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ESTUDO DO POTENCIAL CARDIOMIOGENICO DE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS
RESUMO

A diferenciacdo de células-tronco mesenquimais em ostedcitos, condrdcitos e adipdcitos é
estabelecida na literatura, porém a diferenciacdo cardiomiogénica é altamente controversa.
Existem autores que defendem a realizacdo da diferenciacdo cardiomiogénica in vitro, e
autores que questionam a reprodutibilidade dos resultados e a falta de ensaios funcionais
em alguns trabalhos. Os diversos trabalhos investigam diferentes populacdes celulares e
diferentes técnicas de inducgdo, tornando a comparacao entre os resultados impossivel. A
fim de elucidar conceitos e o potencial cardiomiogénico de células-tronco mesenquimais, o
presente trabalho induziu a cardiomiogénese de duas populagbes de células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea e do tecido adiposo, com a utilizacdo de dois
meios cardiomiogénicos descritos na literatura. Os resultados obtidos indicam que as CTM
foram responsivas aos estimulos do meio, apresentando fenétipo semelhante ao de
cardiomiocitos: as células diminuiram sua proliferacdo, producédo de fosfatase alcalina e
colageno, passaram a expressar fatores de transcricdo como Nkx2-5, GATA4, a e 3-MHC,
porém em niveis menores do que os apresentados por cardiomidcitos adultos e neonatais.
Nao obstante, as CTM aproximaram o seu perfil fenotipico ao apresentado por
cardiomiécitos: CD45, CD54"° CD73" ® -, CD90". Apesar da expressdo de CD45 ter
aumentado em algumas condi¢cfes e a expressdo de CD90 ter se mantido ao longo do
cultivo, nenhum desses resultados é incompativel com o fenétipo cardiomiogénico. As CTM
diferenciadas apresentaram a-actinina sarcomerica e conexina-43 corretamente, indicando a
possibilidade de uma diferenciacao funcional. Porém, funcionalmente elas nédo reproduziram
as caracteristicas de cardiomiécitos isolados in vivo. Experimentos de eletrofisiologia
demonstraram que as CTM diferenciadas ndo apresentaram capacidade de gerar correntes
de entrada e saida, essenciais a funcao cardiomiogénica, e consequentemente, nao
desenvolveram potenciais de acdo quando estimuladas. Os resultados descritos permitem
sugerir que as CTM induzidas a seguir a diferenciacdo cardiomiogénica originaram
cardiomiocitos ndo funcionais in vitro. Pela primeira vez, demonstrou-se que 0s picos de
expressao génica das CTM diferenciadas ndo atingiram os niveis apresentados por
cardiomiocitos funcionais. O presente trabalho, portanto, evidencia a importancia de
controles positivos nos experimentos, assim como a utilizacdo de técnicas quantitativas nas
analises. Atualmente, a sensibilidade das técnicas utilizadas é extremamente alta, sendo

gue sinais nao relevantes biologicamente podem ser detectados.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, Diferenciag&o in vitro, cardiomiogénese.



STUDY OF THE CARDIOMYOGENIC POTENTIAL OF MESENCHYMAL STEM CELLS
ABSTRACT

Even though mesenchymal stem cell differentiation towards osteogenic, chondrogenic and
adipogenic lineages has been extensively described in the literature, cardiomyogenic
differentiation remains largely controversial. In one hand several authors claim that they
achieved cardiomyogenic differentiation in vitro, on the other hand, some authors question
the reproducibility of the results and the lack of functional essays. Published papers study
different cell populations, differentiation and testing techniques, rendering the comparison
among them impossible. In order to shed light into this unclear phenomenon and find out the
real cardiomyogenic potential of mesenchymal stem cells, the present study induced the
cardiomyogenic differentiation of mesenchymal stem cells isolated from the bone marrow
and adipose tissue of wistar rats using two published differentiation protocols. The results
obtained allow to suggest that the MSC responded to the stimuli present in the inductive
media, as they presented a similar phenotype compared to cardiomyocytes: MSC presented
lower levels of proliferation, alkaline phosphatase and collagen production, began to express
transcription factors such as GATA-4 and Nkx2-5, and genes such as a and B-MHC. The
levels presented by differentiated MSC, never the less, were lower than the levels presented
by neonatal and adult cardiomyocytes. MSC also presented phenotypic profile similar to
cardiomyocyte published profile: CD45", CD54"°", CD73Ps!ve o negatve gnd CD90'". Even though
the expression of CD45 raised in some conditions and the expression of CD90 did not
lowered through differentiation process none of such results are incompatible with the
cardiomyogenic phenotype. In agreement with such argument, differentiated MSC presented
sarcomeric a-actinin and connexin-43 correctly located in the cell, indicating the possibility of
a complete and functional differentiation. MSC did not show electrophysiology properties of
fuctional cardiomyocytes, though. Not only they did not show inward and outward currents
but, consequently, they also did not developed action potentials when stimulated. Taken
together, the present data allow to suggest that MSC induced to follow cardiomyogenic
differentiation originated non-functional cardiomyocytes in vitro. For the first time it was
demonstrated that the peaks of expression of Nkx2-5, a and 3-MHC in differentiated MSC do
not reach expression levels of functional cardiomyocytes. Such observation underscores the
importance of quantitative techniques in order to prevent misguided interpretations, as well
as the paramount role of positive and negative controls. Nowadays, the sensibility of many

techniques is extremely high, and even biologically irrelevant signals are detected.

Key words: Stem Cells, in vitro differentiation, cardiomyogenic differentiation.
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1 INTRODUCAO

1.1 O coracéao e doencas cardiovasculares

O coragéo e a vasculatura constituem os componentes primarios do sistema cardiovascular,
responsavel pela circulagdo sanguinea e por facilitar a troca de gases, fluidos, eletrdlitos,
grandes moléculas e calor entre as células e o meio externo. O coracdo é, portanto, um

orgao vital para qualquer organismo multicelular (Klabunde, 2005).

A formacdo desse oOrgdo passa por duas formas de crescimento ao longo do seu
desenvolvimento. Inicialmente, durante o periodo intra-uterino de formacédo e
desenvolvimento inicial do 6rgdo, a massa ventricular aumenta através de mitose, porém
este processo cessa logo apos o nascimento. Na vida pés-natal, os cardiomiécitos deixam
de proliferar, passando antes por um ciclo final de sintese de DNA e mitose nuclear, sem
gue ocorra citocinese. A partir de entédo, o tecido cardiaco ndo cresce mais em nuamero de
células, mas em massa, num processo chamado hipertrofia (Macmellan e Schneider, 2000;
Ahuja et al., 2007; Zhu et al., 2009).

O mesmo padrao de desenvolvimento € observado em outros tecidos, e segue a visao
tradicional de que a capacidade de proliferacdo celular é inversamente proporcional a
diferenciacédo ou grau de especializacao da célula (Neuringer e Randell, 2004; Tzu-Ri Shih
et al.,, 2005; Knoblich, 2008; Stall e Luis, 2010). Em geral, o processo terminal de
diferenciacéo celular é regulado por vias de sinalizacdo, como Wnt, e envolve a parada do
ciclo celular e 0 aumento da expressdo de um painel de genes tecido-especificos. Assim, o
esperado, e observado em diversos trabalhos, é que exista, nos tecidos, reservas de células
indiferenciadas, responsaveis pela renovacédo celular e regeneracgéo tecidual. Estas células
sdo chamadas progenitoras e sdo capazes de avancar no ciclo celular, sofrer mitose e se
renovar, dando origem a células igualmente indiferenciadas e a células comprometidas, que
recompdem o tecido (Bianco et al., 2001; Neuringer e Randell, 2004; Tzu-Ri Shih et al.,
2005; Mimeault e Batra, 2006; Meirelles, Caplan e Nardi., 2008). Proporcionalmente as

necessidades teciduais, essas células vao sendo mobilizadas e diferenciadas.

As necessidades teciduais de renovacao celular decorrem do desgaste natural das células e
de eventuais lesdes. Mediante as injdrias, ocorre a predominancia de um de dois processos:
cicatrizacdo e regeneracdo. A predominancia de um ou outro depende da natureza do tecido

(capacidade proliferativa, presenca de células progenitoras, aporte sanguineo), da presenca
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ou nao de antigenos e inflamacéo, da idade do organismo, dentre outros fatores (Crawford,
2007).

