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RESUMO

Oliveira B. Estudo do potencial vascular de precursores de vasos coronarios em sitio
adulto. [Dissertacao (Mestrado em Biologia Celular e Tecidual)]. Sdo Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2011.

O Proepicardio (PE) € uma estrutura transitéria que da origem a todos os
componentes dos vasos coronarios. Para avaliar o potencial vasculogénico do PE
em sitio adulto, nds transplantamos um coragcdo neonatal para o pavilhdo auricular
de um animal adulto. Duas semanas depois, dois PEs de embrides GFP+ foram
transferidos para a superficie deste coragcdo (Grupo A). Em outro grupo, nos
transferimos os PEs diretamente para o pavilhdo auricular (Grupo B). Para avaliar a
incorporacdo de células GFP derivadas dos PEs, e investigar sua possivel
diferenciagdo nds realizamos ensaios de imunofluorescéncia (IF) para GFP em
combinagdo com outros marcadores: Troponina Cardiaca-1 (cTn-1), Alfa Actina de
Musculo Liso (SMaA), PECAM e Oxido Nitrico Sintase Endotelial (eNOS / NOS Il1).
No grupo que recebeu o transplante do coragédo seguido dos PEs a dupla marcagao
para GFP e c-Tn1 mostrou extensa incorporacéo de células GFP+ na periferia do
enxerto cardiaco. No mesmo grupo, imunomarcagao dupla GFP-SMaoA revelou que
as células GFP+ foram encontradas entre a camada de células musculares lisas e o
lumen vascular, sugerindo a incorporacdo das células dos PEs no endotélio
vascular. A contribuicdo endotelial por sua vez foi confirmada nos dois grupos
através de IF dupla com GFP e PECAM, marcador precoce de diferenciagao
endotelial. Imunomarcacao dupla para GFP e eNOS, marcador terminal de células
endoteliais, foi positiva apenas para o grupo A. Dupla IF PECAM/GFP revelou a
presenca de agregados celulares semelhantes a ilhotas sanguineas, compativel com
a diferenciacdo dos precursores coronarios antes da diferenciacdo em endotélio.
Portanto, as células do PE diferenciam-se e, provavelmente, participam do processo
de neovascularizagdo quando transplantadas para sitios adultos. Estes resultados
demonstram que o potencial vasculogénico das ceélulas PE é conservado em sitio
adulto e que nosso modelo € adequado para estudar os mecanismos envolvidos no

desenvolvimento e regeneracgéo vascular.

Palavras-chave: Proepicardio. Vasculogénese. Angiogénese. Endotélio.



ABSTRACT

Oliveira B. Study of the vascular potential of coronary vessel precursors in adult site
[Masters Thesis (Cellular and Tissue Biology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&do Paulo; 2011.

The Proepicardium (PE) is a transient extracardiac structure giving rise to all
components of the coronary vessels. To evaluate the vasculogenic potential of the
PE in an adult site, we transplanted a neonatal heart into the subcutaneous of an
adult ear. Later, two PE from GFP-transgenic mice were transferred to the surface of
this heart (group A). In another group, we transferred the PEs directly into the ear
pinna (group B). To evaluate the incorporation of GFP cells derived from the PE, and
to investigate their possible differentiation, we performed immunofluorescence (IF) for
GFP in combination with other markers: Cardiac Troponin-1 (cTn-1), Smooth Muscle
alpha Actin (SMoA), PECAM and endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS/NOSIII).
In the group that received the heart and the PE transplantations, double IF against
GFP and cTn-1 showed extensive incorporation of GFP+ cells in the periphery of the
grafted heart. In the same group, the double labeling with anti-SMaA revealed that
GFP+ cells are found internal to the medial smooth muscle layer and into the lumen,
suggesting the incorporation of PE cells in the endothelial layer. The endothelial
contribution of PE cells was confirmed in the two groups by double staining with GFP
and PECAM, which is an early marker of endothelial and blood differentiation. Double
staining with GFP and eNOS, a terminal endothelial marker, was present only in the
group that received heart transplantation with PE (group A). Double GFP/PECAM IF
revealed colocalization in intraluminal cells, consistent with the blood differentiation
that is observed in coronary vessels precursors before overt endothelial
differentiation. Therefore PE cells can differentiate and likely participate in the
process of neovascularization when transplanted to adult sites. These findings
demonstrate that the vasculogenic potential of the PE cells is conserved in an adult
site and our model is adequate to study the mechanisms involved in the development

and regeneration of vasculature.

Key Words: Proepicardium. Vasculogenesis. Angiogenesis. Endothelium.
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1 INTRODUCAO E REVISAO
BIBLIOGRAFICA



O sistema cardiovascular € o primeiro a ser estabelecido durante o
desenvolvimento embrionario (Manner et al., 2001; Brade et al., 2006). Nas ultimas
décadas grandes avangos foram conquistados no que diz respeito a compreenséo
dos mecanismos envolvidos na embriogenia deste sistema, levando a um melhor
entendimento dos diferentes mecanismos moleculares e morfogenéticos atuantes
em etapas precoces da diferenciagdo vascular e cardiaca. Além disso, novas
descobertas também foram realizadas com relacdo aos tipos celulares e vias
sinalizagdo envolvidas em etapas chave destes processos (Tomanek e Zheng,
2002; Ishii et al., 2007; Lavine et al., 2008; Zhou et al., 2008; Azambuja et al., 2010).

Tendo em vista tais avangos, novas perspectivas de intervengao e prevengao

de diversos tipos de doengas cardiovasculares vém surgindo.

Nos ultimos anos abriram-se perspectivas para um uso amplo das células
pluripotentes em medicina. Hoje, além dos transplantes de células da medula 6ssea,
diversos modelos terapéuticos tém sido propostos para doencas dos sistemas

cardiovascular, enddécrino e neuro muscular.

As doencgas cardiovasculares apresentam caracteristicas que as tornam alvos
atraentes para a terapia celular (TC), porque em resposta a agressdes variadas este
sistema apresenta reacgdes estereotipadas destinadas a preservar sua funcgao.
Embora eficientes no curto prazo, essas reagdes regulatorias se tornardo os
principais agentes de destruicdo do 6rgao ao longo prazo (Orlic et al., 2001).
Portanto, a existéncia de danos semelhantes em agressbes heterogéneas fornece
uma base racional para o uso de estratégias comuns de preservagao da fungao

cardiaca.

Em muitos tipos de doenca cardiaca, como em cardiopatias isquémicas, o
objetivo terapéutico € a recuperacdo da contratilidade do 6rgao através da
ampliacdo da malha circulatéria. Contudo, em casos especiais, como em
cardiomiopatia dilatada ou em infartos muito extensos, a reconstituicdo da
contratilidade cardiaca também demanda a adi¢do de midcitos sadios (Orlic et al.,
2001; Dimmeler et al., 2005). Para a maioria dessas doengas a ampliagdo da malha
circulatéria significa a recuperagao de grande parte da fungéo perdida. Assim, novas

descobertas que contribuam para o entendimento do processo de diferenciacao
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vascular poderiam ser aplicadas para dirigir a diferenciagdo de células multipotentes
ao fenotipo vascular desejado antes da sua inser¢ao no sitio lesado, tornando a TC

muito mais segura e eficiente a médio e longo prazos.

Embora a capacidade de diferenciagcao das células tronco hematopoiéticas
em cardiomiécitos tenha sido colocada em duvida, (Balsam et al., 2004; Murry et al.,
2004; Dimmeler et al., 2005) é aparente que todas as modalidades de células-tronco
de medula 6ssea apresentem uma elevada capacidade de diferenciacdo em células
endoteliais, contribuindo de forma marcante para a neo-vascularizacdo pos
isquemia ou neo-endotelizagdo pos injuria (Murry et al., 2004; Urbich e Dimmeler,
2004; Dimmeler et al., 2005).

Hoje, diversos tipos de células-tronco, como as embrionarias, germinativas,
do corddo umbilical e da medula 6ssea adulta tém sido cogitadas como fonte para
TC (Asahara et al., 1997; Orlic et al., 2001; Dimmeler et al., 2005). Problemas
praticos e éticos tém consolidado uma preferéncia pelas células pluripotentes da
medula éssea adulta e graus variados de sucesso tém sido registrados tanto em
protocolos clinicos, quanto experimentais, indicando que a TC pode se tornar uma

realidade (Dimmeler et al., 2005).

Atualmente, uma nova janela de oportunidade se abriu com a descoberta da
inducao do fendtipo de células tronco a partir de células terminalmente diferenciadas
por transdugédo viral de alguns genes chave (Takahashi e Yamanaka, 2006).
Contudo, ainda ha muito que se aprimorar na TC cardiaca, tanto do ponto de vista
do conhecimento basico, quanto do ponto de vista operacional a fim de tornar a TC

um procedimento de rotina.

Para que o potencial da TC cardiaca possa ser explorado eficazmente é
necessario um maior conhecimento da diferenciagao dos diversos tipos de células
pluripotentes, assim como acesso a sistemas de referéncia adequados. Para isso, a
exploracdo da embriogenia cardiaca e desenvolvimento dos vasos coronarios se
tornam alvos interessantes para o melhor entendimento no processo de formagao
deste sistema, possibilitando identificar desta forma possiveis modelos e vias de

diferenciagao a serem usados em TC.
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Portanto, com o advento das terapias celulares a busca por alternativas que
tornem o transplante autélogo mais seguro e eficiente esta cada vez mais presente
em nosso cotidiano. Encontrar uma célula que em sitio adulto recupere o fendtipo
de seus precursores embrionarios e contribua de fato para a reparacao de tecidos e

orgaos lesados € um grande desafio para os pesquisadores.

O primeiro grupo de precursores da circulagdo coronaria € identificado no
proepicardio (PE), um aglomerado de células derivadas do mesotélio do pericardio
que surge no septo transverso, entre o coragédo e o broto hepatico (Manner, 2000;
Brade, 2006). Este grupo de células € formado por diversas vilosidades epiteliais
repletas de células multipotentes precursoras de pelo menos quatro tipos celulares:
(1) o endotélio coronario, (2) as células musculares lisas coronarias, os (3)
fibroblastos coronarios e o (4) epicardio (Manner et al., 2001; Brade et al., 2006). A
partir do PE, células precursoras migram para o coragao suprajacente e, através de
interacbes adesivas com o miocardio mediadas por VCAM (molécula de adesao
celular vascular-1) e a4 integrina, iniciam um processo de migragao e proliferagao

sobre este 6rgao (Reese et al., 2002).

O PE, portanto, nos fornece excelentes oportunidades para a identificacdo
dos mecanismos que dirigem uma célula precursora ao destino coronario. Entender
melhor a biologia da diferenciacdo de um grupo de células tdo impar quanto as do
PE, conhecer sua capacidade de diferenciacdo vascular em sitio adulto e programar
sua diferenciacédo, permitiria o uso dos conhecimentos para o aprimoramento das
técnicas de terapia celular ja existentes, contribuindo para elucidar as vias de
sinalizagao que dirigem a diferenciagao de células multipotentes para os fendtipos

encontrados no leito vascular.
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1.1 Desenvolvimento vascular

7

O sistema cardiovascular € o primeiro a se estabelecer durante o
desenvolvimento dos vertebrados. O sucesso neste processo permite ao organismo
em formacao o transporte adequado de nutrientes para diferentes tecidos e descarte
de metabdlitos; para tanto € necessario o estabelecimento de uma malha vascular
que dé suporte a este complexo sistema de transporte. Nesta se¢cdo abordaremos o
processo de desenvolvimento vascular desde o desenvolvimento de um plexo
vascular primitivo, até a formagdo de um vaso sanguineo maduro durante o

desenvolvimento embrionario.

