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RESUMO

Azambuja AP. Mecanismos embrionarios de diferenciacdo de precursores
coronarios: principios para aplicacdo em terapia celular [Dissertagdo]. Sao Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

Os vasos coronarios derivam do proepicardio (PE), uma estrutura embrionaria
transitéria formada por precursores do epicardio e dos constituintes de vasos
coronarios, as células endoteliais e musculares lisas (CoSMC). In vivo observa-se
um marcante atraso entre a diferenciacdo endotelial e a integracdo de CoSMC
diferenciados a parede do vaso. Os mecanismos que controlam o atraso entre a
formagao de tubos endoteliais e a diferenciagdo de CoSMC in vivo ainda ndo sao
conhecidos. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi identificar os mecanismos que
inibem a diferenciacdo a CoSMC in vivo. Baseados na perda progressiva da
expressao de raldh2, a principal enzima de sintese de acido retindico (AR), nos
exploramos a sinalizacdo por AR como um possivel inibidor da diferenciagédo a
CoSMC. Através de um vetor adenoviral ndo replicativo de expressao de raldh2 e da
inibicdo in vivo da sintese de AR nds demonstramos que a sinalizacao por AR
bloqueia a diferenciacdo a CoSMC dos precursores coronarios. Nés também
identificamos o VEGF como um fator chave no controle da diferenciacdo a CoSMC.
Em conjunto, nossos dados suportam o modelo que a sintese de AR e VEGF
durante o desenvolvimento cardiaco foi co-optada para o bloqueio da diferenciacédo
a CoSMC até o estabelecimento de uma vasta malha vascular.

Palavras-chave: Acido retindico. Desenvolvimento cardiaco. Coronéarias. Musculo

liso. Endotélio. Terapia Celular.



ABSTRACT

Azambuja AP. Embryonic mechanisms of coronary precursor differentiation:
principles for cell therapy [Ph.D. Thesis]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2009.

Coronary vessels derive from the proepicardium, a transient embryonic structure
formed by precursor cells of the epicardium, and the constituents coronary vessels
such as endothelial and smooth muscle cells (CoSMC). In vivo there is a clear gap
between the endothelial differentiation and the integration of differentiated CoSMC
into the endothelial tubes. The mechanisms underlying the delayed in vivo CoOSMC
differentiation have not been addressed. Based on the progressive loss of expression
of raldh2, the main retinoic acid (RA) synthesizing enzyme during coronary precursor
differentiation, we explored the RA signaling as a possible candidate inhibitor of
precocious CoSMC differentiation. Using a nonreplicative adenoviral raldh2
expression system and in vivo inhibition of RA synthesis we showed that RA
signaling act as a brake to slow coronary smooth muscle differentiation in PE-derived
cells We also identified VEGF as key factor acting on the control of CoSMC
differentiation. Together our results support a model that AR and VEGF synthesis
during cardiac development was co-opted to block the CoSMC differentiation of

coronary precursors before an extensive endothelial network of tubes is established.

Key Words: Retinoic acid. Heart development. Coronary. Smooth muscle.

Endothelium. Cell therapy.



1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA



O coracao dos vertebrados é um 6rgao complexo, formado por diversos tipos
celulares que apresentam fungdes interdependentes desde o desenvolvimento
embrionario até o funcionamento do érgao no individuo adulto. Nos ultimos anos
grandes avancgos foram alcancados no que diz respeito a compreensdao dos
processos envolvidos no desenvolvimento cardiaco. Para tanto diversos modelos
animais foram empregados, de invertebrados como a mosca da fruta, Drosophila
melanogaster, a vertebrados como peixes, aves e mamiferos, levando ao
reconhecimento de diferentes vias genéticas ativadas durante as etapas de
formacao do coracao vertebrado, dos complexos processos morfogénicos atuantes,
bem como dos tipos celulares envolvidos na sinalizacdo ou estruturacdo deste
orgao.

Por uma visdo aplicada, tais avancos tém aberto novas perspectivas de
intervencado e prevencao de diversos tipos de cardiopatias. Assim, esta relacao
entre a pesquisa basica e a aplicada tem possibilitado, por exemplo, a identificacao
de candidatos a efetores ou moduladores de cardiopatias congénitas, entre os
diversos genes envolvidos no desenvolvimento cardiaco, ou ainda, tendo como
base os processos celulares que ocorrem durante a formacao deste érgao, projetar
acbes para a intervencdo no remodelamento tecidual inerente a doencgas

cardiovasculares.

Entre tais perspectivas, a utilizacao de células pluripotentes, como as células
tronco por exemplo, em casos de doencas cardiovasculares — a Terapia Celular
Cardiaca — vem sendo intensamente explorada, visando tanto a recuperacdao da
contratilidade pela ampliagdo da malha circulatéria quanto pela adicdo de miécitos

sadios em casos mais graves.

Entretanto, diferentes protocolos experimentais e clinicos de terapia celular
cardiaca tém apresentado eficiéncia modesta, com beneficios transitérios (Dimmeler
e Zeiher, 2009). Ainda, ha pouca evidéncia de que estes beneficios estejam
associados a diferenciacdo das células administradas em tipos celulares Uteis ao
coracdo (Reinecke, et al., 2008). Estes fatos indicam a necessidade de um
aprimoramento dos protocolos de revascularizacdo cardiaca no que se refere ao
tipo celular a ser utilizado, ao seu potencial vasculogénico/miogénico e, ao nimero e

forma de administracdo destes tipos celulares.



Outro ponto importante a ser levantado em relacdo a técnicas de terapia
celular em geral diz respeito a caracteristicas inerentes das células-tronco. Entre
tais caracteristicas as mais marcantes sao (1) a sua potencialidade (amplo potencial
de diferenciacdo a diferentes linhagens celulares) e (2) a sua capacidade
proliferativa. No contexto terapéutico, no entanto, estas caracteristicas podem
representar o lado negativo da terapia celular: (1) a potencialidade de diferenciacao
pode levar a formacao de tecidos contendo representantes de varias linhagens
germinativas, o que pode ser deletério a fungcdo cardiaca; e (2) a capacidade
proliferativa pode resultar em um efeito tumorigénico. Este risco abre a perspectiva
da utilizagcdo em terapia celular de células mais especificas para cada obijetivo
terapéutico, ou seja, a utilizacdo de células precursoras, com um potencial de
diferenciacdo menor, porém previamente definido e direcionado para cada
necessidade terapéutica.

Com isso, tendo em vista a futura utilizacdo deste conhecimento no
incremento das técnicas de revascularizacdo cardiaca, se faz necessaria a
exploracdo da biologia do desenvolvimento do coragdo e da circulagdo coronaria
visando compreender o processo de formacdo das coronarias e os fatores
envolvidos na diferenciacdo das células precursoras destes vasos, identificando

assim possiveis modelos aplicaveis a terapia celular.

Dentro deste contexto, as células precursoras da circulagdo coronaria,
provenientes da estrutura embrionaria conhecida como proepicardio (PE), vém
sendo classificadas como células multipotentes, sendo o seu potencial
vasculogénico e angiogénico explorado em diversos sistemas. Tendo esta
potencialidade em vista e, considerando que a sua utilizacdo como modelo
terapéutico de angiogénese coronaria depende do profundo conhecimento dos
mecanismos adotados por estes precursores, este trabalho buscou identificar os
fatores que modulam o destino celular das células derivadas do PE, controlando
assim a sua diferenciagdo e possibilitando a formagdo de uma ampla malha
circulatéria responsavel pela irrigacao do coracao.



1.1 Embriogenia vascular

O sucesso do desenvolvimento embrionario depende diretamente do
estabelecimento de uma malha vascular e do transporte de nutrientes e metabdlitos
para os diferentes tecidos em formacdo no embrido. Nesta secdo serao
apresentados os eventos que levam, ja em estagios precoces do desenvolvimento
embrionario, a formacdo de um plexo vascular primitivo, assim como eventos
responsaveis pela aquisicdo da identidade vascular e pela estabilizacado do vaso

sanguineo.

1.1.1 De precursores mesodérmicos a malha vascular

As primeiras evidéncias do inicio do desenvolvimento de elementos
vasculares sao observadas concomitantemente a formacdo do primeiro par de
somitos. Neste estagio, com a formacao da mesoderme lateral do saco vitelinico,
sob a influéncia da endoderme, precursores provenientes do epiblasto se
diferenciam em aglomerados solidos — as ilhotas sanguineas — onde uma massa
interna de células hematopoiéticas é recoberta por células achatadas que se
tornardo células endoteliais [revisado por (Risau e Flamme, 1995; Flamme, et al.,
1997)].

