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RESUMO

O uso de células-tronco representa uma alternativa para o tratamento das doencas que
acometem o coracdo, devido a capacidade que essas células indiferenciadas tém de preservar
sua propria populacdo e de se diferenciar em células dos diversos tecidos, incluindo o
cardiaco. Nesse trabalho comparamos as caracteristicas de células-tronco isoladas a partir do
tecido cardiaco e da medula 6ssea de camundongos transgénicos para a proteina fluorescente
verde (GFP). As ceélulas-tronco cardiacas e da medula dssea apresentaram caracteristica
morfolégica fibroblastéide e imunofenotipica de células-tronco mesenquimais, com alta
expressao dos marcadores CD44, CD90, CD73, Sca-1 e baixa expressdo dos marcadores de
celulas hematopoiéticas. A analise citogenética revelou um cariétipo poliploide a partir da
terceira passagem das células-tronco isoladas do coracdo e da medula-6ssea. A capacidade de
diferenciacdo em varios tipos celulares, tais como adipocitos, ostedcitos e condrécitos,
tambeém foi avaliada nas células-tronco de ambas as fontes. Tanto as células-tronco isoladas
do coracdo como da medula 6ssea foram capazes de se diferenciar nessas trés linhagens.
Quando estimuladas com 5’azacitidina para testar o potencial cardiomiogénico das células
isoladas do coracdo e da medula dssea, apenas as células-tronco cardiacas passaram a
expressar alguns marcadores de cardiomidcitos, tais como troponina T cardiaca e GATA-4.
As células-tronco cardiacas GFP foram injetadas na parede lateral do ventriculo esquerdo de
camundongos C57BL/6. Nenhum animal morreu durante o procedimento, e 0s parametros
funcionais cardiacos mantiveram-se inalterados. Apds 48 horas e uma semana depois da
injecdo foi possivel observar células GFP* em seccBes do miocardio. Os resultados indicam
que células-tronco isoladas do coracdo e da medula Gssea possuem caracteristicas similares,
porém o potencial cardiomiogénico das células-tronco cardiacas é maior. A injecdo
intramiocérdica mostrou-se segura podendo ser candidata & via de administragcdo de células no
miocardio. Novos estudos no campo da medicina regenerativa que visam a utilizagdo de
células-tronco cardiacas poderdo ser Uteis para demonstrar sua aplicagdo clinica como opc¢ao
de tratamento para as doencas cardiacas.

Palavras chave: coracdo, medula o0ssea, células-tronco mesenquimais, caracterizagdo,

diferenciacdo celular, injecdo intramiocardica.
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ABSTRACT

Stem cells are undifferentiated cells with the ability of self-renewal and differentiation into
different cell types, with the potential to treat heart diseases. In the present study we compared
the characteristics of stem cells isolated from the heart to bone marrow stem cells, both
obtained from EGFP transgeneic mice. Cardiac and bone marrow stem cells presented
fibroblastic morphology and an immunophenotype compatible with mesenchymal stem cells —
high expression of CD44, CD90, CD73, Sca-1 and low expression of of hematopoietic lineage
markers. Cytogenetic analysis demonstrated polyploid karyotypes after the third passage of
the stem cells isolated from heart and bone marrow. Both bone marrow and heart stem cells
were able to differentiate into adipocytes, osteocytes and chondrocytes. In order to test the
potential of differentiation into cardiomyocytes, cells were stimulated with 5’azacytidine and
only cardiac stem cells expressed heart-specific markers: cardiac T troponin and GATA-4.
GFP" cardiac stem cells were injected into the lateral wall of the left ventricule of C57bl/6
mice. The procedure did not alter the functional cardiac parameters or induced mortality.
GFP* cells were observed in the heart 48 hours and seven days after the intramyocardial
injection. The results indicate that cardiac stem cells and bone marrow stem cells are similar
cell populations, although cardiac stem cells appear to have an increased cardiomyogenic
potential. Intramyocardial injection was a safe and useful procedure for the transplantation of
cardiac stem cells. New studies in the field of regenerative medicine aimed at the use of
cardiac stem cells may be useful to demonstrate its clinical application as a treatment option
for heart disease.

Key words: heart, bone marrow, mesenchymal stem cells, characterization, cellular

differentiation, intramyocardial injection.
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1 INTRODUCAO

Tem sido evidenciado o aumento da expectativa de vida e o crescimento de fatores de
risco para doencas cardiacas em todo o mundo (BERNSTEIN & SRIVASTAVA, 2012).
Sendo assim, o desenvolvimento de novas e efetivas opgOes de tratamento para pacientes
cardiopatas é de extrema importancia, dado o aumento de casos e seus impactos social e
econdmico na saude mundial.

Neste contexto, destaca-se a terapia com células-tronco (CT), que sdo células
indiferenciadas e ndo especializadas com potencial de autorrenovagdo e potencial de se
diferenciar em diversos tipos celulares (WATT & HOGAN, 2000; ZAGO et al., 2006). Os
estudos com células-tronco despontam no cenario cientifico mundial, demonstrando a grande
aplicabilidade das mesmas nos variados campos da medicina. Os questionamentos levantados
as pesquisas com células-tronco embrionarias proporcionou uma busca por tipos alternativos
de células-tronco. Neste aspecto, encontram-se as células-tronco mesenquimais (CTM), que
podem ser isoladas de varios locais no organismo (da SILVA MEIRELLES et al, 2006).

Devido as suas potenciais aplicacdes na terapia celular, as CTM tém sido objeto de
inimeros estudos, tendo em vista a sua baixa imunogenicidade, multipotencialidade, além de
serem facilmente isoladas, purificadas e expandidas in vitro. (DOMINICI et al, 2006). A
medula 6ssea é a principal fonte de CTM utilizadas nas terapias celulares e sdo as CT adultas
mais conhecidas (JACKSON et al., 2002; KRAUSE et al, 2002; DOMEN et al., 2006). Além
da medula-6ssea, outras fontes de células-tronco mesenquimais foram identificadas. Mais
recentemente, foi isolada uma populacdo de CT obtidas de coragdes murinos e humanos que
exibem marcadores de CTM (CARLSON et al, 2011; GAMBINI et al, 2011).

Dentre os critérios que definem uma célula como CTM estdo a sua capacidade de
aderéncia ao plastico, a morfologia fibroblastéide, bem como a sua capacidade de
diferenciacéo in vitro em células de linhagem osteogénica, adipogénica e condrogénica. Além
desses critérios, um conjunto de marcadores de superficie proposto pelo Comité de Células-
Tronco Teciduais e Mesenquimais da Sociedade Internacional para Terapia Celular, define o
perfil imunofenotipico mesenquimal da célula sendo ela positiva para CD73, CD90, CD105, e
auséncia da expressdo de CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19 (DOMINICI et al,
2006). A estabilidade cromossdmica em culturas de CTM apds sucessivas passagens tambem
deve ser avaliada, uma vez que, in vivo, mudangas cromossdmicas geralmente resultam em
carcinogénese (CATALINA et al., 2007).
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O avanco nas técnicas de cultivo celular em modelos animais possibilitou o estudo dos
sinais quimicos e fisicos que influenciam o desenvolvimento e diferenciacdo celular,
direcionando-os para os tipos celulares de interesse. Diversos estudos indicam que células-
tronco mesenquimais possuem plasticidade e podem ser estimuladas a se diferenciar, in vitro,
na linhagem cardiomiogénica e serem usadas em terapias celulares para tratamentos de
doencas cardiacas (PERIN, 2003). O tratamento das CTM com quimicos sintéticos tais como
a 5-azacitidina ¢ um dos métodos mais utilizados para diferenciar CTM em cardiomiocitos
(MAKINO et al, 1999; FUKUDA et al, 2002; HAKUNO et al, 2002; BALANA et al, 2006;
HENG et al, 2004).

Apesar dos varios estudos pré-clinicos e clinicos evidenciarem os efeitos benéficos da
terapia celular na cardiologia, algumas questdes devem ser discutidas, dentre essas a melhor
via administracdo das células (SHEN, 2011). Os métodos utilizados no transplante de células-
tronco em doencas cardiacas sdo a injecdo intramiocéardica e intracoronaria € a injecao
intravenosa (OYAMA et al, 2004). Alguns autores defendem o método de injecdo
intramiocardica como sendo exequivel e seguro e o que oferece melhor distribuicdo celular
comparado, por exemplo, com a infusdo intracoronariana (KRAUSE et al, 2009).

Estudos comparativos do potencial de CTM isoladas de diferentes tecidos poderdo
nortear a sua utilizacdo de forma mais eficaz para o tratamento de diferentes doencas. Neste
trabalho, investigamos as caracteristicas das CTM isoladas do cora¢cdo de camundongos, seu
potencial de diferenciacdo em mudltiplas linhagens celulares in vitro em comparacdo com as
CTM isoladas de medula éssea. Foram avaliadas também a seguranca e a exequibilidade da

injecdo intramiocardica dessas células em camundongos C57BL/6.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar e caracterizar células-tronco mesenquimais a partir dos cora¢bes de camundongos

adultos, e comparéa-las com células-tronco mesenquimais obtidas a partir de medula dssea.

2.2 Objetivos especificos

1. Isolar e caracterizar fenotipicamente as células-tronco mesenquimais cardiacas e da
medula 6ssea, obtidas a partir de camundongos adultos;

2. Avaliar a capacidade das células-tronco mesenquimais cardiacas e da medula 6ssea de
se diferenciar em adipdcitos, ostedcitos e condrocitos;

3. Induzir a diferenciacdo cardiomiogénica das células-tronco cardiacas e da medula
0ssea;

4. Realizar a caracterizacdo citogenética das células-tronco cardiacas e da medula déssea
em diferentes passagens;

5. Avaliar a seguranca e os efeitos na funcdo cardiaca da injecdo intramiocardica de
células-tronco cardiacas em camundongos;

6. Rastrear a presenca das células-tronco cardiacas nos coracGes de camundongos que

receberam injecdo intramiocardica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CELULAS-TRONCO

As células-tronco sdo celulas indiferenciadas e ndo especializadas, com potencial
prolongado ou ilimitado de autorrenovagéo e capacidade de diferenciacdo em diversos tipos
celulares (WATT & HOGAN, 2000; ZAGO et al, 2006).

Wagers e Weissman (2004) classificam as CT de acordo com o seu potencial de
diferenciacdo e plasticidade. Células totipotentes sdo aquelas capazes de originar todos 0s
tipos celulares embrionarios e extraembrionarios. As CT pluripotentes sdo aquelas com
capacidade para gerar todos os tecidos dos trés folhetos embrionarios do organismo, como é o
caso das CT embrionérias. As CT multipotentes sdo capazes de originar um subconjunto de
linhagens celulares e as oligopotentes, pertencentes a um mesmo folheto embrionario. Por
fim, as CT unipotentes sdo as que apresentam capacidade para originar apenas um tipo de
ceélula madura.

As CT podem ainda ser classificadas em trés categorias, de acordo com o seu estagio
de desenvolvimento: as CT embrionérias (THOMSON et al, 1998), as CT fetais (PAPPA &
ANAGNOUI, 2009) e as CT adultas (DA SILVA MEIRELLES et al, 2006). Dentre as
adultas, destacam-se as CT hematopoiéticas e as CT mesenquimais.

