0,) mitocondrial foi avaliada por
espectrofluorimetria conforme descrito por Campos e colaboradores [70]. Cada amostra de
mitocéndria cardiaca foi diluida em tampao de KCl (Sacarose 125 mM, KCL 65 mM, Hepes, 10
mM, KH2P0O4 2 mM, MgCl, 2 mM, 0,01 % BSA, pH 7,2) numa concentracdo final de proteina
de 0,250 mg/mL. A producdo de H,0, foi determinada pela gera¢do de resorufina, fruto da
oxidacdo do Amplex Red (25 uM) na presenca de horseradish peroxidase (HRP) (0,5 U/mL),
identificada pelos comprimentos de onda de 563 nm para excitagdo e 587 nm para emissao.
O ensaio foi realizado na presenca de succinato (2 mM), malato-glutamato (2 mM), ADP (1
mM), oligomicina (1 pg/mL), e CCCP (1 uM). A quantificacdo dos valores foi feita apds uma
calibragdo com quantidades conhecidas de H,0,, expressos em picomoles por minuto por
miligrama de proteina. A producdo de perdxido de hidrogénio em fragmentos de tecido
cardiaco também foi avaliada por espectrofluorimetria. Cada amostra de fragmento de
tecido cardiaco foi adicionada a 2 mL de tampao Krebs (pH 7,5), adicionado de 5 mM de
glicose (Sigma Aldrich), contendo 5 uL de Amplex Red (20 mM) e 10 pL de HRP (200 U/mL). O
principio para detec¢ao da produgdao de perdxido de hidrogénio foi o mesmo citado
anteriormente, e os valores foram expressos em micromolar por minuto por miligrama de

proteina.

3.9 Quantificagdo de ATP
As amostras de ventriculo esquerdo de coragGes foram pesadas e acondicionadas em
tubo com 1 mL de acido tricloroacético a 1 %, para que ocorra a precipitacdo das proteinas e

preservacao do ATP, e congeladas em freezer -80 °C. Quando do dia da quantificacdo, as
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amostras foram homogeneizadas, centrifugadas e o sobrenadante foi coletado. O pH de
todas as amostras foi ajustado para 7,0. As concentracdes de ATP foram determinadas pelo
ATP Determination Kit (Invitrogen A22066), e os valores foram expressos em nanomoles por
micrograma de proteina. O ensaio baseia-se na clivagem da luciferina (substrato) pela

luciferase (enzima recombinante), na presenca de ATP e oxigénio, emitindo luz.

3.10 Atividade da enzima hexoquinase

A atividade da enzima hexoquinase foi medida em amostras de ventriculo esquerdo de
coracoes adultos e tecido cardiaco de coragGes neonatais utilizando um ensaio de cinética
enzimatica. As amostras foram homogeneizadas em tampdo contendo 50 mM de
Trietanolamina, 50 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, 2 mM de MgCl,.6H,0, e 30 mM de B-
mercaptoetanol (pH 7,5), centrifugadas e o sobrenadante coletado. Na placa de reacdo
foram adicionados uma mistura de ensaio contendo 75 mM de Tris-HCl, 0,8 mM de EDTA,
7,5 mM de MgCl,.6H,0, 1,5 mM de KCl, e 4 mM de B-mercaptoetanol (pH 7,5),
complementada com 0,4 mM de NADP+, 1,8 mM ATP, 1,8 U creatina fosfoquinase, 0,4 mM
fosfocreatina, 1 % TRITON-X 100 e glicose 6-fosfato desidrogenase. Foram adicionadas as
amostras em duplicata e aguardou-se 5 minutos para estabilizacdo da reacdo. Apds esse
periodo foi adicionado o substrato de glicose, e a atividade da enzima foi estimada por
mudangas na absorbancia, no comprimento de onde a 340 nm, por um periodo de 10

minutos, e foi expressa em nanomoles por minuto por miligrama de proteina.

3.11 Extragdo de proteina
As amostras de tecido cardiaco foram coletadas em nitrogénio liquido e armazenadas em

freezer a -80 °C. As amostras foram transferidas para tubos de 2 mL com esferas de ceramica
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de 2,8 mm (CK28, Bertin, Montigny Le Bretonneux, Franca) e trituradas utilizando o
homogeinizador Precellys 24 (Lysis & Homogenization, Bertin, Montigny Le Bretonneux,
Franca) por 2 vezes de aproximadamente 20 segundos cada, com tampdo contendo 1 mM
EGTA, 1 mM EDTA, 5 mM KCI, 2 mM MgCl2, 25 mM Hepes, adicionado de inibidores de
protease e fosfatase no momento de uso (PMSF 1:1000, Coquetel inibidor de fostatase 1 e 2
1:300, Inibidor total de protease 1:300 -Sigma Aldrich), e TRITON X-100. A proporg¢do de
tampado adicionada foi 10:1, ou seja, 1 mL de tampdo de extracdo de proteinas para cada 100
mg de tecido. Os tubos foram centrifugados a 12000 x g por 30 minutos e o sobrenadante foi
coletado em novo tubo de 1,5 mL. As amostras de proteinas foram dosadas por meio do

método de Bradford e foram aliquotadas e mantidas a -80 °C.

3.12 Western Blot

As amostras foram preparadas para uma concentrac¢do de 20 ug de proteina, adicionadas
de 5 pL de tamp3do de amostra, e levadas a temperatura de 100 °C por 5 minutos para
desnaturacdo. Estas foram aplicadas em gel de poliacrilamida 15 %, e a eletroforese foi
realizada com voltagem fixa de 100 Volts e amperagem varidvel. As proteinas foram
transferidas do gel de poliacrilamida para membranas de PVDF (fluoreto de polivinilideno)
com auxilio do equipamento de transferéncia (BioRad). As membranas foram bloqueadas
com solugdo de albumina 5 % e lavadas entre os procedimentos com tampao de lavagem
PBS Tween 0,1 %. Foram posteriormente incubadas com anticorpo primario por 18 horas a 4
°C. Em seguida foram lavadas com PBS Tween 0,1 % e incubadas com anticorpo secundario
conjugado com HRP. A revelacdo das membranas foi realizada com auxilio do analisador de
imagem ImageQuant LAS 4000 mini com prévia adicdo de solucdo reveladora contendo

H,0,.
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3.13 Atividade da enzima citrato sintase

A atividade da enzima citrato sintase foi medida em mitocdndrias isoladas do ventriculo
esquerdo de coragdes utilizando um ensaio de cinética enzimatica. Na placa de reagao foram
adicionados uma mistura de ensaio contendo 200 mM de Tris-Base e 1 mM de DNTB (pH
8,1), complementada com 0,2 % TRITON-X 100 e 10 mM de Acetil-coA. Foram adicionadas
0,2 pg de amostras em duplicata e foi feita a leitura em 412 nm por 3 minutos. Ap0s isto, foi
adicionado o substrato de 10 mM de acido oxaloacético, e a atividade da enzima foi
estimada por mudancas na absorbancia, no comprimento de onde a 412 nm, por um

periodo de 3 minutos, e foi expressa em nanomoles por minuto por miligrama de proteina.

3.14 Microscopia eletronica de transmissao

Para a microscopia eletronica foram coletados fragmentos de tecido cardiaco do
ventriculo esquerdo (trés amostras por grupo). Estes cortes foram imediatamente fixados
em glutaraldeido a 2 % em tampado de fosfato 0,15 M (pH 7,2) durante 1 hora, seguido de
etapa de pos fixacdo em 1 % de tetréxido de dsmio em cloreto de sddio a 0,9 % durante 1
hora. O material fixado foi corado em blocos em 0,5 % acetato de uranila aguoso durante a
noite. Apds, as amostras foram desidratadas em uma série graduada de acetona, e
embutidas em resina araldite. Foram obtidos cortes ultrafinos de 70 nm de espessura
utilizando um ultramicrétomo LKB, equipado com uma lamina de diamante. Os cortes foram
colocados em telas de niquel de malha 200, e foram duplamente corados com acetato de
uranila e citrato de chumbo. As telas foram analisadas e foto-micrografadas em microscépio

eletrénico de transmissdo JEOL 1210, operando a 80 kV.
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3.15 Extragcdao de RNA

As amostras de coracdo de ratos neonatos foram coletadas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer a -80 °C. Apenas um ter¢o do coragdo, do apice para a base, foi
coletado, para garantir homogeneidade e auséncia dos atrios. As amostras foram
transferidas para tubos de 2 mL com esferas de ceramica de 2,8 mm (CK28, Bertin, Montigny
Le Bretonneux, Franca) e homogeneizadas com 1 mL de TRIzol® (Gibco/BRL, Invitrogen,
Carlsbad, CA) utilizando o homogeinizador Precellys 24 (Lysis & Homogenization, Bertin,
Montigny Le Bretonneux, Franga) por 2 vezes de aproximadamente 20 segundos cada. Apds,
as amostras permaneceram por 5 minutos a temperatura ambiente e em seguida receberam
200 pL de cloroférmio para que o RNA total fosse separado do DNA e das proteinas. Os
tubos foram agitados por alguns segundos e incubados a temperatura ambiente por 2-3
minutos. Apds, os tubos foram centrifugados a 12000 x g por 15 minutos a 4 °C. A fase
aquosa superior que continha o RNA total foi retirada e transferida para um novo tubo de
1,5 mL previamente identificado. Para a precipitacdo do RNA foi adicionado a cada tubo 500
uL de isopropanol, e em seguida, estes foram invertidos suavemente e incubados a
temperatura ambiente por 10 minutos, sendo em seguida centrifugados a 12000 x g por 10
minutos a 4 °C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e as amostras foram
lavadas com 1 mL de etanol 75 % gelado diluido em 4d&gua isenta de RNAse e
homogeneizadas, sendo novamente centrifugadas a 7500 x g por 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi novamente desprezado e os tubos foram invertidos e colocados para secar
a 4 °C por aproximadamente 1 hora. Depois de seco, o precipitado de RNA foi ressuspendido
em 100-150 pL de agua livre de RNAse, sendo sua concentragdo determinada a partir da
medida de absorbancia a 260 nm em espectrofotémetro (ND-1000 spectrophotometer -

NanoDrop Technologies, Inc.). As solu¢des de RNA foram aliquotadas e armazenadas a —80
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°C até o uso. A integridade das amostras para o sequenciamento de RNA foi verificada por
meio do Bioanalyzer RNA (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), e foi satisfatdria para
todas as amostras. A integridade das demais amostras de RNA foi verificada por gel de

agarose a 0,8 %.

3.16 Sequenciamento de RNA - lllumina

As amostras de coragdes foram coletadas 1 e 5 dias apds a cirurgia de ressecgdo
apical cardiaca ou procedimento sham em ratos neonatos de 1 e 7 dias de vida. A
preparacao das bibliotecas e a técnica de sequenciamento de ultima geracdo - RNASeq
(também conhecida como WTSS - Whole transcriptoma Shotgun Sequencing) foram
realizadas no "Laboratdrio de Sequenciamento de Larga Escala", localizado na Faculdade de
Medicina da Universidade de S3o Paulo - FMUSP. Os RNA totais a partir das amostras foram
purificados (RNeasy Mini Kit, Qiagen) e analisados no Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies). As amostras com RIN superiores a 9,0 e razdo A260 /280 superior a 1,8 foram
consideradas adequadas para a preparacao da biblioteca com TruSeq Stranded Total RNA
with "Ribo-Zero" Gold kit (Illumina). As bibliotecas foram quantificadas individualmente por
meio de PCR em tempo real (qRT-PCR) e sequenciadas no equipamento HiSeq 2500 (llumina)
de acordo com as instru¢des do fabricante, com pair-end reads (2x100 ciclos). Foram
utilizados como valores de referéncia o p-valor <0,05, z-score < 1,96 2, fold-change < 1,3
>. Os dados gerados pelo sequenciamento foram analisados usando ferramentas de
bioinformatica. As reads foram filtradas com um Per! script e mapeadas com Bowtie2 v2.1.0
software [71] usando o genoma do rato (Rattus norvegicus RN5, NCBI) e o banco de dados
biodbnet [72]. As reads mapeadas foram classificadas pelo SAMTools v0.1.18 software [73] e

a contagem de reads foi feita conforme HTSeqg-counting v0.5.4p2. A anadlise de expressdo
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diferencial foi obtida com o pacote DESEq v1.12.1 [74] usando R-Bioconductor [75], com o
padrdo descrito [76]. As anotacdes dos genes foram feitas no software Biomart (R-

Bioconductor) [77].

3.17 Transcricdo do DNA complementar

Tendo extraido o RNA total dos coragbes dos ratos neonatos, o passo seguinte foi a
preparacao do cDNA. Para isso, foi utilizado o Kit SuperScriptTM Il First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies). Para obter-se 250 ng/uL de cDNA no final
da reacdo, foi necessario 5 pug de RNA total de cada amostra. Dessa forma, sabendo-se a
concentracdo das amostras de RNA total, calculou-se o volume necessario da solucdo de
RNA de forma a se obter os 5 pg. Acrescentou-se 1 pL de Oligo dT a 50 uM, 1 pL de dNTP a
10 mM e, em seguida, o volume de cada amostra foi completado com agua livre de RNAse
até atingir 13 uL. Estas foram incubadas por 5 minutos a 65 °C, para desnaturagdo das fitas,
seguidos por uma incubag3o a 4 °C, para anelamento do Oligo dT, em termociclador 7100™
Thermal Cycler (BioRad). As amostras permaneceram a 4 °C até receberem a mix contendo
os demais componentes da reagao. A mix continha 4,0 uL de 5X First Strand Buffer, 1,0 uL de
DTT a 0,1M, 1 pL de RNAout a 40 U/uL e 1,0 uL de super transcriptase reversa SSlll a 200
U/uL para cada amostra. Apds adicdo da mix, as amostras foram incubadas a 50 °C por 60
minutos, seguidas por um aquecimento a 70 °C por 15 minutos. Ao final da reagao
obtivemos um estoque de cDNA na concentragdo de 250 ng/ulL que foi armazenado a -20 °C

até o uso.

3.18 Reag¢do em cadeia da polimerase em tempo real (qRT-PCR)

A reacdo de qRT-PCR foi realizada no equipamento QuantStudio™ 12K Flex Real-Time
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PCR System em placas de 384 pocos (MicroAmp® Optical 384-well Reaction Plate). A
quantificacdo da expressdao dos genes foi realizada individualmente em coracdes de ratos

neonatos P1 e P7 (6 amostras para cada grupo).

Os primers utilizados estdo apresentados na tabela abaixo:

Tabela 1. Primers utilizados para o qRT-PCR.

Gene Primer sense (Forward) — 5°-3’ Primer anti-sense (Reverse) — 5°-3’
PPARD GAGCACACCCTTCCTTCCAG GATCCGATCGCACTTCTCGT
UCP2 CTTGATCTTGGAGGCCTCAGC TCTGACTTCCTGCTACCTCCC
LRRK2 AGCTGTCCTACTCTGGGAGG ACCCCAAAACCAGCATGACA
NDUFV3 TCTCGAGGCAAAGGTGTTCC GTAGGTGGTGGTGTCACTCG
LDHA GCCACTGTCGCCGATCTC GGGCTGCCATCTTGGACTTT
HK1 GGTGCGTCTACTGCAGATGT TAACACACTTCACACGGGGG
ALDOC GAATGGTATCGTGCCCATCG GGCGATCTCTTCTGGGCTAT

Nas reacgoes foi utilizado o reagente SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystem,
Foster City, CA) em placas opticas de 384 amostras (Applied Biosystems, Foster City, CA). O
protocolo consistiu de reagdes contendo 1 uL de cDNA template (com concentragao
previamente definida), 0,32 uL de cada primer sense e antisense especificos (200 nM final),
10 pL do 2X SYBR Green PCR Master Mix e 8,36 puL de agua livre de RNAse, totalizando um
volume final de 20 pL. O 2X SYBR Green PCR Master Mix contém a AmpliTag DNA
Polymerase, o SYBR Green Buffer, dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), SYBR Green | e a
referéncia passiva, o corante fluorescente ROX. A amplificagdo consistiu em: 95 °C por 10
minutos para a ativacao da AmpliTag DNA Polymerase, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15

segundos (desnaturacdo das fitas) e 60 °C por 60 segundos (anelamento do primer e
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extensdo). A coleta do sinal fluorescente foi realizada ao final de cada ciclo.

O software quantifica a intensidade da fluorescéncia dada pelo SYBr e normaliza
pelos dados de fluorescéncia obtidos pelo ROX. Este procedimento serve para corrigir
possiveis erros de quantificacdo, resultantes da alteracdo nos volumes de reacao que
possam ocorrer ao longo do tempo de reacdo devido a alta temperatura aplicada a placa.
Para excluir a possibilidade de contaminagdo, foi realizado um controle negativo para cada
gene que consistiu em uma reacdo com auséncia de cDNA (No Template Control). As
amostras controle e experimental para um mesmo gene, incluindo seu respectivo controle
negativo, foram realizadas a partir de uma mesma mistura de reagentes e na mesma placa
Optica. Todas as rea¢Oes foram processadas em duplicata.

No inicio da amplificacdo, ocorre apenas uma pequena variacao de fluorescéncia, o
gue define a linha de base. O aumento na quantidade de fluorescéncia acima da linha de
base indica a detecg¢do dos produtos de amplificacdo gerados. Sendo assim, uma nova linha
arbitraria pode ser tracada acima da original (Threshold cycle: limiar de deteccdo
estabelecido como ponto de referéncia onde todas as amostras possuem a mesma
intensidade fluorescente, ou seja, mesma quantidade de produto de PCR). O ARn foi
determinado a partir da equacdo: ARn= (Rn+) — (Rn-), onde Rn+ é o sinal de fluorescéncia do
produto em determinado tempo e Rn- é o sinal de fluorescéncia da linha de base entre os
ciclos 3-15. O parametro Ct é definido como o valor do numero de ciclos cuja fluorescéncia
(ARN) cruza essa linha fixa, o Threshold cycle.