1.1.1 Precursores mesodérmicos

Durante o processo de gastrulacdo (Figura 1) os trés folhetos germinativos,
endoderme, ectoderme e mesoderme, sdo estabelecidos (Risau, 1997). A inducéo
da mesoderme por morfogenos da familia dos fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs) tem papel essencial na indugdo da mesoderme lateral e paraxial
e na formacgéao dos angioblastos e células hematopoiéticas (Risau e Flamme, 1995).
Além dos fatores da familia dos FGFs, membros de outra grande familia; a dos
fatores de crescimento e transformacdo (TGF-B); foram encontrados induzindo
mesoderme, incluindo notocorda e somitos, o que sugere uma atuacao sinérgica
desses morfégenos durante a formagdo da mesoderme [revisado por (Risau e
Flamme, 1995)].

18
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Figura 1. Estrutura e movimentos do processo de gastrulacdo. (A) Esquema de embrido de
humano em estagio de implantagéo uterina durante a fase de gastrulagéo, na qual séo
estabelecidos os trés folhetos germinativos (endoderme, mesoderme e ectoderme).
Células epiblasticas migram através do no6 e sulco primitivo para o espacgo entre o epi e
hipoblasto (setas brancas). (B e C) Corte transversal do embrido no tergco posterior. (B) A
entrada de células do epiblasto pelo sulco primitivo e né aos poucos vai substituindo as
células do hipoblasto (que mais tarde fardo parte do saco vitelinico), formando a
endoderme. (C) Movimento de células do epiblasto; apés a formacdo da endoderme
formam agora a camada mesodérmica.

Em mamiferos, os primeiros sinais do desenvolvimento de um plexo vascular
primitivo sdo observados na formagdo da mesoderme lateral do saco vitelinico.
Células hematopoiéticas e endoteliais possuem um precursor comum; O
hemangioblasto, induzido na mesoderme pela sinalizagdo de FGF (Risau e Flamme,
1995). No saco vitelinico esses hemangioblastos formam agregados celulares — as

ilhotas sanguineas

Estas ilhotas sanguineas s&o aglomerados sélidos de células formados a
partir do mesoderma esplancnico (Figura 2). Na periferia desses agregados
celulares encontram se os angioblastos, enquanto o centro das ilhotas é constituido
por precursores hematopoiéticos (Risau, 1997; Carmeliet, 2000b). Podemos definir
0s angioblastos como um tipo celular que expressa alguns marcadores de células

endoteliais — marcadores precoces de diferenciagéo, tais como PECAM (molécula
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de adesdo a célula), CD 45, VEGFR-2/ Flk-1 (fator de crescimento endotelial
vascular) e VWF (fator de von Willerbrand) — mas que ainda ndo possuem um lumen

[revisado por (Risau e Flamme, 1995)].

Como mencionado anteriormente, a vasculogénese tem inicio na mesoderme
extra-embrionaria do saco vitelinico, onde surgem as primeiras ilhotas sanguineas.
Logo em seguida, surgem os primeiros angioblastos intra-embrionarios observados
nas laterais do portal intestinal anterior e ventrais ao primeiro par de somitos. Ja no
estagio de dois pares de somitos ocorre a ligacdo entre os primérdios vasculares

extra e intra-embrionarios (Risau e Flamme, 1995).

Sulco Neural
Ectoderme Mesoderme Paraxial

&0 2 Zs 3¢

JUD NOU
LUOD0 JU0000000C 0000000C nO000UNL
llhotas
Sanguineas Notocorda  Enqaderme
Precursores Angioblastos

Hematopoiéticos

Figura 2. Inicio do processo de vasculogénese. Corte transversal de embrido de mamifero
representando a diferenciagdo de células mesodérmicas durante o inicio do processo de
vasculogénese. As células mesodérmicas diferenciadas formam as ilhotas sanguineas que
sdo aglomerados solidos de células. Na periferia desses agregados celulares encontram se
0s angioblastos, enquanto o centro das ilhotas € constituido por precursores
hematopoiéticos
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1.1.2 Da formacdo do plexo vascular primitivo ao estabelecimento do vaso

maduro

Durante o desenvolvimento embrionario de mamiferos os primeiros vasos
sanguineos sao formados no meio extra embrionario, ja no estagio poés-implantagao
uterina, a partir dos angioblastos, derivadas das células primordiais, os

hemangioblastos (Figura 3A) (Risau e Flamme, 1995; Carmeliet, 2000a).

O primeiro passo na formacado dos vasos sanguineos é a diferenciagado dos
precursores endoteliais em células endoteliais vasculares, que mais tarde irdo
constituir a superficie interna de revestimento dos vasos maduros. Este processo é
denominado vasculogénese e ocorre através da diferenciagdo in situ dos

hemangioblastos em angioblastos (Figura 3B) [revisado por (Ratajska et al., 2006)].

Dentro do embrido, as células endoteliais se diferenciam a partir da
mesoderme como angioblastos isolados, sem a concomitante diferenciacdo de
células hematopoiéticas, exceto por uma pequena regido na aorta (grupos para-
aorticos) onde ocorre a formagao das ilhotas sanguineas como observado no saco
vitelinico. Os angioblastos entdo migram e fundem-se a outros angioblastos
formando uma estrutura semelhante a um labirinto vascular (Figura 3C) (Risau e
Flamme, 1995; Ratajska et al., 2006).

Em seguida, esta malha vascular primitiva € expandida e passa por um
processo de remodelamento e expansao no qual o tecido endotelial existente se
ramifica originando novos vasos num processo denominado angiogénese (Figura
3D) (Risau, 1997). Diferente da vasculogénese, na qual vasos sanguineos sao
formados pela agregacédo in situ de angioblastos e subsequente diferenciagéao
destes em canais vasculares, o processo de angiogénese compreende o
desenvolvimento de vasos a partir de estruturas vasculares preexistentes
(Carmeliet, 2000b). Dessa forma, a angiogénese € o mecanismo predominante de
formacdo e/ou neo-formacdo vascular em fases tardias do desenvolvimento e

durante a vida pos natal (Risau e Flamme, 1995).

Alguns fatores sao fundamentais para o desenvolvimento vascular. Dentre
eles destacam se o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) que atua no
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recrutamento de pericitos e células musculares lisas; angiopoitina-1 (Ang-1) e o fator
de crescimento e transformagao beta-1 (TGF-1) na estabilizagdo do vaso nascente
e finalmente o fator crucial em todas as etapas do desenvolvimento vascular: o
VEGF; morfégeno associado desde a diferenciagdo das células precursoras

endoteliais até fases finais do remodelamento vascular.

A B

Migragao de Células Formacgéao das llhotas
Mesodermicas Sanguineas

Hemangioblastos

Precursores

c=>=T=5=I=<=<=7T=> Angioblastos

Sanguineas
C D
Fusao das llhotas e Formacgao do Plexo Capilar
Diferenciacao Endotelial e Vasos Maduros
e o T 4
=)

Endotelial
Célula Musculo Fsxe

Precursora L :
Endotelial Hematopoiética Liso

Figura 3. Processo de formacdo vascular. (A) Induzidos por morfégenos da familia dos FGFs as
células mesodérmicas se diferenciam dando origem aos hemangioblastos. (B). Esses
hemangioblastos formam agregados celulares constituidos internamente por células
precursoras hematopoiéticas e revestidos externamente pelos angioblastos (C). A
agregacgao in situ destes angioblastos formam um plexo vascular (primérdios dos vasos
sanguineos). (D) Em seguida, este plexo vascular capilar é expandido e passa por um
processo de remodelamento e expansao no qual o tecido endotelial existente se ramifica
originando novos vasos num processo denominado angiogénese. Aqui vemos a estrutura
simples de um vaso sanguineo maduro constituido por uma camada de musculo liso e
revestido internamente por células endoteliais.

Nos organismos adultos, crescimento e neo-formag&o vascular ocorrem
através dos processos de vasculogénese (desta vez com mobilizagdo de
precursores endoteliais da medula &ssea) e principalmente angiogénese e
arteriogénese (que corresponde ao remodelamento da malha pré-existente) de
formas fisioldgica e patoldgica (Risau, 1997; Carmeliet, 2000b). Diversos indutores e

inibidores afetam a formacg&o vascular no adulto, entretanto as vias que regulam
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estes processos ainda permanecem pouco compreendidas. Bem estabelecido esta
o papel de células mediadoras inflamatérias tais como, mondcitos/macréfagos,
plaquetas e outros leucdcitos além dos fatores angiogénicos como VEGF na
angiogénese patoldgica (Risau, 1997; Carmeliet, 2000b; Smart et al., 2009; Kirton e
Xu, 2010).

1.1.3 O papel das células musculares lisas

Embora as células endoteliais tenham atraido muita atengcdo nos ultimos
anos, elas sozinhas podem iniciar, mas nunca concluir o processo de angiogénese;
as ceélulas periendoteliais sdo essenciais para isso. Durante a miogénese vascular
células de musculo liso estabilizam o vaso nascente controlando a proliferacéo e
migracdo de células endoteliais e estimulando a produgdo de uma matriz
extracelular. Nos vasos maduros, as células musculares lisas sao importantes
porque fornecem protecdo ao endotélio contra ruptura, além de permitir o controle
hemostatico através de alteragdes no didmetro do lumen vascular [revisado por
(Carmeliet, 2000Db)].

O recrutamento dos precursores de células musculares lisas pelas células
endoteliais ainda nao foi completamente elucidado. Contudo sabe-se da
participagédo de fatores como o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e
VEGF, o primeiro atuando como quimioatrativo e o segundo provocando o acumulo
de células murais. Ang-1 e seu receptor tirosina quinase — Tie-2 participam também
deste processo, atuando no crescimento e manutencao dos vasos recém formados,
no brotamento e finalmente o remodelamento vascular (Davis et al., 1996; Risau,
1997; Carmeliet, 2000b).
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1.2Desenvolvimento cardiaco

Uma vez estabelecida a malha vascular, tem inicio a formacédo do coracao;
este por sua vez ao completar seu desenvolvimento ira se conectar ao vasos
previamente formados. O desenvolvimento cardiaco € um processo complexo
controlado por uma cascata de genes reguladores e moléculas sinalizadoras que
coordenam diferentes tipos celulares em eventos morfogenéticos continuos.
Portanto, a cardiogénese é um intrincado processo e altamente susceptivel a
problemas que resultam em defeitos congénitos. Nesta seg¢do iremos abordar
aspectos relacionados ao estabelecimento de uma zona cardiogénica, a formagao
do coracgéo tubular simples, sua integragéo a circulagcdo embrionaria e finalmente os
eventos morfogenéticos e mecanismos moleculares que o convertem uma estrutura

tubular simples a um 6rgao multicameral em mamiferos.

1.2.1 Preparando a zona cardiogénica: o crescente cardiaco e o papel dos

morfogenos e fatores de transcricao

Podemos afirmar que o estabelecimento de uma zona cardiogénica tem inicio
durante a gastrulagdo. Os progenitores cardiacos movem se através do no e linha
primitiva migrando para as regides cranial e latero-cranial do embrido, formando

desta forma o crescente cardiaco (Figura 4A) (Harvey, 2002; Brade et al., 2006).

O comprometimento de células da linhagem cardiaca € progressivo,
espacialmente complexo e altamente dependente dos processos e movimentos
celulares, isso porque durante este processo as células em migragao vao chegando
a regido do crescente cardiaco e passam a receber estimulos — ora de indugao, ora
de repressao — da endoderme, ectoderme adjacente e tecidos extra embrionarios
(Harvey, 2002).
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E importante ressaltar que ja4 nesses estagios precoces da cardiogénese
ocorre a separagao dos precursores cardiacos em precursores musculares e

precursores endocardicos através da expresséo génica diferencial (Harvey, 2002).

Os principais morfégenos indutores da mesoderme sdo: o acido retindico
(AR), membros da familia das proteinas morfogenéticas do ésseas (BMPs) e o fator
de crescimento de fibroblasto 8 (Fgf8). Contudo ndo sao apenas estimulos positivos
que estabelecem o crescente cardiaco; morfégenos que influenciam negativamente
essa regidao sao principalmente moléculas da via de sinalizagdo Wnt e inibidores de
BMPs [revisado por (Harvey, 2002)].