Essa classificacdo estd em constante mudanca com 0s avangos das pesquisas na area.
Mais recentemente, a publicacdo do trabalho realizado por Yamanaka e colaboradores (2006)
introduziu o conceito das células-tronco pluripotentes induzidas, que sdo obtidas a partir de
fibroblastos adultos e de origem embrionaria de camundongos, reprogramados a pluripoténcia
a partir da expresséo forcada de quatro fatores de transcri¢do indutores (Oct-4, Sox-2, c-Myc
e KLF-4).

As CT embrionérias sdo derivadas da massa celular interna de blastocistos. Na década
de 80, estas células foram isoladas a partir de embrides de camundongos, sendo que somente
em 1998, Thomson e colaboradores (1998) descreveram a metodologia para a obtencdo de
células-tronco embrionarias humanas. Essas células possuem trés caracteristicas essenciais:
sdo derivadas do embrido da fase de pré-implantacdo no Utero; sdo capazes de proliferar de
forma prolongada e mantendo a sua forma indiferenciada; e podem gerar células derivadas
dos trés folhetos embrionarios (endoderma, ectoderma e mesoderma).

A demonstracdo da capacidade das CT embrionérias de se diferenciar em muitos tipos

celulares tem gerado um grande interesse na aplicacéo clinica destas celulas. Contudo, o seu
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potencial tumorigénico, como a formacao de teratomas, os problemas decorrentes da falta de
histocompatibilidade (LA FLAME & MURRAY, 2005) e as questdes éticas (CHAPMAN et
al, 2009) ainda dificultam a utilizacao terapéutica das células-tronco embrionarias.

As CT fetais podem ser isoladas do feto propriamente dito ou de membranas
extraembriondrias de origem fetal, tais como a placenta, o liquido amnidtico e o corddo
umbilical (PAPA & ANAGNOU, 2009). As CT fetais se expandem rapidamente em cultura, e
até momento ndo foi demonstrado um potencial de formacdo de teratomas destas células
(HEMBERGER et al, 2008; PAPPA & ANAGNOU et al, 2009).

As CT adultas sdo células indiferenciadas, responsaveis pela geracdo de ceélulas
especializadas durante os processos de crescimento, diferenciacdo tecidual, renovacao celular
e regeneracdo tecidual. Elas podem ser remanescentes ou derivadas das CT embrionarias e
estdo presentes no organismo apos o0 nascimento para promover varios processos fisioldgicos
ao longo da vida (CAPLAN, 2007).

Estas células podem ser encontradas em tecidos, tais como a medula 6ssea, tecido
adiposo, figado, pele, cérebro, musculo esquelético, pancreas, pulmdo, coracdo, sangue
periférico, e atualmente um namero crescente de evidéncias tem se acumulado, indicando o
potencial de diferenciacdo dessas células em diversos tipos celulares, 0 que representa uma
grande perspectiva terapéutica, e as torna objeto de estudo para o tratamento de diversas
doengas (ZAGO, 2006 PASSIER et al., 2008).

Desta forma, as CT adultas sdo inseridas no grupo de tipos celulares mais apropriados
para a utilizacdo autéloga na terapia celular, pois estas estdo presentes em Vvarios tecidos,
podendo ser isoladas do préprio individuo, o que evitaria eventuais processos de rejei¢do
imunolégica (CAPLAN, 2007).

As CT de medula 6ssea sdo as CT adultas mais conhecidas. A medula 6ssea contém
CT hematopoéticas e mesenquimais (JACKSON et al. ; 2002; KRAUSE et al, 2002; DOMEN
et al., 2006). As CT hematopoiéticas derivadas da medula 6ssea constituem as CT mais
estudadas até hoje e sdo caracterizadas por sua capacidade plastica e por serem facilmente
isoladas. Essas células possuem a capacidade de autorrenovacgéo e diferenciacdo em células
especializadas do tecido sanguineo e células do sistema imune, e foram também descritas com
tendo um potencial de diferenciacdo em células epiteliais do figado, pulmado, trato gastro-
intestinal e pele (KRAUSE et al, 2002; ALBELLA et al, 2003; TAK; TAHASHI et al, 2006).

Na medula 6ssea, as CT hematopoiéticas sdo cercadas pelas células estromais,
conhecidas como CT mesenquimais. Nos Ultimos anos, uma atencao especial tem sido dada as
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CT mesenquimais. Estas células podem ser isoladas de praticamente todos os tecidos adultos,
e induzidas a se diferenciar em multiplas linhagens celulares (LIU et al, 2009).

3.1.1 Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais sdo células multipotentes ndo hematopoiéticas, com
propriedade de autorrenovacdo e capacidade de diferenciacdo em diversos tipos celulares
(REISER et al, 2005). As CTM foram isoladas da medula 6ssea nos estudos pioneiros de
Friedenstein e colaboradores (1970), que as descreveram como sendo células
morfologicamente semelhantes a fibroblastos e com alta capacidade de adesdo a superficie
plastica.

Esse mesmo grupo desenvolveu o método de isolamento de CTM de medula dssea
baseado na sua capacidade de aderéncia ao plastico, que é utilizado até hoje como o método
padrdo de isolamento destas células. Para a obtencdo de CTM a partir de fragmentos
teciduais, realiza-se geralmente o tratamento com a enzima colagenase, que permite o
desprendimento celular. ApoOs esse processo, realiza-se a etapa de aderéncia ao plastico.
Utilizando abordagens semelhantes, com adaptac6es, encontramos exemplos de protocolos de
extracdo de células a partir de diversos fragmentos teciduais na literatura (TOMA et al, 2001;
ZUK et al, 2001; IN'TANKER et al, 2004). As células isoladas nesses processos de
dissociacdo sdo cultivadas com meio contendo soro bovino fetal. Algumas células da
linhagem hematopoiética também podem aderir ao plastico, mas, com o tempo e com as
varias trocas do meio de cultura, estas sdo removidas. A cultura torna-se enriquecida pela
fracdo que se autorrenova, as CTM. (BYDLOWSKI et al, 2009).

As CTM constituem uma populagdo heterogénea de células, em termos de morfologia
e expressao de antigenos de superficie. Para a caracterizacdo fenotipica dessas células deve-se
empregar um conjunto de anticorpos monoclonais que permitem a avaliacdo quantitativa e
qualitativa da expressdo dos antigenos de superficie por citometria de fluxo, caracterizando
um perfil imunofenotipico das células isoladas (DOMINICI et al, 2006). Alguns
pesquisadores caracterizaram a populacdo de CTM isoladas da medula éssea de humanos e
camundongos pela expressdao em sua superficie dos marcadores moleculares CD44 (receptor
de hialuronato), CD105 (endoglina: marcador angiogénico), CD106 (VCAM-1: molécula de
adesdo vascular), CD166 (ALCAM: moléculas de adesdo de leucdcitos ativados), CD29
(integrinas VLA-B), CD73 (SH3 e SH4), CD90 (Thy-1), Stro-l(estroma de suporte da
hematopoese) e Sca-1 (antigeno de células-tronco 1) (GRONTHOS et al, 2003; KOLF et al,
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2007; PHINNEY & PROCKOP, 2007). As CTM nao possuem marcadores tipicos de células
de linhagens hematopoiéticas e endoteliais, tais como o CD11b (marcador de integrina Mac-
1), CD14 (receptor de lipopolissacarideo LPS), CD31 (PECAM-1. molécula de adesao
plaquetaria), CD33 (receptor transmembrana de células mieldides), CD34 (receptor de células
endoteliais e hematopoiéticas), CD133 e CD45 (presentes em todas as células
hematopoiéticas) (DOMINICI et al, 2006).

Diante da diversidade de marcadores utilizados para caracterizacdo de células-tronco
mesenquimais, o Comité de Células-Tronco Tecidual e Mesenquimal da Sociedade
Internacional para Terapia Celular propbs alguns critérios para a caracterizacdo das CTM
(DOMINICI et al, 2006). As células devem expressar CD73, CD90 e CD105 e ndo devem
expressar os marcadores de linhagem hematopoiéticas c-kit, CD14, CD11b, CD34, CDA45,
CD19, e CD79 (DOMINICI et al., 2006). No entanto, a expressdo desses antigenos pode
mudar durante o cultivo destas células in vitro, a depender da fonte de obtencdo, das
condicBes da cultura especificas e do tempo de cultivo entre as passagens (PSALTIS et al,
2008).

Outro ponto a ser investigado no que diz respeito a caracterizacdo das CTM ¢é o
monitoramento citogenético. O que se questiona atualmente é se a expansdo in vitro das
CTM, por um determinado periodo de tempo, leva invariavelmente a senescéncia celular, com
subsequente acUimulo de alteragBes genéticas e epigenéticas, tornando-as células com
potencial neoplasico (PAYAO et al, 2009). De fato, alguns trabalhos tém demonstrado que as
CTM cultivadas por muito tempo sofrem processos de transformacdo espontanea, sendo
necessario um controle citogenético dessas células a fim de garantir a qualidade das mesmas
(RUBIO et al. 2005; MIURA et al, 2006; CATALINA et al, 2007).

Além da capacidade de autorrenovacdo, crescimento por aderéncia em pléstico e
conjunto de marcadores de superficie, outro critério de caracterizacdo das CTM proposto pelo
Comité de Células-Tronco Tecidual e Mesenquimal da Sociedade Internacional para Terapia
Celular, é sua capacidade de diferenciacdo nas linhagens osteogénica, adipogénica e
condrogénica in vitro, que depende do tratamento oferecido as células, tais como o0 meio
basal, a densidade celular, a organizagdo espacial, os fatores de crescimento e citocinas que
sdo fundamentais no sucesso da diferenciagdo (MANNELLO & TONTI, 2007).

Além dessa capacidade de diferenciacdo em osteoblastos, condrocitos, e adipocitos, ha
trabalhos que descrevem a diferenciacdo bem sucedida dessas células para uma grande
variedade de linhagens celulares, incluindo mioblastos, cardiomiocitos, hepatocitos e
neurdnios (LIU et al, 2009).



17

3.1.2 Diferenciacéo cardiomiogénica

A diferenciacdo € o processo através do qual uma célula adquire nova morfologia e
caracteristica funcional (THEISE & KRAUSE, 2002). A diferencia¢do in vivo leva ao
estabelecimento de linhagens celulares sométicas da camada precursora germinativa durante o
desenvolvimento dos mamiferos (GROVE et al, 2004).

No caso do coracao, os mecanismos de diferenciacdo em cardiomidcitos que ocorrem
durante a cardiogénese dependem da expressdo de alguns fatores transcricionais, dentre eles o
NK2 relacionado ao locus 5 (Nkx 2,5). O Nkx 2.5 é um dos cinco genes membros da familia
Nkx 2 que sdo expressos durante o desenvolvimento do coracdo de vertebrados (SHIOJIMA
et al, 1996). Seus genes sdo expressos na fase inicial do desenvolvimento embrionario, e essa
expressdo se mantém predominante no muasculo cardiaco adulto (KOMURO & 1ZUMO,
1993). O Nkx2,5, juntamente com outros fatores de transcricéo, tais como 0 GATA-4, induz a
expressao dos genes estruturais das células cardiacas, como, por exemplo, genes que
codificam as proteinas do sarcomero (THOMAS et al, 2001). O sarcobmero € a unidade
funcional dos cardiomidcitos (LEAVIS & GERGELY, 1984). Cada sarcbmero € composto de
um arranjo geométrico de filamentos grossos da miosina, que por sua vez € contornada por
filamentos finos de actina e do complexo das troponinas: troponina I, troponina T e troponina
C (PARMACEK & SOLARO, 2004).