Os valores médios de Ct para cada gene de interesse foram subtraidos pelos
respectivos valores médios de Ct obtidos para o gene normalizador em cada animal. Esse
valor normalizado corresponde ao ACt. A diferenca de expressdo génica dos diferentes

genes nos diferentes grupos foi analisada comparando-se as médias de ACt obtidas em
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amostras dos diferentes grupos. Foram realizadas comparacdes das duas médias de ACt por
meio de teste t de Student para dados nao pareados e em todos os casos foi adotado um
nivel de significancia de 5 % (p<0,05). Os dados foram apresentados em expressao relativa,

de acordo com 274

, onde AACt=ACtexperimental-ACtcontrole, representando quantas vezes cada
gene esta mais ou menos expresso em amostras de neonatos P1 em comparacdo com

neonatos P7.

3.19 Extracao de cardiomiodcitos

Cardiomidcitos foram obtidos de coragbes de ratos neonatos Wistar com 1 e 7 dias apds
0 nascimento. Para a extracdo de quantidade suficiente de cardiomidcitos, foram feitos
pools de coragdes, coletados de forma estéril em solucdo gelada de ADS (NaCl 0,1 M, KCI 5,4
mM, MgS0O, 0,8 mM, D-glucose 0,1 %, NaH,P0O4.H,0 0,8 mM, Hepes 20 mM). Em fluxo
laminar, sobre uma placa de Petri, os atrios foram separados dos ventriculos e colocados em
ADS gelado. Os ventriculos foram cortados em pequenos pedacos e transferidos para tudo
de 50 mL, lavados 1 vez com ADS gelado para retirada do sangue, e foram adicionados 3 mL
de tampao de digestdo contendo colagenase tipo Il (Worthington Biochemical Corporation,
Lakewood, Nova Jersey, USA) e pancreatina (Sigma Aldrich). O tubo foi agitado em shaker a
37 °C por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para tubo de 15 mL, e a reacao foi
inativada pela adigao de 2 mL de meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) low glucose e Meio 199 (M199), na proporg¢do 4:1, suplementado com 10 % de
Donor Horse Serum, 5 % de Newborn Calf Serum (NBCS) (meio de plagueamento). Este tubo
foi centrifugado a 220 x g por 5 minutos e o botdo foi ressuspendido em cerca de 2 mL de
meio de plagueamento, transferido para um novo tubo e mantido a 37 °C até o final das

digestoes. Os botbes de todas as digestdes foram incorporados a esse mesmo tubo. Foram
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realizadas cerca de 6 digestdes para um pool de 10 coragdes de neonatos. Ao fim das
digestGes, todas as suspensdes foram filtradas em filtro de 100 um (Cell strainer, BD) e
centrifugadas a 220 x g por 5 minutos. O botdo de células foi ressuspendido em cerca de 10
mL de meio de cultura completo e colocado em uma garrafa de cultura de 25 cm? e mantido
a 37 °C por 45 minutos.

Ao final, a suspensdo de células da garrafa de 25 cm? foi transferida
para um tubo de 50 mL e centrifugada a 225 x g por 5 minutos. Os fibroblastos que aderiram
na garrafa de 25 cm? foram mantidos em cultura a 37 °C em meio DMEM high glucose
suplementado com 10 % de Soro fetal bovino (SFB). O numero total de células em suspensao
recuperadas da garrafa de 25 cm? foi determinado por meio da contagem em cdmara de
Neubauer. O botdo de células final foi ressuspendido em meio de plagueamento e as células
foram plaqueadas em placas tratadas com laminina por 2 horas a 37 °C, e mantidas em
atmosfera Umida contendo 5 % de CO, a 37 °C. 48 horas apdés o plaqueamento, os
cardiomidcitos formaram uma camada de células com batimento espontaneo, o que
determinou a viabilidade da cultura. As células foram tripsinizadas e congeladas para

experimentos posteriores.

3.20 Determinagao da produgao de lactato

A produgdo de lactato foi medida no tampao utilizado para o ensaio de consumo de
oxigénio pelos coracdes neonatos, e foi determinado em 200 uL da respectiva solugdo por
meio do equipamento ABL 800 Flex, segundo as recomendacdes do fabricante. Os valores

foram expressos em milimoles por litro por miligramas de proteina.
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3.21 Atividade da enzima lactato desidrogenase

A atividade da enzima lactato desidrogenase foi medida em tecido cardiaco utilizando
um ensaio de cinética enzimatica. As amostras de tecido cardiaco foram homogeneizadas
em um tampao contendo 77 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, 2 mM de MgCl,.6H,0, e 4 mM
de B-mercaptoetanol (pH 7,5), centrifugadas e o sobrenadante coletado. Na placa de reacdo
foi adicionada uma mistura de ensaio contendo 120 mM de Tris-HCl, 3,4 mM de NADH, 1 %
TRITON X-100 (pH 7,5). Foram adicionadas as amostras em duplicata e aguardou-se 5
minutos para estabilizacdo da reacdo. Apds esse periodo foi adicionado o substrato de
piruvato a 20 mM, e a atividade da enzima foi estimada por mudancas na absorbancia, no
comprimento de onde a 340 nm, por um periodo de 10 minutos, e foi expressa em

nanomoles por minuto por miligrama de proteina.

3.22 Medidas das Taxas de consumo de oxigénio (OCR)

As taxas de consumo de oxigénio foram medidas em cardiomidcitos de P1, P7, e P1
tratados com 5 nM de rotenona usando XF24 Extracellular Flux Analyzer (fluxo extracelular,
placas de 24 pocos, Seahorse Bioscience), como descrito previamente [78, 79]. As células
foram plaqueadas em triplicata nas placas préprias do XF24, contendo 24 pogos e tratadas
com laminina, na concentrag¢do de 40.000 células/pogo em 500 pL de meio (DMEM low
glucose e M199, na proporgao 4:1, suplementado com 10 % de Donor Horse Serum, 5 % de
NBCS, 1 % penicillin/streptomycin) (Invitrogen), e incubadas em atmosfera Umida contendo 5
% de CO, a 37 °C por 48 horas. Primeiramente, o meio foi removido e reposto por 500 pL de
meio de ensaio livre de bicarbonato (114 mM NacCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM KH,PQO,4, 1,16 mM
MgSQ,, 2,5 mM CaCl,, pH 7,2, and 2,8 mM glicose), e as células foram pré-incubadas por 1

hora a 37 °C em estufa sem CO,. O consumo de oxigénio ligado a sintese de ATP e ao
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vazamento de prétons foi determinado pela adigdo de oligomicina (4 pg/mL). Apds trés
ciclos de medidas, 5 uM de desacoplador carbonil cianeto-p-trifluormetoxi-fenilhidrazone
(CCCP) foi utilizado para determinar a capacidade respiratéria maxima. Apds outros trés
ciclos de medidas, 1 uM de rotenona foi adicionado para bloquear o complexo | em adicao a
1 uM de antimicina A para inibir o complexo Ill, levando a eliminagdo do consumo de
oxigénio mitocondrial. Os valores foram expressos em picomoles de oxigénio por minuto por

miligrama de proteinas.

3.23 High Content Screening Assay (HCS)

Cardiomidcitos P1 e P7 foram plagueados em duplicata em placas de 96 pocos tratadas
com laminina na concentracdo de 10.000 células/po¢o em meio DMEM low glucose e M199
(4:1) contendo 10 % Donor Horse Serum, 5 % NBCS e 1 % penicillin/streptomycin (Invitrogen).
As placas foram incubadas em atmosfera Umida contendo 5 % de CO, a 37 °C para avaliacGes
com 24 e 48 horas apdés o plaqueamento. Para a andlise da modulacdo da funcao
mitocondrial, cardiomidcitos P1 também foram tratados com 5 nM de rotenona. Apds cada
periodo, as células foram fixadas com 4 % de paraformaldeido, permeabilizadas com solugao
a 0,1 % Triton X-100 por 15 minutos a 4 °C, e bloqueadas com solucdo de 5 % de albumina
bovina por 1 hora a temperatura ambiente. Para marcagdao da imunofluorescéncia,
anticorpoo monoclonais anti-tropomiosina sarcomérica (T9283 — 1:200, Sigma Aldrich) e
anti-vimentina (ab92547 — 1:300, Abcam) foram adicionados e incubados por 16-18 horas a
4 °C, seguindo de lavagens com PBS. Os anticorpos secunddrios (Alexa Fluor 488 e 555—
1:500, Molecular Probes, Invitrogen Technologies) foram adicionados juntamente com o
marcador nuclear DAPI (D3571 - 1:100, Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY), e

incubados por 1 hora a temperatura ambiente, seguindo de lavagens com PBS. As imagens
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foram adquiridas no IN Cell Analyzer 2200 high content imaging system (GE Healthcare, USA)
configurado com camera padrao CMOS. As imagens foram adquiridas usando objetiva de
20x (0.45NA - 20 imagens por pogo- brightfield, DAPI, FITC, Cy3). Os protocolos de andlise
foram desenvolvidos no IN Cell InvestigatorTM software (GE Healthcare, USA). O protocolo foi
feito para identificar, diferenciar e quantificar cardiomiocitos e fibroblastos, usando a
intensidade integrada no canal FITC para as células tropomiosina positivas, e no canal Cy3
para as células vimentina positivas. Para caracterizar a atividade do ciclo celular, as células
foram analisadas para a condensacdo diferencial dos cromossomos por meio da marcacao

nuclear pelo DAPI.

3.24 Ensaio de viabilidade celular por MTT

A viabilidade da cultura de cardiomidcitos P1 foi determinada pelo ensaio de MTT. As
células foram plaqueadas em duplicata na concentra¢do de 20.000 células/poc¢o, em placas
de 96 pocos, em meio sem adicdo de coro, conforme descrito. Apds 45 horas do tratamento
com 5 nM de rotenona, foram adicionados 20 puL de uma solugdo de MTT (Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide, Sigma Aldrich) a 5 mg/mL em PBS, a cada pogo. A placa foi
ligeiramente agitada e novamente incubada em estufa contendo 5 % de CO; a 37 °C por 3
horas para metabolizacdo do anel tetrazdlio pelas células. Apds esse periodo, o meio de
cultura foi retirado, e foram adicionados 200 puL de DMSO para diluigao dos cristais de
formazana formados pela metabolizagao. A leitura foi realizada a 560 nm com filtro de fundo

de 670 nm. A absorbancia medida se relaciona diretamente com a viabilidade das células.

3.25 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média. As diferencas
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entre os grupos analisados foram determinadas utilizando os testes estatisticos t-Student
ndo pareado para dois grupos amostrais; ANOVA-one-way com pOs-teste de Tukey para mais
de dois grupos e uma varidvel, ANOVA-two-way com pods-teste de Bonferroni para mais de
dois grupos e duas varidveis. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Softwares Inc., La Jolla, CA). O valor de p < 0,05 foi

considerado significante (nivel de significancia de 95%) entre os diferentes grupos.



4.0 Resultados
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4.1 Regeneracao cardiaca em ratos neonatos apds ressecc¢ao do apice cardiaco

Devido a inexisténcia de trabalhos descrevendo o processo de regeneragdo em
modelo de ratos, e as inUmeras vantagens desse modelo no estudo em cardiologia,
procurou-se primeiramente demonstrar o fendmeno de neoformacao de tecido cardiaco em
ratos neonatos apos ressecgao apical.

Para certificar a porcentagem de tecido ventricular cardiaco retirada na cirurgia de
resseccdo, foram realizadas quantificacGes precisas da darea ventricular do coracdo em
seccdo coronal pelo exame de ressonancia magnética (1.5T MR scanner - Philips Achieva)
antes e logo apods a cirurgia nos neonatos de 1 (R1d) e 7 dias (R7d) de vida. A porcentagem
média de area de tecido ventricular cardiaco retirada foi de aproximadamente 18% (+ 1,0) e
16% (* 1,3) para os ratos de 1 e 7 dias de vida, respectivamente (Fig. 1A). A Figura 1B mostra
uma imagem representativa de um rato neonato de 1 dia de vida antes da cirurgia de
resseccdo (esquerda) e logo apds a mesma, evidenciando uma porg¢do apical claramente
ausente. E importante salientar que a taxa de sobrevivéncia apds a cirurgia de ressecgdo foi
de 63 % para R1d (n: 331) e 53 % para R7d (n: 265), sendo a maioria das perdas ocorridas
imediatamente apds o procedimento. O canibalismo materno dos neonatos operados
aconteceu principalmente nos primeiros procedimentos, mas foi reduzido pela utilizacdo de
boas praticas de manejo com os animais, tais como, o uso de luvas sem sangue na
reintrodug¢dao dos neonatos com a fémea, minimizagao dos barulhos externos no momento
das cirurgias, e realizacdo exclusiva do procedimento cirdrgico na sala de experimentacao

animal.
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Porcentagem (média +SEM) de tecido ventricular ressectado (A) em R1d e R7d (n= 12 para ambos); (B) Imagens
de ressonancia magnética obtidas antes e imediatamente apds a cirurgia de ressecc¢do. As linhas pontilhadas

mostram a drea cardiaca usada para a quantifica¢do da ressecgao.

Para observar a capacidade regenerativa dos neonatos, os mesmos foram mantidos
por 21 dias apds a cirurgia de resseccao, quando foram sacrificados e os coracdes foram
coletados para anadlises histoldgicas (Fig. 2). Os resultados mostram que a area neoformada
nos ratos R1d apresenta 8,5 vezes mais marcacao para troponina | cardiaca do que a drea
neoformada nos ratos R7d (R1d: 77,3 £9,5 a.u/mm?; R7d: 9,0 +3,9 a.u/mm?; p<0,05; Fig. 2A),
além de uma distribuicdo uniforme da marcacdo comparada com a presenca dispersa de
troponina | cardiaca nos ratos R7d (Fig. 2B-C). Em adicdo, as células neoformadas nos

neonatos R1ld também expressam conexina 43 sugerindo a presenca de cardiomidcitos
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maduros com capacidade de estabelecer juncdes celulares (Fig. 2F). De forma contraria, as
poucas células troponina | positivas nos neonatos R7d praticamente ndao expressam
conexina 43 (Fig. 2B-G). A marcacdo nuclear mostrou a predominancia de outras células que
ndo cardiomidcitos (troponina | negativa) na regido apical reparada nos neonatos R7d
comparados aos R1d (Fig. 2B-E). A quantificacdo de colageno mostrou que os neonatos R1d,
em ambos dpice e drea remota do coragdo, apresentaram menor deposicao de fibras de
colageno comparado aos neonatos R1d (R1d: 6,2 +1,4 % vs. R7d: 12,4 +1,0 %; colageno

apical; R1d: 4,4 +0,4 % vs. R7d: 7,3 10,6 %; colageno na area remota; Fig. 2H-J; p < 0,05).
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Figura 2. Quantificacdo de troponina I cardiaca (a.u./mmz), deposigcdo de fibras de colageno de acordo com
Picrosirius (porcentagem de area) e marcagdo de conexina 43 no tecido cardiaco neoformado.
(A) As barras indicam a quantificacdo de troponina | cardiaca por area (média + SEM) no tecido neoformado em

R1d (n=6) e R7d (n=7) 21 dias apds a cirurgia de ressecg¢do, t-Student, *p < 0,05 vs. R1d. As imagens indicam a
marcagdo para troponina | cardiaca em verde em (B) R1d (20x), (C) R7d (20x), (D) R1d (40x), (E) R7d (40x). As
imagens indicam a marca¢do de conexina 43 em (F) R1d (20x), (G) R7d (20x). (H) As barras indicam a
porcentagem de fibras de coldgeno na regido apical e remota do coragdo (média £+ SEM) em R1ld (n=8 e 5,
respectivamente) e R7d (n= 10 e 7, respectivamente) 21 dias apds a cirurgia de ressec¢do, ANOVA-two-way, *p

< 0,05 vs. R1d. As imagens indicam a marcacgdo das fibras de coldgeno em (1) R1d (20x), (J) R7d (20x).

Como mostrado, houve evidéncias da formagao de cardiomidcitos e pouca
deposi¢do de colageno no tecido de reparo dos neonatos R1d. Em seguida, alguns ensaios
foram realizados com o intuito de observar a funcionalidade deste tecido. Foram adquiridas
imagens utilizando a técnica de SPECT para a verificagdo da perfusdao do tecido na regiao
neoformada, nos dois grupos de neonatos apds 21 e 60 dias da cirurgia de ressec¢do apical.

9MTc]Sestamibi, um radiofarmaco que

As imagens de cada animal foram adquiridas usando [
se concentra no tecido cardiaco apds administracao sistémica, sendo que sua captacdao no
miocardio é proporcional ao fluxo sanguineo na regido, e em regides onde ha deposicao de
fibras de colageno a captacao é menor [80]. A Figura 3 mostra que os mesmos animais dos
grupos R1d e R7d apresentaram reducdo na captacdo de [**™Tc]Sestamibi no apice cardiaco

em relacdo ao restante do coracdo apds 21 dias (38 £12 % e 70 £10 %, respectivamente) e 60

dias da resseccdo (64 £9,8 % e 55 +14,0 %, respectivamente).
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Figura 3. Perfusdao do miocardio mensurada por Single Photon Emission Tomography (SPECT) dos segmentos
do coragdo de animais R1d e R7d.

As barras indicam a porcentagem relativa de captacdo de [99m

Tc]Sestamibi na area apical (5 segmentos) e nas
outras porgGes do coragdo (12 segmentos) de (A) R1d (n=6) e (B) R7d (n= 5). ANOVA-two-way, *p < 0,05 vs.

area remota.