Em resposta a estes sinais o crescente cardiaco ativa diversos fatores
transcricionais do programa cardiaco dentre eles, Gata4, Nkx2-5, e Tbx5/Tbx20
(Brand, 2003; Hatcher et al., 2004).

1.2.2 Formacéo do tubo cardiaco

Duas ondas de migragao celular participam do processo de formagao do tubo
cardiaco. A primeira onda mobiliza células do mesoderma anterior a partir do n6 e
da linha primitiva para a porgao cefalica do embrido onde esta se estabelecendo o
crescente cardiaco. A segunda onda de migragao celular por sua vez acontece na
porcdo mais ventral do embrido, levando de fato a formacdo do tubo cardiaco
(Figura 4A e B) (Harvey, 2002; Hochgreb et al., 2003).

Nesta fase de formacao do tubo cardiaco o embrido esta passando por um
processo de dobramento lateral, o que possibilita a fusdo antero-posterior dos tubos
endocardicos laterais e formagao do coracdo tubular (Figura 4B) (Lie-Venema et al.,
2007).

Anterior a este processo de formacdo dos tubos endocardicos ocorre a
padronizagdo dos precursores cardiacos em relagdo aos eixos do embrido. Desta
vez entra em cena o acido retindico (AR) no estabelecimento do eixo antero-

posterior (Xavier-Neto et al., 2000).
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Duas fases de sinalizacdao pelo AR no estabelecimento deste eixo sao
marcadas pela expressao da RALDH2. Esta enzima atua na segunda fase da
cadeia de reacdes de oxidacdo da vitamina A a AR convertendo o retinaldeido a AR
[revisado por (Hochgreb et al., 2003)]. A primeira fase é caracterizada pelo aumento
da expressao dessa enzima no mesoderme lateral que contém os precursores sino
atriais. A segunda fase é marcada por uma onda caudo rostral da RALDH2 que vai
da regido mais posterior da area cardiogénica até a por¢ado mais anterior, chegando
aos precursores ventriculares e do conotronco (Xavier-Neto et al., 2000; Hochgreb
et al., 2003).

Paralelo ao processo de padronizagdo dos eixos embrionarios e seguido ao
estabelecimento do crescente cardiaco e ondas de migrag&o celular, inicia-se o
processo de transformacdo epitélio mesénquimal do mesoderma da area
cardiogénica (Kaufman e Navaratnam, 1981; Harvey, 2002). Este processo, que
permite o deslocamento dessas células, leva a formacdo de um tubo endocardico
interno revestido pelo manto miocardico externamente (Kaufman e Navaratnam,
1981).

Em fases mais tardias do desenvolvimento cardiaco, a expressao da
RALDH2 surge no epicardio da regiao sino atrial, participando do espessamento do
miocardio ventricular e no desenvolvimento da circulagdo coronaria (Xavier-Neto et
al., 2000; Perez-Pomares et al.,, 2002b), assunto este que sera abordado em

maiores detalhes na proxima secgao.

1.2.3 Do coracdo tubular a um 6rgdo multicameral

O processo de dobramento lateral inverte a orientacdo do coracdo em relagao
as estruturas neurais e intestino primitivo. Inicialmente o crescente cardiaco era
inferior em relag&o a futura cavidade pericardica, seguido a este processo os tubos
endocardicos ja fundidos comegam a ocupar o espago pericardico (Moorman et al.,
2003).
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Nesta fase, o tubo cardiaco recém formado ja exibe fungao contratil e
funciona como uma bomba peristaltica (Buckingham et al., 2005). Neste momento
outras alteragbes importantes comegam a ocorrer, células que migram do
mesoderme subfaringeo sdo adicionadas a por¢ao cranial do tubo cardiaco o que
porduz um acentuado alongamento do tubo principal (Buckingham et al., 2005; Lie-
Venema et al., 2007). A principal contribuicdo desta frente de migracao celular para
a morfogénese cardiaca €& na formagcdo ventriculo direito e trato de saida
(Buckingham et al., 2005; Black, 2007).

As células desta ultima frente de migragao caracterizam se pela expressao de
alguns marcadores génicos como: o fator de transcricdo LIM homeodominio — Islet-

1 (Isl-1), Fgf-10, o fator de transcricdo Mef-2c, dentre outros (Brade et al., 2006).

Associado ao processo de alongamento, o tubo cardiaco se inclina para a
direita dando inicio a um processo conhecido como looping (curvatura) cardiaco
(Figura 4B e C). Seguido a isso, inicia se o processo de convergéncia, no qual o
seio venoso e o atrio comum “abragcam” os ventriculos (Figura 4C). Apds a
convergéncia, ocorre o encaixamento em cunha, marcado pelo posicionamento dos
coxins do tronco arterial entre as valvulas do canal atrio-ventricular (Figura 4D)
(Manner et al., 2001; Buckingham et al., 2005).

A B C D

Territério de Campo Convergéncia

Cardiaco - 7.75dpc ~ Coragéo Tubular 10.5dpc Encaixamento em
8.25dpc Cunha - 12,5dpc

Cr

Cr Cr Cr
{e o-l-e od-e o-f-e
Ca Ca Ca

Figura 4. Eventos morfogenéticos do desenvolvimento cardiaco. A) Os progenitores cardiacos
sdo primeiro reconhecidos no territério de campo cardiaco, regido que se extende
cranialmente e lateralmente até préximo aos limites extra embrionarios (B) Apés fuséo dos
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tubos endocardicos, o crescimento € acompanhado pela contor¢gdo do coragdo tubular
onde os precursores ventriculares e conotronco ficam posicionados a direita (seta azul - C).
(C) Associado ao processo de alongamento, ocorre aqui a migragdo da regido atrial e seio
venoso (influxo) sobre o a regido de efluxo, em um movimento de convergéncia (seta
amarela). (D) Apds isso temos o processo de encaixamento e remodelamento cardiaco no
qual ocorre o posicionamento do tronco cardiaco entre os primoérdios das valvulas mitral e
tricuspide. dpc, dias pdés coito; CT, conotronco; A, atrio; V, ventriculo; AD, atrio direito; AE,
atrio esquerdo; VD, ventriculo direito; VE, ventriculo esquerdo; Cr, cranial; Ca, caudal; D,
direita e E, esquerda.

Chegando a este ponto deixamos um tubo peristaltico primitivo para tras e
nos encontramos com um 6rgao mais complexo. A formagédo de um coragdo com as
quatro camaras cardiacas € acompanhado pela expressdo génica diferencial em
cada parte do coracgao aliada a outros eventos que levam a um aumento acentuado
na complexidade deste 6rgdo. A partir daqui tem inicio o estabelecimento da
circulagao coronaria, formacéo de valvulas, septacdo e surgimento do sistema de

conducao e finalmente a formagao do coragcdo completamente funcional.

1.3Desenvolvimento coronéario

Como vimos em secbes anteriores, o estabelecimento de um sistema
vascular sanguineo ocorre relativamente cedo durante o desenvolvimento
embrionario. Durante a cardiogénese o0s vasos responsaveis pela nutricdo do
miocardio — coronarias — surgem em um momento em que a difusdo nao consegue
mais suprir a necessidade deste 6rgao por nutrientes e oxigénio; fazendo se entao

necessario o surgimento um sistema de vasos capaz de garantir seu funcionamento.

Antes de comecgarmos a discutir estrutura e desenvolvimento dos vasos
coronarios, é importante notar que nem todos os animais possuem este sistema de
vasos. Nenhum dos invertebrados possui coronarias e entre os vertebrados apenas
mamiferos, aves e répteis (amniotas) tem este sistema completo, com irrigagcao
arterial e retorno venoso. A maioria dos anfibios ndo possui vasos coronarios € em

peixes sua presenga € variavel [revisado por (Reese et al., 2002)].
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Nesta secao iremos apresentar a origem da circulagdo coronaria, os aspectos
morfogenéticos que levam a formacado dos vasos coronarios, a formacdo do

epicardio e finalmente o seu estabelecimento.

1.3.1 A origem da circulacdo coronaria — o Proepicardio

A formacdo dos vasos coronarios € uma etapa critica para o correto
desenvolvimento do coragdo e envolve diversos processos como vasculogénese,

angiogénese e remodelamento vascular, todos ja abordados em sec¢des anteriores.

O desenvolvimento coronario tem inicio com o surgimento de uma estrutura
transitéria formada por dobras mesoteliais da parede do celoma. O proepicardio
(PE) surge aos 9.5 dias pés coito (dpc) em embrides de camundongo (Figura 5A) e
24 dias em humanos, no septo transverso entre broto hepatico e canal

atrioventricular (Manner et al., 2001; Tomanek, 2005).

Nas ultimas duas décadas diversos trabalhos demonstraram a importancia do
PE para a correta morfogénese cardiaca. Essa estrutura concentra os precursores
das coronarias — endotélio, musculo liso e fibroblastos intersticiais — e do epicardio,
a membrana mais externa do coragcdo (Manner, 1993; Perez-Pomares et al., 1998;
Tomanek, 2005).

Contudo n&o é apenas celular a contribuicdo do PE para a cardiogénese,
diversos experimentos demonstraram que quando o contato dessa estrutura com o
miocardio é impedido, seja por ablacdo ou mesmo quando este é retirado, néo
ocorre a formacado do epicardio e leva formacdo de uma estrutura ventricular
hipoplasica. Dessa forma ficou demonstrado um importante papel regulatério no
desenvolvimento do miocardio e morfogénese cardiaca (Manner, 2004). Nas
proximas secgcdes explicaremos melhor as vias e sinais epicardicos no

desenvolvimento miocardico.
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1.3.2 A formacdao do epicardio e a transformacao epitélio mesénquimal

Em mamiferos, o epicardio é formado a partir de agregados celulares que sao
liberados do PE em direcdo a cavidade pericardica. Em linhas gerais esses
agregados sao entdo carregados através do fluido da cavidade pericardica até a
superficie miocardica onde aderem em diferentes pontos e comegam um processo
de espalhamento, que termina com o revestimento total deste e formacado do
epicardio (Viragh e Challice, 1981; Watanabe et al., 2006).

Em camundongos o numero maximo dessas vesiculas na cavidade
pericardica ocorre por volta dos 9.5-10 dpc, sendo o periodo de maior atividade de
translocacao dessas vesiculas observado entre 9-9.5 dpc (Rodgers et al., 2008). A
expansao do epicardio ocorre através da proliferacdo do PE e de células mesoteliais
seguindo um padrao espago-temporal para o espalhamento dessas células sobre o
miocardio nu (Figura 5B). Inicialmente as células da superficie apical do PE
descolam e aderem a parede dorsal do sulco atrio-ventricular. Em seguida, o
epicardio cobre quase que a totalidade da superficie dorsal do ventriculo e se
expande para o atrio, regido do conotronco e superficie ventral. Ao final do décimo
primeiro dia pds coito em camundongos, o coragao ja esta completamente revestido

pelo epicardio (Manner et al., 2001; Ratajska et al., 2006).
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Figura 5. Formagdo do epicardio. A vasculogénese coronaria inicia se com a formagdo do
proepicardio (PE) representado em azul. (A) Esquema de um embrido de camundongo aos
9.5dcp, momento em que surge o PE. Notar que ainda nesse estagio o miocardio
representa uma camada muscular fina revestida internamente pelo endocardio (quadro
pontilhado). (B) Apds o surgimento do PE, algumas vesiculas se destacam e comegam a
revestir o miocardio, formando o epicardio. Notar a presenca de células que se destacam
da monocamada epicardica e se transformam em células mesenquimais (azul claro —
quadro pontilhado).