Como citado anteriormente, as CTM possuem um grande potencial de diferenciacdo in
vitro, ndo somente em condrocitos, adipécitos e osteoblastos, mas também em outros tipos
celulares, incluindo cardiomiocitos (WEIR et al, 2008; COLLINS & RUSSEL, 2009). Sendo
assim, diversos estudos visando ao desenvolvimento de técnicas de cardioplastia tém
explorado o potencial de diferenciacdo das CTM em estudos pré-clinicos, demonstrando
beneficios ao miocardio nas terapias de modelos de lesdo cardiaca (PSALTIS et al, 2008).

O comprometimento das CTM com uma linhagem especifica é influenciado pelo
microambiente em que as células estdo sendo cultivadas. No caso da diferenciacdo
cardiogénica, estratégias de co-cultura e uso de quimicos sintéticos sdo utilizados para este
fim (HENG et al, 2004, LIU et al, 2009). A co-cultura utilizada como método de
diferenciacéo pode ser direta ou indireta, na qual as CTM indiferenciadas sdo cultivadas com
células diferenciadas (KONINCKX et al, 2009; LI et al, 2009). Um outro método de
diferenciacdo descrito € o sistema de cultivo que mimetiza o ambiente tecidual. Ge e

colaboradores (2009) descreveram um sistema no qual as células séo cultivadas acima de uma
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membrana que esté sujeita ao efeito da passagem de um fluido, que simula a passagem da
corrente sanguinea. Quando as CTM isoladas de camundongos sdo tratadas com meio
condicionado de extratos cardiacos juntamente com o estimulo fisico da camara, e a tenséo
conferida pela passagem do fluido, as células que eram indiferenciadas passam a expressar
marcadores cardiacos.

O tratamento das CTM com quimicos sintéticos, tais como a 5-azacitidina, € um dos
métodos mais utilizados para diferenciar as CTM em cardiomiocitos (MAKINO et al, 1999;
FUKUDA, 2002; HAKUNO et al, 2002; HENG et al, 2004; BALANA et al, 2006). A 5-
azacitidina € um nucleosideo sintético que inibe a metilacdo de DNA, impedindo o
silenciamento de alguns genes, de forma randdmica, resultando em efeitos genotoxicos (LI et
al, 2007; ZHANG et al, 2009). Quando cultivadas na presenc¢a de 5’azacitidina, as CTM
sofrem mudancas na morfologia e, ap6s algumas semanas em cultivo, fibras sdo formadas e
comecam a ter contracdo espontanea, apresentando potencial de agdo semelhante ao de
cardiomidcitos (FUKUDA, 2002; MAKINO et al, 1999).

3.1.3 Células-tronco isoladas do coragéo

Além da medula dssea e de outros tecidos, as CT foram isoladas do coracdo. Apesar
de ser, principalmente, constituido de células terminantemente diferenciadas, este 6rgdo tem
sido mais recentemente colocado junto a outros com potencial regenerativo. A descoberta de
CT cardiacas que podem ser isoladas do miocardio adulto e expandidas in vitro tem sugerido
a sua utilidade em terapia celular (TORELLA et al., 2005).

Nos ultimos anos, grupos de pesquisadores de laboratdrios independentes isolaram e
caracterizaram populagbes de CT do coracdo de mamiferos adultos com capacidade
clonogénica, de autorrenovacdo e plasticidade, podendo dar origem as trés principais
linhagens de células que compdem o miocardio: miocitos, celulas endoteliais e células de
musculo liso (BELTRAMI et al, 2003, OH et al, 2003; MARTIN et al, 2003, MATSUURA
et al, 2004; MESSINA et al, 2004; DAWN et al, 2005, LAUGWITZ et al, 2005, STEELE
etal, 2005; CARLSON et al, 2010; GAMBINI et al, 2011).

O primeiro isolamento foi baseado na habilidade destas células de realizar o efluxo do
corante Hoechst 33342. Hierlihy e colaboradores (2002) foram os primeiros a descrever uma
populacdo de células, denominada side population (pela exclusdo do Hoechst 33342), isolada

de coragdes de camundongos adultos, que séo células-tronco.
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Logo depois, foram isoladas células-tronco cardiacas através de separagdo
imunomagnética e por sorting utilizando citometria de fluxo, com base na expressdo do
marcador de superficie c-Kit, o receptor para o fator de células-tronco (SCF), que é um
marcador usado para varios tipos de células-tronco (BELTRAMI et al, 2003). Neste estudo,
os resultados indicam a presenca de células-tronco c-Kit" no miocardio caracterizadas como
sendo autorrenovaveis, multipotentes e clonogénicas, podendo ser expandidas in vitro.

Outra populacdo de CT cardiacas que sdo caracterizadas pela expressdo de Sca-1
(antigeno de células-tronco-1) foi isolada do coracdo de camundongos adultos (OH et al,
2003; MATSUURA et al, 2004). As células-tronco cardiacas Sca-1" isoladas ndo se
diferenciaram espontaneamente in vitro, porém, quando estimuladas em cultura, uma
pequena fracdo apresentou marcadores bioguimicos de midcito cardiaco diferenciado, tais
como a a-actina sarcomerica, troponina | cardiaca e a cadeia pesada da miosina (OH et al,
2003; MATSUURA et al, 2004).

Outras células isoladas do coragdo com marcadores de superficie de CT e células
progenitoras endoteliais foram descritas pelo grupo do Messina e colaboradores (2004), que
utilizaram técnica de isolamento baseada na obtencdo de cardioesferas, que sdo aglomerados
de células indiferenciadas provenientes do cultivo de bidpsias e cultura do tecido cardiaco
humano ou murino. Uma quinta populacdo de CT cardiacas foi isolada expressando o fator de
transcricdo Isl-1. Os experimentos revelaram que as células que expressam este fator podem
se diferenciar em células da linhagem cardiaca durante a formacdo fetal do coracdo
embrionario. Estas células que expressam Isl-1 estdo também presentes no coracdo de
mamiferos adultos, porém sdo limitadas ao atrio direito e estdo em menor nimero do que no
coracao embrionéario (LAUGWITZ et al, 2005).

Mais recentemente, foi isolada outra populacdo de CT cardiacas obtidas do coragdo
murino e humano que exibem marcadores de CT mesenquimais (CARLSON et al, 2011;
GAMBINI et al, 2011). Esta € uma abordagem nova quanto ao isolamento dessas células,
tendo em vista que anteriormente as CT do coracdo eram isoladas baseadas em outros
marcadores de superficie, que ndo os de células-tronco mesenquimais. Segundo Leri e
colaboradores (2005), esses achados revelam que o coragdo tem uma mistura de populagdes
celulares com caracteristicas de células-tronco e que provavelmente estejam envolvidas na
formacéo de novos midcitos, repovoando as células que foram perdidas em lesGes cardiacas
(BARILE et al, 2007).
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3.2 TERAPIA CELULAR EM CARDIOLOGIA

O capitulo da terapia celular em cardiologia se iniciou com 0s primeiros estudos a

partir da década de 90 quando foram utilizados diversos tipos celulares, incluindo os
cardiomiocitos fetais (PFEFFER & BRAUNWALD, 1990), mioblastos esqueléticos
(EGLITIS et al, 1997; FERRARI et al, 1998; JACKSON et al, 1999), fibroblastos (VOGEL
et al, 2000), CT embrionarias (ORLIC et al, 1993). No inicio dos anos 2000, os pesquisadores
comecaram a utilizar CT derivadas da medula dssea para regenerar lesbes no miocardio
(FERRARI et al, 1998; JACKSON, et al, 1999). A partir desse momento, a pesquisa com CT
cresceu exponencialmente e outros tipos celulares foram testados, dentre esses estdo as células
tronco progenitoras endoteliais (DAI et al, 2005), células-tronco mesenquimais (NAGAYA et
al, 2001; AMADO et al, 2005; QUEVEDO et al, 2009), células-tronco prulipotentes
induzidas (NELSON et al, 2009), e células-tronco cardiacas (BELTRAMI et al, 2003; OH et
al, 2003; MARTIN et al, 2004; OTT et al, 2007). Atualmente, estdo sendo realizados ensaios
clinicos em cardiologia utilizando células mononucleraes de medula 6ssea, mioblastos
esqueléticos, células-tronco mesenquimais e células derivadas de cardioesferas (WOLLERT
et al, 2004; MENASCHE et al, 2008; http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00587990;
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00893360).
No Brasil, a eficacia da terapia com células derivadas da medula dssea vem sendo testada em
quatro diferentes cardiopatias: doenca isquémica do coracdo aguda e crdnica, cardiomiopatia
chagasica e cardiomiopatia dilatada, em um estudo financiado pelo Ministério da Saulde,
através do Estudo Multicéntrico Randomizado de Terapias Celulares em Cardiopatias
(Multicenter Randomized Trial of Cell Therapy in Cardiopathies — MiHeart Study). Parte
deste estudo foi realizado pelo nosso grupo, que desenvolve pesquisas em terapia celular e
realizou o estudo pioneiro, no Hospital Santa Izabel da Santa Casa de Misericordia da Bahia,
em cooperacdo com a FIOCRUZ/ BA, incluindo pacientes com insuficiéncia cardiaca grave
de etiologia chagéasica (VILAS-BOAS et al, 2006; RIBEIRO-DOS-SANTOS et al, 2012).

O fato € que as conclusbes provenientes dos estudos realizados em cardiologia
desencadearam a busca por novos tipos celulares, com novas estratégias terapéuticas, como
tentativa de obtencdo de resultados melhores no processo de regeneracdo do miocardio
lesado. Desde entédo, os pesquisadores tém dirigido o foco para popula¢Ges mais homogéneas
e bem definidas de células-tronco, para melhor compreender 0os mecanismos de acéo e de
otimizag&o da recuperacéo cardiaca.
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A figura 1 apresenta um esquema que indica as diversas fontes de CT que estdo sendo
investigadas e utilizadas em terapia celular. Embora os mecanismos de acdo ndo estejam
totalmente elucidados, os resultados mostraram que os tratamentos promoveram uma melhora
da funcdo cardiaca através dos efeitos benéficos ao miocardio, incluindo o remodelamento da
matriz extracelular, angiogénese, remodelamento das propriedades elétricas, e melhoria na
contratilidade muscular (SEGERS et al, 2008).

Forites Tipos de Células Mecanismos de Efeitos
agio
‘ 2 3 . . Contribuicao direta
! ;; Blastula — . Células trppco Diferenciagao na contratilidade
_, Embrionarias em cardiomiocitos
B “ Remodelamento
A das propriedades
Fibroblastos elétricas
Coragio Células tronco Difer enciagao Remodelamento
Cardiacas em células do infarto
endoteliais
=y ¥y Angioaénese
‘ s Remodelamento
e B - da matriz
~~4Celulas Endoteliais p
, Progenitoras Diferenciagiao extracelular
e < em células de
i musculo liso Contribuicio
8 Iy e N0S mecanismos
Medula Ossea . v de cicatrizagiao
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Figura 1: Células-tronco isoladas de fontes aut6logas ou alogénicas utilizadas em cardiologia.
Diferentes tipos de células-tronco tém sido utilizados na terapia celular e mostraram promover efeitos
benéficos a fungdo cardiaca. Fonte: adaptado de SEGERS et al,2008.