Considerando as caracteristicas do reparo tecidual e hipoperfusdo nos animais R1d,
foi essencial avaliar a funcdo cardiaca global desses animais na fase adulta, especialmente
sob estresse hemodinamico para se observar a efetividade em longo prazo do reparo do
miocardio. O desempenho cardiaco foi medido diretamente em condigdes basais e em
condicbes de pods-carga (estresse farmacoldgico devido a injecdo de um potente
vasoconstritor, a fenilefrina) e pré-carga (oclusdo da veia cava). De forma interessante, em
condicBes basais a funcdo cardiaca geral foi preservada nos grupos de animais ressectados

tanto com 1 quanto com 7 dias de vida comparados aos animais sham (Tabela 2).
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Tabela 2. Parametros biométricos e hemodinamicos dos grupos sham, R7d e R1d em condigdes

basais.
ANOVA

SHAM R7d R1d (p-valor)
Biometria
Peso corporal, g 327 £53 306 £ 64 337 +£28 0,45

0,0036 =

Coragdo/PC, mg-g™ 0,0039 £ 0,0003 0,0040 + 0,0004 0,0004 0,23
Hemodindmica
HR, batimentos-min™ 370+ 12,4 378+15,4 341+20,1 0,29
MAP, mmHg 85+3,07 89+5,8 98+ 8,6 0,37
LVSP, mmHg 113 +5,8 119+4,8 122 +9,01 0,48
LVEDP, mmHg 9+1,7 13+4,3 10+£0,9 0,58
CO, ulmin™ 40600 + 3489 35771+£6619 41100 +9339 0,80
EF, % 75+7,8 65+3,3 69 + 14,06 0,47
SW, mmHg-ml™ 11439 £ 940 10383 £2265 13391 + 2852 0,082
+dP/dtmax, mmHg-s™ 10229 £ 961 10123 £1044 10674 £ 2233 0,99
-dP/dtmax, mmHg:s™ -6057 £ 567 -6061 £ 520 -5496 + 456 0,80
SV, pL 110,5+5,3 89,63 12,02 111,4 £ 16,2 0,27
EDV, pL 151+12,5 147 £ 25,5 177 £ 16 0,87

Valores apresentados como média + SEM. Frequéncia cardiaca = HR, heart rate; Média da pressdo arterial= MAP, mean
arterial pressure; Pressao sistélica do ventriculo esquerdo= LVSP, left ventricular systolic pressure; Pressdo sistélica final
do ventriculo esquerdo= LVEDP, left ventricular end-diastolic pressure; Débito cardiaco= CO, cardiac output; Fracdo de
ejecao= EF, ejection fraction; Trabalho cardiaco= SW, stroke work; Razao maxima do aumento e redugao da pressdo do
ventriculo esquerdo= +dP/dtmax and -dP/dtmax, maximal rate of LV pressure increment and decrement,
respectivamente; Volume sistdlico= SV, stroke volume; Volume diastdlico final= EDV, end-diastolic volume.

Entretanto, foram identificadas alteragGes importantes nos principais parametros

hemodindmicos relacionados ao desempenho cardiaco em resposta a sobrecarga
farmacoldgica nos ratos R7d (Fig. 4). Com o estresse farmacoldgico, as alteracdes na pressao
diastélica final do ventriculo esquerdo (LVEDP) em relagdo aos niveis basais (mmHg) foram

significantemente maiores no grupo R7d, enquanto os animais dos grupos Rld e sham



Resultados | 64

responderam de forma similar, sugerindo um déficit de ejecdo nos R7d (R7d: 5,6 +1,8 mmHg
vs. sham: 1,3 +0,4 mmHg e R1d: 0,6 £0,6 mmHg; p < 0,05, Fig. 4A). Também as alteracdes no
volume sistélico (SV) em relagcdo aos niveis basais em resposta a pds-carga mostrou
comportamento semelhante, com uma importante reducao no grupo R7d comparado com o
grupo R1d e sham (R7d: -40,3 +4,9 % vs. sham: -27,1 +4,1 %; R1d e -6,9 11,4 % de alteracdo;

p < 0,05, Fig. 4B).
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Figura 4. Resposta cardiaca a pds-carga.
As barras representam a repercussao cardiaca da injecdo de fenilefrina nos grupos, porcentagem de alteragao

do basal (exceto para LVEDP, que expressa o aumento em mmHg do basal), do (A) LVEDP, (B) SV, (C) SW dos
grupos sham (n=6), R7d (n=6) e R1d (n=5). Os valores positivos e negativos resultam do aumento ou redugio
do parametro avaliado, respectivamente. Os valores de inclinagdo de ESPVR como um indice (D) de
desempenho sistdlico e EDPVR como um indice (E) de rigidez diastdlica. ANOVA-one-way, *p < 0,05 vs. sham e

R1d.

Alteracdes no trabalho cardiaco dos niveis basais, que representam o indice global do
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desempenho cardiaco e que dependem da geracdo de pressao e capacidade de ejecdo
durante cada batimento, mostraram perfis compardveis entre os grupos sham e R1ld e
diminuicdo nos animais R7d (R7d: -4,8 £7,2 % vs. sham: 15 +4,7 % e R1d: 47 17,8 % de
alteragao; p < 0,05, Fig. 4C). A inclinagdo da relagdo linear entre pressdo e volume no final da
sistole (ESPVR) esteve reduzida no grupo R7d comparado aos grupos sham e R1d, e isso foi
consistente com a reducdo no desempenho sistélico em R7d (R7d: 0,97 0,07 mmHg vs.
sham: 1,5 +0,17 mmHg e R1d: 1,3 0,1 mmHg; p < 0,05, Fig. 4D). Finalmente, a inclina¢do da
relacdo linear entre pressdo e volume no final da diastole (EDPVR) aumentou no grupo R7d
comparado com aos grupos sham e R1d, sugerindo um aumento na rigidez diastélica em R7d
(R7d: 0,1 £0,02 mmHg vs. sham: 0,03 +0,01 mmHg e R1d: 0,06 0,01 mmHg; p < 0,05, Fig.
4E). Em adicdo, a relacdo entre as alteracGes na geracdo do SW e os incrementos de pressao
sistolica (Fig. 5) resultou em correlagGes positivas similares nos grupos sham e R1d (r de
Pearson: 0,5; inclinacdo média: 0,66 +0,07, e r de Pearson: 0,57; inclinacdo média: 0,64
10,04, para sham e R1d, respectivamente), enquanto a correlacdo no grupo R7d gerou uma
inclinacdo praticamente plana (r de Pearson: 0,13; inclinacdo média: 0,14 +0,05). Estes
resultados corroboram com a diminuicdo do desempenho sistdlico em R7d comparado com

os animais dos grupos sham e R1d.

Sham Ressec T days Resszec 1 day
100+ 100+ 100-

20 4 60 2 - 0

Afterioad stress (% of baseline) Aferioad stress (% of baseliner ¢ Afterload stress (% of baseling)

Stroke work, {change of basal %)

504

Stroke work (change of basal %)

Stroke work (change of basal %)

-100- ~100d -100

Figura 5. Reta de regressao linear do trabalho cardiaco em fung¢ido do incremento de pressao sistdlica.
Os dados sdo expressos com porcentagem média de alteracdo do basal para todos os grupos sham, R7d e R1d.
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Tabela 3. Parametros hemodinamicos dos grupos sham, R7d e R1d em condi¢Oes de estresse.

ANOVA
SHAM R7d R1d (p-valor)
Hemodindmica
HR, batimentos-min™ -2,21+0,28 -4,13 £ 0,77 7,0+7,3 0,24
LVSP, mmHg 47,2+1,3 53,7+2,2 53+1,3 0,28
CO, pl-min™ -17,5+12,5 -58,9+9,8 -25,8+11,6 0,06
EF, % -35,72+6,6 -51,33+6,8 -30,44£9,5 0,17
+dP/dtmax, mmHg-s™ 51,9 +8,7 42,6+5,3 451+6,4 0,62
-dP/dtmax, mmHg-s™ 81,2+11,5 92+12,5 92,7+17,6 0,79

Outros parametros hemodinamicos ndo apresentaram diferencas entre os grupos
quando submetidos ao estresse em relacdo aos valores basais apresentados na Tabela 3.
Estes dados sdo consistentes com a deposicdo aumentada de fibras de coldgeno intersticial
(fibrose) observada nos corac¢des adultos de R7d comparados com sham e R1d (R7d: 11,4
10,64 % vs. sham: 5,1 £0,37 % e R1d: 6,9 +0,6 %; p < 0,05, Fig. 6G). Vale salientar que esses
resultados sdao consistentes com os resultados observados 21 dias apds a ressecgao
mostrados na Figura 2H-J. A analise de Picrosirius por polarizacdo mostrou que os
cardiomidcitos dos grupos sham e R1d, apds 60 dias da resseccdo, foram circundados por
fibras de colageno finas e palidas (fracamente birefringentes), com coloracdo esverdeada
(Fig. 6A—D). No grupo R1d, poucos cardiomidcitos foram circundadas com fibras mais grossas
e amareladas de colageno que possuiam birefringéncia aumentada (Fig. 6D). Por outro lado,
o tecido cardiaco do grupo de animais R7d exibiram varios cardiomiocitos circundados com
fibras de coldgeno grossas, brilhantes (fortemente birefringentes), amareladas ou vermelhas

(Fig. 6E-F).
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Figura 6. Quantificacdo de colageno intersticial em cortes histoldgicos coronais de coracdo de animais sham,
R7d e R1d apds 60 dias da cirurgia de ressec¢ao pelo ensaio de Picrosirius.
As imagens indicam a coloragdo Picrosirius-hematoxilina [A (sham), C (R1d) e E (R7d)] e Picrosirius-hematoxilina

sob luz polarizada [B (sham), D (R1d) e F (R7d)]. As barras indicam a porcentagem média de fibras de colageno

(média + SEM) do sham (n=6), R7d (n=6) e R1d (n=5). ANOVA-one-way, *p < 0,05 vs. sham e R1d.

4.2 Dano metabdlico tardio apds ressec¢ao do apice cardiaco

Como mencionado anteriormente, o bom funcionamento das mitocondrias cardiacas
garante a manuteng¢dao da fungao cardiaca na vida adulta. Diante da resposta de reparo
diferencial entre os neonatos R1d e R7d, e suas consequéncias na fung¢ao cardiaca, alguns
experimentos foram realizados para a avaliagdo dos desdobramentos da cirurgia de

ressecc¢do apical na fungdo mitocondrial dos animais na vida adulta (60 dias apds resseccdo).
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A fungao mitocondrial na vida adulta dos animais pode ser avaliada em mitocéndrias
isoladas do tecido cardiaco mediante analise do consumo de oxigénio no Estado 2
(respiracdo basal), consumo de oxigénio no Estado 3 (respiracdo estimulada apds adicdo de
ADP), consumo de oxigénio no estado 4 (respiracdo inibida apds adicdo de oligomicina, uma
droga que blogueia a ATP sintase) e consumo de oxigénio no estado desacoplado (apds
adicdo do desacoplador CCCP, que desacopla o consumo de oxigénio pela cadeia de
transporte de elétrons da producdo de ATP pela ATP sintase e indica a respiracdo maxima).

O consumo de oxigénio mede a respira¢cdo mitocondrial. A Figura 7 demonstra que as
mitocondrias isoladas dos coragGes de ambos os grupos R1d e R7d apresentaram um déficit
na respiracdo mitocondrial quando comparadas as isoladas de animais sham. Nota-se
reducdo do consumo basal de oxigénio (Estado 2- sham: 48,6 +5 nmol.mg prot ‘.min?, R1d:
33,3 +5 nmol.mg prot T mint; R7d: 29,2 +1,8 nmol.mg prot T min p<0,05, Fig. 7A), menor
incremento no consumo de oxigénio devido a adicdo de ADP (Estado 3- sham: 111 #7,2
nmol.mg prot *.min""; R1d: 78,1 +9,7 nmol.mg prot “.min™; R7d: 79 +6 nmol.mg prot *.min’
L p<0,05, Fig. 7B), e reduzido consumo de oxigénio devido a adi¢cdo de oligomicina (Estado 4-
sham: 54,8 +3,7 nmol.mg prot T min; R1d: 30,5 3,4 nmol.mg prot 1 mint; R7d: 31,8 +2
nmol.mg prot “.min™; p<0,05, Fig. 7C). A respiragdo mitocondrial maxima, estimulada pela
adicao de CCCP, também foi reduzida em R1ld e R7d comparados com os animais sham
(CCCP- sham: 99 +8,4 nmol.mg prot T min; R1d: 59,4 6,6 nmol.mg prot 1 min?; R7d: 64,8

+5,8 nmol.mg prot *.min™; p<0,05, Fig. 7D).
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Figura 7. Consumo de oxigénio em mitocondrias cardiacas isoladas do ventriculo esquerdo de coragdes de
animais sham, R1d e R7d apds 60 dias da cirurgia de ressecg¢ao.
As barras indicam consumo médio de O, em nmol.mg prot"l.min"1 (média +SEM), no Estado 2 (A), Estado 3 (B),

Estado 4 (C) e CCCP (D) de 0,250 mg/mL de mitocondrias cardiacas isoladas do ventriculo esquerdo de corag¢des
de animais sham (n=7), R1d (n=9) e R7d (n=10) apds 60 dias da cirurgia de resseccdo cardiaca. ANOVA-one-way,

* p<0,05 vs. sham.

Sabendo que a maioria dos danos cardiacos provocados durante a insuficiéncia
cardiaca é devido a geracdo exacerbada de espécies reativas do oxigénio (EROs) [81-83], foi
realizada a dosagem da liberacdo de perdxido de hidrogénio (H,0,) em mitocOndrias
isoladas, como uma medida da producdo e liberacdo de radicais livres. Os resultados
demonstram uma exacerbada liberacdo de perdxido mitocondrial em R1d e R7d (Fig. 8) em
relacdo ao consumo de oxigénio, que ocorreu tanto no estado basal (Estado 2 - sham: 14,3

+1,4 pmol.nmol'l; R1d: 41,4 5,2 pmol.nmol'l; R7d: 49,5 45,6 pmol.nmol'l; p<0,05, Fig. 8A)
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guanto nos estados de estimulos extremos (Estado 3 - sham: 0,49 +0,09 pmol.nmol'l; R1d:
1,1 £0,14 pmol.nmol'l; R7d: 1,2 +0,14 pmol.nmol'l; Estado 4 - sham: 2,1 +0,69 pmol.nmol'l;
R1d: 20 2,7 pmol.nmol'l; R7d: 30,7 #4,1 pmol.nmol'l; e CCCP- sham: 0,67 £0,16 pmol.nmol
- R1d: 1,7 #0,14 pmol.nmol™®; R7d: 1,5 0,25 pmol.nmol™; p<0,05, Figs. 8B, C e D,
respectivamente). Vale ressaltar que no Estado 4, quando a fosforilacdo oxidativa é inibida
pela inibicdo da ATP sintase por oligomicina, a liberacdo de peréxido pelos animais do grupo

R1d foi menor que a dos animais R7d (Fig. 8C).
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Figura 8. Liberagdo relativa de peroxido de hidrogénio em mitocondrias cardiacas isoladas do ventriculo
esquerdo de coragdes de animais sham, R1d e R7d apds 60 dias da cirurgia de ressecgao.
As barras indicam a relagdo média (média +SEM) entre a liberagdo de H,0, e o consumo de O, em pmol.nmol'l,

no Estado 2 (A), Estado 3 (B), Estado 4 (C) e CCCP (D) de 0,250 mg/mL de mitocéndrias cardiacas isoladas do
ventriculo esquerdo de coragdes de animais sham (n=7), R1d (n=8) e R7d (n=9) apds 60 dias da cirurgia de

ressecgao cardiaca. ANOVA-one-way, * p<0,05 vs. sham; # p<0,05 vs. R7d.
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A produgdo absoluta de perdoxido mitocondrial também foi testada frente a inibi¢ao
de outros complexos da cadeia de transporte de elétrons. O uso de antimicina A, inibidor do
complexo IIl, (sham: 542 +724 pmol.mg prot".min™; R1d: 1347 +224 pmol.mg prot™*.min";
R7d: 1476 +286 pmol.mg prot *.min%; p<0,05, Fig. 9A), e de rotenona, inibidor do complexo
l, (sham: 143 +2 pmol.mg prot'.min™; R1d: 433 +61 pmol.mg prot'.min™; R7d: 326 42
pmol.mg prot’.min™; p<0,05, Fig. 9B) também acarretou no aumento significativo da
liberacdo de perdxido mitocondrial em R1ld e R7d, evidenciando escape de elétrons em

todos os complexos mitocondriais nos coragdes ressectados.
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Figura 9. Liberagdao absoluta de perdoxido de hidrogénio em mitocondrias cardiacas isoladas do ventriculo
esquerdo de coracdes de animais sham, Rld e R7d com 60 dias da cirurgia de ressec¢dao apés adicdao de
antimicina A (A) e rotenona (B).

As barras indicam a média (média +SEM) da liberagio de H,0, em pmol.mg prot .min" apds adicdo de

antimicina A (A) e rotenona (B) em 0,250 mg/mL de mitocondrias cardiacas isoladas do ventriculo esquerdo de
coragGes de animais sham (n=10), R1d (n=9) e R7d (n=10) apds 60 dias da cirurgia de ressec¢do cardiaca.

ANOVA-one-way, * p<0,05 vs. sham.

Com base nos resultados para mitocondrias isoladas na vida adulta e com o intuito
de observar a interferéncia direta da cirurgia de resseccao do apice cardiaco no estresse
oxidativo tecidual, foi realizada a dosagem da liberac¢do de peréxido de hidrogénio em tecido

cardiaco de ratos neonatos 5 dias apds a cirurgia de resseccdo do apice cardiaco. Os
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resultados mostram aumento da liberacdo tecidual de perdxido nos coracdes de ambos os
neonatos R1d e R7d ja no periodo de 5 dias apds a cirurgia de ressec¢do (sham1d: 0,18 +0,02
uM.mg prot™.min™; R1d: 0,28 +0,9 pM.mg prot™.min™; sham7d: 0,19 +0,02 pM.mg prot’

! min™; R7d: 0,31 0,35 uM.mg prot™*.min""; p<0,05, Fig. 10).
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Figura 10. Liberagdo de perdxido de hidrogénio em tecido cardiaco de R1d, R7d e seus respectivos sham apds
5 dias da cirurgia de ressecgao.
As barras indicam a média (média +SEM) da liberag¢3o de H,0, em uM.mg prot™".min" pelo tecido cardiaco de

animais R1d (n=3), R7d (n=4) e seus respectivos sham (S1d n=9, S7d n=7) apds 5 dias da cirurgia de ressec¢ao.

ANOVA-two-way, * p<0,05 vs. sham.