Durante estagios iniciais da formagado do epicardio esta monocamada de
células encontra se aderida a superficie do miocardio. Posteriormente, devido
provavelmente ao acumulo de fatores de crescimento produzidos pelo miocardio,
cria se um espacgo entre miocardio e epicardio; o espago subepicardico o qual é
também constituido por uma sub-populagéo de células epicardicas (Kalman et al.,
1995; Ratajska et al., 2008).

Durante este processo a expressao de fatores de transcrigdo Slug e Snail por
células epicardicas, associada a produgéo de fatores de crescimento como TGF-§1
e 2 provocam em algumas destas células a perda de suas caracteristicas epiteliais e
sua transformacdo em células mesenquimais “indiferenciadas” (Figura 5B). A este
fendmeno da se o nome de transformacao epitélio mesénquimal (TEM) [revisado
por (Ratajska et al., 2008).
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Eritrécitos e angioblastos sdo encontrados neste espago recém formado
constituindo vesiculas vasculares primitivas (Tomanek, 2005; Ratajska et al., 2006).
Essas vesiculas sdo estruturas muito semelhantes as ilhotas sanguineas

observadas durante o processo de vasculogénese, discutido anteriormente.

A partir daqui, sempre que falarmos das células mesenquimais derivadas do

epicardio nos referiremos a elas como EPDCs (Epicardial Derived Cells).

1.3.3 O estabelecimento da circulacdo coronaria

Os vasos coronarios se formam a partir de ilhotas sanguineas, que sao
agregados de células precursoras endoteliais e hematopoiéticas que durante o
processo de TEM penetraram no miocardio [revisado por (Ratajska et al., 2008)].
Em aves e mamiferos, essas estruturas vasculares primitivas podem ser
observadas na regido do seio venoso e na porgao dorsal do sulco atrio-ventricular,

regido onde tem inicio o processo de formag&o do epicardio (Ratajska et al., 2008).

Nesta regido algumas EPDCs se fundem e formam tubos endoteliais,
posteriormente outras células mesenquimais — também derivadas do epicardio — se
posicionam em torno desses tubos e se diferenciam em células musculares lisas
(Figura 6) (Reese et al., 2002).

Como dito anteriormente, para a génese dos vasos coronarios, as EPDCs
contribuem fisicamente se diferenciando em endotélio, musculo liso e fibroblastos
sob estimulo de diferentes fatores de crescimento, como por exemplo, PDGF e
VEGF na diferenciacdo endotelial ou o fator de crescimento basico de fibroblasto

(bFGF) na diferenciagao das células musculares lisas (Ratajska et al., 2008).
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Figura 6. Formacéo das coronérias. Esquema de um embrido de camundongo aos 11dpc. Neste
estagio o coragao ja esta totalmente revestido pelo epicardico e as células que sofreram
TEM (derivadas do epicardio) diferenciam se nos constituintes dos vasos coronarios —
endotélio, células musculares lisas e fibroblastos (ndo representados).

Em resumo, o desenvolvimento coronario se da através do processo de
vasculogénese, caracterizado pela diferenciacéo in situ de precursores vasculares
localizados nas ilhotas sanguineas, fato comprovado por Guadix e colaboradores
(2006) quando estes transplantaram o explante do PE de embrides de codorna para
diferentes locais, tais como broto dos membros, e broto hepatico no embrido de
galinha e observaram uma grande incidéncia de vasos derivados do PE de codorna,

demonstrando assim seu alto poder de formagao vascular (Guadix et al., 2006).

O desenvolvimento coronario envolve uma série de etapas reguladas por
multiplos mecanismos. Por exemplo, o processo de adesdo e migragao das células
proepicardicas e epicardicas é regulado por VCAM (proteina de adesao celular
vascular)/integrinas; ja a sinalizacdo de GATA-4 nos cardiomidcitos, Slug e Snail
garantem a TEM (Crispino et al., 2001; Ratajska et al., 2008). Além disso, durante a
TEM e formacdo dos canais vasculares o miocardio secreta diversos fatores
angiogénicos como FGF-1, 2 e 7, VEGF e angiopoitina-1 (Tomanek et al., 1999;
Lavine et al., 2006; Watanabe et al., 2006).

Além da regugdo miocardica, o epicardio atua como centro sinalizador
durante o estabelecimento da circulacdo coronaria. As vias de sinalizacdo de

Hedgehog (Hh), VEGF, Ang-2 sao essenciais para o desenvolvimento deste sistema
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(Lavine et al., 2008). A sinalizacdo de FGF pelo miocardio, associada a expressao
dos receptores de FGF (Fgfr-1 e 2) nas células epicardicas provoca uma onda de
sinalizagdo por Hh desde o sulco atrio ventricular até o apice dos venticulos
induzindo a exprecdo de VEGF-A, B e C e Ang-2 pelas células miocardicas,

resultando na formagéao do plexo vascular coronario (Lavine et al., 2006).

Ao final deste processo ocorre a conexado do plexo coronario ao tronco da
aorta e endocardio atrial, conectando a circulagdo coronaria a circulagio

embrionaria pré-existente. (Reese et al., 2002; Ratajska et al., 2008).

1.3.4 O papel do epicardio no desenvolvimento miocéardico

Como citado anteriormente, a formacdo do epicardio € necessaria para o
completo desenvolvimento do miocardio e para a correta vascularizagao da parede
cardiaca. Durante o desenvolvimento cardiaco, o epicardio tem uma contribuicdo
essencial na secrecao de fatores que contribuem com: (1) a formagdo dos vasos
coronarios, (2) a proliferagcdo dos cardiomiécitos, (3) o desenvolvimento ventricular,
(4) no processo de compactagdo do miocardio (Li et al., 2009; Sucov et al., 2009;
Brade et al., 2011) e ainda (5) com a diferenciacdo de progeniores epicardicos em

cardiomidcitos (Zhou et al., 2008).

As células epicardicas contribuem nao sé fisicamente para a cardiogénese,
mas também proporcionam sinais tréficos que levam a proliferacdo do miocardio via
sinalizagao por AR, eritropoitina (Epo), TGFp, Hh, Fgfs, dentre outras vias (Lavine et
al., 2006; Li et al., 2009; Sucov et al., 2009; Brade et al., 2011). O papel de Hh e dos
Fgfs foram discutimos anteriormente durante o estabelecimento da circulagao
coronaria (Lavine et al., 2008), a partir de agora vamos apresentar o papel das

outras vias para o final do desenvolvimento miocardico.

O papel do AR para a morfogénese cardiaca foi apresentado anteriormente
quando tratamos do desenvolvimento cardiaco, sendo este fundamental na indugcao

da mesoderme (Xavier-Neto et al., 2000; Hochgreb et al., 2003) e para o
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recrutamento de células do mesoderma esplancnico na formacéo do trato de saida
(Li et al., 2009). Durante e apds a formacao do epicardio este morfégeno atua em
conjunto com outras vias em processo como diferenciagdo de células do trato de
saida, proliferacdo e compactacdo do miocardio ventricular e septacdo do trato de
saida (Li et al., 2009; Lin et al., 2010; Brade et al., 2011).

Li et al. (2009) e Brade et al. (2011) utilizando embrides de camundongo
knockouts para a raldh2 (raldh2-/-) e para receptores de AR (Rxr-/-) demonstraram a
influéncia da sinalizagcdo pelo AR nos processo apresentados anteriormente. No
caso da expansdao e compactagcdo miocardica ventricular o AR ndo atua
diretamente, mas utiliza como alvo o gene da Epo responsavel pela por induzir, via
sinalizagao por IGF-2 (insulin growth factor 2) secretado pelo epicardio, a expansao
e compactacdo do miocardio ventricular (Li et al., 2009; Brade et al., 2011). Ja os
processos de diferenciacdo do trato de saida e septacdo deste ocorrem sob
influencia da via AR — TGF-p (Li et al., 2009).

Além do papel regulatorio do epicardio nos processos apresentados acima,
nao podemos deixar de mencionar a importancia das EPDCs na diferenciacdo de
cardiomiocitos em células especializadas na condugdo do impulso nervoso — as
fiboras de Purkinje (Gittenberger-de Groot et al.,, 2003) além da formac&o das
valvulas cardiacas, esqueleto fibroso do coracédo ou diferenciacdo em fibroblastos
intersticiais, responsaveis pela sintese de matriz extracelular (Winter e Gittenberger-
de Groot, 2007).

1.4Células derivadas do epicardio e regeneracao cardiovascular

As doencas vasculares, em especial problemas nas artérias coronarias sdo a
principal causa de morte atualmente e a manutencdo da integridade funcional da
camada endotelial vascular é fundamental para evitar o desenvolvimento destes

processos (Kirton e Xu, 2010).

Uma série de trabalhos com PE e EPDCs tem enfocado suas analises nos

mecanismos que controlam a conversdo de células epicardicas em células
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mesoteliais, via TEM e a consequente geracdo das EPDCs (Wada et al., 2003; van
Tuyn et al.,, 2007); enquanto outros buscam por diferentes formas de dirigir a
diferenciagdo do PE e das EPDCs (Manner, 1999; Perez-Pomares et al., 2002b;
Azambuja et al., 2010). Elucidar as vias que controlam a diferenciagéo epicardica e
que alterem os processos de diferenciagao destas células ajudaria ndo somente no
entendimento da cardiogénese normal, mas também forneceria uma nova viséao

sobre a etiologia de algumas doencgas cardiacas congénitas.

Nos ultimos anos uma quantidade consideravel de informagdes sobre o PE e
seus derivados tem sido acumulada. Sabe se que apds a formacado do epicardio,
TEM e diferenciacdo em varios tipos celulares, algumas EPDCs permanecem em
estado de laténcia, indiferenciadas, funcionando como células-tronco cardiacas

(Wessels e Perez-Pomares, 2004).

As EPDCs sao células multipotentes e verdadeiras células-tronco cardiacas
tendo a capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares, incluindo
fibroblastos cardiacos, células musculares lisas e células endoteliais (Manner, 1999;
Perez-Pomares et al., 2002b; Wada et al., 2003; Wessels e Perez-Pomares, 2004;
van Tuyn et al., 2007).

Pouco se sabe sobre a regulagao espaco-temporal das EPDCs, contudo na
ultima década alguns candidatos tem sido levantados como possiveis reguladores
da sua diferenciagao. Pérez-Pomares et al. em 2002 associaram que uma redugao
na expressao de WT-1 (Wilms Tumor Protein-1) € necessaria para a diferenciagao
das EPDCs em endotélio vascular e musculo liso (Perez-Pomares et al., 2002b). Por
outro lado, O &acido retindico, através da sua enzima conversora a RALDH2, atua
mantendo as células do PE em seu estado indiferenciado (Azambuja et al., 2010).
Provavelmente essa interacdo entre WT-1 e AR tem um papel fundamental na

manutencgao destas células em um estado indiferenciado.

Portanto, a compreensdo dos mecanismos embrionarios nos processos de
vasculogénese e angiogénese se torna inestimavel no desenvolvimento de novas
estratégias para terapias de regeneragao cardiovascular (Smart et al., 2009). Com
base nisso, neste trabalho buscamos estabelecer um modelo de diferenciagao

vascular in vivo dos precursores dos vasos coronarios, concentrados no PE, em um
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sitio adulto, utilizando um modelo murino, visando, desta forma, entender melhor a

biologia de diferenciacao do PE.
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2 OBJETIVOS



2.10bjetivo geral

Estabelecer modelos de neovascularizagao utilizando explantes de células do

proepicardio (PE) em sitio adulto com e sem a presencga de coragao.

2.20bjetivos especificos

a) Padronizar a transferéncia de células do PE para sitio adulto.

b) Padronizar as condi¢gdes de transferéncia de células do PE para
coracdes neonatos em posicao ectdpica e sitio adulto.

c) Caracterizar a diferenciacdo das células do PE quando transplantadas

para sitio adulto com e sem a presenca de tecido cardiaco.
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3 MATERIAL E METODOS



Foram utilizados camundongos das seguintes linhagens para o
desenvolvimento do trabalho: FVB-WT e FVB-GFP (transgénico expressando
ubiquamente a proteina fluorescente verde). As linhagens de animais transgénicos
foram desenvolvidas no Instituto do Coracdo sob supervisdo do Dr. José Xavier
Neto.