A populagdo de CT cardiacas c-Kit" descrita por Beltrami e colaboradores (2003)
parece ter um potencial de migracdo e reparo de lesdes isquémicas do miocardio (DAWN et
al, 2005; LINKE et al, 2005). Messina e colaboradores (2004) isolaram e expandiram CT
cardiacas humanas e murinas, a fim de testar a competéncia funcional destas células. Apés o
transplante das células de origem humana na borda da &rea infartada em coracbes de
camundongos, 0s pesquisadores observaram um aumento significativo na fracdo de ejecdo do
grupo transplantado quando comparado ao grupo controle. Em um modelo experimental de
infarto do miocardio, observou-se migracdo destas células para area de infarto que promoveu
a formacgdo de novos midcitos e aumentou a sobrevida destes animais (URBANECK et al,
2005). Esse mesmo grupo isolou CT cardiacas de cora¢Bes de humanos que morreram apos
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um infarto agudo do miocérdio e de coracBes de pacientes transplantados apds infarto cronico
do miocardio. Neste estudo foi observado que estas células sdo ativadas em resposta a lesdo
isquémica, e que a perda gradual da funcionalidade destas células em processos cronicos pode
ser um dos mecanismos associados a deterioracdo progressiva da funcdo do coracéo, levando
a insuficiéncia cardiaca (URBANECK et al, 2005).

3.3 METODOS UTILIZADOS NO TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO NA
CARDIOLOGIA

Como visto anteriormente, a terapia com células-tronco estd sendo amplamente
explorada como principio de regeneracdo do miocardio. Entretanto, ainda é preciso esclarecer
algumas questdes que poderdo otimizar os efeitos benéficos dessa terapia, tais como, o tipo
celular, a dose ideal e a via de administracdo a ser empregada em cada procedimento
(OYAMA, et al, 2004).

O tipo celular ideal a ser utilizado nas terapias pode variar, a depender do tecido que
se deseja induzir a regeneracdo. E possivel que haja uma fonte preferencial para uma dada
terapia, e que se possa estabelece uma correlacdo entre marcadores imunofenotipicos que
caracterizem a populacéo celular e a reparacdo tecidual (BERNSTEIN & SRIVASTAVA,
2012). A recente descoberta de células-tronco no coragdo de mamiferos adultos com
potencial regenerativo despertou as pesquisas em cardiologia, dada a possibilidade de que as
celulas-tronco residentes em um determinado 6rgéo sejam as mais adequadas para induzir o
seu reparo. Ha na literatura diversos trabalhos que descrevem a relagdo entre o uso de células-
tronco cardiacas e o reparo do coragcdo em modelos experimentais de cardiopatias (LERI et
al, 2005).

Outra populacdo que esta sendo investigada € a das células-tronco mesenquimais, que
podem ser expandidas in vitro antes da infusdo (WANG et al 2008). No entanto, como dito
anteriormente, ap6s atingirem confluéncia maxima, as células sdo destacadas das garrafas de
cultivo utilizando enzimas proteoliticas (FRESHNEY et al, 1994), o que pode dificultar a
retencdo das células ap6s o transplante no Orgdo de interesse, uma vez que 0 uso dessas
enzimas dissocia as moléculas de adesdo presentes na membrana celular(SHIMIZU et al,
2003). Dessa forma, a otimizacdo da retencdo celular e o aperfeicoamento das técnicas de
administracdo que visem a injecdo direta das células no 6rgdo de interesse poderdo aumentar

ainda mais os beneficios da terapia celular.
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Atualmente os métodos utilizados no transplante de células-tronco em doencas
cardioldgicas séo as injecdes intramiocardica, intracoronaria e intravenosa (OYAMA et al,
2004). A injecdo intravenosa é o método mais simples e menos invasivo de infusdo de
células-tronco, pois dispensa a realizacdo de cirurgia e 0 uso de catéter (KOCHER et al,
2001). A desvantagem é que esse procedimento requer a injecdo de um namero muito grande
de CT, pois essas células necessitam percorrer um longo percurso até atingir o coracao e
muitas podem ser retidas em outros 6rgdos antes de chegar ao tecido cardiaco (LEE et al,
2004).

A injecdo intramiocardica consiste na injecdo de células-tronco, diretamente nas areas
do miocérdio circundadas pela lesdo (OYAMA et al, 2004). Nos estudos em cardiologia que
utilizaram esse método para a administracdo de CT foram demonstradas a exequibilidade e a
seguranca desse procedimento (ORLIC et al, 2001; AMADO et al, 2005; WANG et al, 2008).
A vantagem desse método é que ele requer uma menor quantidade de células que podem ser
injetadas diretamente na rea a ser tratada (PERIN et al, 2003).

Por fim, a injecdo intracoronaria, que é o método nao cirdrgico, e que até 0 momento
tem se mostrado seguro, de liberar células na artéria relacionada a irrigacdo do miocardio,
utilizando-se um cateter (OYAMA et al, 2004). Esse procedimento parece ser mais eficiente
que a administracdo intramiocardica ou intravenosa, pois permite uma distribuicdo e fixacéo
mais homogénea das células-tronco sobre as areas afetadas e as &reas circunvizinhas a leséo
(STRAUER et al, 2002). Entretanto, a administracdo intracoronaria ainda precisa ser
otimizada para outros tipos celulares, tais como as células-tronco mesenquimais, pois ha
relatos prévios sugerindo que essas células apresentam didmetro celular superior ao calibre
dos capilares, podendo levar a eventuais embolias (BOJKO & NOTTERMAN, 1999). Desta
forma, para a administracdo de CTM devem ser utilizadas as estratégias que visam & injecao

direta no musculo cardiaco, a fim de evitar problemas desse tipo durante o transplante.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos, de quatro a oito semanas de idade, da
linhagem C57BL/6 EGFP (transgénicos para a proteina fluorescente verde) para obtencdo das
células-tronco cardiacas e células da medula 6ssea. Camundongos C57BL/6 selvagens, de 4 a
8 semanas, fémeas, foram utilizados para o ensaio de injecdo intramiocardica de células-
tronco cardiacas. Os animais foram provenientes do Biotério do Centro de Biotecnologia e
Terapia Celular do Hospital Sdo Rafael, tendo dgua e alimentacdo ad libitum. Este estudo foi
aprovado pelo comité de ética para uso de animais do Centro de biotecnologia e terapia

celular do Hospital Sdo Rafael.

4.2 ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CELULAS-TRONCO

4.2.1 Células-tronco obtidas do coracdo de camundongos C57BL/6 EGFP

Para a obtencdo das células-tronco cardiacas, cinco camundongos C57BL/6 EGFP,
foram anestesiados profundamente e imediatamente submetidos a eutanasia. A seguir, 0
coracdo foi retirado e os fragmentos cardiacos foram processados mecanicamente com bisturi,
dissociados em pedacos de aproximadamente 1 mm?®, transferidos para tubos de centrifuga de
50 mL estéreis e lavados com solucdo salina 0,9% para remover debris celulares e o0 excesso
de sangue. Em seguida, os fragmentos foram submetidos a digestdo em solucdo com
colagenase tipo A 0,1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e incubados a 37° C, por 30
minutos, sob agitacdo constante. Apds esse periodo, adicionou-se aos fragmentos cardiacos
dissociados 20 mL de meio de cultura completo constituido de DMEM (Dulbeco’s Modified
Eagle Medium) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 0,1% de gentamicina
(meio e suplementos foram adquiridos da GIBCO, BRL, New York, EUA). Em seguida,
foram centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos.

Os fragmentos do tecido cardiaco, provenientes do processo de dissociagdo, foram
cultivados em forma de explantes com 2 mL de meio completo distribuidos em placa de 6
pogos (TPP, Trasadigen, Suica) e incubados em estufa umidificada a 37° C com 5% de tenséo
de CO,. O meio foi trocado a cada 3 dias, e ap06s 8 dias quando atingiram confluéncia de 90%,

os explantes foram removidos da cultura e as celulas aderentes a placa foram tripsinizadas
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(Tripsina-EDTA 0,05%; GIBCO) e transferidas para frascos de cultura canted neck com filtro
de 25 cm? com 5 mL de meio completo. A cultura das células derivadas dos explantes
cardiacos foi mantida em estufa umidificada a 37° C com 5% de tensdo de CO, com meio
completo, sendo este trocado a cada 5 dias. As células foram expandidas por sucessivas
passagens nessas condicdes até atingirem a quantidade suficiente para a realizacdo dos
experimentos. O processo de isolamento, evolugédo da cultura, e a caracterizagdo morfologica
das células foram monitorados utilizando um microscépio invertido CKX 41
(OLYMPUS,Center Valley, PA, USA) e o software ImagePro Plus 7.0 (Media Cybernetics,
San Diego, CA, EUA).

4.2.2 Obtencdo de células-tronco derivadas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 EGFP

Os mesmos cinco camundongos C57BL/6 EGFP utilizados para a obtencéo das células-
tronco cardiacas também foram utilizados para obtencdo das células-tronco derivadas da
medula dssea. A tibia e o fémur foram retirados e foi feita a seccdo na regido das epifises,
para a introducdo de agulha 0,45x13-26 G na cavidade medular para lavagem pela injecdo de
5 mL de DMEM com 0,1% de gentamicina em cada 0sso. As células obtidas foram
submetidas a centrifugacdo a 1500 rpm por 10 minutos. O pellet proveniente desse processo
foi ressuspendido em 10 mL de meio completo, e a suspensdo das células foi distribuida em 2
frascos de cultura canted neck de 25 cm? com filtro na tampa, com 5 mL de meio completo, e
mantidas em estufa umidificada a 37° C com 5% de tensdo de CO,. Ap0s 2 dias, 0 meio foi
trocado completamente por meio fresco, retirando-se as células em suspensao, ndo aderentes
ao frasco de cultura. Oito dias apds o isolamento, apos terem atingido 90% da confluéncia, as
células aderentes ao frasco foram tripsinizadas e transferidas para frascos de cultura canted
neck com filtro de 75 cm? com 15 mL de meio completo. A cultura das células-tronco
derivadas da medula 0ssea foi mantida em estufa umidificada a 37° C com 5% de tens&o de
CO,, com troca de meio completo a cada 5 dias. As células foram expandidas por sucessivas
passagens nessas condicOes até atingirem a quantidade suficiente para a realizacdo dos
experimentos. O acompanhamento do processo de isolamento, da evolugdo da cultura e a
caracterizacdo morfologica das células isoladas foram realizados utilizando um microscopio
invertido CKX 41 (OLYMPUS) e o software ImagePro Plus 7.0 (Media Cybernetics)
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4.3 CARACTERIZACAO CELULAR

Para a caracterizacdo das células-tronco derivadas do coracdo e da medula Gssea de
camundongos EGFP foram empregadas as tecnicas de citometria de fluxo e
imunofluorescéncia. Para isso, as células foram marcadas com anticorpos monoclonais
especificos para moléculas de superficie atraves da identificacdo e quantificagdo das células
pela intensidade dos diversos fluorocromos. As células derivadas da medula Gssea foram

utilizadas como controle nesses ensaios.