Com a observacdo que ambos os grupos de animais ressectados apresentaram um
aparente dano metabdlico, com aumento absoluto e relativo (H,0,/0,) da liberacdo de
peroxido de hidrogénio e reducdo do consumo de oxigénio, outros parametros da funcdo
mitocondrial também foram avaliados. A producdao de ATP pelo miocardio foi mantida nos
animais ressectados em comparacio ao sham (sham: 227,6 16,6 nmol.ug prot ; R1d: 266,4
+16,5 nmol.ug prot \; R7d: 224 26,2 nmol.ug prot *; Fig. 11A). A determinac3o da atividade
da enzima hexoquinase, a primeira enzima da glicdlise, demonstrou que tanto R1d quanto
R7d apresentam elevada atividade glicolitica 60 dias apds a ressecc¢do cardiaca (sham: 1,6

10,6 nmol.mg prot 1 min™; R1d: 4,3 0,6 nmol.mg prot 1 mint; R7d: 4,2 0,6 nmol.mg prot ~
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! mint p<0,05, Fig. 11B). Além disso, a manutencdo da molécula de citocromo ¢ no

compartimento mitocondrial também foi igual entre os grupos, evidenciando que mesmo
com o aparente dano metabdlico, os animais ressectados apresentam as membranas
mitocondriais integras e ndo estimulam a morte celular no miocdardio via ativagdo da familia

de proteinas apoptdticas Bcl2 (Fig. 11C) [84].
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Figura 11. A) Producdo de ATP (nmol.pug prot™); B) Atividade da enzima hexoquinase (nmol.mg prot™.min™);
e C) Western blot da fragdo citosélica e mitocondrial do ventriculo esquerdo de coragdes de animais sham,
R1d e R7d, apods 60 dias da cirurgia de resseccdo cardiaca.

As barras indicam a média (média +SEM) para cada grupo analisado. ANOVA-one-way, * p<0,05 vs. sham.

Para avaliar o impacto do dano metabdlico na biogénese mitocondrial foram feitas
analises de microscopia eletronica do tecido cardiaco dos ratos com 60 dias de vida. As
imagens apresentadas na Figura 12 sdo representativas das ultramicrografias obtidas para as
analises. Para os animais sham (Fig. 12A) a distribuicdo das mitocondrias pelo tecido foi

normal, mostrando um alinhamento ordenado das mitocondrias entre os sarcOmeros e com
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proximidade as miofribrilas, apesar de alguns aglomerados. Os resultados para os animais
ressectados evidenciaram a perda do alinhamento das mitocondrias entre os sarcomeros e a
formagdo de aglomerados de mitocondrias tanto em R1d (Fig. 12B) quanto em R7d (Fig.
12C). Ainda é possivel observar uma evidente perda da arquitetura do citoesqueleto tecidual

nos animais ressectados, devido a falta de uniformidade no alinhamento das miofibrilas.

Figura 12. Microscopia eletronica de transmissdo do ventriculo esquerdo.
As imagens sdo representativas das ultramicrografias de amostras de fragmentos do ventriculo esquerdo de

coragdes (n=3 para ambos) dos animais sham (A), R1d (B) e R7d (C) apds 60 dias da cirurgia de ressec¢do.

A Figura 13A mostra que o nimero de mitocdndrias (por 100 pm?) foi similar entre os
grupos sham e ressectados apds 60 dias dos procedimentos (sham: 44,2 £1,3; R1d: 42 £1,6;
R7d: 43 13,3, Fig. 13A). Isto corrobora com a atividade da enzima citrato sintase, que
também foi igual entre os grupos sham e ressectados (sham: 13,9 1,0 nmol.mg prot *.min"
1. R1d: 15,7 +1,7 nmol.mg prot T mint; R7d: 15 +1,2 nmol.mg prot T min?, Fig 13B).

Presente na matriz mitocondrial, a enzima citrato sintase é usada como um marcador do

conteudo de mitocondrias nos tecidos e células.
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Figura 13. Nimero de mitocondrias cardiacas e atividade da enzima citrato sintase.
As barras indicam a média (média +SEM) do ndmero de mitocdndrias por 100um’ (A) do tecido cardiaco

(sham= 33 imagens, R1d= 28 imagens, R7d= 28 imagens) analisadas a partir de imagens de microscopia
eletronica, e da atividade da enzima citrato sintase (B) em mitocéndrias isoladas do tecido cardiaco (n=6 para

ambos) apds 60 dias da cirurgia de resseccdo. ANOVA-one-way.

4.3 Andlise do sequenciamento de RNA- lllumina

Com base nos resultados apresentados sobre a neoformacdo de cardiomiocitos apds
a resseccao do apice cardiaco e as respostas diferenciais dos neonatos das idades analisadas,
surgiu a necessidade de entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos nesse
processo. Como ferramenta exploratéria de dados, utilizou-se o sequenciamento de RNA
(RNASeq - HiSeq 2500 - /llumina), uma ferramenta robusta de analise do transcriptoma total
gue é capaz de identificar e quantificar transcritos raros, detectar isoformas e novos
transcritos, observar modificacdes pos-traducionais e/ou mutacdes/SNPs, além de
identificar e quantificar diferencas de expressao de transcritos, tudo isso com alta precisao.
Nesse trabalho foram enfatizadas apenas as diferencas de expressao génica nos diferentes
grupos de animais.

Para o ensaio de RNASeq foi feita a incorporacdo na analise de animais controles

sham de mesma idade dos animais com ressecg¢do. As amostras de coracdes foram coletadas
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1 e 5 dias apds a cirurgia de ressecc¢do apical cardiaca em ratos neonatos de 1 (R1D1 e R1D5,
respectivamente) e 7 dias de vida (R7D1 e R7D5, respectivamente), e 1 e 5 dias apds o
procedimento sham em ratos neonatos de 1 (51D1 e S1D5, respectivamente) e 7 dias de vida
(S7D1 e S7D5, respectivamente). Assim, nesse desenho experimental foi possivel explorar 3
parametros principais: (1) a idade em que o animal foi operado (1 vs. 7 dias de vida); o tipo
de procedimento realizado (sham vs. resseccdo); e (3) o tempo apds o procedimento em que
a expressdo génica foi avaliada (1 vs. 5 dias apds a ressec¢do).

Primeiramente, foi verificada a quantidade e a qualidade de reads geradas no
sequenciamento (Fig. 14). Como mostrado pela Figura 14A, a média globlal de reads geradas
foi de 35 milhGes, um numero considerado adequado para o desenho experimental
proposto. Além disso, os dados apresentaram qualidade satisfatéria para analise, visto que
95 % dos reads tiveram qualidade acima de Q30 e pelos scores de qualidade em funcdo do
comprimento, observou-se que a maior parte estd com score elevado em toda a extensdo do

read (Fig. 14B). Assim, foi possivel realizar a analise de expressado diferencial com seguranca.

Total Purity Filtered Reads Sequenced =
60,000,000 )
50,000,000
40,000,000 b 1
z N
i
30,000,000 -
20,000,000 i
10,000,000 2
0 8
RID1 5101 RIDS  S1DS  R7D1 5701 R7DS  S7DS f
Sample Groups :

Figura 14. Controle de qualidade dos dados gerados pelo RNASeq.
(A) Total de reads produzidos para cada amostra. Os valores sdo apresentados em milhdes de reads. (B)
Imagem representativa da analise do perfil de qualidade dos arquivos FASTQ.
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Realizou-se também a analise de componente principal (PCA) que permite visualizar
as inter-relagbes entre os grupos de amostras. Conforme evidenciado na Figura 15, os
agrupamentos entre as amostras foram determinados pela idade dos animais no momento
da resseccdo (eixo x, correspondendo a 42 % da variancia) e pelo tempo apés o
procedimento (eixo y, contendo cerca de 19 % da variancia na componente). A intervencao
cirdrgica (sham vs. resseccdo cardiaca) parece exercer uma influéncia pequena sobre os
perfis globais de expressao, exceto nos animais ressectados de um dia e avaliados apds 1 dia
(R1D1), que estdo com os pontos mais dispersos e com padrdo de agrupamento diferente

dos demais.
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Figura 15. Andlise de componente principal (PCA).
Gréfico do tipo PCA, sumarizando a andlise de componentes principais (PCA) entre as amostras. No eixox e y,

respectivamente estdo os dois componentes principais. Os circulos evidenciam os agrupamentos formados.

As amostras se agruparam de maneira coerente também na matriz de distancia de
Poisson (Figura 16), que permite estimar a similaridade entre as amostras. Essa figura indica
gue as amostras sdo, de maneira geral, mais parecidas com as demais do mesmo grupo do

que com as de outro grupo. Os resultados mostram o agrupamento das amostras de animais
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ressectados com a mesma idade em dois grandes blocos (1 dia e 7 dias, acima e abaixo no
grafico). Notam-se também agrupamentos de animais avaliados com 1 ou 5 dias, contudo,
apenas os animais R1D1 estdo visivelmente separados de seus respectivos controle (canto

superior direito).
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Figura 16. Matriz de Poisson.
O grafico é uma representagdo da avaliagdo da matriz de distancia entre as amostras, indicando similaridade

entre as amostras.

Em seguida, foi realizada a anadlise de expressdao diferencial das amostras por
comparagao dos grupos 2 a 2. Os graficos do tipo MAPIlot indicam em escala logaritmica o
nivel médio de expressdo no eixo x e as diferencas de expressao (fold-change) no eixo y
(Figura 17). E possivel observar que o nimero de genes diferentemente expressos (pontos
em vermelho) é maior nas comparacgées entre amostras com diferencas temporais (idade)

do que com amostras de diferencas de procedimento (sham vs. ressec¢do). Contudo foi
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possivel observar genes diferentemente expressos em todas as comparacbes de
procedimentos utilizando os critérios adotados, variando de aproximadamente 150 a 430
genes diferentemente expressos nas comparagdes relacianadas ao procedimento e 900 a

1900 genes nas diversas comparacoes relacionadas a diferencas de tempo.
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Figura 17. MAPIots.
Graficos do tipo MAPIlot apresentando genes em vermelho que sdo diferentemente expressos na comparagao

entre as amostras.

Na sequéncia, passou-se a observar a variacdo de expressdo dos genes referentes a
vias metabdlicas, como as vias glicolitica, B-oxida¢do, fosforilagdo oxidativa e ciclo do acido
tricarboxilico (ciclo de Krebs). A clusterizacdo hierarquica dos dados em heatmaps
evidenciou que a cirurgia de ressec¢do apical ndo alterou de maneira significativa o perfil
global de expressao génica diferencial entre os animais ressectados e aos animais sham de
mesma idade (Fig. 18), apesar de algumas discrepancias. Entretanto, diferencas de perfil de

expressao de genes metabdlicos foram observadas em relacdo as diferencas de idade entre

0S grupos.
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Figura 18. Heatmaps de genes relacionados a vias metabdlicas detectados pelos RNASeq.
Heatmaps mostrando o perfil diferencial de expressdo de genes relacionados a (A) glicdlise, (B) B-oxidagdo, (C)

fosforilacdo oxidativa e (D) ciclo do acido tricarboxilico. O vermelho indica gene hiper-regulado e o azul gene
hipo-regulado. S1, S7, R1 e R7 indicam respectivamente os animais sham ou ressectados de 1 ou 7 dias. D1 ou

D5 indicam, respectivamente, os periodos de coleta do material (n=6).
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Nos genes da via Glicolitica, foi possivel observar uma troca da expressao de
isoformas no decorrer do desenvolvimento pds-natal, como nos genes da hexoquinase e da
lactato desidrogenase. Houve a hiper-regulagao da expressao da isoforma Hk2 e hipo-
regulacdo da Hkl com a maturacdo do tecido cardiaco no decorrer do tempo. O mesmo
ocorreu para a lactato desidrogenase, com hiper-regulacao da expressao das isoformas Ldhd
e Ldhb, e hipo-regulagdo da Ldha. Na via da B-oxidagdao houve contundente hipo-regulagao
da maioria dos genes nos primeiros dias apds o nascimento com hiper-regulacdo desta
expressao com os dias. A hiper-regulacdo de Acsl6 foi coerente com o aumento da
partipacdo da B-oxidacdo no fornecimento de energia para o coracdo, e hipo-regulacdo dos
genes Fasn e Pdk3, consistente com a alta sintese de lipideos e regulacdo da oxidacdo de
glicose nos primeiros dias apds o nascimento. Na fosforilacdo oxidativa, o que chamou a
atencdo foi a hiper-regulacdo da expressdo da maioria dos genes dos complexos da cadeia
de transporte de elétrons mitocondrial com a maturacdo pds-natal dos animais,
evidenciando maior dependéncia desse perfil metabdlico com o amadurecimento do tecido
cardiaco. O mesmo perfil foi observado para os genes da vida do ciclo do acido tricarboxilico.

Uma vez que ha preponderancia da passagem do tempo na variacao da expressao,
procurou-se validar a expressdo relativa de alguns genes relacionados aos metabolismos
glicolitico e oxidativo. Assim, foram realizados ensaios de qRT-PCR em amostras de RNA
extraidas de neonatos sem intervencgdes cirurgicas em P1 e P7. Os dados apresentaram a
diferenca de expressao entre o gene no animal em P1 em relagdo ao mesmo gene no animal
em P7. De maneira geral, genes relacionados ao metabolismo ou estrutura mitocondrial
estiveram com expressdo reduzida em P1 em relagdo a P7, como por exemplo, Ucp2,
Ndufv3, Lrrk2 (Z'MCt: -1,9+0,2;-1,71+0,1; - 1,5 +0,09; respectivamente, p<0,05, Fig. 19). Em

contraste, o gene Aldoc relacionado a glicdlise apresentou expressdo elevada em P1 em
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relagdo a P7 (22" + 2,9 +0,8, p<0,05, Fig. 19).
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Figura 19. Expressdo relativa entre P1 e P7.

As barras indicam os valores médios (média +SEM) de 2%

, onde AACt=ACtp,-ACtp;, que apresentaram
significancia estatistica com p<0,05, obtidos a partir das analises do gRT-PCR (n=6 para ambos os grupos). Os

valores foram normalizados pelos resultados de P7.

Entretanto, outros genes avaliados ndo apresentaram diferengas significativas de
expressdo, como Ppard, Hkl a Ldha. Juntos os dados do sequenciamento de RNA e
expressao génica relativa sustentam que as diferengas de expressdao de genes relacionados
ao metabolismo sao relacionadas a diferenga entre as idades dos animais analisados e nao a
interferéncia conferida pela resseccdo. De qualquer maneira, os dados sugerem uma
relevancia do metabolismo energético na resposta fisioldgica diferencial observada entre P1

(resposta regenerativa) e P7 (reparo fibrético).

4.4 Metabolismo mitocondrial e cardiomiogénese
Em corcordancia com os resultados do sequenciamento de RNA, estudos anteriores
ja demonstraram a ocorréncia de alteragdes de expressdo génica e proteica durante o

desenvolvimento péds-natal com hipo-regulacdo de genes envolvidos no metabolismo
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glicolitico e hiper-regulacdo de genes envolvidos na B-oxidagdo de dacidos graxos e
fosforilacdo oxidativa [48]. Entretanto, poucos trabalhos trazem resultados funcionais destas
alteragbes. Dessa forma, foram realizados experimentos para a avaliagdao funcional das
alteragcdes de perfil metabdlico durante o periodo neonatal e suas implicacdes na
proliferacdo de cardiomidcitos.

Primeiramente, amostras dos ventriculos cardiacos foram coletadas de animais P1 e
P7 e analisadas para o consumo de oxigénio usando respirometria de alta resolucdo, na
presenca de glicose ou acido oleico como substratos. Os resultados mostraram que as taxas
de consumo de oxigénio foram maiores em P1 em relagdo a P7, na presenga tanto de glicose
(P1: 715,8 +151 pmol.mg prot™; P7: 197,1 +10 pmol.mg prot™, p<0,05, Fig. 20A) quanto de
acido oleico (P1: 374,5 +61 pmol.mg prot™’; P7: 243 +21 pmol.mg prot™, p<0,05, Fig. 20A),
sendo mais evidente com glicose como substrato (Fig. 20A). Além do consumo de oxigénio, a
producdo de lactato também foi menor em P7 (P1: 0,15 +0,02 mmol.L.mg prot™’; P7: 0,08 +
0,006 mmol.L.mg prot'l; p<0,05, Fig. 20B), indicando que a oxidacdo e a fermentacdo da
glicose sao reduzidas durante a diferenciagdao pds-natal. Confirmando a redugao da atividade
glicolitica entre P1 e P7, as atividades das enzimas lactato desidrogenase (P1: 527,4 +98
nmol.min'l.mg prot'l; P7:. 248,3 £29 nmol.min'l.mg prot'l; p<0,05, Fig. 20C) e hexoquinase
(P1: 9,5 0,4 mmol.min'l.mg prot'l; P7: 5 0,2 mmol.min'l.mg prot'l; p<0,05, Fig. 20D)

também foram reduzidas durante este periodo.
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Figura 20. Consumo de oxigénio normalizado, produc¢do de lactato e atividades enzimaticas teciduais em

coragdes neonatais.

As barras indicam a média (média +SEM) do (A) consumo de oxigénio de coragGes de P1 e P7 na presencga de

glicose ou acido oleico (P1 n=5, P7 n= 6), ANOVA-two-way, * p<0,05 vs. P1; # p<0,05 vs glicose; da producgdo de

lactato (B) de coracdes de P1 e P7 frente a glicose (n=6 para ambos); e das atividades da enzimas (C) lactato

desidrogenase (n=6 para ambos) e (D) hexoquinase (n=6 para ambos) de coragGes de P1 e P7; test-t, *p<0,05

vs. P1.

Os resultados confirmam que o tecido cardiaco, nas primeiras 24 horas de vida,

apresenta grande capacidade glicolitica, que é reduzida uma semana apds o nascimento,

confirmando a existéncia de inversdo metabdlica da glicélise anaerdbia para a B-oxidacdo de

acidos graxos. Entretanto, o alto consumo de oxigénio observado em P1 (Fig. 20) pode

indicar um importante uso deste oxigénio da producdo de energia logo ap6s o nascimento.

Ainda, a medida de consumo de oxigénio tecidual permite avaliar a atividade oxidativa basal
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com condigdes semelhantes as in vivo, mas nao permite determinar a capacidade oxidativa
maxima e sua relacdo com a producdo de ATP. Dessa forma, para examinar seletivamente o
metabolismo oxidativo mitocondrial foram avaliadas as taxas de consumo de oxigénio (OCR)
em cardiomidcitos isolados de P1 e P7 usando XF°24 Extracellular Flux Analyzer (Seahorse
Bioscience), um equipamento/técnica que avalia o consumo de oxigénio em tempo real.