Todos os animais receberam cuidados em conformidade com os Principles of
Laboratory Animal Care, formulado pela Sociedade Nacional de Pesquisa Médica e
o Guide for the care and use of laboratoy animals preparado pelo Instituto Nacional
de Saude (NIH, sigla em inglés). O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo (CEUA-ICB-USP).

3.1 Grupos experimentais

No presente trabalho utilizamos um modelo de transplante do PE para um
coragao ectopico enxertado na regido subcutdnea do pavilhdo auricular de
camundongos receptores, descrito anteriormente (Fulmer et al., 1963; Fey et =l
1998). Estes coracbes sao capazes de se integrar a rede vascular local, o que i
permite continuar sua atividade contratil e mostrar extensa sobrevida, compativel
com a realizagédo dos experimentos que programamos.

Nossos grupos experimentais foram constituidos da seguinte forma: Grupo
(A) no qual foi transplantado um coracdo neonatal de animal FVB-WT para o
pavilhdo auricular de um animal receptor também FVB-WT e apds duas semanas foi
realizada a transferéncia de dois PEs de embrides 9.5dpc FVB-GFP sobre a regiao
ventricular do coragdo transplantado (Figura 7A); e Grupo (B) no qual
transplantamos apenas os dois PEs para o pavilhdo auricular de camundongos
receptores FVB-WT (Figura 7B). Fizemos uso também um grupo controle no qual

apenas o tunel entre pele e cartilagem foi confeccionado.
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Figura 7. Grupos experimentais. (A) Grupo que recebeu o transplante do coragao neonatal. Apos
duas semanas a pele sob o enxerto foi seccionada e o explante dos PEs de embrides de
FVB-GFP transferidos para o miocardio. (B) Grupo que recebeu apenas o transplante dos
PEs de embrides FVB-GFP. Em ambos os grupos, quatro dias apos a transferéncia do PE
para o pavilhdo auricular os animais foram sacrificados e as orelhas coletadas,
processadas e incluidas para ensaios de imunohistoquimica (IHQ).

3.2 Coracfes neonatais

Os coragbes neonatais foram obtidos de camundongos recém nascidos com
no maximo 24 horas de vida (Fey et al., 1998). Os camundongos neonatos foram
anestesiados em cémara de CO, e em seguida decapitados, sé entdo o
procedimento para extragdo do 6rgao foi realizado. O coragao foi lavado em solugao
de PBS (Salina Tamponada com Fosfato/Phosphate Buffer Solution) esteéril
suplementada com Penicilina/Estreptomicina (PBS+P/S) na concentracdo de 10pl
P/S / ml PBS.

3.3 Confeccédo do tunel
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Para a realizagado dos transplantes foi confeccionado um tunel entre pele e
cartilagem da orelha (Figura 8) com o auxilio de uma agulha hipodérmica (Intra-
cath) 14G, segundo técnica descrita por Fulmer e colaboradores em 1963 (Fulmer et
al.,, 1963). Os animais foram anestesiados com uma mistura de anestésico e
relaxante muscular (Ketamina/Xilasina) na concentracao de 2ml/kg, de acordo com
o peso do animal. Com os animais ja anestesiados foi realizada a tricotomia da
regido auricular, assepsia com etanol 70% e finalmente a confec¢do do tunel para

insercao do coracdo e/ou dos PEs.

3.4 Transplante dos corac¢des neonatais

Apods explantados e lavados os coragdes foram inseridos na orelha de
camundongos receptores através do tunel confeccionado previamente entre pele e
cartilagem da orelha. Depois da transferéncia do érgao a abertura foi suturada e os
animas foram acondicionados individualmente em gaiolas plasticas com livre acesso

a agua e comida.

Figura 8. Confeccédo do tunel entre pele e cartilagem. Para o transplante do coragdo neonatal no
pavilhdo auricular, um tunel entre pele e cartilagem do foi confeccionado com auxilio de
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uma agulha hipodérmica. (A) Tunel entre a pele e cartilagem da orelha. Vista dorsal (B) e
lateral (C) apds transplante do coragao.

3.5 Embrides de camundongo FVB-GFP

Para a obtencdo dos PEs de embrides de camundongos a gestagao das
fémeas foi estagiada através da observacao da presenca da rolha (plug) vaginal na
manh& seguinte ao acasalamento, sendo este considerado o dia 0,5 do
desenvolvimento. Para os experimentos deste trabalho os embrides de camundongo

foram coletados apds 9.5dpc.

Embrides de camundongo foram obtidos por histerectomia. Os cornos
uterinos foram coletados em PBS+P/S cuidadosamente dissecados em
estereomicroscépio com auxilio de pincas de disseccdo e tesouras finas e os
embrides removidos dos anexos embrionarios. Os embrides entdo foram lavados
em solucédo de PBS + P/S e fenotipados em estereomicroscépio com fluorescéncia

acoplada utilizando filtro para GFP (515nm — 565nm) (Figura 9).

Figura 9. Embrides de camundongo. Fotografia tirada em esteromicroscopio de embrides de
camundongo com 9.5dpc. No lado esquerdo da foto observamos um embrido da linhagem
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FVB-WT fotografado em luz branca, enquanto no lado direito podemos ver um embrido
transgénico FVB-GFP fotografado em fluorescéncia sob filtro para GFP.

3.6 Disseccdao do Proepicardio

A coleta dos PEs foi realizada apds remoc¢ao do pericardio e pingamento do
PE dissecado do septo transverso de embrides 9.5dpc em esteromicroscopio com
auxilio de pingas finas. O explante foi aspirado utilizando capilar de vidro conectado
a tubo de aspiragdo e mantido em meio de cultura DMEN (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB) (Azambuja et

al., 2010) sobre placa aquecida a 37 °C até a transferéncia para o pavilhdo auricular.

3.7 Transplante dos PEs

Para os animais do grupo (A), que receberam o enxerto do coragdo neonatal,
14 dias apds o transplante, a pele do pavilhdo auricular foi seccionada e afastada
para viabilizar o acesso ao coragdo. O tecido epicardico do coragao ectopico foi
removido localmente por fricgdo com uma agulha de insulina e no miocardio exposto
foi recoberto com dois explantes do PE removidos de embrides FVB-GFP. Apds
alguns minutos necessarios a adesao dos PEs, a pele do pavilhao foi suturada e os
animais reconduzidos as suas gaiolas. Para os animais do grupo (B) dois PEs
coletados de embrides transgénicos FVB-GFP foram diretamente transferidos para

0 espaco, entre pele e cartilagem da regido auricular, descrito anteriormente.

3.8 Validagao dos experimentos
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Para ambos os grupos, quatro dias apds o transplante dos explantes dos PEs
os animais foram sacrificados em camara de CO,. As orelhas foram cortadas e
examinadas em estereomicroscopio com fluorescéncia. Nossos experimentos foram
considerados validos quando alguma fluorescéncia foi observada sob filtro para
GFP (considerada como derivada dos PEs de embrides transgénicos) (Figura 10). O

material positivo seguiu, entdo para o processamento histoldgico.

Figura 10. Validagéo dos experimentos. Quatro dias apds o transplante do PE os animais foram
sacrificados, as orelhas coletadas e observadas em esteromicroscopio com fluorescéncia.
(A e B) Transplante do grupo “A”. (D e E) Transplante do grupo “B”. Os experimentos foram
considerados validos, e assim seguiam para o processamento histoldgico, quando alguma
fluorescéncia foi observada em regides vicinais a area de transplante do PE extraido de
embrides FVB-GFP+. (B e D) Ampliagédo das areas destacadas em (A) e (C). O quadro de
linha continua em (C) e (E) destaca as areas fluorescentes.
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3.9 Processamento histologico

As orelhas foram fixadas em parafolmaldeido (PFA) 4% por 12 horas a 4 °C,
lavadas em PBS (3 vezes, 5 minutos cada), desidratadas em bateria crescente de
etanol (70%, 80%, 90%, 95% e 100%, 30 minutos cada), diafanizadas em xilol (ou
citrisolv) (3 banhos de 30 minutos cada) e por fim emblocadas em paraplast (3
banhos de 45 minutos cada). Foram realizados cortes com 5um de espessura e
estes colocados em laminas previamente silanizadas (3-aminopropyltriethoxysilane
— Sigma-Aldrich / A3648).

3.10 Imunofluorescéncia indireta

As laminas foram desparafinadas com dois banhos em xilol (10 minutos cada)
e reidratadas em bateria decrescente de etanol conforme protocolo de
imunohistoquimica de fluorescéncia descrito abaixo. Todas as etapas foram
realizadas a temperatura ambiente, excetuando se a incubacdo com o anticorpo

primario.

1. Lavagem em bateria decrescente de etanol; 100%, 90%, 80%, 70%. 3 minutos
cada;

Lavagem em PBS, 2 vezes, 5 minutos;

Lavagem em agua destilada, 5 minutos;

Bloqueio da autofluorescéncia com Glicina 0,1 M em PBS por 10 minutos;
Lavagem em PBS por 5 minutos;

Lavagem em Triton 0,5% em PBS, 2 vezes, 5 minutos cada;

Lavagem em PBS, 5 minutos;

©® N o o bk~ wDd

Bloqueio de sitios inespecificos com albumina bovina (BSA) 1% em PBS por 30

minutos;
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9. Incubagédo com anticorpo primario diluido em BSA 0,1% em PBS por 16 horas, a

4 °C em cadmara umida;

10.Lavagem em PBS, 4 vezes, 5 minutos;

11.Bloqueio com BSA 1% em PBS por 15 minutos;

12.Incubagdo com anticorpo secundario diluido em PBS, por 90 minutos, a

temperatura ambiente, em cadmara umida e escura.

13.Incubagdo com Hoechst 33258 (20ug/ml) diluido em tampéao de citoesqueleto por

30 minutos.

14.Lavagem em PBS; 3 vezes, 10 minutos cada;

15.Montagem com laminula e meio de montagem (glicerol/PBS - 1:1).

Tabela 1

Tabela 1 - Relacéo dos anticorpos utilizados.

Os anticorpos utilizados para a caracterizagado das células estdo descritos na

Anticorpo Titulacdo Catélogo
Mouse monoclonal 1gG anti GFP 1:500 Sigma #G6539

« | Mouse monoclonal 1gG2a anti SMaA 1:500 Sigma #A2547

-2 | Mouse monoclonal 1gG anti Platelet and Endothelial 1:25 DSHB #P2B1

'€ | Cell Adhesion Molecule (PECAM)

'DC_ Mouse monoclonal anti endothelial Nitric Oxide Syntase 1:50 BD #610296
Goat polyclonal anti Cardiac Troponin | 1:200 HyTest #4T21/2
Rabbit polyclonal anti GFP 1:1000 AbCam #ab6556

" Donkey anti goat 1gG Alexa 488 conjugate 1:700 Invitrogen #A11055

.2 | Donkey anti mouse 1gG Alexa 488 conjugate 1:700 Invitrogen #A21202

8 | Donkey anti rabbit IgG Alexa 488 conjugate 1:700 Invitrogen #A21206

S | Goat anti mouse 1gG2a Alexa 594 conjugate 1:700 Invitrogen #A21135

% Sheep anti mouse IgG Cy3 conjugate 1:700 Sigma #C2181
Sheep anti rabbit IgG Cy3 conjugate 1:700 Sigma #C2306

3.10.1 Aquisicao e analise de imagem
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As imagens foram adquiridas utilizando microscépio de fluorescéncia Nikon
(Eclipse E600) e microscopio confocal Zeiss (LSM 510 Meta). Para a analise das

imagens utilizamos os programas Image Pro Plus e LSM Browse, respectivamente.
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4 RESULTADOS



4.1Estabelecimento de um modelo de para estudo do potencial de
diferenciacdo de células do PE

Conforme descrito anteriormente, o PE € uma estrutura embrionaria transitoria
da qual derivam as células que dao origem a circulagado coronaria. Como o objetivo
principal deste trabalho é estudar o potencial de diferenciacdo destas células em um
sitio adulto, num primeiro momento foi necessario estabelecer um modelo que
permitisse sua diferenciacio in vivo. Para tanto, o modelo desenvolvido por nés teve
que seguir alguns requisitos; levando-se em conta o sitio embrionario normal no qual
estes vasos sdo formados, nosso sistema modelo deveria ter: (1) a presenca de
tecido cardiaco; (2) um ambiente com vascularizagao reduzida e por fim (3) um local

com uma baixa concentragao de oxigénio.