Em tecidos que apresentam alta capacidade de renovacgédo celular, como o figado, situactes
de injaria geralmente sdo seguidas de processo regenerativo, que consiste na substituicdo
das células mortas por outras igualmente funcionais. O processo regenerativo depende nao
s6 da capacidade de divisdo celular das células restantes do tecido, mas também da
condicdo do estroma vizinho e do nimero de células restantes. O processo regenerativo
recupera plenamente a funcdo tecidual (Crawford, 2007). Por outro lado, injarias que
acometem 6rgdos que apresentam baixa ou nenhuma capacidade regenerativa, como 0
cérebro, levam a processos cicatriciais (Tenq et al., 2008; Yoshioka, Hisanaga e Kawano,
2010). O processo cicatricial promove a substituicdo das células por tecido conectivo fibroso,
sendo que, em geral, a funcédo tecidual néo é restaurada (Crawford, 2007).

O coracgéo foi considerado, por décadas, um 6rgéo no qual ndo ha renovacao celular, sendo
0 nimero de midcitos determinado logo apds o nascimento e apenas preservado ao longo
da vida do individuo (Rubart e Field, 2006 apud Kajstura et al., 2010). Como consequéncia
desta caracteristica, acreditava-se que o0 coragdo era capaz apenas de apresentar
processos cicatriciais, e nao regenerativos. Hoje, porém, diversas publica¢des indicam ndo
s6 a presenca de células progenitoras no coracao (Ahuja et al., 2007; Pfister et al., 2010; Di
Nardo et al., 2010; Kajstura et al., 2010), como também a ocorréncia de altas taxas anuais
de renovagao celular variando de 0,08% (Morales, 2007) a 40% (Kajstura et al., 2010).
Apesar das variacfes na predicdo da ocorréncia de renovacgao celular, hoje se sabe que ela
existe no organismo adulto, porém ainda permanece o consenso de que este processo
ocorre de maneira insuficiente mediante injdria. Deste modo, posterior a uma lesao, ha a
predominancia do processo de cicatrizagdo tecidual sobre o de regeneracdo (Morales,
2007).

Atualmente, as doencas cardiovasculares constituem a maior causa de Obitos em todo o
mundo, e, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as projecfes indicam que elas se
mantenham em primeiro lugar isolado nos préximos anos. De acordo com projecdes do
classico estudo Global Burden of Diseases de Murray, Lopez e colaboradores para o ano
2020, ha indicacdes de que as doencas cardiovasculares ndo sé permanecerdo como a

causa principal de 6bito, mas também representardo a principal causa de incapacidade.

Causadas por fatores nao modificaveis, como idade, hereditariedade e género, e ainda por

fatores modificaveis, como hipertensao arterial sistémica, habitos de vida pouco saudaveis,
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gque incluem o tabagismo, o sedentarismo e a ma alimentacao, as doencas cardiovasculares
sdo facilmente prevenidas, porém dificiimente tratadas. Segundo o ministério da salde,
apenas em 2007, ocorreram 571.835 6bitos devido a doencgas do aparelho circulatério. Em
2008, estas enfermidades foram responsaveis por 29,48% das mortes no Brasil (ministério
da saude). Os gastos gerados por estas doencas também s&o alarmantes: apenas em 2005,
foram registradas 1.180.184 internagdes por doengas cardiovasculares, com custo global de
R$ 1.323.775.008,28, excluindo-se os gastos com medicacdes aos pacientes internalizados
e ndo internalizados (Sociedade Brasileira de Cardiologia).

Entre as doencas cardiovasculares, a de maior incidéncia € a doenca arterial coronaria,
cujas principais manifestacdes clinicas sdo a angina pectoris, o infarto agudo do miocérdio
(IAM) e a morte subita (Batlouni, 1993; apud Colombo e Aguillar, 1997).

1.2 Infarto Agudo do Miocérdio

O infarto agudo do miocardio (IAM) consiste na necrose isquémica de uma regidao do
miocardio, se enquadrando entre os diversos quadros clinicos caracterizados pela isquemia
miocardica. Ele se instala quando o fluxo de sangue é insuficiente para suprir as
necessidades metabdlicas do coracdo, principalmente as de oxigénio (Higuchi et al., 2000),
resultando em um desequilibrio entre a oferta e a demanda de oxigénio e nutrientes (Berne
e Levy, 2004). O infarto agudo do miocéardio é causado, em 90% das vezes, por uma
oclusao trombdtica coronariana, que leva a um processo necrético do tecido subendocérdico
que, com o tempo, pode sofrer uma progressdo transmural, aumentando a area
comprometida do miocardio e prejudicando a fungdo sistdlica do coragdo e, por
conseqliéncia, o estado clinico do paciente (Simek et al., 2004).

Ap6s a ocorréncia de um infarto agudo do miocardio de grande porte, cerca de 1 bilhdo de
cardiomiocitos chegam a ser afetados. O IAM representa um cenario Unico e mais
complicado que outras condi¢cdes patolégicas, uma vez que devido a auséncia de aporte
sanguineo caracteristica do infarto, hd extensa morte celular na regido infartada,
acompanhada de edema e inflamacéo apés algumas horas. Como descrito anteriormente, a
capacidade regenerativa do miocardio é limitada, e, portanto, o tecido necrosado acaba
predominantemente substituido por um tecido mais simples, constituido de fibroblastos e

colageno depositado, que gera um aumento do trabalho hemodinamico (Pfeffer e
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Braunwald, 1990). O processo cicatricial reconstitui, portanto, a continuidade do tecido, mas

nao a sua funcdo (Mummery, Davis e Krieger, 2010).

No organismo, todos os sistemas funcionais (circulatorio, digestorio, etc) sdo extremamente
integrados, portanto, o comprometimento da funcéo cardiaca gerado pela injuria afeta todo o
sistema cardiovascular. Inicialmente, o evento de cicatrizacdo do miocardio leva ao aumento
e afinamento da regido infartada, um processo descrito em 1987 por Hutchins e Buckley
como “expansao do infarto” (revisado por Pfeffer e Braunwald, 1990; Gorman et al., 2010). O
aumento do trabalho hemodinamico representado pela area infartada afeta todas as regides
sadias do coracdo, comprometendo globalmente a sua fungcdo. A dinamica cardiaca
comprometida afeta o volume de ejecdo do coracdo, 0 que leva a uma resposta renal de
aumento do volume sanguineo, com a producédo de aldosterona e hormdnio antidiurético. O
aumento do volume de sangue no organismo promove aumento da resisténcia periférica do
sistema, culminando em uma diminuicdo ainda maior do volume de ejecdo cardiaco. O
resultado desta cascata de eventos inclui, dentre outros, 0 aumento das camaras cardiacas
e uma menor deformagdo ventricular. O processo descrito acima de forma resumida ainda
comeca a ser desvendado, mas ja € denominado remodelamento ventricular (Gorman et al.,
2010). Em alguns casos, 0 processo descrito pode, ainda, culminar em morte por perda de

inotropismo e consequente insuficiéncia cardiaca (Assis et al., 2010).

Embora a mortalidade hospitalar por IAM tenha decaido expressivamente a partir da década
de 80, particularmente com o advento das Unidades de Tratamento Intensivo e das
Unidades Coronarianas e, posteriormente, com a incorporacdo de estratégias de
revascularizacdo, a incidéncia do IAM e a sua mortalidade pré-hospitalar e hospitalar
permanecem altas. Em 2007, por exemplo, das 571.835 mortes causadas por doencas
cardiovasculares, 71.997 foram causadas por infarto agudo do miocardio e 92.568 por
doencas isquémicas do coragdo. Ainda segundo a sociedade brasileira de cardiologia, a
mortalidade hospitalar do IAM gira em torno de 18-20%. N&o obstante, os 80% dos
pacientes que sobrevivem ao infarto agudo do miocardio carregam o fardo de manter

medicacdes e dietas restritivas por longos periodos.

Segundo Vasconcelos, 2007, pacientes que sobrevivem a um IAM apresentam menor
gualidade de vida e sofrem de ansiedade e depressdo com maior freqiéncia do que a
populacdo comum. Esse fato ocorre, pois, apos a alta hospitalar, a doenca de base continua
em curso e o prognastico tardio esta diretamente relacionado a fungéo ventricular esquerda

remanescente, a presenca de isquemia miocardica residual e a existéncia de arritmias

cardiacas potencialmente graves. Esta evolucéo é diretamente influenciada pela quantidade
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de miocérdio vidvel e em risco de necrose (Simpésio de Ergonomia no Brasil, 1996 apud
Vasconcelos, 2007). Assim, quando o paciente volta para casa ele ndo esta curado, e ainda
se depara com a doenca base associada a necessidade de mudanca radical nos habitos
alimentares e a necessidade de abandonar vicios como o fumo e o sedentarismo. Essa
realidade pode acabar culminando em ansiedade e depressdo, que levam, por sua vez, a
um menor comprometimento as recomendac¢des meédicas e a maior taxa de recorréncia de
IAM.