A Figura 21A mostra um tragado tipico obtido no experimento, confirmando que a
respiracdo basal é maior na cultura de cardiomidcitos P1 (P1: 384 +15 pmol.min™.mg prot™;
P7: 257 +14 pmol.min"t.mg prot™; p<0,05, Fig. 21B). A adicdo de um inibidor da ATP sintase,
a oligomicina, permite a determinacdo das taxas respiratdrias relacionadas a producdo de
ATP e ao vazamento de prétons da mitocondria. Tanto o consumo de oxigénio ligado a
producdo de ATP (P1: 253 +11 pmol.min™.mg prot™; P7: 202,4 +11 pmol.min™".mg prot™;
p<0,05, Fig. 21C) quanto ao vazamento de prétons (P1: 128 9,6 pmol.min"*.mg prot™; P7:
55,4 +4 pmol.min™*.mg prot™; p<0,05, Fig. 21D) estiveram reduzidos em cardiomidcitos P7
em relacdo a P1 cardiomidcitos. A subsequente adicdao de desacoplador CCCP repercute nas
taxas respiratdrias maximas, que foram maiores no cardiomidcitos derivados de animais P1
(P1: 585 +32 pmol.min.mg prot™’; P7: 489 +19 pmol.min™.mg prot’; p<0,05, Fig. 21E). A
capacidade de reserva (calculada pela diferenca entre a respiracdo maxima e a basal) é
frequentemente associada com a protecdo contra danos, e foi semelhante nos
cardiomidcitos derivados de P1 e P7 (P1: 204 +21 pmol.min.mg prot™; P7: 231 #12
pmol.min".mg prot™*; p<0,05, Fig. 21F). Finalmente, a adicdo em altas doses dos inibidores
da cadeia de transporte de elétrons, rotenona e antimicina, permite determinar a taxa de
consumo de oxigénio ndo mitocondrial que foi ligeiramente mais baixa nos cardiomidcitos
derivados de P7 (P1: 135,3 +6 pmol.min".mg prot™; P7: 107 +5,6 pmol.min.mg prot™;

p<0,05, Fig. 21G), mas contribui pouco para o consumo de oxigénio.
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Figura 21. Taxas de consumo de oxigénio em cultura de cardiomidcitos.
(A) indica o tragado tipico do ensaio para cultura de cardiomidcitos P1 e P7. As barras indicam a média (média

+SEM) das taxas de consumo de oxigénio (B) basal; (C) ligada a produgao de ATP; (D) relacionada ao vazamento
de protons; (E) maxima; (F) capacidade de reserva; (G) ndo mitocondrial do meio de cultura de cardiomidcitos

P1 e P7 (n=3 para ambos); test-t, *p<0,05 vs. P1.
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Os resultados indicam que a atividade de respiracdo é reduzida entre o primeiro e
sétimo dia apds o nascimento, e que esta reducao é relacionada a diminui¢cdo da producao
de ATP. Tais resultados, juntamente com os apresentados para a alta atividade glicolitica
(Fig. 20) indicam um alto estado metabdlico em P1, com participacdo da glicélise e da
oxidagao mitocondrial para a produgdo de energia.

Como apesentado anteriormente nos resultados (Secdo 4.1), esse trabalho
demonstrou a ocorréncia de regeneracdo tecidual apds a cirurgia de resseccdo do apice
cardiaco em ratos neonatos em P1, com neoformacdo de cardiomidcitos e preservacdo da
funcdo cardiaca, enquanto neonatos P7 ndo apresentam mais essa capacidade regenerativa
[26]. Usando o mesmo modelo, analisou-se a influéncia da resseccao cardiaca no perfil do
metabolismo oxidativo em P1 e P7, 5 dias apds a cirurgia. Os resultados demonstram que os
ventriculos cardiacos dos animais P1 ressectados e sham consumiram mais oxigénio na
presenca de glicose mesmo 5 dias apds a cirurgia quando comparados aos animais P7
ressectados e sham de mesma idade (S1: 315 +43 pmol.mg prot’; R1: 351 +27 pmol.mg prot’
1.57:118,2+ 10 pmol.mg prot'l; R7:92,3 £3,3 pmol.mg prot'l; p<0,05, Fig. 22A). Entretanto,
as taxas de consumo de oxigénio foram semelhantes entre os ventriculos cardiacos dos
animais sham e ressectados em ambas as idades, indicando que a intervencdo da ressecc¢ao
apical ndo foi responsavel pela alta taxa respiratdria observada, mas que estas sdo
caracteristicas intrinsecas dos coragdes dos neonatos na respectiva idade. Os niveis de
producdo de lactato foram semelhantes em todas as amostras (S1: 0,08 +0,01 mmol.L.mg
prot’l; R1: 0,06 +0,01 mmol.L.mg prot'l; S7: 0,05 + 0,003 mmol.L.mg prot’l; R7: 0,07 +0,01
mmol.L.mg prot™; p<0,05, Fig. 22B), indicando que a fermentacdo anaerdbia ndo mudou no
periodo. A razdo 0,/CO, também foi semelhante, indicando que a proporgdo de lipideo e

carboidrato oxidados se manteve ap6s a resseccdo apical (S1: 2,9 0,7 O,. CO, ™ .mg prot’?;
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R1: 3,7 1,8 0,. CO,".mg prot™’; S7: 2,6 + 0,6 0,. CO, ".mg prot™; R7: 4,2 0,3 0,. CO,".mg

prot™; p<0,05, Fig 22C).

A) * B)
400 Bl sham 0154 Bl sham
—|— [ ressectado [J ressectado
0% -
£ £ 300] gk
> 8 5 5 0104
X = [
o a e 2
3 2 200 S g T
o . —— w T
g s [T
=1 (o] = .
2 3 B 5 005
S £ 100 a E
(&] = g
0- 0.00-
1d 7d 1d 7d
6 Bl sham
[ ressectado
'c
« 5 T
o [ 4
Qs
o o
° E
w -
)
¥ O 2
S

1d 7d

Figura 22. Consumo de oxigénio, produgio de lactato e razdo 0,/CO, em tecido cardiaco neonatal ressectado
em comparagao ao sham.
As barras indicam a média (média +SEM) do (A) consumo de oxigénio; da (B) producdo de lactato; e da (C)

razdo 0,/CO, de tecido cardiaco de animais sham e ressectados no dia 1 (1d) e 7 (7d) de vida, analisados 5 dias

apos a cirurgia (S1 n=8, R1 n=3, S7 n=7, R7 n=4) , ANOVA-two-way, * p<0,05 vs. 1d.

Este resultado sugere que a regeneracao cardiaca ocorre apenas durante um periodo
restrito da vida pds-natal (P1) quando hd presenca de altos niveis de metabolismo oxidativo,
que estaria relacionado a alta atividade proliferativa. Para testar esta hipdtese, foi feita a
medida da taxa de proliferacdo celular in vitro de cardiomidcitos P1 e P7 por meio de

contagem de células utilizando-se o equipamento InCell Analyzer (ensaio de high content
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screening). Como mostrado na Figura 23, a presen¢a continuada de soro na cultura foi
suficiente para estimular a proliferacao celular e diferencas substanciais sdo detectaveis no

numero de células.
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Figura 23. Proliferagao celular na presenca de soro.
As linhas indicam a média (média +SEM) do numero total de células na presencga e auséncia de soro por 24 e 48

horas em cultura.

Por meio da utilizacdo de anticorpos especificos para tropomiosina sarcomérica
(presente em cardiomidcitos) e vimentina (presente em maior quantidade em fibroblastos),
foi possivel separar as duas populacées de células mais abundantes do cora¢cdo, como
evidenciado na Figura 24A e B. A taxa de proliferacdo dos cardiomidcitos foi
significativamente maior em P1 em relagdo a P7 (P1: 1,7 £0,3; P7: 1,0 +0,1; p<0,05, Fig.24C),
com 48 horas de cultura, confirmando a maior capacidade proliferativa dessas células
derivadas de P1 (Fig. 24C). A taxa de proliferacdo dos fibroblastos foi semelhante nas

culturas de P1 e P7 (P1: 1,5 £0,1; P7: 1,7 +0,3; p<0,05, Fig.24C).
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Figura 24. Proliferagdo de cardiomidcitos.
Imagens representativas das culturas de cardiomiécitos em (A) P1 e (B) P7, evidenciando a marcagdo das

células tropomiosina sarcomérica positivas (cardiomiécitos — verde) e vimentina positivas (fibroblastos —
vermelho). (C) As barras indicam a média (média *SEM) da taxa de proliferacdo de cardiomidcitos e
fibroblastos apds periodo de 24 horas das culturas de cardiomidcitos em P1 e P7 (n=7 e 4, respectivamente),

ANOVA-two-way, * p<0,05 vs. P1.

De maneira a testar a contribuicdo do metabolismo oxidativo para a capacidade
proliferativa dos cardiomidcitos P1, foram feitos experimentos utilizando a inibigdo quimica
da respiragdao mitocondrial com rotenona. A rotenona é uma droga conhecida por sua
capacidade de inibir a atividade do complexo | da cadeia de transporte de elétrons

mitocondrial, descrita pela primeira vez em 1967 [85], e amplamente utilizada em estudos
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bioldgicos especialmente relacionados a doencas neuroldgicas [86, 87]. Ela promove o
acumulo de NADH, e assim a inibicdo do ciclo do acido tricarboxilico e da B-oxidacao.
Normalmente, altas doses de rotenona sdo relacionadas com inibicdo irreversivel do
complexo |, levando a morte celular. Entretanto, foi possivel determinar que em baixas
doses a rotenona ndo altera a viabilidade celular de cardiomidcitos em cultura (Fig. 25). De
maneira geral, a cultura apresentou boa confluéncia, aderéncia e contragao de
cardiomidcitos mesmo apds o tratamento com rotenona, sem aparente alteracao

morfoldgica.
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Figura 25. Viabilidade celular por MTT em cardiomidcitos tratados com diferentes doses de rotenona.
As barras em (A) indicam os valores (média *SEM) da absorbancia do MTT de cultura de cardiomidcitos

tratadas com diferentes concentragdes de rotenona: Br (controle sem rotenona); DMSO 1 (0,2uL de DMSO);

DMSO 2 (1 uL de DMSO0); 1 a 10nM de rotenona (n= 3). ANOVA-one-way.

Ainda, foi possivel observar que a cultura de cardiomidcitos é suscetivel a
tratamentos que modulem a atividade metabdlica e/ou mitocondrial. Usando a dose sub-
letal de 5nM de rotenona, que ndo afeta a viabilidade celular (controle: 0,47 +0,03;
rotenona: 0,44 10,02; Fig. 26A), foi feita a andlise da relacdo da inibicdo da respiracdo
mitocondrial e a proliferagdo de cardiomidcitos. O tratamento com rotenona reduziu o

metabolismo oxidativo mitocondrial (controle: 384 +15 pmol.min™".mg prot™; rotenona: 120
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+9 pmol.min".mg prot™; p<0,05, Fig. 26B) com um importante efeito no consumo de
oxigénio para a producdo de ATP (controle: 253 +11 pmol.min™.mg prot™; rotenona: 77 +7
pmol.min".mg prot™’; p<0,05, Fig. 26C). De forma supreendente, a redugdo do consumo de
oxigénio mitocondrial foi suficiente para inibir a capacidade proliferativa de cardiomidcitos
P1 (controle: 1,7 +0,3; rotenona: 1,0 +0,1; p<0,05, Fig. 26E), e alterar as caracteristicas do
ciclo celular dessas células em cultura (controle: G1: 24 +2 %, S: 24 +2 %, G2/M: 52 +2,5;
rotenona: G1: 38 6, S: 21 +2, G2/M 34,5 +3; p<0,05, Fig. 26D). Entretanto, a reducdo do
consumo de oxigénio mitocondrial pareceu ndo afetar a capacidade proliferativa dos
fibroblastos em cultura (controle: 1,5 +0,1; rotenona: 1,7 +0,3; Fig. 26E). Juntos, esses
resultados sugerem que a alta atividade respiratéria mitocondrial nos cardiomiocitos P1 é

necessaria para a capacidade proliferativa destas.
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Figura 26. Redug¢ao do consumo de oxigénio diminui a taxa de proliferagdo de cardiomidcitos P1.
As barras em (A) indicam os valores (média +SEM) da absorbancia do MTT (n=3 para ambos), do (B) consumo

de oxigénio basal e relacionado a (C) produgdo de ATP (n=3 para ambos), da (D) porcentagem de células em
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cada fase do ciclo celular (n=3 para ambos) e da (E) taxa de prolifera¢do de cardiomidcitos e fibroblastos apds
periodo de 24 horas das culturas de cardiomidcitos em P1 controle ou tratadas com 5 nM de rotenona (n=7 e 6,

respectivamente), t-Student e ANOVA-two-way, * p<0,05 vs. controle.
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A reposicdao de cardiomiécitos em mamiferos ainda permanece como um dos
grandes desafios da medicina regenerativa. O processo natural de reparacdo nao é eficiente
para reparar o coragao danificado e muito pouco foi estudado sobre a relagdo entre o
metabolismo enérgetico e a capacidade intrinseca de proliferagdo de cardiomiocitos. No
periodo pods-natal, ja foi demonstrado que camundongos possuem uma miogénese
substancial apds resseccdo apical e lesdes isquémicas, sendo este processo restrito a
primeira semana de vida [21-23]. Também em cora¢Ges neonatais de camundongos ndo
lesionados foi demonstrado que a expansdo significativa do niumero de cardiomidcitos sé
ocorre na primeira semana de vida, apds o qual se observa multinucleacdo e poliploidia das
células [37]. Assim, devido a inexisténcia de dados de regeneracdo cardiaca em ratos e a
importancia deste modelo animal no estudo em cardiologia, propusemos investigar no
presente trabalho o fenémeno de neoformacdo de tecido cardiaco em ratos neonatos de 1 e
7 dias de vida apds resseccdo apical e o perfil metabdlico envolvido nesse processo.

Os resultados obtidos indicam que ratos neonatos também possuem capacidade
transitoria de regeneracdao do tecido cardiaco apds o procedimento de resseccdo apical.
Apdbs 21 dias da ressecgao apical, células troponina | positivas foram predominantes na
regidao apical dos animais R1d. Apesar disto, pequenas e pouco evidentes fibras de colageno
foram observadas na regido regenerada, demonstrando que o processo regenerativo ndo é
completo (Fig. 2). Entretanto, quando a lesdo apical foi realizada poucos dias depois, nos
animais R7d, o processo reparativo foi caracterizado pela massissa deposicdo de fibras de
colageno e formacdo de cicatriz, mesmo com pequenos nichos de células troponina |
positivas (Fig. 2).

Os resultados indicam que a reposicao tecidual ndo é completa apds a resseccao

apical, porém é mais expressiva em R1d do que em R7d. Além disso, existe um aparente
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desarranjo na arquitetura tecidual em R1d como indicado pela falta de uniformidade no
alinhamento das células positivas para troponina | e conexina 43 (Fig. 2, e dado ndo
mostrado). Estes achados parecem menos robustos que os apresentados originalmente por
Porrelo e colaboradores usando resseccdo de 15% do apice cardiaco em camundongos [21],
e mais consistentes do que a perda completa do reparo cardiaco reportado por Andersen e
colaboradores em camundongos submetidos a resseccdo de 10% do dpice cardiaco [88].
Entretanto, Bryant e colaboradores também demonstraram recentemente que apesar da
evidente formacdo de novos cardiomidcitos apds 21 dias da resseccdo apical, esta é
acompanhada por alguma deposicdo de colageno [89]. Os autores ainda evidenciaram que a
porcentagem de miocdardio ventricular ressectado influencia diretamente na capacidade
regenerativa, levando a diferentes respostas [89]. Tais trabalhos reforcam a robustez dos
dados apresentados demonstrando respostas diferenciais entre os animais R1d (reposicdo
por tecido cardiaco, denominada resposta regenerativa) e R7d (reposicdo por tecido
fibrético, denominada resposta reparativa) (Fig. 2) mediante a mesma porcentagem de
ressecgao (Fig. 1A).

De maneira geral, a neoformagao de cardiomidcitos pode ser incompleta também em
R1d devido a maioria destas células ja estarem com o ciclo celular aprisionado apds o
nascimento [32, 90, 91]. Apesar da comprovada capacidade proliferativa na vida pds-natal, a
quantidade de cardiomidcitos remanescentes com ciclo celular ainda ativo ndo seriam
suficientes para promover o reparo completo do tecido ressectado, apesar deste reparo ser
superior ao apresentado por R7d. Como citado anteriormente, a proliferacdo de
cardiomidcitos pré-existentes é a principal fonte de novos cardiomidcitos no coracdo de
mamiferos, tanto no miocardio sadio quanto submetido a uma lesdo [30, 31]. Entretanto, a

capacidade de divisdo dos cardiomidcitos na vida pds-natal no miocardio sadio parece
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restrita a taxas muito baixas, e é sistematicamente reduzida com o envelhecimento [19, 30,
31].

Apesar da concordancia com relagdo a baixa, mas existente, capacidade proliferativa
dos cardiomidécitos no miocardio sadio, alguns trabalhos discordam com relacdo a formacao
significativa de cardiomidcitos apds lesao cardiaca na vida adulta. Ali e colaboradores nao
evidenciaram aumento da cardiomiogénese apds 4 semanas do infarto do miocardio em
camundongos adultos [31]. De maneira oposta, Senyo e colaboradores foram capazes de
detectar a formacdo de novos cardiomidcitos na zona de borda meses apds o infarto do
miocardio em camundongos adultos [30]. Esses resultados contraditorios evidenciam as
dificuldades envolvidas na determinagdo experimental da proliferacdo de cardiomidcitos em
mamiferos [92]. Apesar de ndo dispormos dos dados referentes a proliferacio de
cardiomidcitos nos animais R1d como responsaveis pela regeneracdo tecidual, acreditamos
gue este seja o mecanismo envolvido no fendmeno de regeneracdo observado. Dessa forma,
a sequéncia do estudo baseou-se no entendimento dos mecanismos envolvidos na
proliferacdo pds-natal dos cardiomidcitos.

As constatacdes dos tipos de reparo cardiaco diferencial entre R1d e R7d nos levaram
a explorar a condigdo vascular deste tecido e a influéncia do tipo de reparo na fungao
cardiaca global em fases tardias. Vale ressaltar que a drea da lesdo provocada pela resseccao
apical passa a ser irrelevante em animais com 60 dias de idade, devido a grande alteragdo no
tamanho do coracdo entre neonatos e animais adultos. Assim, as consequéncias em longo
prazo observadas refletem as diferengas nos processos de reparacdo desencadeados em R1d
e R7d, e como esses eventos contribuiram ao longo do tempo para minimizar o dano inicial,
enguanto o drgdo estava em fase de hipertrofia.