Assim, o0 primeiro passo para a formacdo de uma malha vascular é a
diferenciacdo de células endoteliais a partir de precursores mesodérmicos
conhecidos como angioblastos. Ao processo caracterizado pela diferenciacao in situ
de angioblastos a células endoteliais dando inicio a vascularizacdo pela formacao
de ilhotas sanguineas de um tecido da-se o nome de vasculogénese [revisado por
(Risau e Flamme, 1995)]. Na sequUéncia, esta malha primitiva é prontamente
expandida e remodelada pelo processo de angiogénese, que marca a ramificacao
do tecido endotelial pré-existente (Flamme, et al, 1997). O processo de
angiogénese é reconhecido em diversos tipos de tecido e ocorre pela liberacdo de

mitdgenos e moléculas atrativas a células endoteliais promovendo a ramificacdo e
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expansdao do plexo vascular (Flamme, et al, 1997). Portanto, durante o
desenvolvimento os vasos sanguineos podem ser formados por dois processos: (1)
a vasculogénese, formacado de tecido vascular a partir de precursores
mesenquimais e (2) a angiogénese, formacdo de novos vasos pela expansao e

ramificacdo de vasos pré-existentes.

Durante a génese do sistema cardiovascular é interessante notar que existe
uma clara divisdo entre as células provenientes da mesoderme recém formada que
dardo origem aos precursores cardiacos (mesoderme anterior) e os precursores de
vasos e sangue (mesoderme posterior). Esta separacao parece estar relacionada a
fatores expressos pela endoderme anterior. Assim, a auséncia de sinalizagao por
moléculas da familia wnt, tanto pela ndo expressao destes genes, quanto pela
expressdao de inibidores da via wnt na endoderme anterior, desencadeia, na
mesoderme anterior, o programa de diferenciacdo cardiaca (Marvin, et al., 2001).
Esta dicotomia pdde der demonstrada (1) pela inducdo de genes cardiaco
especificos na mesoderme lateral posterior pelo inibidor da via wnt, dkk-1, e (2) pela
formacao de eritrécitos precoces na mesoderme pré-cardiaca através da super
expressao de wnt-3a e wnt-8c (Marvin, et al., 2001).

Outro fator crucial em todas as etapas do desenvolvimento vascular é fator de
crescimento de endotélio, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Sua
importancia é demonstrada pelo fato de que o receptor de maior afinidade ao VEGF,
o receptor tirosina quinase VEGFR-2/FLK-1, € o primeiro marcador molecular da
linhagem celular hemangioblastica (Yamaguchi, et al., 1993). Ainda, a delecédo de
um unico alelo de vegf leva a formacao anormal de vasos sanglineos e a letalidade

em embrides de camundongo (Carmeliet, ef al., 1996; Ferrara, et al., 1996).

1.1.2 Identidade vascular

A aquisicdo da identidade vascular, arterial ou venosa, € um assunto que tem
sido amplamente explorado nos ultimos anos. Estas pesquisas tém demonstrado
que o aparecimento desta identidade precede o inicio da circulacao sanguinea local
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e diferencas fisiologicas como oxigenacdo e pressdao sanguinea. Com isso,
marcadores moleculares tém sido identificados, demonstrando diferencas de
expressao génica precoces entre artérias e veias. Entre tais marcadores pode-se
citar a expressao de genes de ligantes transmembranicos da familia das ephrins e
seus receptores. Wang e colaboradores (1998) demonstraram que enquanto ephrin-
B2 é expressa no endotélio de artérias, seu receptor, eph-B4, é expresso no
endotélio de veias em estagios precoces de angiogénese. Além disso, os autores
sugerem que a presenca destes marcadores € necessaria a manutencdo dos
fenotipos arteriais € venosos e que sinalizagao reciproca entre estes dois tipos de
vasos é crucial a morfogénese da malha capilar (Wang, et al., 1998).

Entretanto, evidéncias sugerem que 0s mecanismos iniciais de especificacao
destes dois tipos vasculares envolvem, por um lado, (1) a sinalizagao via o receptor
NOTCH e seus ligantes DELTA e JAGGED, que atuariam na especificacdo do
fenotipo arterial (Lawson e Weinstein, 2002) e, (2) a ativacdo do receptor nuclear
COUP-TFII, que atuaria como um regulador do fendtipo venoso pela inibicdo da
sinalizacao por NOTCH (You, et al., 2005).

1.1.3 Diferenciacao de células musculares lisas

Outro momento importante no desenvolvimento vascular é a estabilizacao do
vaso, caracterizada pela constdncia no diametro da luz, salvo alteracdes
fisiolégicas, pelo recrutamento de outros tipos celulares (células musculares lisas e
fibroblastos) para a composicao da parede de vaso e pelo ndo aparecimento de

novas ramificacoes.

As células musculares lisas, nos vasos maduros, sao células altamente
especializadas que apresentam a capacidade de contracdo, regulando assim o
didmetro do vaso, a pressdo sanguinea e a distribuicdo do fluxo sanguineo
[revisado por (Owens, et al, 2004)]. Diferentemente de células musculares
cardiacas e esqueléticas, que sao terminantemente diferenciadas, as células
musculares lisas podem sofrer mudancas fenotipicas de acordo com diferentes
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condicoes fisiolégicas ou patoldgicas. Assim, as células musculares lisas com
capacidade contratil, caracterizadas por um repertério de proteinas contrateis e
canais iGnicos, e pela baixa capacidade proliferativa e sintética, podem assumir um
fendtipo semelhante ao encontrado durante o desenvolvimento inicial do vaso,
caracterizado por altos indices de proliferacdo, migracdo e producdo de matriz
extracelular e baixa capacidade de contracdo decorrente da regulacdo negativa de
proteinas contrateis (Owens, et al., 2004; Yoshida e Owens, 2005).

O processo de recrutamento de precursores musculares lisos pelas células
endoteliais e de diferenciacdo aos varios tipos de células musculares lisas ndo esta
completamente elucidado. Entretanto trabalhos tém demonstrado a participacado da
sinalizacao por Angiopoietina e seu receptor TIE-2 neste processo (Davis, et al.,
1996; Suri, et al., 1996). No modelo proposto por Folkman e D’Amore (1996) a
producédo de Angiopoietina-1 por células mesenquimais ativaria receptores TIE-2 no
endotélio levando a producéo e liberagao de sinais de recrutamento destas células
mesenquimais. Entre tais possiveis fatores figuram o PDGF-BB (Platelet-Derived
Growth Factor) e o HB-EGF (Heparin Binding EGF-like Growth Factor). Ainda
segundo este modelo, apds o contato da célula mesenquimal com o endotélio,
haveria a ativacdo da sinalizacdo por TGF-B (Transforming Growth Factor)
responsavel pela diferenciacdo da célula mesenquimal a célula muscular lisa e pelo

estimulo a deposicdo de matriz extracelular (Folkman e D'Amore, 1996).

Outro ponto ainda nao elucidado, diz respeito aos fatores envolvidos no
processo de alternancia dos fendtipos contréatil e secretor/proliferativo. Evidéncias
provenientes principalmente de experimentos in vitro apontam que este processo
envolve a expressao do fator de transcricdo SRF (Serum Response Factor) que se
liga a SREs (Serum Response Element) presentes em uma série de genes
marcadores de célula muscular lisa como a-actina de musculo liso (SMaA), SM22a,
calponina, caldesmon (Landerholm, et al., 1999) e também em genes envolvidos
com a proliferacdo celular (Du, et al., 2003; Wang, et al., 2004). E descrito que a
alternancia entre o fenétipo contratil e proliferativo das células musculares lisas é
dependente da formacao de complexos protéicos, SFR/ELK1 ou SRF/Miocardina,
nos SREs, respectivamente. Assim, a ligacdo de SRF ao coativador Miocardina é
necessaria e suficiente para a ativacdo da transcricdo de marcadores de
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diferenciacao (proteinas contrateis) (Du, et al., 2003; Wang, et al., 2004). Por outro
lado, quando ha a sinalizacdo por PDGF ou soro, a fosforilagdo do fator de
transcricdo ELK1 desloca a Miocardina do complexo, bloqueando a transcricdo de
genes de diferenciacdo e permitindo a proliferacdo deste tipo celular (Du, et al.,
2003; Wang, et al., 2004).

1.2 Embriogenia cardiaca

O desenvolvimento cardiaco se caracteriza por ser um processo complexo,
dependente da interacido de diversas familias génicas e da participagcdo de
diferentes tipos celulares integrados em eventos morfogénicos continuos. Outra
caracteristica importante da formacdo do coracdo, é que este 6rgdao se forma
inicialmente de maneira isolada, sendo secundaria a sua integracdo a malha
vascular pré-existente. Com isso, nesta secdo serdo abordados, de maneira
resumida, os processos responsaveis pela formacdo do coracdo tubular e sua
integracdo a malha vascular, assim como os eventos morfogénicos que levam ao
aumento de complexidade do coracdo levando a formagdo de um érgao

multicameral.

1.2.1 De precursores ao tubo cardiaco

De maneira sintética, pode-se afirmar que o0s primeiros eventos
especificamente relacionados ao desenvolvimento cardiaco tém inicio durante a
fase de gastrula. Durante este processo, responsavel pela formagdo dos trés
folhetos germinativos — ectoderme, mesoderme e endoderme (Stern, 2004) — os
precursores cardiacos, inicialmente localizados bilateralmente no terco posterior do
epiblasto, em uma organizagdo médio-lateral, ingressam pela fenda primitiva

constituindo o mesoderma pré-cardiaco (Gannon e Bader, 1995). E interessante
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notar que é nestes estagios precoces do desenvolvimento cardiaco que ocorre a
particao destes precursores cardiacos em linhagens independentes de precursores
musculares e de precursores endocardicos (Mikawa, 1998).