4.3.1 Citometria de fluxo

As células-tronco derivadas do coracao e da medula dssea de camundongos EGFP, nas
passagens 2, 5 e 8, foram tripsinizadas e a suspenséo celular foi lavada 2 vezes com solucéo
salina 0,9% a 3000 rpm por 2 minutos. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em solugéo
salina 0,9%, e 5x10° células foram incubadas & 4° C por 30 minutos com o0s seguinte
anticorpos na concentracdo 1/50: CD90PE (CALTAG, Buckingham, Inglaterra), ScalPE-Cy5
(CALTAG), CD45APC (CALTAG), CD34PE (CALTAG), CD44PE (CALTAG), CD31APC
(BD, Franklin Lakes, NJ, EUA), CD117PE (BD), e CD73PE (BD). Apbs o periodo de
incubacédo, procedeu-se com duas lavagens com solugdo salina 0,9% e, em seguida, foi
realizada a aquisicdo dos dados e as andlises no citobmetro de fluxo LRSFortessa (BD). Pelo

menos 50.000 eventos foram coletados e analisados.

4.3.2 Imunofluorescéncia

As células-tronco derivadas do coragdo e da medula 6ssea de camundongos EGFP
foram tripsinizadas, na passagem 6, e semeadas 10* células por poco, em placas de 24 pocos,
contendo laminulas de 13 mm (KNITTEL, Braunschweig, Alemanha). As células foram
cultivadas em meio completo e mantidas em estufa umidificada a 37° C com 5% de tensao de
CO,. Apos 24 horas, 0 meio de cultura foi retirado do pogo e foram realizadas duas lavagens
com meio DMEM sem SBF durante 3 minutos, seguida de uma lavagem com PBS (phosphate
buffer saline) (SIGMA) por 3 minutos. Apos a remoc¢édo do PBS, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% durante 30 minutos. Em seguida foi feita uma lavagem dos pocos por
duas vezes com PBS durante 3 minutos. Foi realizado blogueio com BSA 5% (bovine serum

albumin) (SIGMA) durante 30 minutos, em seguida as laminulas foram incubadas a 4° C por
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24 horas com 0s seguintes anticorpos primarios nas respectivas diluicdes: CD44 (1:100) (BD),
CD34 (1:50) (ABCAM, Cambridge, MA, EUA ), CD45 (1:50) (CALTAG), CD90 (1:50)
(BD), CD73 (1:50) (BD), CD117 (1:50) (BD).

Ap0s o periodo de incubacdo, foram realizadas duas lavagens com PBS/Tween 0,05%
durante 3 minutos, seguida de duas lavagens com PBS por mais 3 minutos. Subsequentemente
foi realizada a incubagdo durante 1 hora a 4° C com o anticorpo secundario Alexa Fluor 568
(MOLECULAR PROBES, Carlsbad, CA, EUA) diluido na concentracdo 1:200 em solucédo de
PBS/BSA 1%. Em seguida, foram realizadas duas lavagens com PBS/Tween 0,05% durante 3
minutos e mais duas lavagens com PBS também por 3 minutos. As Iaminas foram montadas
com meio de montagem VectaShield (DAKO, Glostrup, Dinamarca) contendo DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) para coloracdo nuclear, e analisadas utilizando microscéopio
confocal FluoView 1000 (OLYMPUS).

4.4 ANALISE CITOGENETICA

A analise citogenética foi realizada nas células-tronco derivadas do coragdo e da medula
Ossea até a 5% passagem. Para a obtencdo das metéfases as células foram incubadas com
colchicina a 16 pg/ml (CULTILAB; Campinas, SP, Brasil) para interrupgdo do ciclo celular
durante a metafase e, posteriormente, as células foram encubadas em solucdo de KCL 0,075
M. A fixacdo foi realizada por exposicdo das células em solucdo de Carnoy (&cido
acetico/metanol). O tratamento enzimatico para definicdo das bandas foi feito com solucédo de
tripsina a 0,1% (CULTILAB) e a coloragdo foi realizada com Giemsa. A analise citogenética
foi realizada em microscopio BX61 (OLYMPUS). Foram analisadas pelo menos 20 metéfases
de cada passagem considerando-se o nivel de ploidia e presenca de rearranjos estruturais.

Foram consideradas normais células que apresentavam 40 cromossomaos acrocéntricos.

45 DIFERENCIACAO CELULAR

Foi investigado o potencial de diferenciacdo das células-tronco derivadas do coragéo e
da medula dssea, com a utilizagdo de meio suplementado com fatores indutores de
diferenciacdo especificos, na oitava passagem. As células derivadas da medula 6ssea foram

utilizadas como controle nesses experimentos


http://en.wikipedia.org/wiki/Carlsbad,_California

28

45.1 Diferenciacdo adipogénica

As células foram cultivadas em placa de 24 pocos com laminulas 13 mm em meio
completo (10* células/poco). Apds atingirem 50-60% de confluéncia todo o meio foi
removido e substituido por do meio de inducdo adipogénica StemPro Adipogenesis
Differentiation Kit (GIBCO). Metade do meio de diferenciacéo foi trocado a cada dois dias, e
a evolucdo da diferenciacdo foi acompanhada utilizando um microscopio invertido CKX 41
(OLYMPUS). Durante o processo de diferenciagdo foi mantido um grupo controle cultivado
em meio completo.

Para observar a deposicdo de gordura, apds quinze dias em cultivo, as células
diferenciadas em adipocitos e seus controles foram fixados em paraformaldeido 4% por 15
minutos em temperatura ambiente, lavados em &gua destilada e incubadas em &lcool 70% por
3 minutos. A seguir, foram coradas com solucdo de Oil red por 5 minutos e em seguida
lavadas com alcool 70%. As imagens foram capturas por microscépio AX70 (OLYMPUS)

utilizando software ImagePro Plus 7.0 (Media Cybernetics)
4.5.2 Diferenciacdo osteogénica

Para diferenciacdo osteogénica, 5x103 células foram cultivadas em placa de 24 pogos
com laminulas 13 mm, em meio completo. Apos atingirem 50-60% de confluéncia todo o
meio foi removido e em seguida, as células foram estimuladas, por até 14 dias, com meio de
diferenciacdo osteogénica StemPro Osteogenesis Differentiation Kit (GIBCO). Metade do
meio de diferenciacdo foi trocado a cada dois dias, e evolucdo da diferenciacdo foi
acompanhada em microscépio invertido CKX 41 (OLYMPUS). Durante o processo de
diferenciacéo foi mantido um grupo controle cultivado em meio completo.

A deposicao de célcio foi observada através da coloragdo com vermelho de Alizarina
2%. Apos fixacdo em paraformaldeido 4% por 30 minutos e lavagem com &gua destilada, as
células foram coradas com solucdo de vermelho de Alizarina 2% por 3 minutos, e em seguida,
foram feitas duas lavagens com agua destilada. As imagens das células diferenciadas em
osteoblastos e seus controles foram adquiridas utilizando um microscépio AX70
(OLYMPUS) e o software ImagePro Plus 7.0 (Media Cybernetics)



29

4.5.3 Diferencia¢do condrogénica

As células foram cultivadas com meio DMEM e 10% SBF em placas de 24 pocos com
laminulas 13 mm em meio completo (10° células/pogo). Apés atingirem 40-50% de
confluéncia todo o meio foi removido e em seguida, as células foram estimuladas, por 21 dias,
com meio de diferenciacdo condrogénica StemPro Chondrogenesis Differentiation Kit
(GIBCO). Metade do meio de diferenciacdo foi trocado a cada dois dias, e a evolucdo da
diferenciacdo foi acompanhada utilizando um microscépio invertido CKX 41 (OLYMPUS).
Durante o processo de diferenciacdo foi mantido um grupo controle cultivado em meio
completo.

Para avaliacdo da sintese de proteoglicanos, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 30 minutos, lavadas com PBS e coradas com solucdo de Alcian Blue
(GIBCO) em HCI 0,1 N por 30 minutos. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com
solucdo de HCI 0,1 N e, em seguida, foi adicionada agua destilada para a neutralizacdo da
acidez. As imagens das células diferenciadas em condrécitos e seus controles foram
adquiridas utilizando um microscépio AX70 (OLYMPUS) e o software ImagePro Plus 7.0
(Media Cybernetics).

4.5.4 Diferenciacdo cardiomiogénica

As células foram cultivadas com meio DMEM e 10% SBF em placas de 24 pogos com
laminulas 13 mm em meio completo. Apoés atingirem 60% de confluéncia, foi adicionado 5 ou
10 uM de 5’ azacitidina (SIGMA) durante 24 horas. Apds esse periodo, todo 0 meio foi
removido e em seguida, as células foram cultivadas por 4 semanas em meio completo.
Durante o processo de diferenciacdo foi mantido um grupo controle cultivado em meio
completo na auséncia de 5’ azacitidina.

Para avaliar a diferenciacdo cardiomiogénica, apos 4 semanas de cultura foram
realizadas anélises por qRT-PCR e imunofluorescéncia das células expostas a 5’azacitidina ou
ndo. As laminulas com as células-tronco derivadas do coracdo e da medula 6ssea foram
retiradas da placa de 24 pocos e foram realizadas duas lavagens com meio DMEM sem SBF
durante 3 minutos, seguida de uma lavagem com PBS por 3 minutos. Apds a remogédo do
PBS, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% durante 30 minutos. Em seguida, foi

feita lavagem dos pocos por duas vezes com PBS durante 3 minutos, foi realizado o bloqueio
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com BSA 5% durante 30 minutos e incubadas a 4°C por 24 horas com 0s anticorpos primarios
nas respectivas diluigdes: anti-troponina T cardiaca (1:100) e anti-conexina 43 (1:200) (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, EUA). As imagens das células diferenciadas e
seus controles foram adquiridas por microscopio AX70 (OLYMPUS) utilizando software

Imagepro Plus 7.0 (Media Cybernetics).

4.5.4.1 Avaliacdo de Expressdo Génica por PCR quantitativo em Tempo Real

O RNA total foi isolado pelo método TRIZOL (LIFE TECHNOLOGIES, Carlsbad,
CA, EUA) de acordo com a metodologia proposta pelo fabricante. Posteriormente, foi
realizada checagem por espectrofotometria em comprimento de onda de 260nm.

Para a sintese do cDNA foi utilizado o kit de transcricdo reversa High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (APPLIED BIOSYSTEMS, Carlsbad, CA, EUA). Um micrograma
de RNA total foi adicionado a 5 pL de Random primers, 5 pL de 10X First Strand Buffer, 2
puL de DNTP 10 mM, 3 pL de Enzima Multiscribe, todos da marca Applied Biosystems. Foi
adicionada agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) em quantidade suficiente para
completar um volume final de 50 pL. Essa mistura foi incubada a 25° C por 10 minutos e a
37° C por duas horas. O armazenamento foi realizado a 4° C.

A analise da expressdo dos genes foi feita por PCR em Tempo Real. As reacGes foram
preparadas em placas de 96 pocos, utilizando o reagente Tagman Universal Master Mix
(APPLIED BIOSYSTEMS) e o equipamento 7500 Real Time PCR System (APPLIED
BIOSYSTEMS).

As sondas utilizadas e as reacdes de amplificacdo foram feitas de acordo com as
especificacOes propostas pelo fabricante. As reacdes foram preparadas em duplicatas em um
volume final de 20 pL. As condigdes da reacdo para todos os genes avaliados envolveram 10
minutos a 95° C para ativacdo da polimerase e 40 ciclos a 95° C por 15 segundos e a 60° C
por 1 minuto. O maximo coeficiente de variacdo permitido entre as duplicatas foi de 1%. Nos
casos em que esse valor for superior o experimento foi repetido. A escolha dos
normalizadores utilizados foi feita com o auxilio do programa BestKeeper, disponivel no site
http://gene-quantification.com/bestkeeper.ntml. Foram testados trés potenciais genes
normalizadores: TUBA1C, GAPDH e HPRT.