A perfusdo sanguinea foi avaliada por meio da técnica de SPECT pela captacdo do
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radiofarmaco [*™

Tc]Sestamibi, amplamente utilizado para estudos experimentais [93, 94] e
clinicamente por estimar o tamanho de regides infartadas, visto que a regido fibrética rica
em coldgeno perde a captacao do radiofdrmaco por ndo ter perfusdo sanguinea consistente
[80]. O déficit na captacdo do radiofdrmaco na regido apical revelou um desbalanco no
suprimento vascular em ambos os grupos R1ld e R7d apds 21 e 60 dias da cirurgia de
resseccdao (Fig. 3). No grupo R7d, a perda de cardiomiécitos e a potencial
neoangiovasculogenese inadequada na regido ressectada foi consistente com a reducdo da
captacdo do radiofarmaco. Entretanto, a hipoperfusdo em R1ld foi mais surpreendente
devido ao reparo por células troponina | na regido ressectada e a escassa deposicdo de fibras
de colageno.

Utilizando o modelo de infarto do miocardio em camundongos neonatos de um dia
de vida, pesquisadores foram capazes de observar a formacdo de vasos colaterais na regido
regenerada do miocardio [23]. Apesar de este dado sugerir uma resposta angiogénica
atrelada a regeneragao do musculo cardiaco, no infarto do miocardio por ligadura da artéria
coronaria descendente anterior esquerda ndo ocorre remoc¢ao de vasos sanguineos
juntamente com musculo cardiaco, assim como ocorre na resseccao apical cardiaca. Dessa
forma, a hipoperfusdo sustentada na regido apical de ambos os grupos de animais
ressectados, sugere que o processo de regeneracao do tecido muscular cardiaco pode nao
ser completamente acompanhado pela formacdo de novos vasos e de rede vascular
funcional. Pode-se ainda especular que o suprimento inadequado de sangue para a regiao
apical nestes animais poderia acarretar em anormalidades metabdlicas funcionais.

Em nosso laboratério ja foi previamente demonstrado que ratos infartados
apresentaram parametros hemodinamicos normais em condi¢Oes basais, mas com

comprometimento da funcdo cardiaca quando submetidos a condi¢Ges de estresse [5, 7, 95,
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96]. Os resultados do presente trabalho também demonstraram que em condicdes basais, os
parametros globais cardiacos foram preservados em todos os grupos (Tabela 2). Entretanto,
sob estresse farmacoldgico a resposta cardiaca foi comprometida em R7d e preservada em
R1d (Figs. 4, e 5). A preservacdo da funcdo cardiaca em R1d, apesar da hipoperfusao apical,
pode ser devido a combinacdo favoravel entre a reposicao funcional de cardiomidcitos e a
auséncia significante de tecido fibrético, e consequente auséncia de remodelamento
compensatorio do coragcdo. Por outro lado, a perda de cardiomidcitos e a deposicdo
contundente de fibras de colageno em R7d possivelmente conduziram ao comprometimento
da funcdo cardiaca sob estresse como pelo aumento de LVEDP, revelando um déficit de
ejecdo, diminuicdo em ESPVR, indicando decréscimo no desempenho sistdlico, e aumento na
relacdo entre pressdo e volume no final da didstole, sugerindo aumento na rigidez
ventricular, correlacionada com o aumento da deposicdo intersticial de fibras de colageno
(Fig. 6).

De maneira geral, os dados demonstraram que ratos possuem capacidade transitéria
de repor células cardiacas, quando submetidos a resseccdo do apice cardiaco nas primeiras
24 horas de vida. Apesar desta regeneragao do tecido cardiaco ser aparentemente
incompleta e acompanhada de hipoperfusdo, a neoformacdo de cardiomidcitos pode
contribuir para a manutengao e estabilizagdo da fungao cardiaca na vida adulta. Estes
resultados ndao sdao diretamente translacionais para as estratégias terapéuticas de reparo
cardiaco em humanos adultos, principal foco dos estudos em cardiologia. Entretanto,
sublinham a complexidade dos eventos iniciais associados com o reparo do tecido cardiaco,
e indicam a utilidade do modelo de resseccdao apical como forma de entendimento dos
mecanismos pds-natais de reparo cardiaco e seus possiveis desdobramentos terapéuticos.

A manutencdo da funcdo cardiaca na vida adulta de mamiferos tem sido atrelada ao
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bom funcionamento das mitocondrias cardiacas, que sdo a principal fonte de energia para a
contragao do miocardio. Além do papel essencial da mitocondria na bioenergética, elas
estdo envolvidas em processos como a homeostase redox, homeostase de cdlcio, morte
celular e outros. Nesse sentido, a disfuncdao mitocondrial é considerada um fator critico na
patogénese e progressao de algumas doengas cardiacas [51]. Baseados nas respostas de
reparo diferencial e suas consequéncias na funcdo cardiaca nos neonatos R1d (regeneracao -
manutencdo da funcdo cardiaca) e R7d (reparo fibrotico - comprometimento da funcdo
cardiaca) foram realizados experimentos para a avaliacdo da influéncia da cirurgia de
resseccdo apical cardiaca na fungdo mitocondrial dos animais na vida adulta (60 dias).

Os resultados apresentados indicam que a cirurgia de ressec¢do do apice cardiaco
nos neonatos provocou um dano metabdlico mitocondrial nestes animais na vida adulta,
independente do tipo de reparo tecidual ocorrido apds a cirurgia, se por células cardiacas
(troponina | positivas, R1d) ou por tecido fibroso (deposicdo de colageno, R7d). Isto foi
evidenciado em ambos os grupos ressectados pela reducdo sustentada da respiracao
mitocondrial (Fig. 7) e pela exacerbada producdo de perdxido de hidrogénio (Figs. 8, 9),
tanto em condi¢Ges basais como em resposta a estimulos extremos.

Mitocondrias com caracteristicas disfuncionais sdo as principais fontes de EROs,
como anion superoéxido e perdxido de hidrogénio, que sdo gerados principalmente pelos
complexos mitocondriais | e Ill [83]. Essas EROs sdo relacionadas a progressao de diversas
doencas cardiacas. O aumento da producdo de perdxido logo apds a cirurgia de ressecc¢ao
em ambos os grupos Rld e R7d sugere que esse tipo de lesdo estimule o aumento da
resposta oxidativa independente da resposta reparativa (Fig. 10). Além disso, a hipoperfusdo
observada em ambos os grupos de animais ressectados (Fig. 3) poderia contribuir como

umas das causas do dano metabdlico mitocondrial. Por outro lado, a preservacdo da
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producdo de ATP em ambos os grupos pode ser em decorréncia do aumento do
metabolismo glicolitico, sugerido pelo aumento da atividade da enzima hexoquinase (Fig.
11).

Atualmente tem se demonstrado a importancia das EROs como estimuladores da
diferenciacdo de cardiomidcitos, das vias de sinalizacdo hipertréficas no coragdo, e da
homeostase do batimento cardiaco [97]. As EROs podem ter uma importancia fisiologica
durante o periodo de desenvolvimento do musculo cardiaco. Essa importdncia no periodo
neonatal foi sugerida pelo aumento tardio da expressdo de enzimas antioxidantes, apds o
10° dia de vida de ratos, particularmente da superéxido dismutase mitocondrial 2 (SOD2),
gue foi expressa em niveis altos apenas na vida adulta [48]. Dessa forma, a auséncia de
defesas antioxidantes permitiria a atuacdo fisiolégica das EROs em animais sadios,
entretanto, seria prejudicial frente a uma lesdo como a resseccdo apical cardiaca, onde ha
producdo excessiva dessas moléculas.

Recentemente, foram apresentados resultados sugerindo uma conexdao entre a
producdo de EROs mitocondriais e a degradacado do citoesqueleto de cardiomidécitos e dano
mitocondrial [53]. A sobrecarga de volume em modelo de fistula aortocaval causou aumento
da produgao de EROs e redugao do potencial de membrana mitocondrial em cardiomidcitos.
Foi observada a completa degradagdo da estrutura organizada das mitocondrias, com perda
da linearidade e da proximidade com os sarcomeros, evidenciando grandes espacos entre as
mitocondrias e as unidades sarcoméricas [53]. As mitocondrias formaram grandes
aglomerados, e apresentaram perda de densidade e degradacdo das cristas. Os resultados
ainda mostraram que a desorganizacdo mitocondrial foi diretamente relacionada com a
degradacdo da estrutura do citoesqueleto, evidenciada pela perda de desmina e B-tubulina

no tecido cardiaco [53]. O tratamento com o antioxidante mitocondrial mitoubiquinona
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atenuou os efeitos da degradacdo do citoesqueleto e da desorganizacdo mitocondrial,
sugerindo que o estresse oxidativo estimula mecanismos de remodelamento cardiaco [53].

Os resultados de microscopia eletronica do ventriculo esquerdo dos animais na vida
adulta no presente estudo evidenciaram que houve a perda do alinhamento das
mitocdndrias entre os sarcOmeros e a formagao de aglomerados de mitocondrias em ambos
os grupos de animais ressectados (Fig. 12B-C). Ainda é possivel observar uma evidente
degradacdo da arquitetura do citoesqueleto tecidual nos animais ressectados, devido a falta
de uniformidade no alinhamento das miofibrilas. Apesar disto, a quantidade de mitocondrias
no tecido cardiaco ndo foi alterada (Fig. 13). Este desarranjo na arquitetura tecidual também
foi indicado 21 dias ap0s a cirurgia de ressecc¢do apical, devido a falta de uniformidade no
alinhamento das células positivas para troponina | e conexina 43 (Fig. 2) no miocardio
regenerado dos animais R1d.

Juntos, os resultados sugerem que independente do tipo de reparo tecidual ocorrido
apos a cirurgia de resseccdo do apice cardiaco, a lesdo cardiaca na vida neonatal dispara os
mecanismos de estresse oxidativo que acarretam na disfuncao mitocondrial e degradacdo da
arquitetura do miocdardio. Na avaliagao feita neste trabalho, este cenario ndao influenciou
diferencas na funcao cardiaca entre R1d e R7d na vida adulta. Entretanto, ndo foi possivel
sugerir se a disfuncdo mitocondrial poderia acarretar em comprometimento da funcdo
cardiaca com o envelhecimento ou em nova situagdo de estresse.

Apesar da disfungcdo mitocondrial apds a cirurgia de resseccdo, as diferencas nas
respostas de reparo do tecido cardiaco indicam a utilidade do modelo de ressec¢do apical
como forma de entendimento dos mecanismos poés-natais de reparo cardiaco. Nesse
sentido, para o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos nesse processo,

utilizou-se o sequenciamento de RNA (RNASeq - HiSeq 2500 - /llumina), para analise
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diferencial do transcriptoma total dos coragdes dos animais R1d e R7d, com seus respectivos
controles de idade. A analise global dos dados evidenciou que a cirurgia de ressec¢ao do
apice cardiaco ndo foi responsavel por alteracdes nos perfis de expressao génica entre os
grupos. Entretanto, as diferengas de expressdo se concentraram nas comparagdes entre os
grupos de idades diferentes.

O enriquecimento dos dados para os genes referentes a vias metabdlicas, como as
vias glicolitica, B-oxidacdo, fosforilacdo oxidativa e ciclo do acido tricarboxilico (Fig. 18),
evidenciou que as diferencas de perfil de expressdo de genes metabdlicos foram observadas
em relacdo as diferencas de idade entre os grupos. Nos genes da via glicolitica, foi possivel
observar uma troca da expressao de isoformas no decorrer do desenvolvimento pds-natal,
como nos genes das enzimas hexoquinase e lactato desidrogenase. Esse tipo de
reestruturacdo da expressdo de enzimas glicoliticas ja foi demonstrado durante a
diferenciacdo in vitro de cardiomidcitos para adequacado ao perfil metabdlico [98].

Com a maturacdo pds-natal houve hiper-regulacdo da expressdo dos genes das vias
da B-oxidagao, fosforilagao oxidativa, e ciclo do acido tricarboxilico, como indicado pela
maior expressao relativa de genes mitocondriais em P7 em relagdo a P1 (Fig. 19). Esse dado
€ consistente com a maior dependéncia do metabolismo mitocondrial para a geracao de
energia que ocorre com o amadurecimento do tecido cardiaco [43]. Trabalhos anteriores ja
demonstraram um aumento crescente da expressao de genes e proteinas mitocondriais
durante os primeiros dias da vida pds-natal [29, 48]. Em coracles de ratos foi detectado um
aumento crescente da expressdao de quase um terco dos genes mitocondriais durante os
primeiros 10 dias de vida de ratos, sendo estes envolvidos principalmente na biogénese
mitocondrial, fosforilagdo oxidativa e B-oxidacdo [48]. Apesar de concordar com a hiper-

expressao de genes mitocondriais durante a maturagao pds-natal, O’Meara e colaboradores
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evidenciaram que essa hiper-expressao ocorreu pricipalmente na comparacdo entre
coracGes de camundongos recém-nascidos (dia 0) e coracGes de adultos, sendo que a
expressao foi semelhante entre camundongos de 0 e 7 dias de vida [49].

Dessa forma, os dados de expressdao génica apresentados no presente estudo
mostram o aumento da expressdo de todas as vias do metabolismo energético que
requerem o oxigénio para seu funcionamento, enfatizando a troca do metabolismo
fermentativo para o metabolismo mais oxidativo com a maturacdo pds-natal. Entretanto,
sabendo que o perfil de expressdo génica pode ndo se correlacionar totalmente com a
atividade metabdlica final, devido as modificagOes pds-translacionais, por exemplo [66, 99,
100], foram realizados experimentos para a avaliacdo funcional das alteracGes de perfil
metabdlico durante o periodo neonatal.

Os dados funcionais da atividade metabdlica dos coracdes neonatais apresentados
neste trabalho, usando tecido cardiaco (Fig. 20) e cultura de cardiomidcitos (Fig. 21),
mostraram que tanto a glicdlise anaerdbia quanto o consumo de oxigénio relacionado a
oxidacdo mitocondrial estiveram elevados em P1. Em contrapartida, houve reducdo do
metabolismo oxidativo e da glicdlise anaerdbia durante o desenvolvimento cardiaco pos-
natal entre 1 e 7 dias de vida. Isso foi evidenciado pela reducdo do consumo de oxigénio, da
produc¢do de lactato e das atividades das enzimas lactato desidrogenase e hexoquinase (Fig.
20). Essas observacdes foram inicialmente contrarias aos dados de expressao da literatura
[49] e os apresentados no presente trabalho, que supde um perfil de consumo justamente
oposto ao observado. Por outro lado, ao que sabemos este é o primeiro trabalho a investigar
de maneira funcional o metabolismo de ratos neonatos, estando nesse periodo as células
cardiacas passando por um momento de transicdo. De maneira a corroborar essas

observacgoes, foi examinado seletivamente o metabolismo mitocondrial in vitro, mediante
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medida das taxas de consumo de oxigénio em culturas primarias de cardiomidcitos P1 e P7.
E novamente, os resultados indicaram que a redugdao no metabolismo oxidativo observada
entre P1 e P7 foi principalmente relacionada com menores taxas de respiragdao mitocondrial
para a produc¢do de ATP (Fig. 21). Assim sendo, as anadlises de expressdao génica sozinhas
pareceram ser indicadores parciais do estado funcional do metabolismo, sendo que a
atividade metabdlica deve ser avaliada diretamente sempre que possivel. Isto pode ser
especialmente importante em células em diferenciacdo e proliferacdo, em que mudancas
significantivas ocorrem.

As mudancas metabdlicas que ocorrem durante o processo de diferenciacdo tém sido
avaliadas em outros tecidos e mostram resultados variados. A diferenciacdo neuronal
também envolve reducdo do metabolismo oxidativo, mas, diferentemente dos resultados
deste trabalho, com concomitante aumento da fermentacdo [101]. J& a diferenciacdo de
células-tronco mesenquimais para adipocitos e ostedcitos envolve aumento nas taxas de
consumo de oxigénio, mas a diferenciagdao para condrécitos envolve uma grande redugao da
atividade respiratéria [63]. Na diferenciacdo in vitro de células tronco-embrionarias para
cardiomidcitos, a inducdo das vias cardiogénicas foi relacionada com o aumento da demanda
por energia e necessidade de um padrdao metabdlico mais eficiente, a fosforilacdo oxidativa
[62]. A integragao das mitocondrias com a rede eletromecanica dos sarcdmeros conferiu
competéncia funcional para o desenvolvimento de fendtipo cardiaco [62]. Pode-se sugerir
gue as taxas de metabolismo oxidativo sdo determinadas pela necessidade energética, que
sdo varidveis durante as fases da diferenciag¢do celular.

Os mecanismos envolvidos na mudanca de alta taxa de metabolismo oxidativo para
baixa taxa de oxidacdo nos cardiomiocitos neonatais ndo foram investigados e permanecem

a serem definidos. Recentemente, Puente e colaboradores demonstraram que o
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aprisionamento do ciclo celular de cardiomidcitos foi atenuado pela manutengao das
condicOes de hipdxia fetais e previnido por antioxidantes mitocondriais [29]. Com o acumulo
significativo de marcadores de dano oxidativo, os autores concluiram que o aprisionamento
do ciclo celular pela sinalizagao redox é desencadeado pelo oxigénio atmosférico [29]. Estes
achados levantam a possibilidade que a sinalizagao redox também possa ser responsavel
pela diminuicdo no consumo de oxigénio entre P1 e P7 (Fig. 20, 21).

Independentemente do mecanismo pelo qual o metabolismo oxidativo é reduzido
dias apds o nascimento, foi possivel estabelecer que a manutencdo de altas taxas de
transferéncia de elétrons é essencial para a capacidade proliferativa poés-natal de
cardiomidcitos P1 (Fig. 26), sendo possivelmente importante para o processo regenerativo.
Isto €, muito provavelmente, relacionado com o elevado gasto de energia necessario para a
proliferacdo de cardiomidcitos. Recentemente, foi demonstrado que em condi¢bes de
isquemia in vitro, com hipdxia e privacdo de nutrientes, a producdo de ATP decai tanto em
cardiomidcitos derivados de células iPS quanto em cardiomidécitos neonatais isolados [102].