A expresséao dos primeiros marcadores moleculares que permitem diferenciar
0s precursores cardiacos tem inicio ap6s a migracdo do mesoderma pré-cardiaco
em direcao anterior e lateral formando o crescente cardiaco. Entre tais marcadores
pode-se destacar: os fatores de transcricao GATA4, NKX2.5, TBX5 e MF2C (Brand,
2003).

Durante este estagio, os precursores cardiacos sao padronizados em relacao
aos eixos antero-posterior e direita-esquerda. Acredita-se que o acido retindico (AR)
tenha um papel crucial no estabelecimento do eixo antero-posterior (Niederreither,
et al., 1999; Xavier-Neto, et al., 2000). Em um primeiro momento, a sintese AR por
tecidos posteriores ao campo cardiaco atuaria na especificacdo dos precursores
posteriores (seio venoso e atrios), enquanto que o avanco anterior desta sintese,
marcado por uma onda caudo-rostral da enzima-chave na sintese de AR -
RALDH2, confere a estes precursores posteriores a capacidade de sintese de altos
niveis de AR, determinando seu destino posterior (Hochgreb, et al., 2003). Assim,
neste momento, os precursores cardiacos podem ser reconhecidos de forma
organizada no crescente cardiaco, onde os precursores do tronco arterial e venosos
assumem posicoes mais anteriores no crescente, enquanto que 0S precursores
arteriais e do seio venoso se encontram em uma posicado mais posterior. Esta
padronizacdo antero-posterior é importante para a integragdo do coragdao na
circulagdo embriondria pré-existente, uma vez que leva a uma correta conexao de
segmentos de influxo (seio venoso e atrio) ao sistema venoso e segmentos de

efluxo (ventriculos e tronco arterial) ao sistema arterial (Hochgreb, et al., 2003).

Paralelamente aos processos de padronizagcdo do campo cardiaco, tem inicio
um processo de transformacdo do mesoderma cardiaco de mesénquima a epitélio.
Este processo é acompanhado pela perda da expressdo de N-caderina pelos
precursores endocardicos e o deslocamento destes precursores 0 que leva a
formacdo de um tubo endocardico interno recoberto por um manto de miocardio
externo (Linask, et al., 1997). Acompanhando o processo de dobramento lateral do

corpo do embrido, ha a fusdo dos tubos endocardicos laterais formando o tubo
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cardiaco composto por uma camada tubular interna de endocardio, um manto
externo de miocardio e uma camada intermediaria, a geléia cardiaca (Kaufman e
Navaratnam, 1981; DeRuiter, et al.,, 1992). O tubo cardiaco que se forma com a
fusdo é delimitado anterior e lateralmente pelo manto miocéardico e dorsalmente pelo

endoderma do intestino anterior.

1.2.2 Do coracgao tubular a camaras cardiacas

O recém formado tubo cardiaco ja apresenta funcdo contratil, porém, se
assemelha muito mais a um tubo peristaltico que a um 6rgao complexo formado por
multiplas camaras. Com isso, apds a formacao do tubo cardiaco, este passa por
uma série de processos dindmicos que o transformardo em uma estrutura complexa
capaz de atender a demanda do embrido em desenvolvimento e do organismo
adulto. O primeiro destes eventos morfogénicos é um dobramento do tubo para o
lado direito posicionando os precursores do ventriculo sistémico do lado esquerdo
do embrido. A este processo segue-se 0 processo de convergéncia, que se
caracteriza pela migragdo anterior do atrio comum e do seio venoso sobre os
ventriculos. O terceiro evento marca o posicionamento dos coxins do tronco arterial
entre as valvas do canal atrio-ventricular e é conhecido como encaixamento em
cunha (Figura 1) (Kirby e Waldo, 1995; Manner, 2000).

Concomitantemente a estes eventos morfogénicos uma série de outros
eventos ocorre no coracao levando a um marcante aumento da complexidade deste
orgao. Entre tais eventos podemos citar a génese da circulacdo corondria e o
espessamento da parede miocéardica, que serdo discutidos com maiores detalhes
posteriormente, a formagdo de septos e valvulas, e o advento do sistema de

condugao.
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Coracao tubular Curvatura Convergéncia Encaixamento

Figura 1. Eventos morfogénicos do desenvolvimento cardiovascular. A conversdo do coragao
tubular em um érgdo multicameral se inicia com a contorgdo do tubo cardiaco para a
direita (curvatura), que posiciona os precursores do ventriculo direito e conotronco a
direita e os precursores do ventriculo sistémico a esquerda. A convergéncia é a migracao
anterior do atrio comum e dos seios venosos sobre os ventriculos, enquanto que o
encaixamento em cunha é o posicionamento dos coxins do tronco cardiaco exatamente
entre os primérdios das valvas tricUspide e mitral.

1.3 Desenvolvimento coronario

Durante a  histéria evolutiva dos vertebrados, estes organismos
desenvolveram duas maneiras de oxigenar o miocardio: (1) através de canais que
facilitam a troca entre o sangue presente no limen do coragdo e o seu miocardio
esponjoso e (2) através de vasos — as corondrias — capazes de levar o sangue

ricamente oxigenado a um miocéardio compacto (Farmer, 1999).

Assim, pode-se observar que durante as etapas iniciais do desenvolvimento
embrionario de aves e mamiferos toda a nutricdo do tecido miocardico ocorre pela
difusdo através do endocérdio, entretanto, com o aumento de complexidade deste
o0rgdo e com o0 aumento da espessura do miocardio esta difusdo torna-se
insuficiente. Com isso, a hipdéxia do tecido cardiaco funciona como um gatilho
molecular para o inicio do desenvolvimento da circulagdo coronaria do embridao, um

sistema vascular capaz de garantir ao miocardio a irrigacdo necessdria ao seu
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desenvolvimento e funcionamento’.

Tendo como base o desenvolvimento de aves nesta secdo seréao
apresentados, de forma geral, os eventos morfogénicos que levam a formacao
desta malha vascular, enquanto que as bases moleculares destes processos serdo
discutidas em secdes posteriores.

1.3.1 O proepicardio

O inicio do desenvolvimento coronario € marcado pelo aparecimento de uma
estrutura transitéria no septo transverso, em intimo contato com o canal atrio-
ventricular e o broto hepatico, durante as etapas finais do dobramento cardiaco,
mais precisamente, 9.5 dpc (dias pds coito) em embrides de camundongos e HH16
em embrides de aves (Manner, 1993). Esta estrutura, conhecida como proepicardio
(PE) é formada por uma série de dobramentos mesoteliais da parede do celoma que
recobrem um pequeno grupo de células mesenquimais (Viragh e Challice, 1981).

A importancia do PE foi inicialmente demonstrada por experimentos onde o
contato entre 0 PE e o coracédo foi impedido pela introducdo de um pedaco de
membrana da casca do ovo entre estas estruturas levando a um atraso na formacao
do epicardio, ao desenvolvimento de um miocardio ventricular hipoplasico e a

deficiéncia (subdesenvolvimento) coronaria (Manner, 1993).

Na seqliéncia, uma série de experimentos demonstraram que o PE é uma
estrutura embrionaria transitéria que concentra os precursores do epicardio, a
camada mais externa do coracdo, e das corondrias — as células endoteliais e as
células musculares lisas — e de fibroblastos intersticiais (Mikawa e Fischman, 1992;
Mikawa e Gourdie, 1996; Dettman, et al, 1998; Perez-Pomares, et al., 1998;

" No contexto evolutivo o surgimento das coronarias acompanha a progressiva septagdo ventricular e
a substituicdo de um miocardio esponjoso por um tecido compacto. Estas caracteristicas estdo
relacionadas a transicdo da vida para o ambiente terrestre e o aumento da capacidade de
manutengao de exercicio e podem ser observadas em alguns répteis, em aves e mamiferos(Farmer,
1999).
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Vrancken Peeters, et al., 1999). No coragdo, as células provenientes do PE
contribuem ainda com a formacgao de septos e valvulas, e ainda, com a sinalizacao
para o espessamento da parede do miocardio (discutido posteriormente) e para a
formacao do sistema de conducédo do coracao (Gittenberger-de Groot, et al., 1998;
Chen, et al., 2002; Stuckmann, et al., 2003; Manner, et al., 2005; Eralp, et al., 2006).
Trabalhos recentes tém demonstrado, através de técnicas de cultivo celular e
anélise de linhagem celular (Cre-LoxP?), que o PE nao s6 apresenta capacidade de
diferenciacao a cardiomiécitos in vitro (Kruithof, et al., 2006), como também contribui
substancialmente com midcitos no septo interventricular e nas paredes atrial e
ventricular (Cai, et al., 2008; Zhou, et al., 2008a).