A quantificacdo relativa da expressdo génica foi realizada utilizando-se 0 modelo

matematico denominado delta CT. Neste modelo, é feita a comparacdo dos valores de CT

obtidos para uma determinada amostra de interesse e os valores de CT obtidos para o gene
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alvo sdo normalizados com um gene enddgeno de expressdo constante ou similar em todas as
amostras avaliadas. Neste ensaio foi avaliada a expressdo do gene GATA4 (Mm
00484689 _m1) nas celulas-tronco cardiacas e da medula 6ssea apds serem estimuladas com

5’ azacitidina.

4.6 INJECAO INTRAMIOCARDICA GUIADA POR ECOCARDIOGRAFIA

Foram utilizados cinco camundongos C57BL/6 fémeas, para injecdo intramiocardica de
células-tronco obtidas do coracdo de camundongos EGFP cultivadas até a 6% passagem. As
células foram tripsinizadas e contadas em camara de Neubauer. Para injecao intramiocardica,
0s animais foram anestesiados em circuito anestésico com isoflurano inalatério 2%
(ABBOTT, Abbott Park, IL, EUA) por 10 minutos antes e depois da injecdo de 10° células-
tronco obtidas do coracdo de camundongos EGFP que foram ressuspendidas em 50 pL de
solucdo salina 0,9% estéril e injetadas na parede lateral do ventriculo esquerdo utilizando
agulha ultrafina 12.7 mm x 0.33 mm 29 G (BD), guiada por ecocardiografia com probe RMV
707B, 30 MHz (Vevo 707®, Visual Sonics, Toronto, Canada).

4.7 AVALIACAO FUNCIONAL CARDIACA POR ECOCARDIOGRAFIA

O estudo ecocardiografico dos animais foi realizado antes e depois da injecdo
intramiocardica de células-tronco cardiacas GFP*. Para isso, foi utilizado o equipamento
descrito acima. Para a realizacdo do estudo ecocardiogréfico, os animais foram anestesiados
em circuito anestésico com isofluorano inalatorio 2%. Apés a anestesia, o animal foi
posicionado em decubito dorsal em um suporte aquecido a aproximadamente 37° C, e em
seguida, realizou-se tricotomia do térax. A avaliacdo ecocardiografica transtoracica foi
realizada utilizando como ferramentas de estudo em modo unidimensional (modo-M),
Bidimensional (modo-B) e doppler pulsado. Foram utilizadas incidéncias paraesternal
longitudinal (eixo longo), paraesternal transversal (eixo curto), quatro camaras e a
paraesternal direita. Para a captagdo da imagem no eixo longo do coragdo, o transdutor foi
disposto longitudinalmente ao corpo do animal, nas mediacGes da regido esternal. Nesta
imagem, visualizou-se o ventriculo direito, septo interventricular, ventriculo esquerdo, parede
posterior, atrio esquerdo, via de saida do ventriculo esquerdo e a artéria pulmonar. No
paraesternal transversal, adquiriu-se imagem em eixo curto, sendo possivel evidenciar o septo

interventricular, ventriculo esquerdo, a parede posterior, parede antero-lateral e ventriculo
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direito. Nesse mesmo plano, realizou-se aquisi¢cdo em modo-M, aproximadamente ao nivel do
musculo papilar para as mensuragfes de espessura de paredes e camaras. Realizou-se o
delineamento do didmetro endocardico ventricular obtendo-se medidas de quatro cortes de
ventriculo esquerdo, todos em final de sistole e diastole, aplicando-se na formula de Simpson
para célculo dos volumes diastolico e sistolico final.

Na incidéncia quatro cadmaras, realizou-se medidas de fluxo doppler acima do anel
fibroso da valva mitral, bem como o doppler tissular relacionado a capacidade de
movimentacdo da parede ventricular. Volume sistdlico, fracdo de encurtamento, fracdo de
ejecdo sdo calculados a partir dos valores de volume diastolico e sistélico final. Com o
transdutor disposto novamente de forma longitudinal, porém com inclinacdo para a esquerda,
realizou-se o plano paraesternal direito, no qual se identificou a via de saida de ventriculo
esquerdo, aorta ascendente, arco aortico com respectivos ramos do tronco braquiocefalico,
artéria carétida comum esquerda, subclavia esquerda, por¢do inicial da aorta descendente e
artéria pulmonar direita. Nesta incidéncia, realiza-se medida de fluxo da aorta ascendente,
através do doppler pulsatil paralelo ao fluxo, ao nivel da via de saida de ventriculo esquerdo,

captando, desta forma, a integral velocidade-tempo do fluxo aértico.

4.8 RASTREAMENTO DAS CELULAS-TRONCO CARDIACAS GFP" APOS INJECAO
INTRAMIOCARDICA

4.8.1 Espectroscopia in vivo

Apbs a injecdo intramiocardica de células-tronco cardiacas GFP”, foram feitas analises
de imagem in vivo para monitorar a retencdo das células injetadas diretamente no miocéardio.
Para isso, foi utilizado o equipamento Kodak in vivo multispectral imaging system FX
IB6620240 (Carestream Health, Rochester, NY, EUA). Para a obtencdo das imagens, foi
utilizado filtro de excitacdo de 480nm e filtro de emisséo de 535 nm, com tempo de exposi¢do
de 10 segundos para captagdo de fluorescéncia e 30 segundos de exposicdo a raios X. O
software Carestream Molecular Imaging, Standard Edition, versdo 5.0.7.22 (Carestream
Health) foi utilizado para aquisicdo das imagens e para a edi¢do destas, foi utilizado o

software Carestream Multispectral, versdo 1.3.0 (Carestream Health)

4.8.2 Avaliacdo por imunofluorescéncia da presenca de células GFP* no miocérdio
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As células injetadas diretamente no miocardio foram rastreadas através de sua
fluorescéncia natural. Para isso, o coragdo dos animais foram criopreservados em Tissue-Tek
(SAKURA, Alphen aan den Rijn, Holanda) e sec¢cdes de 10 um foram obtidas em criostato
LEICA CM 1850 UV (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). As secc¢des foram fixadas
em paraformaldeido 4%, lavadas em PBS, incubadas com faloidina 633 (1:150)
(MOLECULAR PROBEYS) por 1 hora, lavadas novamente com PBS e montadas com meio
Vectashield H1200 (DAKO) contendo DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). A anélise foi

realizada utilizando um microscopio confocal Flouview 1000 (OLYMPUS).

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises estatisticas dos dados, utilizou-se o software GraphPad Prism versdo 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos como média
+ EPM. Dados paramétricos foram analisados utilizando ANOVA duas vias. Um valor de p

inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DAS CELULAS-TRONCO OBTIDAS DO
CORACAO E DA MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS PARA A
EGFP

Células-tronco do tecido cardiaco e da medula 6ssea de camundongos transgénicos
para a EGFP foram isoladas e expandidas in vitro. As células de ambas as fontes foram
aderentes ao plastico, apresentam morfologia semelhante a de células-tronco mesenquimais.
Apo6s 72 horas, as células-tronco obtidas do coracdo aderiram a placa e apresentaram
morfologia fibroblastoide ou arredondada (figura 2A). Apds 8 dias de cultivo, as células que
migraram do explante cardiaco apresentavam confluéncia de aproximadamente 90%,
formando agregados celulares ao redor dos explantes (figura 2B). Ap0s sucessivas passagens,
as células mantiveram a morfologia fibrosblastoide.

Apbs 72 horas, as culturas das células-tronco isoladas da medula déssea também
apresentaram morfologia fibroblastide e mantiveram essa morfologia ap0s sucessivas

passagens (figura 2C).

Figura 2: Aspecto morfoldgico das células aderentes isoladas a partir de explante cardiaco ou da
medula 6ssea. Em (A) as setas preta e vermelha indicam as morfologias fibroblastoide e arredondada,
respectivamente, das células aderentes a placa apds 72 horas do isolamento a partir do explante
cardiaco. Células-tronco migram do fragmento cardiaco (FC), proliferam e atingem confluéncia de
90% apds 8 dias de cultivo (B). Morfologia fibroblastoide de células-tronco isoladas a partir da
medula dssea (C). Magnificacdo x200 (A e B), e x400 (C).

52 CARACTERIZACAO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO E
IMUNOFLUORESCENCIA

As células isoladas a partir do coracdo e da medula Ossea de camundongos
transgénicos para a EGFP foram caracterizadas nas passagens 2, 5 e 8 por citometria de fluxo
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e na passagem 6 por imunofluorescéncia, utilizando anticorpos utilizados para a identificagéo
de diferentes populacgdes celulares. Os marcadores utilizados foram: CD90, Sca-1, CD45, CD
73, CD45, CD117, CD34, CD44, CD45, CD31. De um modo geral, as caracteristicas
imunofenotipicas foram semelhantes para as células de ambas as fontes. Os valores para todos
0s marcadores analisados estdo organizados na tabela 1.

A citometria de fluxo das células obtidas dos fragmentos do miocardio e da medula
Ossea revelou, em todas as passagens analisadas, uma alta expressdo de GFP. Esse resultado
foi confirmado pela deteccio da fluorescéncia natural das células GFP* observadas por
microscopia de fluorescéncia (figuras 3A e 3E). Um pequeno percentual das células-tronco
obtidas do coragdo e da medula Gssea apresentou a expressao de CD117 na passagem inicial,
e esse fendtipo se manteve nas passagens P5 e P8. As células-tronco cardiacas e da medula
0ssea, nas trés passagens analisadas por citometria de fluxo, apresentaram um alto percentual
de células expressando marcadores de células-tronco mesenquimais (Sca-1, CD44, CD73,
CD90), que foi aumentando nas sucessivas passagens. O ensaio de imunofluorescéncia
realizado nas células isoladas do coracdo e da medula déssea confirmou o resultado da
citometria de fluxo, revelando a presenca dos marcadores CD44 (figuras 3B e 3F), CD90
(figuras 3C e 3G) e CD73 (figuras 3D e 3H). J& o percentual de células expressando 0s
marcadores para células hematopoiéticas (CD45, CD31, CD34) diminuiram com o passar do

tempo.

Tabela 1. Imunofendtipo das células-tronco isoladas do coracdo e da medula-6ssea

avaliado por citometria de fluxo

P2 Ps P8
Marcadores Coracio Medula Coracio Medula Coracio Medula
' (%) ossea (%) (%) assea (%) (%) ossea (%)

GFP 42 o1 40 8a 52 a0
D45 15 a0 2 10 1 1
D31 & 14 3 2 3 1
CD34 20 52 4 11 1 2
D44 a0 fll 95 3 26 oy
CDa0 o8 29 B 44 T o6
CD73 92 &1 98 91 96 93
mca-1 93 46 97 B 24 97
D117 8 2 2 1 1 1
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Figura 3: Caracterizacdo das células-tronco mesenquimais por imunofluorescéncia. Expressdo de
GFP nas células-tronco cardiacas (A) e de medula éssea (E). Em (B-D), células-tronco cardiacas, e (F-
H) células-tronco da medula dssea expressando marcadores de células-tronco mesenquimais CD44,
CD90 e CD73, respectivamente. Nucleos foram corados com DAPI. Magnificacdo x200 (A, B, E, F e
G); x400 (C) e x600 (D e H).