A hipotese de que a manutencdao do metabolismo glicolitico facilite o estado mais
proliferativo de cardiomidcitos parece ser corroborada por modelos em que células-tronco
sdo induzidas a diferenciar in vitro em cardiomidcitos [62, 103]. Os resultados deste trabalho
apontam que a capacidade oxidativa mitocondrial é necessaria para o estado mais
proliferativo in vivo e in vitro de cardiomidcitos no periodo pés-natal (Fig. 22, 24). De
maneira interessante, a proliferagao de fibroblastos cardiacos parece nao ser afetada pelo
perfil metabdlico tecidual. Recentemente, Manesia e colaboradores demonstraram que
células-tronco hematopoéticas primitivas de figado fetal usam a fosforilacdo oxidativa como
uma fonte mais eficiente de energia para proliferacdo [57].

De maneira geral, os dados sugerem que o primeiro dia apds o nascimento abrange
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uma alta demanda energética tanto para a diferenciagao terminal das células cardiacas
quanto para a ultima fase robusta de proliferacdo de cardiomidcitos na vida pds-natal.
Devido a rapida adaptacdao metabdlica a tensdo de oxigénio, o metabolismo mitocondrial
torna-se importante como fonte de energia. Recentemente foi demonstrado que coragdes
de camundongos neonatos sem lesdo apresentaram robusta formacdo de cardiomidcitos até
a primeira semana de vida [37], sendo que a capacidade de expansao foi mais elevada até o
quinto dia de vida pds-natal. Ja no dia 7 apds o nascimento a atividade proliferativa dos
cardiomidcitos decaiu e a maior parte da multinucleacdo ocorreu [37]. Esse trabalho
corrobora os achados deste estudo em que a presenca de oxigénio, e consequente
metabolismo oxidativo, foram necessarios para a ultima fase robusta de proliferacdo na vida
pods-natal. Entretanto, é importante considerar que o aumento do oxigénio e da producdo de
EROs mitocondriais desencadeiam o aprisionamento do ciclo celular dos cardiomidcitos por
meio da resposta de dano ao DNA [29], que é consistente com a reducdo da taxa
proliferativa em P7.

Finalmente, os resultados evidenciam que a capacidade proliferativa pés-natal de
cardiomidcitos correlaciona com o metabolismo oxidativo e ndo-oxidativo (glicolitico). A
demanda de energia decai quando a proliferacdo cessa nos dias apds o nascimento e ambos
o metabolismo oxidativo e a glicélise anaerdbia sdo reduzidas. Assim, a oxidacdo passa a
predominar como a principal fonte de energia para o tecido cardiaco. E possivel especular
gue intervencOes para aumentar a o periodo regenerativo pds-natal devam incluir estimulos
coadjuvantes relacionados ao metabolismo mitocondrial. Ou ainda que com o
monitoramento do consumo de oxigénio pelo tecido cardiaco seja possivel estimar a sua

capacidade regenerativa.



6.0 Conclusoes
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Nesta tese foi testada a hipdtese de que o metabolismo energético mitocondrial de
ratos neonatos influencia a capacidade regenerativa cardiaca. Conseguiu-se
estabelecer, pela primeira vez em ratos, que neonatos de 1 dia de vida apresentam
capacidade regenerativa transitdria apds a resseccdo apical, que é perdida apds 7
dias. A resposta regenerativa estd associada com a manutengdo da fungdo cardiaca
na vida adulta, mesmo quando os animais sdo submetidos a estresse, apesar de o
reparo ser incompleto e de haver hipoperfusdo miocardica. A intervencdo cirurgica
no neonato desencadeia um dano metabdlico tardio que independe da resposta
regenerativa ou reparativa e, que aparentemente acarreta em desorganiza¢ao da
arquitetura do miocardio e mitocondrias, porém sem relagdo direta com prejuizos na
funcdo cardiaca. Por fim, pode-se concluir que os cardiomidcitos de neonatos de 1
dia de vida possuem uma alta demanda por energia, evidenciada pelas altas taxas de
atividade glicolitica e oxidativa juntas, que sdo reduzidas durante o desenvolvimento
pds-natal. A presenca do metabolismo energético mitocondrial em cardiomidcitos
derivados de neonatos de 1 dia de vida parece essencial para a capacidade
proliferativa destes na vida pds-natal. Curiosamente fibroblastos parecem nao ter a
mesma necessidade. Assim, as presentes observag¢des contribuem para um melhor
entendimento do perfil metabdlico do tecido cardiaco neonatal e podem ser
utilizadas futuramente, de maneira estratégica para a busca de células ou de

condicOes capazes de reparar um tecido cardiaco comprometido.
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Introduction

Abstract

One-day-old mice display a brief capacity for heart regeneration after apex
resection. We sought to examine this response in a different model and to
determine the impact of this early process on long-term tissue perfusion and
overall cardiac function in response to stress. Apical resection of postnatal rats
at day 1 (P1) and 7 (P7) rendered 18 £ 1.0% and 16 £ 1.3% loss of cardiac
area estimated by magnetic resonance imaging (MRI), respectively (P > 0.05).
P1 was associated with evidence of cardiac neoformation as indicated by
Troponin | and Connexin 43 expression at 21 days postresection, while in the
P7 group mainly scar tissue replacement ensued. Interestingly, there was an
apparent lack of uniform alignment of newly formed cells in P1, and we
detected cardiac tissue hypoperfusion for both groups at 21 and 60 days pos-
tresection using SPECT scanning. Direct basal cardiac function at 60 days,
when the early lesion is undetectable, was preserved in all groups, whereas
under hemodynamic stress the degree of change on LVDEP, Stroke Volume
and Stroke Work indicated diminished overall cardiac function in P7
(P < 0.05). Furthermore, the End-Diastolic Pressure-Volume relationship and
increased interstitial collagen deposition in P7 is consistent with increased
chamber stiffness. Taken together, we provide evidence that early cardiac
repair response to apex resection in rats also leads to cardiomyocyte neofor-
mation and is associated to long-term preservation of cardiac function despite
tissue hypoperfusion.

and Leri 2013; Andersen et al. 2014). Fibrotic scar forma-
tion is the predominant repair mechanism as billions of

The limited postnatal cardiac regenerative capacity in
mammalian hearts is one of the major challenges in cardio-
vascular medicine (Laflamme and Murry 2011; Anversa

cardiomyocytes are lost during an acute myocardial infarc-
tion or other cardiovascular injuries, which is associated
with long-term unfavorable outcomes. In the last decade,
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several gene/cell-based approaches were explored to
improve the post myocardial infarction (post-MI) repair
response showing promising results in preclinical models.
Unfortunately, thus far, no therapeutic scheme has been
shown effective in clinical settings. One may speculate that
clinical failure is due, at least in part, to the lack of cardio-
myocyte replacement, and to the fact that the potentially
beneficial effects are restricted to processes such as nepan-
giovasculogenesis and inhibition of inflammation and col-
lagen deposition, which might be clinically relevant only
for specific scenarios (Mummery et al. 2010). The develop-
ment of strategies to reprogram adult cells into cardiomyo-
cytes ex- or in-vivo together with data showing that the
adult heart displays some degree of cardiomyocyte prolifer-
ation (Bergmann et al. 2009; Kajstura et al. 2010a,b, 2012;
Senyo et al. 2013) and that local cardiac stem cells undergo
differentiation (Hsieh et al. 2007; Gonzalez et al. 2008),
raise the possibility that targeting these processes may lead
or add to more efficient cardiac repair in the adult organ.
The latter is consistent with recent data suggesting that
neonatal mice hearts retain a robust but transient cardiac
regenerative capacity immediately after birth in response to
apex resection or ischemic injury (Porrello et al. 2011a,b,
2013; Haubner et al. 2012). The investigation of the under-
lying healing mechanisms in these models of early heart
injury may give insights for novel approaches on effective
strategies in adult cardiac repair, which depends on the
extracellular matrix remodeling, establishment of adequate
tissue vascular supply, and newly formed cardiomyocytes
acting as a syncytium.

In the present study, we have two major goals. First,
to extend this observation to an another species, the rat
model, where a great body of functional knowledge is
available regarding acute and chronic consequences of
cardiac injury; second, we sought to assess the hitherto
unknown long-term efficacy of cardiac repair through
development, specifically to cope with hemodynamic
stress during adulthood. The rat is a suitable model for
investigating these issues, because there are standard
methods to assess quantitatively direct hemodynamics
and cardiac tissue perfusion. Our data show that the rat
indeed displays a robust early postnatal cardiomyocyte
neoformation in response to 18% apex resection, lead-
ing to maintenance of overall adult cardiac function
under hemodynamic stress despite documented ftissue
hypoperfusion.

Materials and Methods

Apical resection surgery

One-day-old (P1} and 7-day-old (P7) rats (Wistar
strain) underwent heart apex resection. Newborns were
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anesthetized by hypothermia for 10 min. Following a
small skin incision, ventrolateral thoracotomy was cau-
tiously performed at the third intercostal space by dis-
section of the intercostal muscles. The heart was exposed
and the apex of P1 and P7 rats was resected using iri-
dectomy scissors. The thoracic wall incision was closed
with 7.0 nonabsorbable silk sutures. For recovery, the
neonates were placed on a warmed plate (37°C) under a
heat lamp with oxygen flow until fully conscious. Sham
surgery was similar, except that resection was omitted.
P1 and P7 rats at 21 and 60 days after apical resection
surgery were anesthetized intraperitoneally with adjusted
dose of xylazine chloride and ketamine chloride (15 mg/
kg and 60 mg/kg, respectively; Sespo Industria e Comer-
cio Ltda, Paulinia, 5P, Brazil) and hearts were quickly
harvested.

Experimental procedures followed the US National
Institutes of Health and institutional guidelines for care
and use of laboratory animals and were approved by the
Institutional Review Board of the University of Sao Paulo
Medical School, Brazil (#285/12).

Magnetic resonance imaging

Magnetic resonance imaging was performed in a 1.5T
MR scanner (Philips Achieva, Amsterdam, the Nether-
lands), using a four-channel sense wrist coil. Newborn
rats were anesthetized by inhalation with adjusted dose
of isoflurane (Isothane, Baxter Healthcare, Guayama,
Puerto Rico) in approximately 1 L/min oxygen, and
were placed over a 250-mL saline bag, feet first and in a
dorsal decubitus position. A 3-plane localizer 2-dimen-
sional fast field echo pulse sequence (2D FFE) provided
scout images for heart location and prescription of the
next image pulse sequence. Image pulse sequence for
acquiring the images used for analysis of the heart and
its apex was a high-resolution 3-dimensional Turbo
Spin-Echo (TSE) with parallel imaging (SENSE). Param-
eters were the following: 3D acquisition TSE with
SENSE; Prescription plane: coronal; 50 slices; Field-of-
view (FOV): 50(FH) x 50(RL) x 20(AP) mm; Matrix:
112 x 107 pixels; Voxel size: 045 x 0.45 x 0.45 mm or
450 um; Reconstruction matrixz 448 pixels; Reconstruc-
tion voxel: 0.112 mm or 112 pm; Number of Averages
(NSA): 6; Turbo factor (TSE): 6; Repetition time (Kajs-
tura et al. 2010a): 155 ms; Echo time (TE): 30 ms; Phase
direction: RL: Parallel imaging factor (SENSE factor): 1
(FH) and 2(RL). The images were strongly proton-den-
sity weighted. Acquisition time for one 3D volume was
8 min and 51 sec. The rats were scanned before and
immediately after surgery, and the ones that did not
exhibit a resection of at least 15% of apical area were
eliminated.

© 2014 The Authors. Physiclogical Reports published by Wiley Pericdicals. Inc. on behalf of
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Histological analysis

Heart tissues of the euthanized animals, 21 days and
60 days after surgery, were harvested and washed with
saline to withdraw blood, and then were embedded in
O.C.T. compound (Tissue-Tek, Sakura, NL) and frozen
in liquid nitrogen. Frozen hearts were maintained at
—80°C until they were cryosectioned. For histological
analysis the organ was cryosectioned on 6 um.

To perform general histopathological analysis, hearts
were cryosectioned at 6-um and stained with Hematoxi-
lin-Eosin (HE). Other sections were stained using the
Picrosirius method in a 0.1% Sirius Red solution (Direct
Red 80, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO) in saturated
picric acid, followed by rapid washing in running tap
water, without any counterstaining for histological evalua-
tion of collagen fibers.

Picrosirius-polarization method

Picrosirius-stained sections were evaluated by polarization
microscopy. The Picrosirius-polarization method (PSP) is
a method that allows study of the arrangement and aggre-
gation of collagen fibers due to a normal birefringence
exhibited by their molecules disposed in an orderly paral-
lel orientation in the tissues(Borges et al. 2008).

Immunofluorescence

To assess the formation of new cardiomyocytes, sections
were labeled with Troponin L. Slides were labeled for car-
diac Troponin I (abl9615, 1:50, Abcam, Cambridge, MA)
and Connexin 43 (abl1370, 1:50, Abcam, Cambridge,
MA). Alexa fluor 488- and 555-(A11011 and A21428,
1:400, Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY)
conjugated secondary antibodies were used for double
staining, and DAPI (D3571, 1:100, Invitrogen, Life Tech-
nologies) for nuclei staining,

Single photon emission tomography/
computed tomography

P1, P7 were scanned 21 and 60 days after apical resection
surgery in a fully integrated trimodality single photon
emission tomaography/computed tomography (SPECT/
CT) Triumph™ scanner manufactured by GE Healthcare
(Waukesha, WI). Each rat was anesthetized with 1.5-2.5%
isoflurane in 2 L/min oxygen, and injected with approxi-
mately 37 MBq [**™Tc]Sestamibi in the tailvein. The ani-
mal was positioned in the scanner, and SPECT images
were acquired 30 min after injection. Each detector head
was fit with a 5-tungsten pinhole 1 mm in diameter. The
radius of rotation was set to 4.4 cm, and data were
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acquired over 128 projection angles (180° for each head),
9Kcts per projection, giving a total acquisition time of
approximately 30 min. Projection data were acquired into
a 60 x 60 matrix, with pixel size 1.15 mm. Images were
reconstructed using OSEM methods with five iterations
and eight subsets. Data were analyzed with 7 PMOD
3.4002A software, with interpolation of 1.0 and 3D
Gaussian filters. Guided shafts were used with and with-
out a filter to find the cardiac short-axis, and vertical and
horizontal long axis. The semi-automatic mode was used
to guide Bull's-eye segments, shared it in 17 segments,
where five represent the apex area and 12 represent
remote area. Data obtained were normalized as a percent-
age of the cardiac segment of higher activity. A skilled
professional was the blinded analyzer of the Bull’s-eye
quantification.

Hemodynamic measurements

Invasive hemodynamic studies were performed to evaluate
cardiac performance 60 days after surgery in P1, P7, and
sham rats. Each rat was anesthetized intraperitoneally
with adjusted dose of urethane chloride (1.5 glkg;
Sigma-Aldrich). The left femoral vein was accessed to
supplement anesthesia, drugs, or saline. A MicroTip
pressure-volume catheter (model 1.4 French SPR 839;
Millar Instruments, Houston, TX) was then inserted into
the right carotid artery and positioned immediately above
the aortic valves to monitor aortic blood pressure. After
5 min of arterial blood pressure recording, the catheter
was advanced into the left ventricle (LV) cavity for simul-
taneous and continuous pressure and volume measure-
ments. The right jugular vein was also cannulated, and a
10-uL bolus of 15% saline was injected to measure paral-
lel conductance. Volume calibration was accomplished by
using linear volume conductance regression of the abso-
lute blood volume (four cylindrical chambers containing
a specified volume of fresh heparinized rat blood) versus
the corresponding signal acquired by the conductance
catheter. Data were acquired for computer analysis
(PVAN Software, Millar Instruments, Houston, TX) using
LabChart 7 Software System (PowerLab, ADInstruments,
Bella Vista, NSW, Australia). The following parameters
were obtained: heart rate (Senyo et al. 2013), mean
arterial pressure (MAP), LV end-systolic and end-diastolic
pressures (LVESP and LVEDP, respectively), maximal rate
of LV pressure rise (+dP/dtmax) and decline (-dP/dtmax),
stroke volume (SV), cardiac output, and stroke work
(SW). Hemodynamic parameters were determined under
basal conditions and during a sudden pressure overload
with a vasoconstrictive phenylephrine hydrochloride
(PHE; Sigma-Aldrich) bolus injection (25-75 mg/kg body
weight) into the left femoral vein after bilateral vagotomy
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to prevent changes in heart rate values induced by the
baroreflex. PHE doses were adjusted for individual ani-
mals to produce comparable elevations in blood pressure
(60-80Y% greater than baseline). The slope of the linear
relation between the end-systolic volumes and pressures
(ESPVR) was obtained during transient occlusions of the
inferior vena cava in the experimental groups. After mea-
surements, the hearts were quickly harvested and
weighed.

Statistical analysis

Results are presented as mean £ standard error of the
mean (SEM). The unpaired Student's-t test was used to
compare Troponin I and collagen fiber content in the
resected area from P1, P7, and sham groups after 21 and
60 days of apex resection. One-way ANOVA with post
hoc Tukey’s test was used to compare interstitial collagen
fiber deposition and hemodynamic measurements in the
resected groups. Two-way ANOVA with post hoc Bonfer-
roni's test for repeated measures was used to compare
the heart perfusion of resected groups after 21 and
60 days of apical resection surgery. All statistical analyses
were performed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Softwares Inc., La Jolla, CA). A value of P < 0.05 was
considered to indicate statistically significant differences
between tested groups.

Results

Quantification of apex resection in neonatal
rats by MRI

The resected area in 1- and 7-day-old animals (P1 and
P7, respectively) was determined by magnetic resonance
imaging (MRI) via the acquisition of a 3-plane localizer
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2-dimensional fast field echo pulse sequence before and
immediately after heart apex resection in neonatal rats
(Fig. 1). The average ventricle resection area was similar
between P1 and P7 groups [18 £ 1.0% and 16 £ 1.3%,
P > 0.05, respectively (Fig. 1A)]. Figure 1B displays a rep-
resentative image of MRI in Pl before and immediately
after surgery illustrating the resected portion of the apex
area. It is important to emphasize that the survival rate
after resection reached 63% and 53% for P1 (N = 331)
and P7 (N = 265), respectively, with most of the losses
occurring immediately after the procedure.