O desenvolvimento coronario representa uma série de processos complexos
e dindmicos que, por razdes didaticas, podem ser apresentados em cinco diferentes
etapas: (1) migracdo de células do PE para o coracéo, (2) formacéao do epicardio,
(3) transformacéao epitélio-mesenquimal e formacdo do espaco subepicardico, (4)
formacdo de tubos endoteliais e (5) diferenciacdo de células musculares lisas
coronarias (CoSMC — Coronary Smooth Muscle Cells). O esquema representado na
Figura 2 resume as diferentes etapas na formacéo das corondrias de embrides de

aves.

1.3.2 Migracao das células do PE para o coracao

Uma série de estudos tem demonstrado a existéncia de dois diferentes
mecanismos de transferéncia das células do PE até o miocardio através da
cavidade pericardica. No primeiro mecanismo, predominante em peixes e alguns
mamiferos, agregados celulares formados pelas vilosidades do PE atravessam
passivamente o fluido da cavidade pericardica alcancando a superficie nua do
miocardio em diferentes pontos, de onde se inicia a migracdo sobre a parede do

2 A técnica de andlise de linhagem celular pelo sistema Cre/LoxP pode ser bastante imprecisa uma
vez que niveis basais de expressao em outros tipos celulares podem levar a expressao génica
indesejada ativando o sistema (Lewandoski, 2001).
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miocardio (Perez-Pomares, et al, 1997; Manner, et al., 2001). Estudos com
embrides de anfibios e aves demonstraram a predomindncia de um segundo
mecanismo de transferéncia de células. Nestes organismos uma ponte de matriz
extracelular se forma entre o PE e o coracdo, o que permite a ligacdo direta de
vilosidades desta estrutura com o miocardio (Manner, et al., 2001; Nahirney, et al.,
2003). Segundo Nahirney e colaboradores (2003) esta ponte de matriz extracelular
€ rica em proteoglicanos tipo heparam sulfato. Com isso, os autores sugerem que
esta ponte poderia atuar ndo somente como uma ligagdo fisica entre as duas
estruturas, mas também como um centro de sinalizacdo e regulagcdo da
transferéncia de células do PE, uma vez que matrizes ricas em proteoglicanos de
heparam sulfato podem atuar também como estoques de fatores de crescimento

com papel em sinalizacao paracrina (Nahirney, et al., 2003).

1.3.3 Formacao do epicardio

Através de interacdes adesivas com o miocardio as células provenientes do
PE iniciam migracao e proliferacao sobre este 6érgao. Este processo culmina com a
criacdo do epicardio, a membrana que recobre externamente o coragdo. Durante a
ultima década, a geracao de animais knockout (animais deficientes na expressao de
determinado gene) foi um passo importante para a elucidacdo da formacédo do
epicardio, bem como das moléculas envolvidas neste processo. Desta forma,
destacou-se a importancia das moléculas de adesao celular VCAM-1, expressa no
miocardio (Kwee, et al., 1995), e a subunidade a-4 da integrina, expressa nas
células derivadas do PE (Yang, et al., 1995), no reconhecimento e migracao das
células do PE sobre o miocéardio, na formagao e manutencdo do epicardio. Animais
deficientes para estas moléculas de adesao perecem por volta de 10.5 dias de
desenvolvimento apresentando fenotipos comuns como ma formagado coronaria,
hipoplasia ventricular e hemorragia intrapericardica como conseqiéncia da nao

formacao do epicardio (Kwee, et al., 1995; Yang, et al., 1995).

19



1.3.4 Formacao do espaco subepicardico

Durante a fase inicial de formacdo do epicardio, as células desta
monocamada apresentam-se diretamente aderidas a superficie do miocardio.
Subsequentemente, entretanto, um espago preenchido por matriz extracelular surge
entre estas duas camadas celulares [revisador por (Wessels e Perez-Pomares,
2004)]. Inicialmente, este espaco subepicardico se forma nas juncdes
atrioventricular, conoventricular e interventricular, surgindo posteriormente ao longo
dos ventriculos e na porcao ventral dos atrios (Perez-Pomares, et al.,, 1997). O
espaco subepicardico é rico em elementos de matriz extracelular como colageno
tipo 1V, fibronectina e laminina (Kalman, et al., 1995). Contudo, a organizacédo desta
matriz € descontinua, observando-se nichos de maior acimulo nas regidées do canal
atrioventricular e do septo interventricular, formando microambientes propicios a
hematopoiese e vasculogénese (Kalman, et al., 1995). Isso se da, provavelmente,
devido ao acumulo de fatores de crescimento produzidos pelo miocardio como
FGFs (Fibroblast Growth Factor), VEGFs, TGFbs e BMPs (Bone Morphogenetic
Protein) (Wessels e Perez-Pomares, 2004).

Em todos os vertebrados estudados, o recém formado espaco subepicardico
€ prontamente povoado por células mesenquimais que, sofrendo drasticas
mudancas em seu citoesqueleto, se destacam do epicardio, em um processo
conhecido como transformacdo epitélio-mesenquimal (Dettman, et al., 1998;
Manner, et al., 2001; Wessels e Perez-Pomares, 2004). Como consequéncia as
células derivadas do epicardio adquirem capacidade migratéria invadindo o
miocardio. E interessante notar que este processo ocorre em estagios precoces a
completa formacgao do epicardio que ocorre em embrides de aves entre os estagios
HH24-25 (Xavier-Neto, et al., 2000; Perez-Pomares, et al., 2002b). Assim ja nos
estagios HH19 e HH23 em embribes de aves é possivel observar células
migratérias derivadas do epicardio invadindo o espacgo subepicardico e o miocardio,
respectivamente (Lie-Venema, et al., 2005).

Os mecanismos inerentes ao processo de transformagdo epitélio-
mesenquimal ainda ndo foram completamente elucidados. Entretanto a expressao
do gene slug no epicardio e em células derivadas do epicardio parece marcar
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células competentes a sofrer tal transformacao (Carmona, et al., 2000) uma vez que
este gene esta relacionado ao processo de transformacdo epitélio-mesenquimal
(Duband, et al., 1995). Ainda, a expressdao da molécula de adesdo BVES em
derivados do PE pode fornecer indicios sofre este processo. Assim, BVES é
encontrado na membrana lateral das células do epicardio, atuando na manutencao
da integridade epitelial deste tecido (Wada, et al., 2001). Porém, respondendo a
sinais provavelmente provenientes do miocardio, determinadas células do epicardio
passam a remover BVES da superficie celular, acumulando-o na regido perinuclear,
desprendendo-se da camada epitelial do epicardio, dando inicio ao processo de
transformacao epitélio mesenquimal (Wada, et al., 2001). Dentre os fatores que
podem estar envolvidos com a sinalizacdo deste processo pode-se citar, FOG-2
(Friend of Gata-2), FGF e VEGF (Tevosian, et al., 2000; Morabito, et al., 2001)

1.3.5 Formacao de tubos endoteliais

A capacidade de formacao de tubos endoteliais pelas células do PE tem sido
muito explorada nos ultimos anos. Ap6s uma série de trabalhos utilizando o sistema
de quimeras codorna/galinha ter demonstrado esta atividade no coracéao
embrionario (Poelmann, et al., 1993; Perez-Pomares, et al., 2002a; Lie-Venema, et
al., 2005), Guadix e colaboradores demonstraram, in vivo, que o PE possui um alto
poder de formacao de vasos em diferentes estruturas embrionarias (Guadix, et al.,
2006). Resultados recentes do nosso grupo tém demonstrado, também, que esta
capacidade é mantida em sitios adultos (Oliveira, dados néo publicados).

Diferentemente do proposto previamente, as coronarias se formam a partir do
processo de vasculogénese (Munoz-Chapuli, et al., 2002), caracterizado pela
diferenciacao in situ de precursores vasculares, formando ilhotas sanglineas que
acabam por se interconectar, formando uma malha vascular [revisado por (Risau e
Flamme, 1995)].

A diferenciacado endotelial e a formacao de estruturas vasculares primitivas

tém inicio assim que as primeiras células mesenquimais sdo observadas no espaco
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subepicardico. Lie-Venema e colaboradores (2005) descrevem as primeiras células
positivas para o marcador endotelial especifico de codornas, QH1, assim como os
primeiros vasos com luz no estagio HH19 na regiao da curvatura interna do coracao
(Lie-Venema, et al., 2005).

Durante os estagios iniciais do desenvolvimento coronario o padrdo de
formacédo dos tubos endoteliais estd diretamente relacionado as areas de maior
deposicao de matriz no espaco subepicardico e conseqliente maior acumulo de
células mesenquimais derivadas do epicardio. Assim, as primeiras células
endoteliais sdo identificadas no coracdo na regido do seio venoso e curvatura
interna, seguido do canal atrio-ventricular e, por volta do estagio HH23-24, estas
células sdo encontradas no miocardio atrial e ventricular (Poelmann, et al., 1993;
Lie-Venema, et al., 2005). A partir do estagio HH32 é observada a conexao do plexo
coronario com o tronco da aorta e o endocardio atrial (Vrancken Peeters, et al.,
1997a; Vrancken Peeters, et al., 1997b), o que leva a um remodelamento e
reorganizagdo da malha vascular por todo o coracdo (Vrancken Peeters, et al.,
1997b).