O IAM constitui, portanto, um evento de alta mortalidade, mas também de alta morbidade
associada, o que justifica a sua posicdo como uma das doencgas que mais oneram o estado
brasileiro atualmente (Ministério da Saude, 2004).

1.3 Terapias atuais para doencas cardiovasculares e a promessa da terapia celular

Apesar dos eventos bioquimicos e fisiolégicos pés-IAM ainda ndo serem completamente
elucidados, ja existe a consciéncia por parte de médicos e pesquisadores de que a natureza
do processo de remodelamento ventricular induzido pelo IAM estd4 associada aos maus
resultados obtidos por terapias que visam tratar fases tardias de insuficiéncia cardiaca.
Consequentemente, hoje hd o aumento do interesse em se desenvolver terapias que visem
a aplicacdo no periodo inicial pés-lesdo, ou no caso, pés-IAM, que visam prevenir e limitar

os efeitos adversos do remodelamento (Gorman et al., 2010).

Atualmente, o tratamento do infarto do miocardio, e de insuficiéncia cardiaca em geral, inclui
diversas metodologias, dentre elas: medicagdo oral utilizando substancias tromboliticas;
cirurgia de ponte cardiaca ou coronariana (na qual uma veia retirada de outro local do corpo
— geralmente da regido interna da perna — é enxertada de forma a substituir a coronaria
obstruida e recompor o fluxo sanguineo); angioplastia (cirurgia realizada com o intuito de
desobstruir a artéria ocluida através da utilizacdo de um cateter que apresenta um baldo na
ponta, inflado na regido obstruida, e a utilizagdo de uma mini tela de agco chamada stent, de
forma a manter o vaso aberto permanentemente); reparo ou substituicdo de valvulas,

transplante de coracédo e colocacao de coracao artificial (Organizacdo Mundial de Saude).

Se a perda da funcao cardiaca causada por essas enfermidades é a maior causa de 0Obitos,
a recuperacdo das areas contrateis do coracdo constitui o tratamento mais adequado.

Seguindo este principio, todas estas metodologias previnem morte celular através da
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recuperacao do fluxo sanguineo e prevencdo da formacédo de novos trombos, porém séo
incapazes de reconstituir o miocardio jA comprometido, estratégia que, teoricamente, pode

recuperar a funcéo contratil do miocérdio de forma plena.

A terapia celular constitui uma estratégia que segue este principio, e visa tratar injarias
através do reparo ou substituicdo do tecido injuriado (Perl et al., 2010). Inicialmente utilizada
hd mais de 50 anos no tratamento de leucemias (através da substituicio do sistema
hematopoiético leucémico por um sadio), essa estratégia foi posteriormente estendida para
incluir o transplante autélogo de células progenitoras para o tratamento de canceres e outras
doencas. Uma vez que a reposi¢cdo do tecido hematopoiético se tornou possivel, maiores
doses de quimioterapia puderam ser utilizadas o que levou ao aumento significativo da
eficiéncia do tratamento (Perl et al., 2010). Nos ultimos anos, a terapia celular tem sido
considerada uma interessante estratégia de tratamento de diversas injurias que afetam
tecidos nos quais a regeneracdo ndo ocorre de maneira satisfatéria (Perl et al., 2010).
Andlise de dados até o ano de 2007 envolvendo estudos randomizados e controlados indica
gue essa nova estratégia pode levar a melhores resultados comparada a terapia
convencional (Hoke et al., 2009).

Durante os ultimos 10 anos, a utilizacdo da terapia celular para regeneracédo do miocardio se
tornou parte dos focos principais da pesquisa em cardiologia (Perl et al., 2010). Um grande
problema da metodologia da terapia celular, porém, constitui a fonte de células para o
transplante (Baker, 2008).

Como dito anteriormente, a terapia celular se aplica em condicbes onde a regeneracao
tecidual ndo ocorre de maneira satisfatoria. Estas condic6es séo caracteristicas de tecidos
cujas células nao se replicam eficientemente ou que passaram por perda celular excessiva,
como o miocardio, o tecido 6sseo (considerando-se grandes perdas Osseas) e 0 tecido
hematopoiético apos irradiagdo. Deste modo, a demanda por células é enorme e a fonte de
células € escassa. Cardiomiécitos fetais e mibcitos derivados de outros tecidos foram
utilizados, em vao, na tentativa de prevenir e reverter a perda da contratilidade do tecido
cardiaco (Henning, 2011). As dificuldades de obtengcdo de um numero suficiente de células e
as dificuldades em obter-se sincronia perfeita com o tecido cardiaco, porém, limitaram o uso

destes tipos celulares para terapia (Mummery, Davis e Krieger, 2010)

Uma solucdo a escassa fonte de células é o cultivo celular, essencial para promover a
proliferacdo celular e aumentar o nimero de células disponiveis para o tratamento. Porém,

este passo € possivel para alguns tipos celulares, como os osteoblastos e células
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hematopoiéticas, mas ndo € possivel para outros, como é 0 caso de neurdnios,
cardiomidcitos fetais e midcitos derivados de musculos esqueléticos. Nestes casos, a
utilizacdo de células capazes de proliferar e a0 mesmo tempo de gerar tipos celulares
diferenciados € essencial. Assim, a procura por outras fontes celulares continuou, até que
células ainda ndo comprometidas a fenoétipos diferenciados comecgaram a ser investigadas
(Fazel, 2007).

A terapia celular envolvendo a aplicacdo de células-tronco (CT) na recuperacdo do
miocéardio propde a utilizacdo de células isoladas do proprio paciente, sua expansao in vitro
e posterior injecdo na corrente sanguinea ou no pericardio. Uma vez no ambiente do tecido
cardiaco, essas células promoveriam angiogénese e recuperacao de tecido contréatil (Wang
et al., 2006; Assis et al., 2010), além de realizar imunorregulacdo e imunossupressao
(Pedemonte et al., 2007; He et al., 2009). Seriam, portanto, excelentes candidatas a
prevencdo da perda tecidual e a promoc¢do da regeneracao do tecido necrosado (Wang et
al., 2006; Perl et al., 2010). Na pratica, porém, o processo através do qual as CT colaboram
na melhora da funcao cardiaca ndo é completamente compreendido. Ao contrario do que foi
previsto inicialmente, hoje se demonstrou que as CT introduzidas no ambiente cardiaco nao
se diferenciam em cardiomiécitos (ou o fazem raramente). Na verdade, ha indicios de que
elas permanecem indiferenciadas ou diferenciam-se em outros tipos celulares como células
endoteliais, de modo que a melhora clinica registrada nos estudos esta mais relacionada a
efeitos paracrinos das CT do que a diferenciacdo cardiomiogénica e restauragdo da funcéo
tecidual (Hatzistergos et al., 2010). Casos de CT que nao se diferenciam (Field et al., 2004)
e de diferenciacdes em fendtipos inesperados ja foram descritos in vivo (Losordo et al.,
2004; He et al., 2008).

A intencdo inicial de se restaurar a funcéo cardiaca atraveés da reposi¢do das células mortas
ainda permanece por ser atingida. Sem que haja conhecimento profundo de todo o processo
de diferenciacdo das CT em cardiomiocitos, as pesquisas atuais ainda se baseiam apenas
em resultados clinicos e ndo ha compreensado plena do que ocorre in vivo. Estudos in vitro
do processo de diferenciacdo se mostram entdo extremamente relevantes para a utilizagédo

eficaz e segura de CT na reparacéo e recuperacao tecidual (Kicic et al., 2003; Baker, 2008).