Para testarmos o potencial de formagao vascular dos precursores coronarios,
criar um modelo de neovascularizacdo e analisar o comportamento das células do
PE em sitio adulto buscamos na literatura por modelos que atendessem aos nossos
requisitos € nos deparamos com o modelo utilizado por Fey et al.(1998), no estudo
de drogas imunossupressoras, e primeiro descrito por Fulmer et al. (1963) no qual os
mesmos usavam o transplante para o pavilhao auricular de um coragado neonatal ou
parte dele para analisar morfologia e fungao do 6rgao ectdpico. O transplante de um
coragdao neonatal para o pavilhdo auricular nos forneceu a base para o
estabelecimento do modelo para a diferenciagao das células do PE, uma vez que o
pavilhdo auricular € um tecido pouco vascularizado e prové uma baixa concentracao
de oxigénio para o tecido transplantado, atendendo assim a todos os requisitos
supracitados. A adigdo do coragdao neonatal no sitio da orelha provavelmente produz
um ambiente isquémico ao orgao transplantado, o que seguramente funciona como
um importante estimulo para a angiogénese e provavelmente vasculogénese, uma
vez que hipoxia em geral e isquemia em especial levam a liberagao local de varios

fatores angiogenéticos (Semenza, 2007).
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Para transplantar o coracdo neonato para o pavilhdo auricular de
camundongos com o0 menor dano tecidual possivel foram testadas diferentes
ferramentas de inser¢do, desde trocateres (instrumento cirurgico utilizado para
puncado de medula éssea) até agulhas hipodérmicas de diferentes calibres. A melhor
ferramenta, ou seja, aquela que permitiu o transplante do coragdo com o minimo de
danos para o tecido foi a agulha hipodérmica 14G (Intra-cath), tendo esta o seu bizel

retirado com o auxilio de uma lixa.

Como descrito anteriormente na secdo de material e métodos, antes da
transferéncia do tecido cardiaco para o pavilhdo auricular um tunel foi confeccionado
através da inser¢ao da agulha hipodérmica entre a pele e cartilagem da orelha. Feito
isso, o coracao foi posicionado na abertura do tunel e inserido com o auxilio do Intra-
cath. Duas semanas ap6s a transferéncia do tecido cardiaco utilizando a
metodologia supracitada, o coragao encontrava-se sadio e mantendo a propriedade
de inotropismo (relativa a capacidade do 6rgao de se contrair ativamente sem
estimulo externo). As duas semanas apds o transplante do coragdo foram
importantes porque neste intervalo a maior parte da resposta inflamatéria que se
seguia ao procedimento ja havia retornado a seus niveis basais, interferindo muito

pouco em nossos resultados.

Estes coragbes transplantados sao capazes de se integrar a rede vascular
local, o que lhes permite continuar esta atividade contratil e mostrar sobrevida,
compativel com a realizagdo dos experimentos que programamos. A integragéo a
rede vascular locar, descrita acima por ser facilmente observada em material e

métodos (Figura 10A).

ApoOs o estabelecimento da melhor maneira de transferéncia do coragao para
o pavilhao auricular e tempo entre essa transferéncia e adicao das células do PE,

definimos nossos grupos experimentais.

Brevemente, nosso grupo experimental foi constituido de camundongos FVB-
WT que receberam, em um sitio no tecido subcutaneo auricular, transplante de um

coragao neonatal de animais FVB-WT. Quatorze dias apds o transplante do coragao,
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a pele do pavilhdo auricular foi seccionada, o tecido epicardico deste coracao foi
removido localmente por friccdo e o miocardio exposto foi recoberto com dois
explantes de PE de embrides FVB-GFP no estagio de 9.5dpc (Grupo A). Foram
testados diferentes periodos de tempo entre o transplante do coragao e adigao do
PE (quatro e sete dias), n&o tendo observado diferengas significativas em relacdo a
diferenciagdo dos precursores coronarios. Os resultados apresentados a seguir,

seguem o padrao apresentado na sec¢ao anterior (material e métodos).

O grupo B por sua vez, recebeu apenas o transplante de dois PEs de
camundongos FVB-GFP no mesmo estagio. Para este grupo, diferentes
metodologias para a transferéncia dos PEs foram testadas. A principio realizamos o
transplante utilizando um capilar de vidro adaptado a uma mangueira de micro-
injecado, sem sucesso. Partimos entdo para a transferéncia dos PEs utilizando pingas
de dissecgdo, na qual as estruturam foram posicionadas na ponta da pinca e

inseridas através do tunel previamente realizado.

Como controle experimental, utilizamos nos ensaios de imunofluorescéncia
(IF) cortes histologicos do pavilh&o auricular com corag&o transplantado e também

sem nenhuma estrutura transplantada.

Para o grupo que recebeu o enxerto de tecido cardiaco (grupo A), passadas
as duas semanas observamos um aumento da rede vascular, tanto em numero
quanto em didametro dos vasos quando comparado com a rede de uma orelha
controle (ndo transplantada), enquanto que no grupo B esse aumento foi mais
discreto (Figura 10A e C).

Nos primeiros transplantes do grupo A observamos grandes areas
fluorescentes sobre o tecido cardiaco, contudo apds os ensaios de IF ndo era
possivel detectar nenhum sinal GFP+ nos cortes. A fluorescéncia inespecifica
provavelmente era resultado de exsudato inflamatério pés procedimento. Devido a
isso criamos um sistema visual de validagdo no qual nossas amostras quando

colocadas em estereomicroscopio sob filtro para GFP apresentavam discretas
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regides de fluorescéncia GFP+, estas mais compativeis com uma possivel

diferenciagao dos PEs transplantados.

Os experimentos foram validados através da metodologia descrita acima e
seguimos entdo com os ensaios de IF para verificar a possivel diferenciacdo das

células provenientes do PE. Estes resultados serédo apresentados a seguir.

4.2Células do PE se diferenciam em sitio adulto

Para avaliar a incorporacao de células GFP+ oriundas do PE nos transplantes
realizados e investigar suas possiveis diferenciacées, realizamos ensaios de
imunofluorescéncia dupla para GFP combinado com diferentes marcadores: para
tecido cardiaco a Troponina Cardiaca-1 (cTn-1), para células musculares lisas a Alfa
Actina de Musculo Liso (SMaA), ja como marcadores endoteliais PECAM (CD31) e
Oxido Nitrico Sintase Endotelial (eNOS / NOS Ill), sendo o primeiro um marcador de
ilhotas sanguineas, precursores endoteliais e células terminalmente diferenciadas, e

o ultimo.marcador apenas para células diferenciadas.

Células GFP+ foram observadas na por¢cdo mais interna dos vasos
sanguineos, tanto no grupo que recebeu o transplante do coragdo seguido da
transferéncia dos PEs (Figura 11A), quando no grupo que recebeu apenas os PEs
(Figura 11B). Para verificar se as células derivadas do PE estariam se diferenciando
em musculo liso, realizamos a dupla marcacao para GFP e SMaA, a fim de verificar
a existéncia de células marcadas por ambos os anticorpos. Num primeiro momento
realizamos esta imunomarcagao dupla em material dos animais do grupo A, que
receberam um transplante de coracao e posteriormente a transferéncia de dois PEs.
Esta analise revelou que as células GFP+ ndo expressam SMoA e que estdo
sempre entre a camada muscular dos vasos e o seu lumen, sugerindo entdo a

diferenciacao das células do PE em células endoteliais (Figura 11C).
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Uma vez que a IF dupla para GFP e o marcador de célula muscular lisa ndo
foi positivo para SMoA para o grupo A, e as células positivas para GFP eram
morfologicamente compativeis com células endoteliais, resolvemos investigar a

diferenciacao dos PEs em células endoteliais.

' =« Nucleo

Figura 11. Células GFP+ foram encontradas entre a camada de células musculares lisas e o
[Gmen vascular. (A, B, C, D) Imunomarcagao para proteina verde fluorescente. (A, B)
Células GFP+ foram encontradas na porgdo mais interna dos vasos (cabega de seta) tanto
no grupo A, que recebeu o transplante do coragéo e apds duas semanas o transplante dos
PEs (A) quanto nas laminas pertencentes aos animais do grupo B, o qual recebeu apenas o
transplante dos PEs (B). (C) Imunomarcagéo dupla para SMoA-GFP nas laminas dos
animais do grupo A revelou a presenca de células GFP+ entre o lumen vascular e a
camada de células musculares lisas. Nao observamos sinal de marcagcédo para GFP no
controle negativo (D). O ruido derivado da auto-fluorescéncia das hemacias aparece
destacado com asterisco (D).

4.3Diferenciacédo endotelial do PE em sitio adulto
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A natureza endotelial da contribuigdo do PE foi confirmada nos dois grupos
através de dupla marcagédo com anticorpos anti-GFP juntamente com anticorpos

contra eNOS ou proteina de adesdo PECAM.

Na analise das IF dupla para PECAM (marcador de diferenciagdo precoce de
células endoteliais e hemangioblastos) e GFP foi possivel observar a presenca de
células imunomarcadas no endotélio vascular e também células sanguineas
positivas para ambos marcadores tanto no grupo que recebeu o enxerto cardiaco
seguido dos PEs (Figura 12A-C), quanto do grupo que recebeu apenas a
transferéncia dos explantes proepicardicos (Figura 12H). Interessantemente, no
grupo que recebeu o transplante apenas dos PEs, notamos a presenga maior destes
agregados celulares positivos para GFP (Figura 12G) — e, portanto derivados dos
PEs transplantados — muito semelhante as ilhotas sanguineas, descritas em sec¢des
anteriores. Sugerindo assim, que um dos meios de diferenciagdo dos PEs em
células endoteliais foi via formagao de ilhotas sanguineas, fato confirmado pela
presencga de células nucleadas no interior desses agregados celulares (Figura 13B).
Estas células nucleadas provavelmente correspondem aos precursores

hematopoiéticos — hemangioblastos — encontrados no interior destas estruturas.

Ja a dupla marcagao para GFP e eNOS (marcador de diferenciagédo terminal
de endotélio vascular) mostrou a presenca de células diferenciadas a partir dos PEs
(GFP+) somente no grupo que previamente recebeu o transplante do coragao
(Figura 12D-F). Este resultado fortemente sugere a necessidade da presenca do
tecido cardiaco para que as células provenientes do PE se diferenciem
terminalmente em células endoteliais. Provavelmente os fatores de crescimento e
moléculas de sinalizagdo proveniente do tecido cardiaco (Tomanek et al., 1999;
Tomanek et al., 2001; Watanabe et al., 2006; Lavine et al., 2008) influenciam de
alguma forma a diferenciacao de células derivadas do PE para que estas, no mesmo

intervalo de tempo, expressem o marcador de diferenciagao terminal de endotélio.
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Figura 12. Dupla marcagao para GFP e marcadores endoteliais revelou a presenca de células
derivadas do PE também como precursores endoteliais. Na andlise das IF para PECAM
e GFP notamos a presenga de células duplamente marcadas no endotélio vascular para
ambos marcadores tanto no grupo A (A-C), quanto no grupo B (H).Ja na dupla marcagéo
para GFP e eNOS, observamos a presenca de células diferenciadas e positivas para
ambos marcadores somente no grupo A (D-F). Nas IF do grupo que recebeu o transplante
apenas dos PEs, notamos a presenga de agregados celulares GFP+ (G) muito semelhante
as ilhotas sanguineas. Nao observamos sinal de marcagao para GFP no controle negativo,
tendo sido observada apenas a marcagao para a proteina de adesédo, PECAM (I).