1.3.6 Diferenciacao de células musculares lisas (CoSMC)

O processo de remodelamento que ocorre na malha vascular corondria a
partir da sua ligagcao com o tronco da aorta € também caracterizado pelo surgimento
de CoSM. A associacao temporal do surgimento de CoSMC com a ligacao da malha
coronaria ao tronco da aorta levou a especulacédo de que o recrutamento deste tipo
celular a parede do vaso estaria relacionado ao do aumento de pressdo e pelo
surgimento de um fluxo sanguineo direcionado na malha vascular. (Vrancken
Peeters, et al., 1997a; Vrancken Peeters, et al., 1997b).

A diferenciacdo a CoSMC ocorre a partir de precursores mesenquimais
provenientes do epicardio. Estudos envolvendo quimeras codorna/galinha indicaram
que a populacao de células invasivas derivadas do epicardio € composta por duas
populacdes: a primeira é responsavel pela disseminagcao de precursores endoteliais,
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enquanto que a segunda € negativa para marcadores endoteliais (Gittenberger-de
Groot, et al., 1998). Tem-se sugerido que esta segunda populacdo daria origem a
CoSMC e a fibroblastos cardiacos (Dettman, et al., 1998; Gittenberger-de Groot, et
al., 1998).

Os mecanismos moleculares envolvidos na diferenciacdo destas células
serdo discutidos posteriormente, juntamente com os provaveis motivos que fazem
com que in vivo, 0s precursores coronarios multipotenciais priorizem a diferenciacao

endotelial retardando a diferenciacdo muscular lisa.
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Figura 2. Etapas na formacao das coronarias. (A) Esquema de um embrido de codorna no estagio
HH16 destacando (azul) o proepicérdio (PE). (B) esquema de um embrido de codorna no
estagio HH18 destacando (azul) a ligagdo do PE ao coragdo em desenvolvimento. (C)
Inicio da formagéao do epicéardio em HH19. Notar que mesmo antes da completa formagao
do epicardio as primeiras células mesenquimais derivadas do PE ja sdo observadas no
subepicardio (Lie-Venema, et al, 2005). (D) conforme a transformacao epitélio-
mesenquimal de grupos de células do epicardio prossegue os primeiros tubos endoteliais
sao observados em HH24 na regido atrio-ventricular (Vrancken Peeters, et al., 1997b). (E)
apenas no estagio HH32 sdo observadas as primeiras CoSMC compondo a parede do
vaso (Vrancken Peeters, et al., 1997b; Vrancken Peeters, et al., 1997a).
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1.4 Mecanismos moleculares do desenvolvimento coronario

Nos ultimos anos tem se acumulado informacao consideravel sobre a biologia
celular e molecular das células do PE e derivadas. Varios mecanismos de
diferenciacdo tém sido sugeridos, assim como tem sido descrita uma série de
marcadores moleculares dos fendtipos precursores e definitivos [revisado por

(Wessels e Perez-Pomares, 2004)].

A complexidade das vias genéticas que envolvem a morfogénese coronaria
vem sendo demonstrada através da convergéncia de fendtipos relacionados ao
desenvolvimento do eixo PE/epicardio em animais deficientes em moléculas
diversas como fatores de transcri¢ao, receptores nucleares e moléculas de adesao.
Entre tais fendtipos pode-se citar: a auséncia de epicardio, ma formacao coronaria,
hipoplasia ventricular e ainda a hemorragia intrapericardica caracterizada pela falta
de conexao entre a malha coronaria (neste caso deficiente) e o tronco da aorta, que
acaba assim por derramar sangue dentro da cavidade pericardica(Kwee, et al.,
1995; Yang, et al., 1995; Tevosian, et al., 2000; Crispino, et al., 2001; Katz, et al.,
2003; Watt, et al., 2004). Esta convergéncia de fendtipos demonstra ainda a
importancia do eixo PE/epicardio na embriogenia cardiaca assim como a
interdependéncia entre os diferentes tipos celulares envolvidos nesta etapa do
desenvolvimento. A Tabela 1 mostra a convergéncia de fendtipos entre animais

deficientes em genes envolvidos com a morfogénese do eixo PE/epicardio.

Nesta secdo serdo abordados os mecanismos moleculares envolvidos nas
diferentes etapas do desenvolvimento coronario, assim como em eventos cardiacos
diretamente dependentes da interacdo com as células derivadas do PE, como o

espessamento da parede ventricular.
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Tabela 1. Modelos animais para alteracées no eixo PE/epicardio.

Gene/
Alteraciao

Fenétipo cardiaco

Fonte

o-4 integrina

Hemorragia intrapericardica, miocardio ventricular
hipoplasico, descolamento do epicéardio e
subdesenvolvimento coronario.

(Yang, et al., 1995)

epo/epor

Miocardio ventricular hipoplasico, descolamento do
epicardio, subdesenvolvimento do espaco
subepicardico e auséncia de estruturas capilares
(coronarias)

(Wu, et al.,, 1999)

ets1,2
(antisense)

Alteracdes no desenvolvimento do miocardio,
hemorragia subepicardica e ma formacgéo
(subdesenvolvimento) e distribuicao da circulacao
coronaria.

(Macias, et al., 1998)

fog1

Hemorragia intrapericardica, hipoplasia ventricular,
defeitos de septagdo ventricular.

(Katz, et al., 2003)

fog2

Hemorragia intrapericardica, miocardio ventricular
hipoplésico e anormalidades (subdesenvolvimento)
corondrias.

(Tevosian, et al., 2000)

gata4

Auséncia de PE, hipoplasia ventricular, defeitos de
septagdo ventricular.

(Crispino, et al., 2001;
Watt, et al., 2004)

rxro

Apoptose do PE, miocardio ventricular hipoplasico,
ma formagéo do epicardio, diminuigdo no numero de
ilhotas sangliineas no espaco subepicardico,

(Sucov, et al., 1994;
Kastner, et al., 1997;
Chen, et al., 2002)

vcam

Miocardio ventricular hipoplasico, defeitos no septo
interventricular, auséncia do epicardio, hemorragia
intrapericardica.

(Kwee, et al., 1995)

wi1

Miocérdio ventricular hipoplasico, hemorragia
intrapericardica, ma formacao do epicardio (epicardio
descontinuo), pequeno numero de células derivadas
do epicardio e auséncia de coronarias.

(Moore, et al., 1999)

ablacao
manual do PE

Miocardio ventricular hipoplasico, atraso na formagao
do epicardio, pequeno numero de células derivadas
do epicardio e deficiéncia (subdesenvolvimento)

coronaria.

(Manner, 1993)

1.4.1 A origem do PE

Apesar de a contribuicdo das células derivadas do PE ter sido intensamente

estudada nos ultimos anos, os fatores e mecanismos envolvidos com a formacao
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desta estrutura durante o desenvolvimento embrionario ainda sao pouco

conhecidos.

Os primeiros passos para a compreensdo da origem do PE vieram da
identificacdo de moléculas marcadoras que possibilitam o reconhecimento das
células do PE desde estagios iniciais do seu desenvolvimento. Assim, nos ultimos
anos diversas moléculas foram propostas como marcadoras da linhagem celular
PE/epicardio, entre elas figuram fatores de transcricado como o WT1 (Wilms Tumor-
1), o TBX18 e a Epicardina (também reconhecida como Capsulina, TCF21 e POD);
moléculas estruturais como a citoqueratina e enzimas como a RALDH2 (Viragh, et
al., 1993; Robb, et al., 1998; Xavier-Neto, et al., 2000; Carmona, et al., 2001; Kraus,
et al., 2001). Apesar de nenhuma destas moléculas apresentarem expressao
exclusiva no PE, a sua combinagdo tem sido usada como padrdo no

reconhecimento das células do PE.

Outro ponto importante no estudo da origem do PE é a sua localizagdo. O PE
se forma a partir do mesotélio do pericardio em intimo contato com o endoderma do
broto hepatico (Manner, 1992; Viragh, et al., 1993; Manner, et al., 2001; Nahirney, et
al., 2003). Baseados na importdncia da interacdo mesoderme-endoderme na
formacao do coracdo (Schultheiss, et al., 1997) e do figado (Duncan, 2003), e
partindo da hip6tese de que o broto hepatico poderia contribuir com a formacao do
PE através da liberagéo de sinais de indugéo, Ishii e colaboradores demonstraram
que, dentro de uma janela temporal especifica, o broto hepatico € capaz de induzir a
expressdao de marcadores de PE como wtl, tbx18 e epicardina em células
mesoteliais. Tal indugdo foi demonstrada tanto in vitro, a partir de co-culturas de
explantes de mesoderme lateral com o broto hepatico, quanto in vivo, a partir do
implante de um broto hepatico de codorna na regiao lateral-posterior de embrides de
galinha (Ishii, et al, 2007). A despeito da ativagdo de genes marcadores da
linhagem do PE, Ishii e colaboradores ndo encontraram caracteristicas morfolégicas
tipicas do PE ou avaliaram a potencialidade das células induzidas.