1.4 Células-tronco

O organismo adulto completamente desenvolvido € constituido por aproximadamente 411

tipos celulares que derivam de apenas uma ceélula inicial: o zigoto (Vickaryous e Hall, 2006).
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Todas as células do corpo, portanto, apresentam 0 mesmo genoma, com excec¢ao dos
linfécitos, que sofrem o processo de evolucdo somatica. A diferenca fenotipica observada
entre as células constituintes do corpo humano € resultado de diferentes padrdes de
expressao génica que surgem em resposta a mecanismos de inducdo e determinacgao.
Mecanismos de inducdo acontecem naturalmente através da producdo celular de
metabdlitos que afetam células vizinhas através da ligacao de proteinas de membrana com
componentes da matriz extracelular ou ainda pela interacdo direta célula-célula (Gilbert,
2006). Esses mecanismos culminam na formacéo de tipos celulares especializados que
passam pelo processo de comprometimento até a formacdo do tipo celular funcional. O
processo de comprometimento celular € complexo e ordenado espacial e temporalmente,
sendo constituido de duas etapas: a primeira etapa € denominada especializacéo, fase na
qual a célula é capaz de se diferenciar autonomamente quando colocada em meio de
cultura basico (sem fatores de diferenciagdo), porém € igualmente capaz de abandonar o
estado comprometido se estimulada. A segunda etapa é chamada determinacdo e comeca
gquando a célula chega a um ponto de comprometimento irreversivel. O resultado ao longo
do desenvolvimento € a formacdo de tipos celulares determinados que, em geral,
abandonaram o ciclo celular e ndo o retomam nem mesmo em resposta a agentes
mitégenos ou stress fisiolégico. Paralelamente a esse abandono das divisbes celulares,
ocorre a aquisicdo de um padrdo de expressao exclusivo para cada tipo celular e importante

para a sua fungéo, que agora é constituir a parte funcional dos tecidos.

Em 1961, Till e McCulloch (revisado por Jens et al., 2004) deram inicio as descobertas de
um tipo celular diferente dos até ali descritos, quando demonstraram a existéncia de células
precursoras da medula 6ssea capazes de gerar, no bago, células de mdltiplas linhagens
hematopoiéticas. Essas células, ao contrario das outras até ali conhecidas, ndo se
apresentavam determinadas em organismos adultos, podendo dar origem a todos 0s tipos
celulares pertencentes a linhagem hematopoiética. Posteriormente, elas foram denominadas

células-tronco.

As CT séo estudadas, desde entdo, sendo hoje definidas como um tipo celular Unico pela
sua capacidade de se renovar e de originar células com diferentes especializa¢des. Ao
contrério dos tipos celulares determinados, as células-tronco adultas permanecem

relativamente indiferenciadas até que recebam estimulos para se tornarem determinadas.

No organismo saudavel, as CT tém papel essencial no estabelecimento de tecidos
embrionarios ao longo do desenvolvimento intra-uterino e na substituicdo de células adultas

ou de células perdidas por lesdes ou infec¢des (Knoblich, 2008). Estudos recentes também
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sugerem papéis dessas células na regulacdo do sistema imune (Le Blanc e Ringdén, 2007,
Meirelles, Caplan e Nardi, 2008).

Desde os relatos de Till e McCulloch, outras populagbes de CT foram descobertas no
organismo adulto, sendo que foram definidas classificacGes para as mesmas de acordo com

a fase do organismo em que elas estdo presentes e com a sua capacidade de diferenciacéo.

De acordo com essa classificacdo, o zigoto é uma célula-tronco embrionéaria totipotente

devido a sua capacidade de originar todos os tipos celulares do organismo e anexos

embrionarios.

As células da massa interna do embrido na fase de blastocisto, células-tronco germinativas
embrionarias e algumas células encontradas em teratomas sdo, por sua vez, classificadas
em CT embrionarias pluripotentes, jA que séo capazes de originar todos os tipos celulares
do organismo. Elas se diferenciam do zigoto por ndo originarem anexos embrionarios,
gerados pelas células do trofoblasto (Gilbert, 2006). As CT embrionérias pluripotentes sao
caracterizadas pelo alto potencial de diferenciacéo e proliferagdo continua, garantidos pela
expressao de genes como oct 4, nanog, sox 2 e proteinas como as do grupo polycomb
(Scheres, 2007; Boyer et al.,, 2006). S&do caracterizadas também, pela instabilidade de
cariotipo e fendtipo em culturas in vitro, que culminam na formagdo de fendtipos
diferenciados sem qualquer estimulo aparente e na formacgéo de teratomas in vivo, tornando
necessario o uso de inibidores de diferenciagédo in vitro e constituindo uma desvantagem

muito grande no seu uso em transplantes (He et al., 2008).

Células do corddao umbilical, do liquido amniético e células indiferenciadas do organismo
adulto d&o origem a apenas tipos celulares de mesma origem embrionaria (endo, meso ou
ectoderma) e, portanto, sao classificadas em células-tronco multipotentes (De Coppi et al.,
2007).

Entre as células-tronco do organismo adulto, ha ainda uma classificacao diferencial: células
de origem mesenquimal (CTM) ou hematopoiética (CTH). As células descobertas por Till e
McCulloch s&o células-tronco hematopoiéticas. Descritas como presentes no pancreas, as
CTH sao encontradas também no sangue e medula 6ssea do adulto, e no corddo umbilical e
sistema hematopoiético do feto. Seu papel no organismo saudavel é o de renovar a

populacdo de células das linhagens linfoide e mieldide (Wilson e Trumpp, 2006).

Ao contrério das CTM, as CTH expressam uma proteina de membrana CD34, que media o

ancoramento das mesmas a matriz 6ssea e ao seu nicho (Okuno et al., 2002). Seu cultivo in
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vitro é feito sem que ocorra adeséo a placa de cultura nem expansao do numero de células,
0 que a tornaria um tipo celular desinteressante ao uso em terapias celulares, devido a
grande demanda de células dessa técnica (Scheres, 2007). Hoje, porém, elas sdo usadas
em terapias de reconstituicdo da medula 6ssea em pacientes que passaram por radioterapia
(Morales, 2007), ja que sdo o tipo de célula tronco mais bem conhecido até o momento
(Wilson e Trumpp, 2006).

1.4.1 Células-tronco Mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo encontradas nas porc¢des estromais de diversos
tecidos ao longo do desenvolvimento, desde o corddo umbilical e o liquido amnidtico, até os
diversos 6rgdos do organismo adulto, como medula Gssea, tecido adiposo, cérebro e
musculo esquelético e cardiaco (De Coppi et al., 2007; Tzu-Ri Shih et al., 2005; Morales,
2007). Hoje se discute se as CTM fazem parte da populagéo de células perivasculares ou se
as CTM residem apenas na medula 6ssea e se propagam até os tecidos através da corrente
sanglinea mediante sinalizacdo (Mctaggart e Atkinson, 2007; Meirelles, Caplan e Nardi,
2008). Como dito anteriormente, elas sao classificadas em multipotentes, apresentando um
potencial para diferenciacdo mesodérmica (Meirelles, Caplan e Nardi, 2008). Estudos in
vitro, porém, demonstram que além dessa capacidade de originar tipos celulares derivados
do mesoderma, as CTM apresentam uma propriedade chamada plasticidade: a capacidade
de originar tipos celulares de origem diferente da propria (Mezey et al., 2003; Zhang et al.,
2010). Originada de diversos tecidos, a populacdo de CTM se apresenta heterogénea.
Estudos demonstram que ha variacao fenotipica em nivel celular em culturas a partir de uma
unica CTM isolada (Bobis et al., 2006). A identificagdo das CTM, portanto, nao é facil: por

enquanto nao ha marcadores celulares especificos para essa classe de células.

Em 2006, a Sociedade Internacional para Terapia Celular e o Comité de Células-Tronco
Mesenquimais e Teciduais estabeleceram uma série de parametros a fim de definir e
padronizar as populacbes de CTM estudadas. Eles sdo: aderéncia a superficie plastica em
condigcbes padrdo de cultivo, a expressdo dos marcadores CD105, CD73 e CD 90,
concomitante a ndo expressdo de marcadores como CD45, CD34, CD14, CD19 e HLA

classe I, e por fim, o potencial de diferenciagdo multipotente (Dominici et al., 2006).

A principal fonte de CTM estudada é a medula 6ssea. Nela, as CTM apresentam papel
importante na criacdo e manutencao do micro ambiente de seu nicho. Sua principal funcéao é

criar o suporte mecéanico para o sistema hematopoiético através da secrecao de



Juliana L. Carvalho INTRODUCAO

fibronectina, laminina, coldgeno e proteoglicanas, mas as CTM também tém papel
importante na regulacdo da hematopoiese, ja que interagem diretamente com as CTH e

secretam fatores hematopoiéticos e ndo hematopoiéticos (Wilson e Trumpp, 2006).

A medula 6ssea também é composta por células da linhagem osteoblastica, células
adiposas, CTH e seus derivados, além de fibroblastos, que, junto as CTM, também
secretam o fator de células-tronco (stem cell factor - SCF), importante para o
estabelecimento do nicho das CTH. Assim, as CTM constituem uma peguena porcentagem
do namero total de células da medula (aproximadamente 0,01 a 0,001% do total de células
mononucleares), sendo que essa pequena porcentagem ainda diminui com a idade (Bobis et
al., 2006). A aparente barreira para o uso das CTM da medula 6ssea na terapia celular é

superada, porém, através do seu cultivo e expansédo estabelecidos in vitro.