4.4Células do PE nao se diferenciam em cardiomidcitos

Confirmada a natureza endotelial da diferenciacdo das células do PE
transplantada para sitio adulto e a n&o diferenciagado destas em células musculares
lisas, precisavamos entéo, investigar se as células do PE estariam se diferenciando
em cardiomidcitos, uma vez que Zhou et al. (2008) identificaram células derivadas
do epicardio se diferenciando em cardiomidcitos durante a cardiogénese (Zhou et al.,
2008).
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A dupla IF contra GFP e cTn-1 mostrou, no grupo que recebeu o transplante
do coracdo e dos PEs, extensa incorporacao de células do nosso doador GFP+ em
vasos sempre na periferia do enxerto (Figura 13A). Na analise das laminas nao foi
observada presenca de células derivadas do PE na substancia do miocardio (Figura
13) tampouco em dupla marcacéo positiva para c-Tn1. Mostrando que no modelo
utilizado por nés, as células derivadas do PE nao se diferenciam em cardiomiécitos e
também invadem o tecido cardiaco, comportamento natural dessas células in situ,

durante o desenvolvimento embrionario.

Semelhante ao encontrado nos ensaios de IF com marcadores endoteliais
observamos também na IF dupla para GFP e ¢c-Tn1 a presenca dos agregados
celulares GFP+ (Figuras 13B) discutido na sec&o anterior. E importante ressaltar que
nem todas as células endoteliais dos vasos encontrados sdo positivas para GFP. Na
Figura 13C podemos ver dois vasos na periferia do tecido cardiaco, um dos quais
tem o endotélio GFP+ (cabega de seta) enquanto no outro s6 observamos o ruido da
auto-fluorescéncia das hemacias (asterisco). Indicando que as células diferenciadas
a partir dos PEs transplantados nao se integraram a toda malha vascular do local de
transplante, mas sim contribuem para a formacado/remodelamento dos vasos pré-

existentes.
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Figura 13. Células GFP+ ndo expressam troponina cardiaca (cTn-1). (A-C) Células GFP+ foram
observadas em diferentes locais na periferia do enxerto cardiaco (a1-2), integrando vasos
sanguineos (a1-2, cabeca de seta em B e C) e constituindo estruturas semelhantes a
ilhotas sanguineas (a2, B); ndo foi observada dupla marcagcdo com cTn-1. (D) N&o foi
observado sinal de marcacédo para GFP no controle negativo. O ruido derivado da auto-
fluorescéncia das hemacias aparece destacado com asterisco (C, D).

4 5Sumario

Nas secdes descritas acima descrevemos o0s resultados relativos ao
estabelecimento de um sistema modelo para a diferenciacdo dos precursores de
vasos coronarios em sitio adulto. Em resumo, na analise de nossas laminas

observamos células GFP+ diferenciadas a partir do PE na por¢do mais interna dos
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vasos sanguineos; entre o lumen vascular e a camada de musculo liso, sugerindo
assim, a diferenciacdo do PE em células endoteliais. Esse dado foi confirmado com
dupla imunomarcacdo para GFP-PECAM e GFP-eNOS nos dois grupos
experimentais, tendo demonstrado que na presenga do coracdo neonatal
previamente transplantado para o pavildo auricular as células endotelias derivadas
do PE diferenciam-se terminalmente (positivas para eNOS e GFP) enquanto que
apenas com o transplante dos PEs encontramos uma maior presenca de agregados

celulares semelhante a ilhotas sanguineas.

Durante o desenvolvimento embrionario e formagado dos vasos coronarios, o
PE é responsavel pela formagao das células endoteliais, musculo liso e fibroblastos
intersticiais, contudo em nossos resultados s6 observamos a diferenciacdo destas
células em endotélio, ndo tendo observado dupla marcacao para SMaA tampouco c-
Tn1.
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5 DISCUSSAO



O estabelecimento do sistema vascular sanguineo ocorre relativamente cedo
durante o desenvolvimento e € caracterizado pela diferenciacdo de precursores
hematopoiéticos e endoteliais, agregados em estruturas denominadas ilhotas
sanguineas. A agregacao in situ destes angioblastos forma um plexo capilar em um
processo chamado vasculogénese. A expansao deste plexo capilar por sua vez se
da através de um fenbmeno conhecido como angiogénese. Ja o remodelamento da
rede vascular, em geral no organismo adulto, denomina-se arteriogénese (Risau e
Flamme, 1995; Carmeliet, 2000b).

Durante a cardiogénese os vasos responsaveis pela nutricdo do musculo
cardiaco se estabelecem logo apdés a formagdo do epicardio (formado a partir do
proepicardio (PE)) e diferenciagdo de algumas destas células que, sob estimulo de
diferentes fatores adquirem caracteristicas de células mesenquimais, migrando e
povoando espago subepicardico e miocardio e estabelecendo, desse modo, a
circulagdo coronaria (Reese et al., 2002) através dos processos descritos no

paragrafo anterior.

Nas ultimas décadas diversos grupos vém trabalhando com o PE a fim de
entender melhor as vias moleculares envolvidas na formagao dos vasos coronarios
(Lavine et al., 2008), os padrées morfologicos presentes durante o estabelecimento
da circulagcéo coronaria (Lie-Venema et al., 2007), sua origem no PE (Viragh et al.,
1993; Perez-Pomares et al., 2002b), o potencial vasculogénico/angiogénico destes
precursores (Guadix et al., 2006; Perez-Pomares et al., 2006; Cai et al., 2008; Zhou
et al., 2008; Smart et al., 2009) e por fim, os fatores envolvidos na diferenciagéo do
PE (Watanabe et al., 2006; Azambuja et al., 2010).

Compondo essa fonte de esforgos para compreender melhor a biologia de
diferenciacao das células provenientes do PE, neste trabalho nds estabelecemos um
modelo em sitio adulto para o estudo do processo de diferenciacdo dos precursores
dos vasos coronarios concentrados no PE. Para tanto utilizamos, ora o transplante
de um coracéo neonatal associado ao transplante dos PEs para o pavilhdo auricular
de camundongos adultos, ora apenas a transferéncia dos PEs para o subcuténeo

auricular.
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5.1Vasculogénese e angiogénese no adulto

Como descrito na secédo anterior, em nossos experimentos observamos um
aumento da rede vascular, no grupo que recebeu o enxerto cardiaco seguido do
transplante dos PEs (grupo A), tanto em numero quanto em didmetro dos vasos
quando comparado com a rede vascular de uma orelha controle (n&o transplantada),

enquanto que no grupo B esse aumento foi mais discreto.

Até recentemente acreditava-se que no adulto os vasos eram formados
apenas através da proliferacdo e diferenciacao de células endoteliais em um
processo de angiogénese, contudo hoje se sabe que processos vasculogénicos
também ocorrem no adulto através da mobilizagdo de células tronco da medula
ossea (Carmeliet, 2000a; Smart et al., 2009; Kirton e Xu, 2010).

Nos organismos adultos, a neo-formagéao vascular ocorre tanto sob condi¢oes
patolégicas quanto fisioldgicas. A angiogénese patolégica em geral é induzida como
resposta inflamatdria e mediada por mondcitos/macréfagos, plaquetas, mastécitos e
outros leucécitos inflamatorios responsaveis por secretar fatores angiogénicos, como
VEGF, e recrutar células para os sitios de inflamacdo (Carmeliet, 2000a). A
angiogénese fisioldgica por sua vez ocorre em resposta a uma maior necessidade
de nutrientes e oxigénio, sendo mediada principalmente por fatores induzidos por
hipoxia (HIF-1) e VEGF (Semenza, 2007; Smart et al., 2009).

Nés sabemos que parte do aumento vascular na regido de transplante
provavelmente foi uma resposta inflamatoria ao procedimento cirtrgico, mas também

acreditamos em uma resposta fisiologica.

Como dito nas secdes iniciais deste trabalho, o miocardio responde ao
estresse através da ativacdo de mecanismos adaptativos que tendem a limitar os
danos causados pelo evento; sendo que o objetivo final seria preservar a integridade
e a fungdo do 6rgdo. O coragédo neonatal transplantado encontra no sitio da orelha
um ambiente com uma concentragdo baixa de oxigénio, estimulo suficiente para
desencadear vias pré angiogénicas e um aumento na rede vascular local, evidéncia

facilmente observada em nossos resultados apresentados na sec¢ao anterior.
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Acreditamos que no grupo A, que recebeu o transplante do coragao neonatal
seguido dos explantes proepicardicos, o processo angiogénico foi favorecido. O
tecido cardiaco enxertado, devido a hipoxia comegou a produzir e secretar fatores
de crescimento pré angiogénicos (como HIF-1 e VEGF) que estimularam o aumento
da rede vascular local; evento amplificado pela adigdo dos PEs, cujas células se
diferenciaram e foram sendo adicionadas a rede vascular em expansdo. Ja no grupo
B, a menor concentracdo destes fatores devido a auséncia do enxerto cardiaco

explica a diferenca em relacdo a malha vascular da orelha.

Sabemos que eventos isquémicos, em especial hipdxia sao
reconhecidamente os principais estimulos para que ocorra neo-formagao vascular.
Mediado por HIF-1a, a hipdxia leva a um aumento na expressao dos mesmos
fatores pré angiogénicos responsaveis pelo desenvolvimento dos vasos coronarios,
incluindo FGF-2, VEGF e seus receptores, FLK-1 e FLT-1 (Tomanek, 2005;
Semenza, 2007; Smart et al., 2009).

Resumindo, no grupo A notamos um aumento no numero e didmetro dos
vasos que depende da presencga do coracdo neonatal, previamente transferido para
o pavilhdo auricular, secretando fatores de crescimento e diferenciagao vascular
enquanto que no grupo B a auséncia do tecido cardiaco e, portanto, destes fatores
pré angiogénicos justificam a malha vascular reduzida quando comparada ao grupo

anterior.

5.2Um modelo para diferenciacdo do PE em sitio adulto

Os vasos coronarios se desenvolvem a partir de ilhotas sanguineas que sao
constituidas por agregados de células precursoras endoteliais e hematopoiéticas
(Rongish et al., 1996; Ratajska et al., 2008). Estas ilhotas sanguineas entdo se

fundem para formar os plexos capilares ou canais vasculares primitivos.

Na analise de nossos resultados da IF dupla para PECAM-GFP notamos a
presenca de células imunomarcadas no endotélio vascular e também células
sanguineas positivas para ambos marcadores tanto no grupo que recebeu o enxerto

cardiaco seguido dos PEs (grupo A), quanto do grupo que recebeu apenas a
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transferéncia dos PEs (grupo B). Neste ultimo grupo, notamos a presenga maior
destas ilhotas sanguineas positivas para GFP e, portanto derivados dos PEs
transplantados. Demonstrando desta forma que um dos meios de diferenciagcado dos

PEs em células endoteliais foi via formagao de ilhotas sanguineas.

Tomanek et al. (1999) utilizando retrovirus para a marcacao de células do PE
mostraram que os eritrocitos no espago subepicardico derivam dos progenitores
proepicardicos que se diferenciaram em eritroblastos e precursores endoteliais
(Tomanek et al., 1999). Isso parece consistente com nossos dados que mostraram a
presenga de agregados celulares semelhante a ilhotas sanguineas em ambos

grupos experimentais.