Recentemente, Zhou e colaboradores demonstraram, através da anadlise de
linhagens celulares pelo sistema Cre-LoxP, que o PE descende de uma populacao
de precursores que expressam nkx2.5 e isl1, marcadores precoces da linhagem
cardiaca. O fato de as células do PE nédo apresentarem expressédo de nkx2.5 e isl1
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sugere que estes precursores nkx2.5+/isl1+ se encontram em uma posi¢ao precoce
na hierarquia do desenvolvimento do PE, anterior a diferenciacao e formacao desta
estrutura. Foi demonstrado ainda que, apesar de as células do PE nao
apresentarem expressdo de nkx2.5, a sua expressdao em células precursoras €
crucial para o correto desenvolvimento desta estrutura. Com isso, este trabalho
sugere que o PE e o coracdo compartiham uma origem comum durante o
desenvolvimento embrionario (Zhou, et al., 2008b). Esta hipdtese é reforgada pela
demonstracdo da capacidade de diferenciacdo das células do PE em cardiomiocitos
in vitro (Kruithof, et al., 2006). Experimentos in vitro de Kruitoff e colaboradores
aproximam ainda mais as linhagens cardiaca e proepicardica. Seus experimentos
apontam que a regido de influxo cardiaca pode ser divida em trés regides distintas
reguladas pela expresséo de diferentes genes das familias bmp e fgf: (1) uma zona
de diferenciagdo miocardica, (2) uma zona de diferenciacao epicardica e (3) uma
zona de transicdo, onde a diferenciacdo, miocardica ou epicardica, é barrada pela
expressao de fgf2 e bmp2 (Kruithof, et al., 2006).

1.4.2 O papel do acido retindico

O AR é um morfégeno lipossoluvel que possui grande importancia em
diversos momentos do desenvolvimento embrionario que vao desde a padronizacao
do eixo antero-posterior do embrido cordado pela regulagcdo de genes da familia
Homeobox (Holland e Holland, 1996) até a padronizacao proximo-distal de membros
de embrides de galinhas (Tickle, et al., 1982). Durante o desenvolvimento cardiaco
o AR também possui um papel importante participando da regulacao de diferentes
processos ao longo de toda a formagdao do 6rgdo como a padronizagdo antero-
posterior do campo cardiaco (Hochgreb, et al., 2003), o espessamento da parede do
miocardio (Chen, et al, 2002; Stuckmann, et al., 2003) e o desenvolvimento
coronario (Perez-Pomares, et al., 2002b).

A sintese de AR nos animais envolve a ingestdo de precursores como 0
retinol (Vitamina A) ou o caroteno uma vez que o AR ndo pode ser sintetizado de
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novo nestes organismos. Resumidamente a via candnica de sintese do AR envolve
duas reacdes de oxidagao sucessivas do retinol. A primeira reacao é reversivel e
leva a formacao de retinaldeido, um composto altamente instavel e toxico. Esta
acao ocorre pela acdo das alcool desidrogenas (ADHSs) ou, alternativamente, pelas
desidrogenases microsomais de cadeia curta (SDRs) [revisado por (Simoes-Costa,
et al., 2008)]. Uma vez que as ADHs possuem um amplo padrdo de expressao,
sendo a ADH3 ubiqua (Molotkov, et al., 2002), todas as células do embrido sao
capazes de sintetizar retinaldeido. Com isso a regulacdo da producao de AR recai
sobre as RALDHSs, enzimas da familia das aldeido desidrogenases responsaveis
pela segunda reacao de oxidacao que transforma o retinaldeido em AR (Zhao, et al.,
1996).

As raldh possuem padrbes de expressdao bem definidos e dinamicos que,
corroborando com a sua importancia no controle da producao de AR, apresentam
grande sobreposicdo com regides responsivas ao AR (Rossant, et al., 1991). Entre
as diferentes raldh identificadas até o momento a raldh2 é a que apresenta maior
importancia durante o desenvolvimento embriondrio, sendo a primeira a ser
expressa em embrides de galinhas e camundongos (Niederreither, et al., 1997). A
importancia da raldh2 é ainda demonstrada pela semelhanca entre os fenétipos
apresentados por embrides submetidos a restricio de AR e por embrides de
camundongo mutantes para esta enzima (Niederreither, et al., 1999).

A disponibilidade de AR pode ser regulada ainda pela degradacao deste
morfégeno por uma classe de enzimas do citocromo P450, as CYP26. Evidéncias
para a acao das CYP26 como agentes protetores a sinalizacdo por AR foram
obtidas através do silenciamento do gene cyp26al em embrides de camundongos,
resultando em problemas de padronizagcédo do tubo neural e reducéo da cauda (Abu-
Abed, et al., 2001). Ademais, a demonstracao de que animais cyp26ai-/- raldh2 +/-
apresentam defeitos mais ténues indica que a reducao na producao de AR é capaz
de, parcialmente, resgatar o fendtipo relacionado a auséncia de
cyp26ai(Niederreither, et al., 2002).

Na célula o AR se liga e ativa receptores nucleares, RAR e RXR, que atuam
como fatores de transcricdo ao se ligarem a elementos responsivos a AR presentes
em regides regulatorias de diversos genes (Chambon, 1996). Estes receptores
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atuam como heterodimeros, RAR/RXR, induzindo o silenciamento de genes pelo
recrutando co-repressores na auséncia de AR ou ainda, ativando a expressao
génica, na presenca de AR pela associacdo a coativadores (Aranda e Pascual,
2001). A grande redundancia entre as variantes de RAR e RXR somado a sua
ampla distribuicdo tecidual indicam que todas as células embrionarias s&o
responsivas ao AR (Dolle, et al., 1994; Cui, et al., 2003).

A Figura 3 resume as vias de sintese, sinalizacao e degradacgao do AR.

Legenda:
Via de Sintese Canonica

Via de Sintese Alternativa

Via de Degradacao

(2)

RALDHs ;Y 9-cis AR
Retinaldeido ===mmp  Acido ._[
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all-trans AR ® 41
-1 | Jore
(9)

Vitamina A
(Retinol)
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Soif s =
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RXR RXR
4-hidroxi AR @ o

all-trans 4-ox0 AR 1 l

Retinil éster 5,6-epoxi AR Nicleo
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1 Regulagao
Génica
I Degradacao l

Figura 3. Metabolismo do acido retindico (AR). Em preto, a via canbnica de sintese do AR. (1) A
vitamina A é obtida através da dieta. A sintese do retinaldeido ocorre pela oxidacao
reversivel catalisada por alcool desidrogenases (ADHSs) ou desidrogenases microsomais
de cadeia curta (SDRs). (2) O retinaldeido é oxidado a AR pelas retinaldeido
desidrogenases (RALDHSs). (3) Apos a sintese do AR, este atua no nucleo da célula se
ligando aos receptores nucleares RAR e RXR, que regulam a expressao génica. Em
vermelho, a via de degradagdo do AR. (5) As CYP26s oxidam o AR a diferentes
metabdlitos como o 4-hidroxi AR, o 4-oxo-AR e o 5,6-epoxi AR. Estes compostos séo
subseqglientemente degradados até se tornarem inativos. Em laranja a via alternativa de
sintese de AR a partir de Bcaroteno.
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1.4.2.1 Proliferacao do miocardio

Durante os estagios iniciais do desenvolvimento do coragdo tubular sua
parede € constituida por poucas camadas de cardiomiécitos. O processo de
espessamento do miocardio tem inicio durante o estagio de dobramento do coracéo
quando a este 6rgao se juntam as células derivadas do PE, dando inicio a formacéao

do epicardio.

Os mecanismos moleculares envolvidos na proliferagdo do miocéardio
comecgaram a ser elucidados na década passada quando Sucov e colaboradores
(1994), buscando compreender o papel da sinalizacédo por AR, demonstraram que
embrides mutantes para o receptor RXRa apresentavam parede ventricular
hipoplasica com defeitos de septacdo ventricular decorrentes da diferenciacao
precoce dos cardiomiécitos da face epicardica (zona compacta) do coracao (Sucov,
et al., 1994). Entretanto, uma série de trabalhos subseqlientes demonstrou que este
feno6tipo ndo é decorrente da perda de RXRa nos cardiomidcitos (Chen, et al., 1998;
Tran e Sucov, 1998; Subbarayan, et al., 2000), no endocardio, ou nas células da
crista neural que também participam do desenvolvimento cardiaco (Chen, et al.,
2002). Com isso as atencdes se voltaram para o epicardio, tecido que apresenta
alta expressao de raldh2 (Moss, et al., 1998; Xavier-Neto, et al., 2000). Em 2002
Chen e colaboradores demonstraram, através da geracao de mutantes condicionais,
que a perda da expressdao de RXRa exclusivamente no epicardio é capaz de
recapitular o fenétipo do mutante RXRa (Chen, et al, 2002). Estes autores
demonstraram ainda que o epicardio, via sinalizagao por AR, libera sinais tréficos
que levam a proliferacdo de cardiomiocitos em cultura (Chen, et al., 2002). De
acordo com estes resultados foi demonstrado que o epicardio € necessario a
proliferacdo do miocardio e que o bloqueio da sinalizacdo por AR inibe tal inducao
(Stuckmann, et al., 2003).