O tecido adiposo também é uma fonte abundante de CTM. Assim como a medula éssea, ele
deriva do mesoderma embrionario e apresenta estroma facilmente isolavel, ao contrario do
procedimento doloroso e altamente invasivo da coleta de medula. As células processadas
do material lipoaspirado foram a primeira fonte de estudo de CTM derivadas da gordura e se
mostraram muito parecidas com as CTM derivadas de medula éssea, podendo ser
classificadas como CTM de acordo com os pré-requisitos citados anteriormente (Zuk et al.,
2001; Zuk et al., 2002).

Mesmo pertencendo a mesma classe de células-tronco, CTM derivadas de medula 6ssea
(CTM-MO) e CTM derivadas de tecido adiposo (CTM-TA) apresentam diferencas em seu
transcriptoma (Wagner et al., 2005), o que poderia refletir em processos de diferenciacdo
com pequenas diferencas. E o que sugere o trabalho de Carvalho e colaboradores, ainda
ndo publicado, que mostra que o processo de osteogénese de CTM-MO e CTM-TA é
diferente, sendo que CTM-TA sd@o mais prontamente diferenciadas na linhagem
osteogénica. Esse tipo de estudo é extremamente importante para a escolha da fonte de
CTM mais apropriada para diferenciagdo nos diversos tipos celulares e para as diversas
formas de aplicagdo clinica. A diferenciacdo de CTM em células musculares cardiacas, por
exemplo, apresenta taxas muito pequenas de diferenciacdo, sendo que o aumento, mesmo
gque minimamente significativo, dessas taxas pode ser importante para a viabilizacdo da

técnica de diferenciacdo in vitro para o uso clinico.
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1.5 Células-tronco e o processo de cardiomiogénese in vitro

A cardiomiogénese in vitro constitui um processo de producdo de cardiomidcitos fora do
organismo e em larga escala. Sendo assim, € um processo interessante ndo apenas para
atender a enorme demanda da terapia celular, mas também as demandas da industria
farmacéutica, que visa aprofundar seus experimentos in vitro a fim de aumentar seu grau de
sucesso in vivo. Até recentemente, estudos de cardiomiécitos humanos eram limitados pela

baixa disponibilidade de material o que atrasava qualquer pesquisa(Phillips e Crook, 2010).

A capacidade das CTE originarem cardiomidcitos funcionais é consenso na comunidade
cientifica, pois € comum observar corpos embridides que apresentam contracdo in vitro. A
capacidade das CTM e CTH de gerar cardiomiécitos, por outro lado, ainda € discutida (Rose
et al., 2008; Huang et al., 2010).

Atualmente ocorre uma auséncia de protocolos que levem a cardiomiogénese de maneira
indiscutivel, o que faz com que diversas metodologias sejam desenvolvidas. Nenhuma

delas, porém, levou a geracao de cardiomidcitos funcionais de maneira reprodutivel.

A primeira publicagdo indicando a ocorréncia de cardiomiogénese in vitro é de1993, com a
descricdo da formacdo de cardiomiocitos a partir corpos embridides de CTE murinas da
linhagem D3 (Maltsev et al., 1993). A obtencéo de cardiomiécitos a partir de CT adultas, por
outro lado, s6 foi publicada em 2001, com a utilizacdo do agente demetilante 5-azacitidina,
gue até entdo era estudado como droga antitumoral (Weiss et al., 1972). Em 1979, Taylor e
Jones descreveram a capacidade da 5-azacitidina em induzir a diferenciacao de células das
linhagens 10T1/2 e 3T3 em adipdécitos e condrécitos (Taylor e Jones, 1979, apud Rosca e
Burlaco, 2010). Em 1982, 5-azacitidina foi descrita novamente como agente indutor da
diferenciacdo adipogénica, desta vez em células CHEF/18 (Chinese Hamster Embryo
Fibroblast cell line) (Sager e Kovak, 1982). Posteriormente, foi entdo descrita a capacidade
do agente demetilante em questdo de induzir expressdo de MyoD1l. Essa proteina é
chamada myogenic differentiation protein 1, em portugués, proteina 1 de diferenciacédo
miogénica, e apresenta papel importante na cardiomiogénese, pois induz a expressao de a-
actinina cardiaca e MLC 1, chamada myosin light chain 1, em portugués, cadeia leve da
miosina 1, proteinas importantes a funcdo cardiaca. O trabalho foi publicado em 1992,
porém, ndo objetivava a obtencdo de cardiomidcitos, mas células musculares a partir de

células murinas da linhagem L6E9 (Muthuchamy, Pajak e Wieczorek, 1992).
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Apesar de ter sido um dos primeiros fatores estudados como indutores da cardiomiogénese,
ainda existe controvérsia sobre a real capacidade da 5-azacitidina em originar
cardiomiocitos funcionais. Como um agente demetilante, a acdo da 5-azacitidina ndo é
especifica em promover a expressao de um ou outro gene. Como dito anteriormente, ela
parece induzir a diferenciacdo adipogénica e condrogénica em alguns tipos celulares, e
dados atuais, como os de Geng e colaboradores descrevem a utilizagdo bem-sucedida
desse agente para induzir a diferenciagdo miogénica de células-tronco mesenquimais (Geng
et al., 2009).

Entre os trabalhos que estudam a 5-azacitidina como um agente indutor da
cardiomiogénese, existem incontaveis trabalhos que descrevem a inducéo da expressao de
genes relacionados a linhagem cardiaca, porém poucos trabalhos obtém evidéncias
funcionais da diferenciacdo. Dentre eles estdo trabalhos como o do grupo do pesquisador
Yongshang Cheng (Cheng et al.,, 2004), que descreve a obtencdo de cardiomibcitos
capazes de gerar células com caracteristicas de cardiomidcitos, como miofilamentos e
capacidade de resposta de liberagdo de célcio diante de baixas concentracdes de K.
Alguns grupos descrevem ainda a geragdo de células contrateis a partir de CTM
imortalizadas apos estimulacao por 5-azacitidina (Makino, 1999; Rangappa et al., 2003). Em
contraposicao, estes resultados ndo foram reproduzidos por diversos grupos (Balana et al.,
2006; Rose et al., 2008; Matitskaya e Denecke, 2009; Rosca e Burlacu, 2010).

Em 2006, Ye e colaboradores estudaram as mudancas no proteoma de CTM-MO suinas
tratadas com 5-azacitidina e encontraram o aumento da expressdo de proteinas
relacionadas a proliferacdo e a diferenciacdo celular, dentre elas a a-tropomiosina,
relacionada a cardiomiogénese. Outras proteinas relacionadas a diferenciacdo em outras
linhagens celulares foram encontradas, indicando a falta de especificidade da agédo deste
agente indutor. A quantidade de trabalhos que indicam o aumento da expressao de
marcadores de cardiomiécitos em células-tronco tratadas com esse agente, porém, levam a
crer que ha a predominéncia do fenétipo cardiomiogénico nas células induzidas. Deste
modo, 0s mecanismos de inducdo da cardiomiogénese via estimulagdo com 5-azacitidina
permanecem por ser completamente elucidados e esta continua sendo a técnica de inducao

cardiomiogénica mais publicada.

O segundo método mais publicado de inducdo da cardiomiogénese constitui uma técnica
simples: a cocultura de células indiferenciadas e cardiomiécitos. Essa técnica segue a teoria

de que assim como o ambiente in vivo induz a cardiomiogénese de células precursoras,

espera-se que cardiomidcitos in vitro reproduzam ao menos em parte essas condicdes, de
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modo a também induzir a diferenciacdo cardiomiogénica. Os fatores responsaveis pela
inducdo ainda ndo foram descritos, porém é provavel que constituam componentes de
matriz extracelular (Van Dijk et al., 2008), fatores paracrinos liberados por cardiomiécitos
(Xie et al., 2006) e interacdo célula-célula com os cardiomiocitos. Novamente, existem
inameros trabalhos relatando a expressdo de genes relacionados a linhagem
cardiomiogénica nas células indiferenciadas que passaram pelo cocultivo, inclusive
descrevendo a obtencdo de células contrateis in vitro (Choi et al., 2010). No trabalho de
Wojakowski, publicado em 2010, o sistema de cocultura foi utilizado ainda em combinacéo a
outra estratégia de diferenciacdo, sendo também bem sucedido na obtencdo de
cardiomiocitos. A controvérsia permanece, porém, devido a existéncia de relatos que
indicam que o potencial cardiomiogénico das CTM induzidas por essa técnica € limitado
(Matitskaya e Denecke, 2009; Koninckx et al., 2009; Roura et al., 2010).