Sabemos que dependendo da disponibilidade local de alguns fatores de
crescimento como PDGF, VEGF ou bFGF, as células diferenciadas a partir do PE
podem se diferenciar em células de muasculo liso ou células endoteliais,
respectivamente (Perez-Pomares et al., 2002a; Ratajska et al., 2008). Contudo, ndo
observamos a diferenciacdo dos PEs transplantados em células musculares lisas.
Provavelmente isto se deve a: (1) auséncia de quantidade suficiente destes fatores
de crescimento necessarios a diferenciacdo dos PEs em musculo liso e também, (2)
ao tempo entre o transplante dos PEs e coleta do material ter sido insuficientes para

que houvesse a diferenciacdo destas em células musculares lisas.

Em um trabalho muito elegante, Watanabe et al. (2006) testaram diferentes
fatores de crescimento em culturas in vitro do explante do PE, chegando a
conclusao de que para a diferenciacdo do PE em canais vasculares é essencial a
presenca de soro fetal bovino, e que o inicio do processo vasculogénico é controlado
diretamente por bFGF, que atua nas células endoteliais, e indiretamente por VEGF,
que sinaliza para o crescimento vascular. VEGF e seus receptores (FLK-1 E FLT-1)
possuem importante papel tanto na vasculogénese quanto nos processos de
angiogénese, isso porque atuam regulando as interagdes entre as células

endoteliais e células e matriz extracelular (Watanabe et al., 2006).

No modelo e metodologia utilizada € dificil determinar os fatores de
crescimento que estiveram atuantes em nossos grupos experimentais durante os
dias que se seguiram ao transplante do coragdo neonatal e PEs no grupo A e dos

explantes proepicardicos no grupo B, portanto dificil estabelecer o papel de um ou
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outro fator na diferenciacdo do PE em endotélio e a nao diferenciagdo em musculo

liso e cardiomidcito.

5.3Potencial vasculogénico e angiogénico do PE em sitio adulto

O PE é uma estrutura transitoria e as células derivadas deste adquirem
caracteristicas migratorias e invasivas quando sofrem a transformagédo epitélio
mesenquimal (TEM) (Manner et al., 2001; Tomanek, 2005; Winter e Gittenberger-de
Groot, 2007). Apos a formagao do epicardio e TEM as células derivadas do epicardio
migram para o espago subepicardio e para a substancia do miocardio onde se
diferenciam em endotélio, musculo liso e fibroblastos, formando os vasos coronarios
(Reese et al., 2002; Tomanek, 2005).

A anadlise dos nossos dados da dupla marcacado para GFP e ¢c-Tn1 revelou
que as ceélulas que se diferenciaram a partir do PE, portanto GFP+, ndo penetraram
no miocardio — evento que normalmente ocorre durante a formagao dos vasos
coronarios (Reese et al., 2002; Tomanek, 2005; Watanabe et al., 2006) — e sim
povoaram a regido em torno do enxerto cardiaco, tampouco se diferenciam em
cardiomiécitos (Zhou et al.,, 2008) , provavelmente pela auséncia ou baixa
concentragdo de algum fator importante neste evento ou mesmo pelo coragéo

transplantado ja ser um érgao adulto, nao permitindo este fendbmeno ocorra..

Guadix et al. (2006) utilizando quimeras galinha/codorna demonstraram, que
o explante do PE transplantado para diferentes locais, tais como broto dos membros,
e broto hepatico no embrido de galinha, uma grande incidéncia de vasos derivados
do PE de codorna pode ser observada, comprovando assim seu alto poder de

formagao vascular em sitio embrionario (Guadix et al., 2006).

Contudo, recentemente Red-Horse et al. (2010) demonstraram que as artérias
coronarias em camundongos ndo derivam do PE e sim da dediferenciacédo e
reprogramacgao de células endoteliais do seio venoso e migragao destas da regiao
de influxo pela parede miocardica com ainda uma pequena contribuicdo de células

endocardicas neste processo (Red-Horse et al., 2010). A controvérsia gerada em
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trés décadas de trabalhos que, utilizando diferentes técnicas e modelos (Viragh e
Challice, 1981; Perez-Pomares et al., 1997; Watanabe et al., 2006), demonstraram a
origem dos vasos coronarios a partir do PE nao invalida os dados apresentados no
presente trabalho, uma vez que aqui estabelecemos um modelo para a
diferenciagdo destas células em um ambiente diferente do contexto embrionario.
Acreditamos que talvez a dediferenciagdo e reprogramacédo das células do seio
venoso seja ou uma fonte alternativa de células para a formacdo das coronarias,
além do que mais trabalhos serdo necessarios no futuro a fim de comprovar a
origem exata de artérias e veias do sistema coronario durante a embriogénese

cardiaca.

Em nossa presente investigagdo o transplante dos explantes dos PEs nos
diferentes grupos nos permite afirmar que quando transplantados para sitio adulto o
PE parece participar tanto do processo de vasculogénese (presenga de ilhotas
sanguineas) quanto do processo de angiogénese (integracdo das células GFP+ nos
vasos pré existentes) (Figura 14). No processo de vasculogénese a fusdo dos
angioblastos (precursores endoteliais) e formagao do endotélio € o primeiro passo

para o estabelecimento de um vaso sanguineo (Flamme et al., 1997).

Baseados em nossos dados constatamos que o PE pode se diferenciar em
células precursoras endoteliais e formar um novo vaso sanguineo (GFP+) (Figura
12F). Ja no processo de angiogénese o que observamos foi a presencga de células
endoteliais GFP+ intercaladas entre as células do animal hospedeiro (células nao
GFP) (Figura 13C), provavelmente numa tentativa de reconstituir o endotélio
porventura lesado ou numa tentativa de ampliar a malha circulatéria local, mostrando
que as células derivadas do PE contribuem nos dois processos de formagao

vascular.

Devemos lembrar que durante o desenvolvimento as células derivadas PE,
apods a formacgao do epicardio, sdo responsaveis pelo estabelecimento do sistema
vascular coronario, formando endotélio, musculo liso e fibroblastos. A adicdo do PE,
sabidamente uma estrutura com caracteristicas multipotenciais e comprovado
potencial vasculogénico e angiogénico, em um contexto diferente do qual ele estaria
condicionado a formacéo vascular e tendo como resultado a participagao deste nos
processos descritos nos paragrafos anteriores com a diferenciagcdo em células

endoteliais nos permite afirmar que de fato estas células possuem também um
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potencial vasculogénico/angiogénico em sitio adulto, podendo ser exploradas como
modelo para revascularizagdo cardiaca e recuperagao de tecidos vasculares (Smart
et al., 2009; Kirton e Xu, 2010).

@ Célula Precursora Endotelial

< &> Célula Endotelial GFP+

< = Célula Endotelial
<@ Célula de Musculo Liso

@ llhota Sanguinea

Angioblasto

Precursores

Angioblastos Células
Células Derivadas (Precursor Endotelial)==®  Endoteliais
do Proepicéardio (
(Hemangioblastos?) Precursores Celulas

Hematopoiéticos < Hematopoiéticas

Figura 14. Diferenciacdo do PE em sitio adulto. Quando transplantado para sitio adulto o PE
parece participar tanto de um processo de vasculogénese, via formagdo de ilhotas
sanguineas (GFP+), diferenciacdo destas em células precursoras endoteliais e
hematopiéticas (GFP+) e formagéo de um novo vaso GFP+ (vaso com endotélio verde a
direita), quanto de um processo de angiogénese no qual células GFP+ (células verdes
intercalada entre células ndo GFP), derivadas do PE se diferenciaram e foram adicionadas
a um vaso do animal hospedeiro (FVB-WT).

5.4Precursores endoteliais no reparo vascular
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O primeiro passo na formagao dos vasos sanguineos € a diferenciagcao dos
precursores endoteliais em células endoteliais vasculares, que mais tarde irdo
constituir a superficie interna de revestimento dos vasos maduros [revisado por
(Ratajska et al., 2006)]. Dentro do embrido, as células endoteliais se diferenciam a
partir da mesoderme como angioblastos isolados, onde ocorre a formagao das
ilhotas sanguineas em associagdo com o0s precursores hematopoiéticos. Os
angioblastos entdo migram e fundem-se a outros angioblastos formando uma
estrutura semelhante a um labirinto vascular (Risau e Flamme, 1995; Flamme et al.,
1997; Ratajska et al., 2006). Em seguida, esta malha vascular primitiva € expandida

e passa por um processo de remodelamento (Risau e Flamme, 1995).

Atualmente as doencas vasculares, em especial doengas nas artérias
coronarias sdo a principal causa de morte no mundo e a integridade da camada
endotelial € essencial para protegdo contra o desenvolvimento destes processos
patolégicos (Kirton e Xu, 2010; Olivey e Svensson, 2010). Para muitos tipos de
doenca cardiaca, como em cardiopatias isquémicas, vem-se utilizando o transplante
de células tronco cujo objetivo principal é a recuperacéo da contratilidade do érgao

através da ampliacdo da malha circulatoria.

A descoberta das células progenitoras endoteliais circulantes e sua habilidade
de contribuir com o processo de vasculogénese pds natal fez destas um alvo
interessantissimo no estudo de neovascularizagao em tecidos que sofreram eventos

isquémicos ou hipoxicos (Asahara et al., 1997).

Pensando nisso, novas descobertas que contribuam para o entendimento do
processo de diferenciagdo vascular poderiam ser aplicadas para dirigir a
diferenciacao de células multipotentes e progenitoras ao fenétipo vascular desejado

antes da sua insergao no sitio lesado.

Sabendo que sao as células precursoras endoteliais que iniciam o processo
de formagcdo ou expansdao vascular nossa proposta com este trabalho foi
compreender melhor os mecanismos embrionarios nos processos de vasculogénese
e angiogénese e comprovar sua potencialidade em sitio adulto para, no futuro,
contribuir com o aprimoramento das técnicas de terapia celular e com o
desenvolvimento de novas estratégias para terapias de regeneragéo cardiovascular,

contribuindo desta forma para elucidar as vias de sinalizacdo que dirigem a
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diferenciacdo de células multipotentes para os fendtipos encontrados no leito

vascular.
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6 CONCLUSOES



O modelo de transplante do PE para o pavilhdo auricular € uma abordagem
valida no estudo da diferenciagcdo dos precursores dos vasos coronarios em sitio

adulto.

O transplante do coragdo neonatal para o sitio auricular de um camundongo
adulto provavelmente fornece os fatores de crescimento necessarios para

processos de vascularizagdo e neovascularizagao iniciado pelo PE.

Quando transplantado para sitio adulto o PE diferencia-se e participa dos
processos de vasculogénese, iniciando a formagao de novos vasos sanguineos
via formacdo de ilhotas sanguineas e de um processo angiogénico,
diferenciando-se em células endoteliais que se incorporaram ao endotélio dos

vasos ja existentes.

Com as metodologias utilizadas € dificil determinar os fatores de crescimento que
estiveram atuantes em nossos grupos experimentais durante os dias que se
seguiram ao transplante do coragdo neonatal e PEs no grupo A e dos explantes
proepicardicos no grupo B, portanto dificil estabelecer o papel de um ou outro
fator na diferenciagdo do PE em endotélio e a nao diferenciagdo em musculo liso
e cardiomidcito, portanto, novos experimentos utilizando a mesma abordagem e
novas metodologias serdo necessarios a fim de estabelecer as vias moleculares

atuantes nestes processos de formagao e neo-formagao vascular.

Em resumo, a adicdo do PE em um contexto diferente do qual ele estaria
condicionado a formacdo vascular e tendo como resultado a participacdo deste
nos processos apresentados neste trabalho nos permite afirmar que estas
células possuem também um potencial vasculogénico/angiogénico em sitio
adulto, podendo ser exploradas como potencial modelo para revascularizagao
cardiaca e recuperacao de tecidos vasculares.
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