Estes dados, somados a convergéncia de fenotipos apresentados por
animais mutantes para diferentes proteinas como deficiéncia na formacado do
epicardio e a hipoplasia ventricular (ver Tabela 1) levaram a sedimentagdo da
relacao entre o epicardio em formacao, o espessamento da parede do miocardio e a
sinalizacdo por AR. Posteriormente, Lavine e colaboradores (2005) indicaram o
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FGF9 como um forte candidato a ser o fator tréfico liberado pelo epicardio. Esta
indicagao foi baseada nao somente no fato de que este fator de crescimento é
expresso no epicardio, como também nos fatos de que o FGF9 é induzido por AR e
que animais mutantes para Fgf9 apresentam hipoplasia ventricular (Lavine, et al.,
2005).

1.4.2.2 Manutencao do estado indiferenciado

De maneira simplificada, todos os processos envolvidos na formacao das
coronarias ocorrem a partir de um cenario onde 0s precursores coronarios se
encontram em estagio relativamente indiferenciado no epicardio € no espaco
subepicardico, sendo que o processo de diferenciacdo de tais precursores ocorre a
partir do momento em que estas células mesenquimais entram em contato com

sinais provenientes principalmente do miocardio.

Nesses estagios parcialmente indiferenciados, as células derivadas do
epicardio expressam uma série de marcadores caracteristicos como os fatores de
transcricdo SLUG (Carmona, et al., 2000) e ETS (Macias, et al., 1998; Lie-Venema,
et al., 2003) envolvidos no processo de transformacéo epitélio mesenquimal; o
receptor de eritropoetina (EpoR), provavelmente relacionado a resposta de vias
angiogénicas; o fator de transcricao tipo zinc finger WT1 (Wilms’ tumor transcription
factor) (Moore, et al., 1999; Carmona, et al., 2001; Perez-Pomares, et al., 2002b), e
a enzima chave na sintese de AR, a RALDH2® (Moss, et al., 1998; Xavier-Neto, et
al., 2000); além de uma série de moléculas de adesdo como Bves (Reese, et al.,
1999), e a subunidade a-4 de integrina (Yang, et al., 1995). Embora alguns destes

® Enquanto em embrides de aves a expressdo de raldh2 pode ser observada ja no proepicardio
(Xavier-Neto, et al., 2000), em embrides de camundongos esta expressdo somente & aparente no
epicardio (Moss, et al., 1998).
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genes sejam apenas marcadores do fenétipo indiferenciado ou efetores da interacao
adesiva entre epicardio e miocardio, é possivel que RALDH2 e WT1 estejam
envolvidos na manutencdo do estagio indiferenciado ou na regulacdo da
diferenciacao das células derivadas do PE. (Perez-Pomares, et al., 2002b; Guadix,
et al., 2006).

O WT1 é um fator de transcricao do tipo “dedos de zinco”, identificado como
fator candidato no desenvolvimento de um tumor pediatrico renal de alta freqiiéncia
(Little, et al., 1999; Lee e Haber, 2001; Roberts, 2005; Scholz e Kirschner, 2005).
Durante o desenvolvimento embrionario, 0 wt1 apresenta uma ampla expressao
génica, estando envolvido na formacao dos rins, de neurénios, da glandula adrenal
e do epicardio (Moore, et al., 1999; Roberts, 2005). Em animais deficientes na
expressdao de wtl, além da ma formacédo de outros 6rgados, ha diferenciacdo
prematura para musculo liso e crescimento insuficiente da circulagdo coronaria
(Moore, et al., 1999).

Embora animais deficientes para raldh2 perecam antes do estagio de
desenvolvimento das corondrias, ha evidéncias multiplas na literatura de que o AR &
necessario para o desenvolvimento coronario. Animais deficientes em raldh2
apresentam um defeito endotelial intrinseco e animais knockout para RXRa
apresentam um menor numero de ilhotas endoteliais no coragdo (Chen, et al.,
2002).

Evidéncias circunstanciais para esta hipotese também sao encontradas nos
padrées de expressdo destes genes durante o desenvolvimento coronario. Assim,
observa-se uma forte expressdo de WT1 no PE, no epicardio, nas células
subepicardicas, e nas células que invadem o miocardio. E observado um gradiente
decrescente de expressao da face epicardica do coragdao (zona compacta) até a
face endocardica do coracdo (zona trabeculada), onde poucas células WT1-
positivas sdo encontradas. Isso indica que a medida que as células derivadas do
epicardio entram em processo de diferenciagdo, a expressdao de WT1 é
progressivamente perdida (Perez-Pomares, et al., 2002b). Paralelamente, a
expressao de RALDH2 foi demonstrada no PE (em embrides de aves), no epicardio
e nas células derivadas em um padrdao muito semelhante ao de WT1, criando assim,

no espaco subepicardico, um ambiente rico em AR. A exemplo do que ocorre com
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WTH1, a expressao de RALDH2 também se reduz a medida em que 0s precursores
epicardicos penetram no coragcdo e ativam a expressdo de marcadores de

diferenciacao (Perez-Pomares, et al., 2002b).

1.4.3 Diferenciacao dos precursores coronarios

O processo de diferenciacdo dos precursores coronarios tem inicio apés a
transformacao epitélio-mesenquimal e 0 povoamento do espago subepicardico e do
miocardio pelas células derivadas do epicardio. Atualmente, existem elementos
suficientes para se acreditar que os precursores coronarios atuariam de maneira
semelhante a progenitores vasculares bipotenciais (endoteliais/musculares lisos).
Neste modelo os fatores de crescimento VEGF e PDGF seriam cruciais na decisao
do destino a ser tomado por estas células (Munoz-Chapuli, et al., 2002; Guadix, et
al., 2006).

A hipbtese de que as células derivadas do epicardio atuariam pelo menos
como progenitores bipotenciais € reforcada por dados onde progenitores derivados
de células tronco e positivos para a expressao do receptor de VEGF, FLK1, seriam
responsivos tanto a VEGF, quanto a PDGF. Ainda neste modelo, estes fatores
seriam responsaveis pelo destino destes precursores, endotelial ou muscular liso,
respectivamente. Quando cultivados na presenca de VEGF, os progenitores se
diferenciam em células endoteliais, enquanto que, quando cultivados na presenca
de PDGF ou soro, as células sofrem diferenciacdo a células musculares lisas
(Yamashita, et al, 2000). Consistente com esta hipotese, recentemente foi
demonstrada a co-expressao de receptores de VEGF e PDGF nas células
proepicardicas e epicardicas (Guadix, et al., 2006).
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1.4.3.1 Diferenciacao endotelial

A diferenciagcdo dos precursores coronarios ao fenotipo endotelial esta
intimamente relacionada ao espessamento da parede do miocardio e a conseqlente
hipoxia deste tecido (Yue e Tomanek, 1999). Assim, a proliferacdo dos
cardiomiécitos € 0 aumento da espessura do miocardio, estimulada indiretamente
pela sinalizacdo por AR via epicardio, torna insuficiente a difusdo de oxigénio a
partir do endocardio. O desencadeamento da hipoxia do tecido em proliferagéao leva
a expressao de HIF (Hipoxia Inducible Factor) um fator de transcricdo que tem como
alvo, entre outros genes, o vegf (Tomanek e Zheng, 2002). Diversas evidéncias
suportam esta hipotese. Assim, foi demonstrado que, em cultura, a hipoxia leva a
um aumento na proliferacdo e migracdo de células endoteliais a partir de um
explante cardiaco. Ademais este efeito pode ser parcialmente abolido pela inibicdo
da sinalizacao por VEGF (Yue e Tomanek, 1999). Este efeito vasculogénico sobre o
explante cardiaco é também observado pela adicdo de VEGF e/ou FGF-2 em
cultura (Tomanek, et al., 2001b; Zheng, et al., 2001; Tomanek, et al., 2002). A acéo
destes fatores sobre o desenvolvimento coronario parece ser interdependente uma
vez que a inibicdo da acdo de um blogueia o efeito vasculogénico do outro
(Tomanek, et al., 2001b).

Outro papel importante do VEGF durante o desenvolvimento vascular esta
relacionado a aquisicdo da identidade vascular. A sinalizacdo por VEGF atua
positivamente sobre a expressao de genes da familia notch que por sua vez ativa a
expressao de eprinB2 definindo a diferenciacao arterial (Lawson, et al., 2002). Por
sua vez, em células endoteliais venosas expressao de notch € inibida por COUP-
TFII, que ativa EphB4 e a diferenciacdo venosa (You, et al., 2005). E interessante
notar que o nivel de expressdo de VEGF no coracdo tubular de ratos é maior na
zona compacta do miocardio justamente onde ocorre a diferenciacao arterial
(Tomanek, et al., 1999).