5.3 ANALISE CITOGENETICA

Foram analisadas pelo menos 20 metafases de cada passagem das células isoladas do
coracdo e da medula dssea, considerando-se o nivel de ploidia e a presenca de rearranjos
estruturais. Foram consideradas normais células que apresentavam 40 cromossomos
acrocéntricos. A partir da terceira passagem, células de ambas as fontes apresentaram um alto
grau de instabilidade cromossémica com caridtipo polipldide de numero cromossémico
variando entre 42 a 75. A figura 6 exemplifica uma metafase normal, com 40 cromossomos
acrocéntricos (figura 4A) e uma metafase polipléide com 69 cromossomos (figura 4B),

obtidas de cultura de células-tronco cardiacas na terceira passagem.
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Figura 4: Analise citogenética de células-tronco mesenquimais cardiacas. Meté&fase de células-
tronco mesenquimais cardiacas na segunda passagem, apresentando cariétipo normal com 40
cromossomos acrocéntricos (A). Metéfase de células-tronco cardiacas analisadas na terceira passagem,
apresentando cari6tipo polipléide com 69 cromossomos acrocéntricos (B). Coloracao de Giemsa.

54 POTENCIAL DE DIFERENCIACAO ADIPOGENICA, OSTEOGENICA,
CONDROGENICA E CARDIOMIOGENICA

Células obtidas a partir do explante cardiaco e da medula déssea se diferenciaram in
vitro nas linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica. Quanto ao potencial
cardiomiogénico, apenas as células-tronco cardiacas apresentaram marcadores para

diferenciacdo cardiomiogénica quando analisadas por qRT-PCT e imunofluorescéncia.

5.4.1 DIFERENCIACAO ADIPOGENICA

As células obtidas a partir do explante cardiaco e da medula 6ssea, mantidas em
contato com meio de diferenciacdo adipogénica por 15 dias, apresentaram um acumulo
lipidico intracelular (figuras 5B e 5E). Para a avaliacdo da morfologia das células em processo
de diferenciacdo, foram realizadas coloragdes histoquimicas com solugdo de Oil red (figura
5C e 5F). As celulas que ndo foram submetidas ao meio de diferenciacdo também foram

coradas para confirmagao do seu estado indiferenciado (figuras 5A e 5D).
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Figura 5: Capacidade de diferenciacédo adipogénica das células-tronco mesenquimais isoladas a
partir do explante cardiaco e da medula 6ssea. Morfologia das células-tronco ndo submetidas ao
protocolo de diferenciacdo (A e D) e células-tronco submetidas ao protocolo de diferenciagdo
adipogénica (B e E) que apresentam vesiculas lipidicas no citoplasma coradas com oil red (C e F).
Magnificacdo x100 (B e E) e x200 (A, C, D e F).

5.4.2 DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

Ap06s 14 dias de cultura em meio de diferenciacdo osteogénica, foi observado um
aglomerado de células nas culturas das células isoladas do coracdo e da medula 6ssea que
estavam em processo de diferenciacdo em osteoblastos. As células foram coradas com
vermelho de Alizarina 2%, que revelou a presenca de depositos de célcio nas culturas (figura
6B e 6D). As culturas sem estimulo para diferenciacdo também foram coradas para confirmar
o estado de indiferenciacdo das células (figuras 6A e 6C).
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Medula 6ssea

Figura 6: Capacidade de diferenciagdo osteogénica das células-tronco cardiacas e da medula
Ossea. Células-tronco ndo submetidas ao protocolo de diferenciagdo osteogénica (A e C) e
diferenciadas (B e D). Depositos de calcio séo evidenciados pela coloracdo em vermelho de Alizarina
2%. Magnificacdo de x100 (A e C), x400 (B) e x200 (D).

5.4.3 DIFERENCIACAO CONDROGENICA

Vinte e um dias apds o contato das células isoladas do coracdo e da medula 6ssea com
0 meio de diferenciacdo condrogénica, podde-se observar o inicio da formacdo de
aglomeraces celulares. A coloracdo com solugdo de Alcian Blue confirmou a diferenciacéo
condrogénica. As células coradas em azul (condrdcitos) apresentaram sintese de
proteoglicanos (figuras 7B e 7D). As células sem estimulo para diferenciacdo condrogénica
também foram submetidas ao protocolo de coloracdo com Alcian Blue, para confirmacdo do
estado indiferenciado (figuras 7A e 7C).
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Figura 7: Diferenciacdo condrogénica das células-tronco mesenquimais cardiacas e de medula
0ssea. Células-tronco cardiacas e da medula 6ssea indiferenciadas (A e C). Células-tronco cardiacas
(B) e células-tronco da medula 6ssea (D) diferenciadas em condrécitos confirmado pela sintese de
proteoglicanos corados com Alcian Blue. Magnificagdo x100 (A, B, C e D).

5.4.4 DIFERENCIACAO CARDIOMIOGENICA

Células-tronco mesenquimais isoladas do coracdo e da medula 6ssea foram cultivadas,
por 24 horas, na presenca de 5’ azacitidina. Para avaliar a diferenciacdo cardiomiogénica, foi
realizado qRT-PCR e imunofluorescéncia utilizando marcadores para proteinas e fatores de
transcricdo envolvidos no processo de diferenciacdo cardiomiogénica. N&o foi observado
nenhum batimento espontaneo das células-tronco cardiacas ou da medula 6ssea estimuladas
ou ndo com 5’ azacitidina. No entanto, 0 ensaio de imunofluorescéncia revelou que algumas
células na cultura de células-tronco cardiacas GFP™ cultivadas por 4 semanas apos o estimulo
com 10 pM de 5’ azacitidina passaram a expressar troponina T cardiaca (figura 8A),
diferentemente das células-tronco isoladas da medula dssea. A expressdo de conexina 43 foi

indetectavel em ambas as culturas celulares.
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Nesse mesmo periodo, as células-tronco cardiacas e da medula dssea foram
submetidas a avaliacdo por PCR em tempo real. As células-tronco isoladas do coragdo
tiveram um aumento na expressdo do mMRNA do GATA-4, um fator de transcri¢do envolvido
na diferenciacédo cardiomiogénica. A expressao de GATA-4 apds o estimulo com 10 uM de 5’
azacitidina foi maior do que a expressao desse fator de transcricdo nas células estimuladas
com 5 pM. Né&o foi observado nenhum aumento da expressdo desse marcador nas células-

tronco mesenquimais obtidas da medula 6ssea (figura 8B).

GATA4

w

0.05+

0.044

Expressao relativa
(2°)

Figura 8: Avaliacdo da expressdo de marcadores de cardiomiécitos em células-tronco
mesenquimais estimuladas com 5’ azacitidina. Algumas células derivadas das células-tronco
cardiacas expressando troponina T cardiaca ap6s indugdo de diferenciacdo cardiomiogénica (A).
Aumento da expressao génica de GATA-4 em células-tronco mesenquimais cardiacas comparada com
a de células-tronco mesenquimais da medula déssea, demonstrado pela analise por RT-PCR apos 4
semanas da indug@o com 5’ azacitidina (B). A: barra=100 pm.
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5.5 INJECAO INTRAMIOCARDICA DE CELULAS-TRONCO CARDIACAS GFP*

Células-tronco cardiacas GFP+ foram injetadas na parede lateral do ventriculo
esquerdo de camundongos C57BL/6. Nenhum animal morreu durante ou ap6s o
procedimento, e os pardmetros funcionais cardiacos avaliados mantiveram-se inalterados
antes e apos a injecdo intramiocardica. As células GFP* foram observadas por espectroscopia
in vivo no coracdo imediatamente ap6s o procedimento. Através de andlise por
imunofluorescéncia, foi possivel observar células GFP* em seccdes do tecido cardiaco dois

dias e uma semana apos a injecao intramiocardica.

55.1 PARAMETROS FUNCIONAIS CARDIACOS AVALIADOS POR
ECOCARDIOGRAFIA

Os cinco camundongos C57BL/6 utilizados nessa etapa desse estudo foram avaliadas
guanto a funcédo cardiaca por ecocardiografia antes, imediatamente depois do procedimento e
ap6s uma semana da injecdo intramiocardica de células-tronco cardiacas GFP*. Os pardmetros
funcionais cardiacos avaliados foram: fracdo de ejecdo, volume sistolico, volume diastdlico
do ventriculo esquerdo, fracdo de encurtamento, freqiiéncia cardiaca e fluxo da artéria
pulmonar. Os resultados para todos os parametros analisados estdo organizados na figura 9.

Nenhum animal morreu durante ou apds o procedimento, e 0s parametros funcionais

cardiacos mantiveram-se inalterados até uma semana depois da injecao intramiocardica.
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Figura 9: Parametros funcionais cardiacos avaliados por ecocardiografia. Fracdo de ejecdo,
volume sistolico, volume diastdlico, fracdo de encurtamento, freqiiéncia cardiaca, e fluxo da artéria
pulmonar mantiveram-se inalterados até uma semana depois da injecdo intramiocardica de células-
tronco cardiacas. Os dados representam a média £EPM de cinco camundongos por grupo, analisados
por ANOVA, sendo p>0,05.

5.5.2 RASTREAMENTO DE CELULAS GFP APOS A INJECAO INTRAMIOCARDICA

Apos a injecdo intramiocardica, guiada por ecocardiografia, de células-tronco cardiacas GFP*
(figura 10A), foram feitas analises de imagem in vivo para monitorar a retengdo das células
injetadas diretamente no miocardio. A figura 10B mostra a fluorescéncia emitida por células
GFP" localizadas no coragdo, obtida por espectroscopia in vivo imediatamente apés o
procedimento. Dois dias (figura 10C) e uma semana apos a injecdo intramiocardica (figura
10D), observamos a presenca de células GFP* em sec¢Bes do tecido cardiaco marcadas com
faloidina e DAPI.
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Figura 10: Injecdo intramiocardica de células-tronco cardiacas GFP*. Imagem ecocardiografica
evidenciando a agulha sendo inserida na parede lateral do ventriculo esquerdo (A). O circulo branco
destaca a fluorescéncia emitida por células GFP* observada por espectroscopia in vivo localizadas no
coracdo de camundongos C57BL/6 imediatamente ap6s a injecdo de células-tronco cardiacas GFP”.
Em E, células GFP" observadas em seccgdes de coragdes coradas com faloidina 633 e DAPI 2 dias (C)
e uma semana apos a injecdo intramiocardica (D). (C) 20 pm e (D) 50 pm.
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6 DISCUSSAO

Apesar de ser constituido principalmente por células terminantemente diferenciadas,
descobertas recentes tém colocado o coracdo na lista dos 6rgédos com potencial regenerativo,
sobretudo ap6s a descoberta da existéncia de células-tronco no coragdo ( BELTRAMI et al,
2003, OH et al, 2003, MATSUURA et al, 2004, MARTIN et al, 2003, MESSINA et al,
2004, DAWN et al, 2005, LAUGWITZ et al, 2005, STEELE et al, 2005). Dentre essas
populagdes celulares isoladas do coracgéo, foi demonstrada mais recentemente, assim como em
outros 6rgdos, a presenca de célula-tronco mesenquimais (CARLSON et al, 2011; GAMBINI
etal, 2011).