Repaired tissue in P1 is rich in cardiac
Troponin | and Connexin 43 expression

To verify whether cardiomyocytes were in the repaired
tissue, cardiac Troponin [ labeling was performed in sam-
ples from both P1 and P7 groups 21 days after apex
resection (Fig. 2). Cardiac Troponin I labeling was
predominant in Pl versus P7 (8.5-fold increase), and
the labeling was uniformly distributed in P1 compared
to a scattered and patched distribution in P7
(P1: 773 = 9.5 au/mm? vs. P7: 9.0 + 3.9 a.u/mm3;
P < 0.05, Fig. 2A). In addition, the newly formed cells in
P1 also expressed Connexin 43 suggesting the presence of
mature cardiomyocytes with transmembrane proteins that
assemble to form gap junctions (Fig. 2F). Conversely, the
patchy Troponin I-positive scattered cells in P7 hardly
expressed Connexin 43 (Fig. 2B-G). Nuclei staining
[DAPI) showed predominantly noncardiomyocyte cells
[Troponin I negative cells) in repaired apex of P7 com-
pared to P1 (Fig. 2B-E). Fibrosis assay showed that in P1
both the apex and remote areas displayed lower amounts
of collagen compared to P7 (P1: 6.2 + 1.4 vs. PT:
12.4 + 1.0; apex collagen; P1: 4.4 £+ 0.4 vs. P7: 7.3 = 0.6
remote collagen; Fig. 2H-J; P < 0.05).

Figure 1. Percentages (mean + SEM) of ventricles resected (A) in P1 and F7 (n = 12 for both); (B) Magnetic resonance images obtained before
and immediately after surgery. Dottad lines show the heart area usad for resection quantification.
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Figure 2. Cardiac Troponin | quantification (@.u/mm?), collagen fiber quantification according to Picrosirius red staining (percentage of area)
and Connexin 43 labeling into neoformed tissue. (A) Bars indicate labeling of cardiac Tropaonin | in green per area (mean + SEM) of P1 (VW = 6)
and P7 (N = 7) 21 days after resection surgery. Images indicate the labeling of cardiac Troponin | of (B) P1 (20 = ), (C) P7 (20 = ), (D} P1

(40 x ), (E) PT (40 x ). Images indicate labeling of Connexin 43 of (F) P1 (20 x ), (G) P7 (20 x ). (H) Bars indicate percentage of apical and
remote collagen fibers (mean + SEM) of F1 (n = 8 and 5, respectively) and F7 (n = 10 and 7, respectively) 21 days after resection surgery.
Images indicate labeling of collagen fibers of {I) P1 (20 = ), () P7 (20 = ). *P < 0.05.

Repaired tissues in P1 and P7 display
hypoperfusion at 21 and 60 days post apex
resection

As shown above, at 21 days postresection, there was poor
fibrosis deposition and cardiomyocyte formation in the
repaired tissue of P1 animals, even though the tissue archi-
tecture and the alignment of the cardiac Troponin I- and
Connexin 43-positive cells did not appear well preserved
(Fig. 2 and data not shown). We then performed SPECT
scanning using [“™Tc]Sestamibi as a radiopharmaceutical
to verify the blood perfusion of the repaired apical tissue.
The radiotracer concentrates in the myocardium after sys-
temic administration and the perfusion is proportional to
regional blood flow. Figure 3 shows that the same animals
from both P1 and P7 displayed reduced uptake of [*™T¢]
Sestamibi on apex versus the remaining areas of the heart
at 21 days (38 £ 12% and 70 £ 10%, respectively) and
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60 days postresection (64 = 9.8% and 55 £ 14.0%,

respectively).

Long-term overall cardiac function is
preserved in the P1 group under
hemodynamic stress

Considering the characteristics of the repaired tissue and
the hypoperfusion in the P1 group, it became essential to
assess the overall cardiac function in the adult animals,
especially under hemodynamic stress to evaluate the long-
term effectiveness of the repaired myocardium. Cardiac
performance was measured directly under basal and phar-
macological stress conditions 60 days after the surgical
procedure. Interestingly, under basal conditions, overall
cardiac function was preserved in adult P1 and P7 apex
resected groups compared to sham (Table 1). In contrast,
main hemodynamic parameters related to cardiac perfor-
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Table 1. Biometric and hemodynamic parameters of sham animals, P7 and P1 under basal conditions.

SHAM R P1 ANOVA (P value)
Biometry
Body weight, g 377 + B3 306 + 64 337 + I8 0.45
Heart/BW, mg/g 0.0039 + 0.0003 0.0040 + 0.0004 0.0036 + 0.0004 0.23
Hemodynamics
HR, beats-min’’ 370+ 124 378 £ 154 341 4+ 201 0.29
MAP, mmHg i S H AT B9 + 58 98 + B6 0.37
LV5P, mmHg 113 £ 5.8 118 £ 48 122 + 9. 0.48
LVEDP, mmHg 255 s B 13+ 43 10+ 09 0.58
CO, pl/min 40,600 + 3489 35,771 + 6619 41,100 £ 9339 0.80
EF, % T bS53 69 + 14.06 0.47
SW, mmHg/mL 11,439 £+ 940 10,383 + 2265 13,391 £ 2852 0.082
+dP/dtmax, mmHg/sec 10,229 + 961 10,123 + 1044 10,674 + 2233 0.99
—dP/dtmax, mmHg/sec —6057 + 567 —b061 £ 520 —5496 + 456 C.80
SV, gL 1105 + 5.3 8963 + 12.02 1114 + 16.2 0.27
EDV, uL 151 £125 147 £ 25.5 177 £ 16 .87

BW, body weight, HR, heart rate; MAP, mean arterial pressure; LVSP, left ventricular (LV) systolic pressure; LVEDP, LV end-diastolic pressure;
CO, cardiac output; EF, ejection fraction; SW, stroke work; +dP/dtmax and —dP/dtmax, mazimal rate of LV pressure increment and decrement,
respectively; 5V, stroke volume; EDV, end-diastolic volume.

Values are means + SEM.

mance in response to afterload stress were compromised
in P7 compared to P1 and sham groups (Fig. 4). Upon
pharmacologic stress, changes in LVEDP from basal levels
(mmHg) were significantly higher in the P7 group,
whereas P1 and shams responded similarly suggesting an
ejection deficit in P7 (P7: 5.6 &+ 1.8 vs. sham: 1.3 + 04
and Pl: 0.6 £ 0.6 mmHg; P < 0.05, Fig. 4A). Also, the
degree of change on SV from basal levels in response to
pressure overload displayed similar behavior, with P7
showing the largest reduction in S5V changes compared
with Pl and sham (P7: —403 + 49 vs. sham:
—27.1 = 4.1; P1 and —6.9 £ 11.4% of change; P < 0.05;

2014 | Vol. 2 | Iss. 8 | e12115
Page 6

Fig. 4B). The changes in SW from basal levels, which rep-
resents a global index of cardiac performance that
depends on both pressure generation and ejection capa-
bility during each beat, displayed comparable profile
between sham and P1 and diminished in P7 (P7:
—4.8 £ 7.2 vs. sham: 15 + 4.7 and Pl: 47 + 17.8% of
change; P < 0.05; Fig. 4C). The slope of the linear rela-
tion between the End-Systolic Volume and Pressure (ES-
PVR) decreased in the P7 group compared to shams and
P1 consistent with a decreased systolic performance in P7
(P7: 097 + 007 vs. sham: 1.5+ 0.17 and PI:
1.3 £ 0.1 mmHg; P < 0.05; Fig. 4D). Finally, the slope of
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Figure 4. Cardiac response to afterload stress. Bars represent repercussions induced by phenylephnne injection, expressed as % of change
from baseline (except for LVEDP, expressed as mmHg elevation over baseline), on the LV end-diastolic pressure (A) (LVEDP), (B) Stroke Volume,
and (C) Stroke Work of sham (n = 6}, P7 (n = 6) and P1 (0 = 5) groups. Positive or negative values resulted from increase or decrease in the
evaluated parameter, respectively. Overall slope values of the ESPVR as an index of (D) systolic performance and EDPVR as an index of (E)

diastolic stiffness. *P < 0.05 versus F7.

the end-diastolic P-V relationship (EDPVR) increased in
P7 compared to sham and P1 suggesting increased dia-
stolic stiffness in the P7 group (P7: 0.1 £ 0.02 vs. sham:
0.03 £ 001 and PI: 0.06 £ 0.01 mmHg P <0.05;
Fig. 4E).

In addition, the relationship between the changes in
stroke work generation and the increments in systolic
pressure (Fig 5) resulted in similar positive correlations in
the sham and P1 groups (Pearson’s r: 0.5; mean slope:
0.66 £ 0.07 and Pearson’s r: 0.57; mean slope:
0.64 = 0.04, respectively), whereas the correlation in P7
group was almost flat (Pearson’s r: 0.13; mean slope:
0.14 = 0.05). This is in agreement with diminished sys-
tolic performance in P7 compared to sham and P1
groups. Other hemodynamic parameters showed no dif-
ferences between groups under stress in relation to the
baseline are shown in Table 2.

These findings were consistent with increased intersti-
tial collagen fiber deposition (fibrosis) found in adult
hearts from P7 compared to P1 and sham groups (P7:
114 £+ 0.64 vs. sham: 5.1 £ 0.37 and PL: 6.9 + 0.6;
P < 0.05; Fig. 6G). Note that these findings are consistent
with the results observed at 21-days postresection shown
in Fig. 2H-]. The analysis with the Picrosirius-polariza-
tion method showed that cardiomyocytes from sham and
P1 groups at 60 days postresection were surrounded by
thin, pale (weakly birefringent), greenish collagen fibers
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(Fig. 6 A-D). In the P1 group, few cardiomyocytes were
surrounded by thick yellow fibers with increased birefrin-
gence (Fig. 6D). On the other hand, the ventricular mus-
cle tissue in the P7 group exhibited many cardiomyocytes
surrounded by thick, bright (strongly birefringent) yellow,
or red collagen fibers (Fig. 6E and F).

Discussion

The main findings of the present work are that 1. early
neonatal rat heart injury (P1) is associated with Troponin
I- and Connexin 43-positive cells, and similarly to mice
(Porrello et al. 2011b) this response is time-restricted,
since it is lost in 7-day-old rats, and 2. this type of repair
may provide long-term preservation of cardiac function,
even under hemodynamic stress, despite the fact that the
repair response is accompanied by tissue hypoperfusion.
We used a reliable method to estimate the percentage of
apex resection via magnetic resonance image scanning as
an excluding criterion to avoid differences that might
compromise comparisons and the claimed conclusions.
Only rats exhibiting 15% or more of apical resected area
were included in the study. Twenty-one days postresec-
tion, Troponin [-positive cells were the predominant cells
in the repaired area of the apex in the P1 group due to
the small, but noticeable, collagen fibers along the
repaired area, demonstrating that this is not a complete
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Table 2. Biometric and hemodynamic parameters of sham animals, P7 and P1 under stress.

SHAM P7 P1 ANOVA (P value)

Hemodynarmics

HR 221 =028 4.13 £ 0.77 973 0.24

LVSP 47.2 £ 1.3 53722 534 1.3 0.28

co 175 £12.5 589+ 9.8 258 + 11.6 0.06

EF 3572 £ 66 5133 + 68 3044 + 95 0.17

+dP/dtmax 519 =87 4726 + 53 451 £ 64 0.82
dPfdtmax Bl1.2 4+ 11.5 92 4125 Le P S A 0.79

HR, heart rate; LVSP, left ventricular (LV) systolic pressure; CO, cardiac output; EF, ejection fraction; +dP/dtmax and —dP/dtmax, maximal rate
of LV pressure increment and decrement, respectively.
Values are means + SEM and indicate the percentage of change from baseline.
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Figure 5. Linear regression curves of the strake work as a function of increment in systolic pressure. Data are expressed as percentage average
change of baseline values for all experimental groups.

Interstitial collagen (% of area) ()
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=

Figure 6. Interstitial collagen fiber quantification into heart coronal sections from P71 and P7 60 days of resection surgery according the
Picrosirius method. Images indicate Picrosirius—hematoxylin (A, C, and E) and Ficrosirius—hematoxylin under polarized light (B, D, and F). (G)
Bars indicate mean percentage of collagen fibers {mean = SEM) of sham (n = €), P1 {n = 5) and P7 {n = 6). *P < 0.05 versus P7.
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regenerative process. In contrast, when the injury was
produced a few days later, in P7 animals, the reparative
process was primarily via collagen fiber deposition and
scar formation, even though small clusters of cardiac Tro-
ponin I-positive cells were seen in the repaired apex
(Fig. 2). QOur findings indicate that tissue restoration is
not complete, but it is more comprehensive in 1- versus
7-day-old rats. In addition, there is apparent gross tissue
architecture disarrangement in the P1 group as indicated
by the lack of uniform alignment of the cardiac Troponin
I- and Connexin 43-positive cells (Figs. 2, 6). These find-
ings appear less robust than the ones reported in the ori-
ginal publication using 15% apex resection in mice
(Porrello et al. 2011b) and contrast with the complete
lack of cardiac repair reported by Andersen et al. in mice
submitted to 10% apex resection (Andersen et al. 2014).
One may speculate that the neoformation process is
incomplete, because the majority of cardiomyocytes exit
from the cell cycle early afier birth (Li et al. 1996;
Pasumarthi and Field 2002; Ahuja et al. 2007), and the
remaining ones that hold this potential for the first few
hours after birth might not be sufficient in number to
provide complete restoration of the injured tissue. These
observations prompted us to explore whether the vascular
supply was compromised and the influence of the early
repair on later overall cardiac function during adulthood.
It is important to bear in mind that the relative injured
drea (between 16-18%) at the beginning of the protocol
is significant, but at 60-day-old animals, it is most likely
irrelevant due to the large change in heart size between
newborns and adult animals. Thus, the long-term conse-
quences observed may reflect differences in the initial
reparative processes triggered in 1- or 7-day-old rats, and
how these events contributed over time to minimize the
initial damage while the organ was still growing. In this
regard, the data from the tissue perfusion assessments,
performed twice in each animal at 21 and 60 days post
injury, are presented in relation to the viable remote tis-
sue at cach data point in all groups to minimize bias
associated with the significant differences in heart weight
at 21- and 60-day-old animals. This method of analysis is
used to evaluate global perfusion in myocardial infarction
both in experimental and clinical studies (Acton et al
2006; de Oliveira et al. 2013). Since fibrosis replaces via-
ble muscle tissue, SPECT imaging with [*™T¢]Sestamibi
is used clinically to estimate the infarct size, because the
collagen area lacks tracer uptake (Gibbons 2011). The
data analysis was performed blinded using 17 segments of
the whole heart by Bulls-eye imaging (Nuyts et al. 1989)
from the apex area (five segments) and from remote area
(12 segments) of the same animals at 21 and 60 days after
surgery. Indeed, SPECT scanning revealed an imbalance
in the vascular supply in the healed tissue of both P1 and
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P7 groups at 21 and 60 days after surgery. In P7 group,
the lack of cardiomyocytes and potential inadequate neo-
angiovasculogenesis are consistent with the lower tracer
uptake. In contrast, the hypoperfusion in P1 was not
anticipated despite scarce collagen deposition in the
regencrated area. One may speculate that in addition to
inadequate blood supply, the neoformed cardiomyocytes
may also display functional metabolic abnormalities.

The echocardiographic analysis under basal hemody-
namic conditions has traditionally been the method of
choice to evaluate cardiac function outcomes in gene/cell
therapy approaches post-MI. However, we have previ-
ously demonstrated that rats that undergo experimental
MI affecting a large (35-45%) area of the left ventricle
indeed display normal hemodynamic parameters assessed
by both noninvasive as well as direct intracardiac
pressure/volume determination values. Under these condi-
tions, the rodent, unlike humans, will display compro-
mised cardiac function only under pharmacologic stress
(Nakamuta et al. 2009; Danoviz et al. 2010; Goncalves
et al. 2010; dos Santos et al. 2010). Indeed, the results
show that under basal conditions, cardiac global parame-
ters in adult animals were unchanged in &l groups using
direct hemodynamic assessment (Table 1). In contrast,
upon pharmacologic afterload stress the cardiac response
was compromised in the P7 and preserved in the PI
group (Figs. 4, 5). The preservation of cardiac function in
P1, despite apex hypoperfusion, may occur due to a
favorable combination of the replacement of functional
cardiomyocytes and the absence of significant and rigid
fibrotic tissue in repaired apex with no significant com-
pensatory remodeling of the heart. On the other hand,
lack of early cardiomyocyte formation and fibrosis scar in
P7 led to unfavorable outcomes after phenylephrine
administration, such as increased LVEDP, revealing ejec-
tion deficit, as commonly shown in myocardial infarction
accompanied by elevated LVEDP (Iskandrian et al. 1981).
This is consistent with the diminished ESPVR, indicating
decreased systolic performance in the P7 group, which
also displayed an increased slope in the end-diastolic P~V
relationship, suggesting increased chamber stiffness, corre-
lated with increased interstitial collagen fibers in P7 after
60 days.

The findings of the present study give support to the
idea that cardiac repair occurs transiently after birth. The
repair response, albeit not complete and accompanied by
tissue hypoperfusion, rendered the tissue functional even
during stress in adult rats, long after the initial events
took place. These results are not readily translated to
adult cardiac repair strategies, but indicate the usefulness
of the model to gain insight into postnatal mechanisms
of cardiac repair. Magnetic resonance imaging was per-
formed immediately before and after injury to ensure that
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16-18% of the LV from minute newborn rats indeed is
excised despite the fact that the interior of the LV cham-
ber is exposed. If the chamber is not properly scaled, as
occurs in few animals, immediate death ensues due to
large blood losses in the first few heartbeats after injury
and this specific issues may be further explored to recon-
cile inconsistent findings using variations of this model.

Taken together, we provide, for the first time to rat,
evidence that one-day-old animals display early repair
capacity after apex resection and this response is lost in
one-week-old animals similarly described for mice. The
repair response is associated with long-term preservation
of overall cardiac function, despite the fact that repair is
incomplete and there is tissue hypoperfusion at 21 and
60 day post injury. These findings underscore the com-
plexity of the early events associated with the cardiac
healing and long-term impact that they may have on
preservation cardiac function.
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