Além destes dois métodos mais publicados, existem diversas outras técnicas, que variam da
utilizacdo do sobrenadante de cardiomidcitos (Xie et al., 2006), a elaboracdo de meios de
cultura contendo citocinas (Planat-Benard et al., 2003), utilizacdo de TGF-B (Gwak et al.,
2009), Oxido Nitrico (Rebelatto et al., 2009), Pioglitazona (Shinmura et al., 2010), oxitocina
(Danalache et al., 2007), BMP (Matitskaya e Denecke, 2009), dentre diversas outras
metodologias. Estas metodologias em geral foram publicadas em trabalhos individuais e

ainda nao foram amplamente testadas.

Independente da estratégia de diferenciacdo utilizada, em geral, os parametros utilizados
para atestar a cardiomiogénese sdo a expressao de determinados fatores de transcricdo
indicadores do comprometimento da célula a linhagem cardiaca e a presenca de estruturas
caracteristicas de cardiomiécitos funcionais (Huang et al., 2010; Shinmura et al., 2010).
Andlises morfologicas feitas visualmente através do microscopio de contraste de fase
também colaboram na comprovacdo da cardiomiogénese uma vez que as células se
agrupam e formam estruturas alongadas ao longo do processo em questdo, podendo

apresentar contracao (Planat-Bénard et al., 2003).

Dentre os fatores de transcrigdo mais intimamente envolvidos com a cardiomiogénese estdo
0 GATA-4, NKX2.5 e fator de resposta a soro (serum response factor - SRF), marcadores
precoces das células pré-cardiacas (Martin, Afouda e Hoppler, 2010). O GATA-4 € um fator
de transcricdo pertencente a superfamilia GATA, composta de 6 membros: GATA-1 a 6. Os
membros dessa familia sdo assim nomeados, pois se caracterizam por apresentar dois
dedos de zinco centrais a proteina que reconhecem o motivo consenso (A/T)GATA(A/G),

presente, dentre outros, nas regides regulatorias dos genes para o fator atrial natriurético
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ANF (Atrial natriuretic factor) e cadeia pesada da a-miosina. GATA-1 a 3 tém expressdo
restrita a linhagem hematopoiética e GATA-4 a 6 sdo abundantes no coracao desde o inicio
do desenvolvimento. GATA 4 é um fator de transcricdo envolvido no topo das cascatas de
eventos que culminam no processo de cardiomiogénese, sendo determinante e essencial
para o mesmo (Afouda et al., 2008). Estudos envolvendo a delecdo e superexpressao do
gene gata-4 revelaram que esse fator de transcricAo apresenta papel critico para a
embriogénese e formacao do coracao: embrides que ndao expressam GATA-4 estdo fadados
a ndo chegar ao 10° dia de desenvolvimento, enquanto 0S que 0 superexpressam,
apresentam hipertrofia cardiaca. In vitro, a expresséo bloqueada desse fator de transcricdo
impede a cardiomiogénese (Pu et al., 2004).

O NKX2.5 também participa do processo de diferenciacdo das CT, sendo um cofator do
GATA-4 (Durocher et al.,, 1997; Martin, Afouda e Hoppler, 2010). Ele atua promovendo a
expressao de a-actina e ANF, dentre outros genes que apresentam a sequéncia 5-
TNNAGTG-3’, chamadas de sitio NKE. E um fator de transcricdo importante para a
cardiomiogénese, sendo que o blogueio da sua expressao gera a diminuicdo da expresséo
de varios genes especificos da linhagem cardiomiogénica e a sua superexpressado se
mostra suficiente para promover a cardiomiogénese de células da linhagem de

teratocarcinoma murino, P19 (Li et al., 2007).

GATA-4, Nkx2-5 e SRF colaboram nos primeiros passos da formacdo do coragéo
embrionario a partir do mesoderma embrionario. A formacdo do tecido cardiaco
subsequente ao inicio da diferenciacdo cardiomiogénica envolve a expressado de proteinas

de citoesqueleto, incluindo miosinas e troponinas (Martin, Afouda e Hoppler, 2010).

Como dito anteriormente, ao longo da diferenciacdo a célula-tronco inicialmente capaz de
originar varios tipos celulares recebe estimulos externos que fazem com que alguns genes
sejam ativados e outros sejam irreversivelmente reprimidos (Gilbert, 2006). Os mecanismos
de transducdo de sinais que transmitem a informacdo de um ligante externo ao nucleo
aparentemente envolvidos na cardiomiogénese incluem as vias de sinalizacdo induzidas por
TGF-B (Li et al., 2008), fator de crescimento de fibroblasto (Fibroblast growth factor — FGF)
e BMP (Barron et al., 2000), Akt (Xu et al., 2008) e Wnt, além de remodelamento da
cromatina. As vias de sinalizac&o reguladas e integradas pelos FT citados para promocao
da cardiomiogénese sao as vias candnica (Wnt/3-catenina) e ndo-canbnica de Wnt
(sinalizacdo Wnt11/INK). A via ndo canénica de Wnt promove a cardiomiogénese, enquanto
a via candnica regula e restringe o desenvolvimento do coracdo e a diferenciacdo em

musculo cardiaco subsequente.
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Essas vias em geral atuam promovendo a expresséo de fatores de transcrigdo como 0s
descritos anteriormente (Wnt atua ativando a expressao dos genes Gata-4 e Nkx2.5 atraves
da via da fosfocinase C e FGF atua ativando a expressao de SRF) ou de proteinas como a
ANF, miosina e troponina, dentre outras (Barron et al., 2000; Xu et al., 2008).

O campo emergente da terapia celular propde uma melhora no tratamento de varias
doencas degenerativas ou associadas a velhice através da renovacdo das células dos
tecidos acometidos. Devido a sua facil obtencéo, alta taxa de proliferacdo e capacidade de
multilinhagem, células-tronco sdo candidatas ideais a terapia celular. Mais estudos, porém,
s8o necessérios, como demonstram os estudos de cardiomiogénese in vitro, que precisam
ser validados e otimizados, seja através de novos protocolos de diferenciagdo, seja através
da adequacdo da utilizagdo das CT mais vantajosas em cada procedimento.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Atestar a diferenciagdo cardiomiogénica de CTM derivadas da medula 6ssea e do tecido
adiposo de Rattus norvegicus da linhagem Wistar, e a eficiéncia de dois meios
cardiomiogénicos, constituidos de citocinas (meio I), e de meio basal condicionado por

cardiomidcitos neonatais (meio ).

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos séo:

e Isolar popula¢cdes de CTM a partir de tecido adiposo e medula 6ssea de Rattus

norvegicus da linhagem Wistar e comprovar a populacéo isolada;
¢ Induzir a diferenciacdo cardiomiogénica das CTM;

e Estudar o processo de diferenciacéo, analisando e comparando as CTM e 0s meios
de diferenciacédo utilizados;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e cultivo celular

3.1.1 Meios de cultura celular

Meio de cultura basal

O cultivo inicial das CTM, cardiomidcitos, fibroblastos, macréfagos e XR63-1L3 foi realizado
em meio DMEM acrescido de 10 % de soro fetal bovino (SFB) (Sorallis), sendo este definido
como meio de cultura basal. Todo SFB utilizado nos meios foi previamente inativado por alta
temperatura (30 minutos a 56°C). O meio basal constituia-se de meio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, Gibco) suplementado com 3,7 g de Bicarbonato de Sdodio (Merck),
60 pg de gentamicina/mL (Ariston) e 10 mL de solugdo de Penicilina, Estreptomicina e
Anfotericina (PSA) 100X (Gibco), compondo uma concentragdo final de 100 u/mL de
penicilina G sodica, 100 pg/mL de estreptomicina, 0,025 ug/mL de anfotericina B. Apés o
preparo do meio, o pH foi ajustado para 7.4 e a solucdo foi filtrada em membranas com

poros de 0,22 ym. O meio foi mantido a 4° C por até 3 semanas.

Meio de cultura osteogénico

O meio osteogénico constituia-se de meio basal acrescido de 0,05 g/L de Acido Ascorbico
(Sigma), 2,75 g/L de B-glicerofosfato (Sigma) e 10,85 pl de Dexametasona (Sigma). O meio
foi mantido em geladeira protegido da luz por até 2 semanas (Sugiura, Kitoh e Ishiguro,
2004).