Na primeira parte deste trabalho, isolamos células-tronco mesenquimais do coragéo de
camundongos, e submetemos essas células a&s mesmas condicdes de cultivo das células-tronco
mesenquimais da medula déssea. Foi feita a comparacdo do perfil fenotipico das células
isoladas de ambas as fontes, bem como a andlise citogenética, e a capacidade de diferenciacédo
celular em diferentes linhagens. Na segunda parte deste trabalho avaliamos a exequibilidade e
seguranca da via de administracdo intramiocardica das células-tronco isoladas do coracdo que
foram injetadas no ventriculo esquerdo de camundongos C57BL/6.

A primeira descricdo de isolamento de células com caracteristicas de mesenquimais foi
realizada em 1970 por Friedenstein e colaboradores. Obtidas da medula 6ssea, estas células
foram inicialmente denominadas de precursoras estromais multipotentes. Conhecidas também
como unidades formadoras de colbnias de fibroblastos (CFU-F) pela sua capacidade de
formar agregados celulares e possuir semelhanga morfoldgica a fibroblastos. Em nosso
estudo, as culturas das CTM isoladas tanto da medula 6ssea quanto do coragdo aderiram ao
plastico da garrafa de cultivo e, apds 72 horas, apresentaram morfologia fibroblastéide ou
arredondada, mantendo essa aparéncia apos sucessivas passagens de forma semelhante a de
CTM descritas em outros trabalhos (FRIEDENSTEIN et al, 1970; da SILVA MEIRELLES et
al, 2006; CARLSON et al, 2011).

A anélise de marcadores de superficie das culturas de CTM obtidas de diferentes
fontes demonstra semelhanca imunofenotipica (da SILVA MEIRELLES et al, 2006). Algo
similar foi observado neste trabalho quanto ao perfil de marcadores analisados nas CTM
isoladas do coracdo e medula-Gssea, que revelou principalmente a positividade para os

marcadores de células-tronco mesenquimais.
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As culturas de CTM, principalmente as obtidas da medula dssea, apresentam
contaminantes hematopoiéticos nas passagens iniciais de cultivo in vitro. Com o aumento do
tempo de cultura, ha uma reducdo na expressao dos marcadores hematopoiéticos (da SILVA
MEIRELLES et al, 2006). Em contrapartida, ha um aumento na expressdo de marcadores
mesenquimais nas culturas (GRONTHOS et al, 2000; HONG et al, 2005; SHIN et al, 2005;
da SILVA MEIRELLES et al, 2006). Em nossos experimentos, a expressao de, CD31, CD34
e CD45 foi maior na primeira passagem analisada. Nas passagens sucessivas, P5 e P8, a
expressao desses marcadores foi diminuindo. Por outro lado, foi observado um aumento na
expressdo dos marcadores de célula-tronco mesenquimal, CD 44, CD73, CD90 e Sca-1. Um
pequeno percentual das células-tronco obtidas do coracdo e da medula dssea apresentaram
expressao de CD117 na passagem inicial, e esse fendtipo se manteve nas passagens P5 e P8.
A baixa frequéncia na expressdo de CD117 em culturas de CTM obtidas de diferentes 6rgaos
também ja foi descrita (HONG et al, 2005; SHIN et al, 2005). Na medula éssea, por exemplo,
apenas 1-5% das células sdo positivas para este marcador (CIVIN et al, 1984).

O controle da estabilidade genética de culturas de células expandidas antes do
transplante € um passo importante na terapia celular, a fim de evitar o aparecimento de
tumores causados por possiveis alteracdes cromossémicas (MITALIPOVA et al, 2005). As
CTM derivadas da medula dssea de camundongos, nas passagens 13 e 29, apresentam
transformacéo in vitro e quando transplantadas, favoreceram a formacéao de tumor (MIURA et
al, 2006). Em outro estudo, a analise do cariétipo de CTM derivadas da medula 6ssea de
camundongos, revelou o aumento no numero de cromossomos e ocorréncia de translocacdes
em passagem mais precoce (ZHOU et al, 2006). Os dados deste Gltimo trabalho assemelham-
se aos encontrados em nosso estudo, tendo em vista que, a partir da terceira passagem a
analise citogenética de pelo menos 20 metafases, considerando-se o nivel de ploidia e
presenca de rearranjos estruturais, revelou que as células derivadas do coracdo e da medula-
Ossea apresentaram um alto grau de instabilidade cromossdmica com cariotipo polipléide de
ndmero cromossdmico variando entre 42 a 75.

As CTM isoladas de camundongos parecem ser mais susceptiveis a instabilidade
cromossomica quando comparadas as CTM de humanos, nas quais as anormalidades
cromossomicas estdo associadas ao aumento gradual da atividade da telomerase e ao aumento
da expressdo do oncogene C-myc (MIURA et al, 2006). Mais estudos sdo necessarios para
esclarecer os mecanismos pelos quais as culturas de CTM isoladas de camundongos
apresentam instabilidade cromossémica mais precocemente quando comparadas as culturas de
CTM humanas.
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Um dos critérios que definem uma célula como CTM é o seu potencial de
diferenciacdo nas linhagens adipogénica, osteogénica, e condrogénica (DOMINICI et al,
2006). As culturas de CTM derivadas do coracdo e da medula 6ssea apresentaram potencial
de diferenciacdo nessas trés linhagens apos estimulo com meio especifico (da SILVA
MEIRELLES et al, 2006; CARLSON et al, 2011). O mesmo foi observado neste estudo,
quando as culturas de ambas as fontes foram capazes de se diferenciar em adipdcitos,
ostedcitos e condrdcitos apresentando acumulo lipidico intracelular, deposito de calcio, e
sintese de proteoglicanos confirmados através da coloracdo de oil red, vermelho de Alizarina
e alcian blue, respectivamente.

As células-tronco mesenquimais exibem um grande potencial de diferenciacdo nédo
somente em adipdcitos, osteoblastos e condrocitos, mas também em outros tipos celulares
como cardiomidcitos. Alguns trabalhos tém demonstrado a diferenciacdo cardiomiogénica de
forma bem-sucedida (MAKINO et al, 1999; FUKUDA, 2002; HAKUNO et al, 2002; HENG
et al, 2004; BALANA et al, 2006). Porém, a eficiéncia de diferenciacdo das CTM em
cardiomidcitos in vitro é ainda muito baixa e tem sido constantemente questionada
(MARTIN-RENDOM, 2008; MADONNA, 2009). No modelo proposto por Rangappa e
colaboradores (2003), utilizando 5’azacitidina, apenas 0,05% das células-tronco
mesenquimais tratadas se diferenciaram em cardiomidcitos. De maneira semelhante, Martin-
Rendom e colaboradores (2008) mostraram que apenas 0,07% das CTMs isoladas de medula
Ossea cultivadas in vitro e tratadas com 5’azacitidina se diferenciaram em cardiomidcitos. Em
outro estudo, Madonna e colaboradores (2009) estudaram a potencialidade de diferenciacédo
de CTM isoladas do tecido adiposo com 5’azacitidina e comprovaram que somente 0,02%-
0,07% se diferenciam em cardiomidcitos.No presente estudo, o protocolo utilizado também se
mostrou pouco eficiente no processo de diferenciacdo cardiomiogénica in vitro. N&o foi
observado batimento espontaneo das células-tronco cardiacas ou da medula 6ssea estimuladas
ou ndo com 5’ azacitidina. No entanto, o ensaio de imunofluorescéncia revelou que algumas
células-tronco cardiacas GFP" cultivadas por 4 semanas apds o estimulo com 10 pM de 5’
azacitidina passaram a expressar troponina T cardiaca, e aumentaram a expressdao do mRNA
do GATA-4, diferentemente das células-tronco isoladas da medula 6ssea. Esses primeiros
resultados sugerem que as células-tronco cardiacas possuem um maior potencial de
diferenciacdo cardiomiogénica do que as células-tronco da medula 6ssea. Novos ensaios sdo
necessarios para otimizar o protocolo de diferenciagio e comprovar o potencial

cardiomiogénico das células-tronco mesenquimais isoladas da medula 6ssea e do coragéo.
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Vaérios estudos estdo sendo realizados a fim de explorar o potencial terapéutico de
diferentes tipos celulares como principio de regeneracdo do miocardio (WOLLERT et al,
2004;  http://clinicaltrials.gov/ct/show/NCT00587990; MENASCHE et al, 2008;
http://clinicaltrials.gov/ct/show/NCT00893360). Gao e colaboradores (2001) realizaram o
transplante sistémico de CTM derivadas da medula-6ssea, a fim de avaliar a distribuicdo
dessas células pelas vias intraarterial, intravenosa, e intraperitoneal. Apos 48 horas, a maioria
das células injetadas por essas trés vias estavam retidas no pulmao, baco e figado. Os autores
atribuem isso ao fato das CTM apresentarem diametro celular (20 a 24 um) superior aos dos
capilares 10-15 um, e desta forma, eventuais embolias levam a insuficiéncia respiratoria, que
constitui um dos principais problemas do transplante de CTM, além de reter a maioria das
células nos 6rgédos que ndo sdo alvo para dada terapia (BOJKO & NOTTERMAN, 1999).

Sendo assim, a escolha da via de administracdo que Seja segura e que proporcione
maior retencdo celular no 6rgdo de interesse constitui uma etapa fundamental para o sucesso
da terapia celular, tendo em vista que a presenca das células no 6rgdo alvo ird favorecer ao
beneficio do possivel efeito terapéutico. Estudos demonstraram que o transplante de células
apos infarto agudo do miocardio via intramiocardica € exequivel e seguro, e favorece a
retencdo e permanéncia de maior nimero de células no miocéardio, quando comparados com
outras vias de administragdo (HOU et al, 2005; KRAUSE et al, 2009). Esses dados reforcam
0s nossos achados quanto a exequibilidade e seguranca da injecdo intramiocardica, e quanto a
retencdo de CTM no miocardio. Nenhum animal morreu durante o procedimento e 0s
parametros funcionais cardiacos mantiveram-se inalterados ap6s a injecdo intramiocardica de
CTM isoladas do coragéo.

Por fluorescéncia, foi possivel observar a retencdo de células GFP* no miocardio 48
horas e uma semana depois da inje¢do intramiocardica. A rastreabilidade das celulas é peca
fundamental para o entendimento dos mecanismos pelos quais elas estdo atuando no
organismo e exercendo o seu papel reparador. Assim como a escolha da melhor via de
administracdo, definicdo das caracteristicas fenotipicas, e dos potenciais de diferenciacdo de
cada fonte de CTM. Entender as similaridades e diferencas entre elas podera ser util na
composi¢cdo de uma correlacdo entre o0 sucesso terapéutico encontrado e uma determinada
fonte de células. Com isso, esse estudo torna-se atil no entendimento das propriedades e
utilizacdo das células-tronco isoladas da medula 6ssea e do coracdo, podendo contribuir com
o0s estudos em modelos experimentais que podem servir como base para novas investigagoes

clinicas.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que células-tronco mesenquimais, obtidas do coracao

de camundongos adultos:

1. Possuem morfologia, fenotipo, caracteristicas cromossémicas e capacidade de
diferenciacdo em linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica semelhante aos

observados em linhagens de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea;
2. Apresentam maior expressdo de marcadores cardiacos quando estimuladas a diferenciacéo
cardiomiogénica, indicando um maior potencial de diferenciacdo em cardiomidcitos, quando

comparadas as células da medula dssea;

3. Podem ser injetadas no coracdo por via intramiocardica com seguranca e sem alterar 0s

parametros funcionais cardiacos;

4. Permanecem no tecido apo6s a injecdo intramiocérdica por no minimo sete dias.
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