Recentemente foi demonstrado que durante o desenvolvimento coronario
diferentes isoformas de VEGF participam do processo de aquisicao da identidade
vascular. Neste modelo as artérias, que se formam na zona compacta do miocardio,
sofrem a influencia dos altos niveis de expressao local de VEGF, principalmente a
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isoforma pouco soluvel VEGF164, desencadeando a cascata de diferenciacdo
arterial. Por outro lado, as veias, que se formam no espaco subepicardico, sofreriam
a influencia da isoforma VEGF120 altamente sollUvel e de baixa expressdo o que
resultaria em baixos niveis de NOTCH pela ativacdo de COUP-TFIl e expressao de
EphB4 (van den Akker, et al., 2008).

1.4.3.2 Diferenciacao de CoSMC

A diferenciacdo a CoSMC e sua incorporacdo a parede do vaso é tardia
durante o desenvolvimento coronario. Como descrito anteriormente, CoSMC séao
identificadas no coragdo apenas apos a ligagcdo da malha coronaria ao tronco da
aorta (Vrancken Peeters, et al., 1997a; Vrancken Peeters, et al., 1997b). Este fato
levou a formulacdo de um modelo onde o aumento de pressao sofrido pelas células
endoteliais com a ligacao a circulagdo sistémica levaria a producao de fatores
indutores da diferenciacdo muscular lisa (Vrancken Peeters, et al., 1997b).

Entretanto, ainda hoje os eventos relacionados com a diferenciacdo muscular
lisa ndo estdo completamente elucidados. Isso ocorre em parte porque precursores
de CoSMC parecem ser regulados de maneira diferente de outras células
musculares lisas. Assim, enquanto é descrito que o PDGF-BB atua na maioria das
células musculares lisas como um potente mitdgeno responsavel pela perda de
expressao de diversos marcadores especificos desta linhagem (Dandre e Owens,
2004), em precursores coronarios este fator € responsavel pela inducdo da
transformacao epitélio-mesenquimal e pela promocédo de moléculas marcadoras
como calponina, SM22a e SMyA (Lu, et al., 2001). Ao encontro destes dados,
recentemente foi descrito que camundongos deficientes do receptor PDGFRp
apresentam uma série de alteracdes coronarias incluindo a completa auséncia de
CoSMC (Mellgren, et al., 2008).

Outro fator que parece possuir um efeito semelhante nos precursores
coronarios € o TGFB. E descrito que o tratamento com TGFB leva a perda de

caracteristicas epiteliais e a diferenciacdo a CoSMC em culturas primarias e
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imortalizadas de células derivadas do epicardio (Compton, et al., 2006; Austin, et al.,
2008). Ainda, camundongos com delecao do receptor TGFBR3 apresentam defeitos
severos no desenvolvimento coronario (Compton, et al., 2007).

De uma maneira geral todas estas vias de sinalizagdo e diferenciacdo de
CoSMC parecem convergir na sinalizacao via SRF uma vez que tratamentos de
explantes de PE com dominantes negativos para este fator bloquearam a expresséo
de marcadores como calponina, SM22a e SMyA sem haver porém, o bloqueio da
transformacao epitélio-mesenquimal (Landerholm, et al., 1999).

1.5 Organizacao temporal da diferenciacao de precursores coronarios: busca
por mecanismos de controle da diferenciacao a CoSMC

Apesar do crescente numero de publicacdes relativas ao processo de
diferenciacdo dos precursores coronarios a CoSMC pouco se sabe sobre os
mecanismos envolvidos no controle desta diferenciagdo. Com isso, o marcante
atraso fisiol6gico entre a formacéao de tubos endoteliais e a diferenciagcdo de CoSMC
se mantém como um dos pontos menos compreendidos do desenvolvimento
coronario. Assim, enquanto in vivo a diferenciagdo muscular lisa somente €
aparente ap6s uma extensiva formacéao de tubos endoteliais (Vrancken Peeters, et
al., 1997a; Vrancken Peeters, et al., 1997b), uma série de fatos indicam a existéncia
de um mecanismo ativo no coracdo embrionario que visa controlar a diferenciacao
muscular lisa precoce permitindo a formagdo e o estabelecimento de uma vasta
malha vascular. Entre estes, pode-se citar: (1) quando o PE é removido do
organismo, e cultivado, uma macica diferenciacio a CoSMC ¢é observada
(Landerholm, et al., 1999); (2) fatores necessarios a expressdo de marcadores da
linhagem muscular lisa estdo presentes no coragdo embrionario em estagios
precoces ao inicio da diferenciagdo muscular lisa (Van Den Akker, et al., 2005;
Noseda, et al., 2006). Estes indicios nos levaram a questionar quais 0s mecanismos
responsaveis por controlar a diferenciagdo muscular lisa durante o desenvolvimento

embrionario.
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Neste contexto, acreditamos que o controle sobre a diferenciacdo muscular
lisa dos precursores coronarios pode ser resultado do equilibrio entre fatores
caracteristicos da célula no seu estado indiferenciado e fatores diretamente
relacionados a sua diferenciagdo a um dos diferentes fenétipos assumidos pelas
células derivadas do PE. Com base nisso, neste trabalho n6s buscamos identificar
0S mecanismos responsaveis por, durante o desenvolvimento coronario, inibir a
diferenciacdo muscular lisa destes precursores permitindo, com isso, a formacéao
prévia de tubos endoteliais.

Nossos candidatos a efetores neste controle foram selecionados a partir da
observacao das duas maiores decisdes a serem tomadas pelas células derivadas
do epicardio: a manutencao de um estado indiferenciado e a “escolha” de qual rota
de diferenciacdo a ser seguida, a endotelial ou a muscular lisa. Assim, neste
trabalho, avaliamos o papel de duas moléculas no controle da diferenciacdo a
CoSMC: (1) o AR, molécula apontada como participante da via de manutencao do
estado indiferenciado dos precursores coronarios (Perez-Pomares, et al., 2002b), e
(2) o VEGF, amplamente reconhecido como forte indutor do fenétipo endotelial
(Tomanek, et al., 2002). A avaliacdo do papel destes dois fatores em abordagens in
vivo e in vitro nos permitiu 0 desenvolvimento de um modelo sélido dos mecanismos
de controle sobre a diferenciacio a CoSMC, preenchendo uma lacuna no
conhecimento do processo de desenvolvimento corondrio e fornecendo bases para

a sua aplicagdo em modelos de revascularizacao cardiaca.
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2 CONCLUSOES



o Caracteristicas tipicas das células do PE, como formagdo de monocamada,
presenca de estruturas migratérias e expressao de citoqueratina, sdo mantidas no
PE em cultura. Entretanto, a cultura do PE é marcada por uma diferenciacéo
precoce de precursores coronarios ao fenétipo CoSMC. De acordo com a expressao
do marcador SMaA dois fenétipos de CoSMC sao reconhecidos: o fenétipo periférico

e o fendtipo denso.

o A existéncia de um controle sobre a diferenciacdo muscular lisa in vivo é
reforcada pelo baixo grau de diferenciacdo muscular lisa encontrado quando o PE é
co-cultivado sobre uma monocamada de cardiomiécitos. Este sistema de co-cultura
parece manter a célula do PE em um ambiente mais préximo ao observado in vivo

orientando-a a diferenciagdo endotelial.

o O AR atua sobre os precursores coronarios in vitro inibindo a expressao de
SMaoA. A reducdo da expressdo de SMaA na cultura do PE ap6s a suplementacao
com AR é decorrente de um bloqueio da diferenciagdo muscular lisa uma vez que o
AR nao apresenta nenhum efeito sobre a proliferacdo de CoSMC ou sobre a morte
celular programada dos precursores coronarios.

J A importancia da sinalizagdo por AR in vivo foi demonstrada pela
diferenciacao precoce dos precursores coronarios a CoSMC no subepicardio em
decorréncia da inibicdo da via de sintese deste morfégeno. Esta diferenciacdo
precoce a CoSMC foi acompanhada da reducéo da expressao de citoqueratina.

o A ativacao da via de sinalizagdo autdcrina de AR, através da super-expressao
de RALDH2 (AdRaldh2eGFP) e da suplementacdo com precursores da via de
sintese de AR inibe a diferenciacdo muscular lisa dos precursores coronarios.
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o O AR inibe a diferenciagcdo muscular lisa dos precursores coronarios através
da sua acdao em duas etapas consecutivas da diferenciacdo dos precursores

coronarios.

o Outro mecanismo embrionario de controle sobre a diferenciagcdo muscular lisa
de precursores coronarios € controlado pelo fator de crescimento VEGF, uma vez
que tanto a suplementacdo com este fator quanto a sua expressdo forcada séo
responsaveis por uma diminuicdo do nimero de CoSMC em cultura.

o Em resumo acreditamos que a célula mesenquimal derivada do epicardio tem
a sua diferenciagcdo muscular lisa bloqueada durante os estagios iniciais do
desenvolvimento coronario em decorréncia dos altos niveis de producao de AR, pela
expressdao de RALDH2 por células do epicardio e dele derivadas, e de pela
producdo de VEGF pelo miocardio. Assim, o AR e o VEGF controlam a
diferenciacao dos precursores coronarios permitindo a formacao inicial de uma vasta
malha vascular acompanhada tardiamente pela diferenciacdo de CoSMC que

passam a compor a parede do vaso.
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