Meio de cultura condrogénico

O meio indutor condrogénico foi feito baseado no protocolo revisado por Otto, 2004 e
realizado por Medrado (2006) e Koay (2007). Foram utilizados 10ug TGF-B recombinante
(Bioclone), 10"M de dexametasona (Sigma), 50ug/ml de acido ascérbico (Sigma), 6,25ug/ml
de insulina (Biobras), 6,25ug/ml de transferrina (Sigma), 1mM de piruvato (Sigma),
1,25ug/ml de BSA (Sigma). Para esterilizagdo, essa solucado foi filtrada em membrana de
PVDF 0,22 ym (Millipore) e completou-se o volume para 100 mL com DMEM acrescido de
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1% de SFB. O meio indutor de condrogénese foi estocado em geladeira por no maximo 2

semanas.

Meio de cultura cardiomiogénico |

A inducéo da cardiomiogénese das CTM foi realizada com o cultivo dessas células em meio
de cultura cardiomiogénico, inicialmente proposto por Planat-Bénard em 2003 e modificado
no presente trabalho. Este meio constitui-se de DMEM acrescido de: 15% v/v de SFB; 10%
v/v de solucdo de IL-3 (obtida a partir do sobrenadante da linhagem celular XR63-1L3); 10%
v/v de solucdo rica em IL-6 (obtida apos inducdo dos macréfagos); 10% v/v de fator de
célula-tronco; 2-mercaptoetanol para concentracéo final de 10 M (Sigma); L-glutamina para
concentracdo final de 2 mM (Sigma); insulina recombinante humana Novolin® para
concentracao final de 10 ug/mL (Novo nordisk farmacéutica do Brasil); e apo-transferrina

humana para concentracdo final de 200 pg/ mL (Sigma).

Meio de cultura cardiomiogénico Il

O meio de cultura cardiomiogénico Il constitui-se de meio basal condicionado por
cardiomiocitos neonatais. A sua obtencéo foi realizada pela coleta do sobrenadante dos
cardiomidcitos cultivados, seguindo a metodologia utilizada por Xie e colaboradores
publicada em 2006.

3.1.2 Isolamento dos diferentes tipos celulares

Isolamento das CTM-MO

Em fluxo horizontal, ratas fémeas da linhagem Wistar de 4 a 8 semanas foram eutanasiados
por deslocamento cervical posterior a anestesia, realizada utilizando-se cloridrato de
gquetamina 10% e cloridrato de xilazina 2% (ambas da Syntec), de acordo com as normas do
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (protocolo 079/2007). Estes animais
tiveram seus membros posteriores tricotomizados e banhados em éalcool 70%, a fim de se
prevenir contaminagdo. Tibias e fémures foram isolados e colocados em tubo de 50mL
contendo DMEM. Em fluxo laminar, as epifises dos ossos foram cortadas e as medulas

coletadas com a injecdo de DMEM na cavidade dos ossos. As medulas passaram entéo por
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centrifugacdo a 300xg durante 10 minutos e dissociacdo mecanica com a utilizacdo de uma
seringa de 15mL (BD Biosciences). O sobrenadante resultante da centrifugacdo das
medulas foi coletado e constituiu o Fator de Célula-Tronco ou Stem Cell Factor (SCF)
(Pedemonte et al., 2007; Assis et al., 2010).

Isolamento das CTM-TA

Ratas fémeas da linhagem Wistar apresentando de 4 a 8 semanas de idade foram
eutanasiados como previamente descrito. Esses animais tiveram seu abdémen
tricotomizado e banhado em &alcool 70% a fim de evitar contaminag¢@o do material coletado.
Em fluxo horizontal, o tecido adiposo inguinal foi isolado e colocado em tubo de 50mL
contendo DMEM. Em fluxo laminar, o tecido adiposo foi entdo lavado em PBS, cortado,
macerado e submetido a acdo da enzima colagenase do tipo Il (Sigma), preparada em uma
concentracdo de 0,15% p/v e diluida em tampéo salina fosfato (phosphate buffer saline —
PBS), cuja constituicdo a 0,15M é de: Cloreto de Sdadio a 8 g/L, Cloreto de Potassio a 0,2
g/L, Fosfato de Sdédio anidro a 1,15 g/L e Fosfato de Potassio a 0,2 g/L (todos Vetec)
solubilizados em agua destilada (a solugdo produzida teve o pH final ajustado para 7,2 e
anterior ao uso foi esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pm).

Por 1 hora o tecido adiposo permaneceu nessa solugcdo, sendo enzimaticamente
processado em estufa a 37° C e 5% de CO,, sendo agitado vigorosamente a cada 15
minutos. A agdo da enzima foi entdo interrompida ao adicionar-se DMEM acrescido de 10%
de soro fetal bovino na propor¢do de 1:1. As fragBes adipocitaria e estromal do tecido
adiposo foram separadas de acordo com a densidade através de centrifugacéo, realizada a
300xg por 10 minutos. O pellet, constituido da populacdo estromal foi ressuspendido em
meio de cultura basal acrescido de 10% de SFB. O protocolo descrito foi estabelecido a
partir do protocolo utilizado por Zuk e colaboradores, em 2002, com modificagdes.

Cultura celular priméria

As células obtidas ao final dos protocolos de isolamento foram plagueadas em garrafas de
cultura celular T75 (T75 cm? de superficie de area tratada para o cultivo celular) (Tecno
Plastic Products). A primeira troca de meio foi realizada ap6s 24hs do isolamento, e as
demais trocas foram realizadas com intervalos de dois ou trés dias. Apenas as células

aderentes foram mantidas em cultura a fim de se obter uma populagdo homogénea em
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monocamada. Préoximas de atingir a confluéncia, as células foram descoladas da superficie
de cultura com o0 uso da enzima tripsina/EDTA 10X (Sigma), diluida em PBS e utilizada na
concentracdo de 1X, e expandidas na proporgcdo de 1:3. Células que se apresentavam no

intervalo entre a 32 e 52 passagens foram utilizadas nos experimentos.

Isolamento de cardiomidécitos neonatais

Cardiomidcitos neonatais foram isolados como descrito por ChlopCikova e colaboradores em
2001. Em fluxo horizontal, ratos machos da linhagem Wistar de 4 a 5 dias de idade foram
eutanasiados por decapitagdo, seguindo as normas do CETEA. Seus coragfes foram
rapidamente retirados e coletados em tubo de 50mL contendo 20mL de solu¢do tampéo de
sal de Hank (Hank's Buffered Salt Solution — HBSS) gelada. O HBSS é composto de 0,137
M de NaCl, 5,4 mM de KCI, 0,25 mM de Na,HPO,, 0,44 mM de KH,PO,, 1,3 mM de CaCl,,
1,0 mM de MgSO, e 4,2 mM de NaHCO; (todos Vetec). Em fluxo laminar, os cora¢des foram
cortados, lavados em HBSS para retirada de hemacias e adicionados a uma solugéo de
tripsina a 1 mg/mL, diluida em HBSS. Os coragfes permaneceram a 2-3° C por 16 a 20hs,
sendo agitados de maneira suave, porém constante. Apds esse periodo, a digestdo pela
tripsina foi interrompida com a adicdo de 1 mL de inibidor de tripsina (Roche Diagnosis
Corporation) e a digestéo utilizando colagenase Il foi iniciada, com a adicdo de 10mL de
solucdo de colagenase do tipo Il também a 1mg/mL (Sigma), diluida em HBSS. Durante 40
minutos, o tubo permaneceu a 37 °C em estufa contendo 5% de CO,. A cada 5 minutos, a
solucdo era agitada. O contetdo do tubo foi entdo filtrado em separadores de nylon (Cell
Strainers) com malha com poros de 70 um (BD falcon) e centrifugado por 5 minutos a 300
xg. O pellet foi ressuspendido em meio de cultura basal acrescido de 10% de SFB e pré-
plagueado em garrafas T75 durante 2 horas em estufa a 37 °C e 5% CO,, de modo que
apenas uma populacdo muito rica em fibroblastos aderisse as placas. O pré-plagueamento
tem como objetivo diminuir a contaminagdo das culturas com fibroblastos. Apés o pré-
plagueamento, realizou-se o plagueamento das células ndo aderidas em garrafas T25 ou

placas de 6 pocos contendo filme de fibronectina (Sigma).

O preparo das garrafas de cultura com fibronectina foi feito com a adicdo de solucdo de
fibronectina a 0,01 mg/mL diluida em DMEM por 2hs as garrafas de cultura celular e
recolhimento prévio ao plagueamento das células. A solucdo de fibronectina foi
reaproveitada por até 5 vezes. Apos 24 horas do plagueamento, o0 meio de cultura basal foi
substituido por um novo acrescido de 1-B-D-arabinofuranosideo citosina (ARA-C) em uma

concentracdo de 10ug/mL (Sigma), um inibidor de sintese de DNA, especialmente téxico



Juliana L. Carvalho MATERIAL E METODOS

aos fibroblastos. Esse passo objetivou a eliminacdo e inibicdo do crescimento de
fibroblastos remanescentes do passo de pré-plagueamento. O inibidor foi retirado apés dois
dias, sendo que o meio de cultura basal acrescido de SFB foi novamente adicionado as

culturas. As culturas de cardiomidcitos foram mantidas por até 7 dias.

Células XR63-IL3

As células da linhagem XR63-IL3 constituem uma linhagem de células produtoras de
interleucina 3 (IL-3). Essa linhagem foi estabelecida a partir de células da linhagem X63AG-
654, isoladas de um mieloma em Mus musculus, que foram transformadas com o uso do
vetor pBV-1MTHA contendo o gene IL-3. A XR63-IL3 constituem uma linhagem celular
mieléide de morfologia linfoblastéide e foram adquiridas no banco de células do Rio de

Janeiro, pertencente a Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Macrofagos peritoneais

Macréfagos peritoneais de ratas fémeas da linhagem Wistar foram obtidos como descrito
por Hirohashi e Morrison, em 1996. Inicialmente, foi realizada inoculacdo intraperitoneal de
solucdo de tioglicolato de sédio (Merck), em uma concentracdo 4% p/v. Ap6s 5 dias da
inoculagéo, os animais foram eutanasiados como descrito anteriormente. O peritdnio dos
animais foi lavado com meio de cultura basal e essa solucao foi centrifugada a 300xg por 10
minutos. O pellet foi entdo ressuspendido em 1mL de meio basal e as células foram
contadas em camara de Neubauer. ApOs a contagem, a populacdo rica em macrofagos foi
plaqueada e estimulada a secretar IL-6. Essa estimulagdo consistiu em um pré-tratamento
de 6 horas feito por meio da adicdo do antigeno lipopolissacarideo (LPS, Merck) na
concentracdo final de 0,5 ng/mL, seguido de um tratamento, no qual a concentragédo de LPS

foi mantida em 100 ng/mL por 18 horas (Shacter et al., 1993).

Células musculares cardiacas isoladas

Ratos machos da linhagem Wistar receberam injecéo intraperitoneal de 100 Ul de heparina
diluida em 100 pL de solugdo salina. Apés 10-15 minutos, os ratos foram eutanasiados por
decapitacdo, e em seguida foi realizada toracotomia. As cartilagens condrocostais foram
abertas em ambos os lados e o esterno rebatido para cima, expondo dessa forma a

cavidade tor4cica. Posteriormente, seccionou-se as veias cavas superior e inferior, e as
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artérias aorta e pulmonar, a traquéia, o eséfago, juntamente com parte dos pulmdes, sendo
dessa forma o coracao retirado em bloco. Em seguida o coracao foi colocado em uma placa
de petri que continha 100 ml de solucdo tampédo a aproximadamente 4°C (constituicdo em
mM: NaCl 130, Acido Léctico 1, Acido Piravico 3, HEPES 25, MgCI2 0.5, NaH2P0O4 0.33, D-
glicose 22, e 5 L de solugéo estoque de insulina a 100 u/ml , com pH em 7.4 ajustado com
NaOH), que tinha como objetivo diminuir o metabolismo do tecido cardiaco. Na placa de
petri, todos os tecidos, exceto o do coragdo, foram removidos, deixando amostra o coto da
aorta. O coragéo foi entdo canulado pelo coto da aorta em uma cénula, com o auxilio de

duas pincas, e fixado na canula por uma linha.

Os coracdes isolados foram colocados em um Sistema de Langendorff, sendo as células
obtidas enzimaticamente como descrito previamente (Roman-Campos et al., 2010).
Resumidamente, os corac¢des, no Sistema de Langendorff, foram perfundidos por 5-10
minutos com a solugao tampéo. Posteriormente os corac¢des foram perfundidos com solugéo
contendo 1mg/ml de colagenase (Sigma). O coracado digerido foi removido da canula e os
ventriculos separados e cortados em pequenos pedagos. Células isoladas foram obtidas
por isolamento mecéanico e mantidas em DMEM. Apenas células tolerantes ao calcio,
gquiescentes e com estrias bem definidas foram utilizadas. Os cardiomiécitos isolados foram

utilizados entre 2-6 horas ap0s o final da preparacao.

3.2 Analise fenotipica das CTM por Citometria de Fluxo

A caracterizacao fenotipica das CTM isoladas foi realizada por meio de citometria de fluxo e
seguiu os parametros postulados pela Sociedade Internacional para Terapia Celular em
2006. Portanto, segundo um dos critérios postulados, analisou-se a presenca das proteinas
de superficie celular CD54, CD73 e CD90, consideradas marcadores positivos para CTM
(Bobis et al., 2006 e Dominici et al., 2006). A presenca da molécula de superficie celular
CD45, considerada um marcador de CTH e células progenitoras de precursores

hematopoiéticos (Dominici et al., 2006) também foi averiguada.

Marcacéo celular com anticorpos primarios e secundarios

CTM-MO e CTM-TA que se apresentavam na 32 passagem foram utilizadas para os ensaios

de citometria. O processo de caracterizacdo constituiu no descolamento das células
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aderidas a superficie das garrafas, coleta e centrifugacdo do sobrenadante das garrafas. O
pellet foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura para a contagem das células em
camara de Neubauer. Entre 5 e 10. 10° células foram passadas a uma placa de 96 pogos de
fundo em U, onde foram incubadas por 30 minutos a 4°C com 0,4 ug de anticorpos
monoclonais 1gG-1 de camundongo contra as estruturas CD45, CD54, CD73 e CD90 (BD
Biosciences). Ap@s a incubagao, as células foram lavadas com solucdo de PBS 0,15 M e
incubadas novamente por 30 minutos a 4°C com 0,4 ug de anticorpo secundario policlonal
de coelho anti-lgG1 de camundongo associado ao fluorocromo Fluoresceina isotiocianato
(FITC — Calbichem). Mais uma vez, o excesso de anticorpos néo ligados foi lavado com PBS
0,15M e as células foram fixadas em PBS contendo 2% de formaldeido (Vetec). Células
incubadas apenas com o0 anticorpo secundario funcionaram como controle negativo do
experimento. Células ndo incubadas com anticorpos também foram fixadas e utilizadas para
definir-se a populagdo celular de acordo com os parédmetros de tamanho versus

granulosidade.

Leitura no citobmetro de fluxo FACScan

As células incubadas com os anticorpos foram submetidas a analise por citometria de fluxo
no aparelho FACScan (Becton Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA). O
minimo de 15000 eventos foi adquirido, utilizando o programa Cell Quest para captura de
fluorescéncia. Os dados foram analisados no programa WinMDI 2.9, no qual a populacdo
analisada foi determinada a partir do grafico tamanho versus granulosidade, gerado pela
andlise das células nao marcadas. O controle negativo também foi considerado na geracéo

do gréfico de histograma.

3.3 Teste de viabilidade celular

A fim de se determinar a viabilidade e o grau de ativagdo das células cultivadas, realizou-se
0 ensaio de metabolizacdo do 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina
(MTT). Esse ensaio consiste em quantificar o poder redutor de células que, quando viaveis,
sdo capazes de reduzir um substrato solivel — o MTT em um produto ndo sollvel, o cristal
formazan. A quantidade de cristais de formazan formados é proporcional ao nimero de
células viaveis, como foi proposto por Mossman em 1983 e confirmado por outros grupos,
posteriormente (Yang et al., 2009; Naqvi et al., 2010; Labbaf et al., 2011).
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O poder redutor das células viaveis constitui-se, basicamente, na ac¢do de enzimas
desidrogenases que transferem os elétrons de NADH e FADH, (cofatores dessas enzimas)
para seus substratos. A reducdo de moléculas de NAD* e FAD em NADH e FADH, ocorre
ao longo da glicolise e ciclo do &cido citrico, ativos apenas em células vivas e com
mitocondrias funcionais. Células mortas, ao contrario, ndo realizam glicélise ou ciclo do
acido citrico e, portanto, ndo reduzem suas moléculas de NAD" e FAD, ndo sendo capazes
de reduzir substratos como o MTT (Fotakis e Timbrell, 2006).

As CTM utilizadas nestes ensaios apresentavam-se entre a 32 e 52 passagens. Neste ponto,
foram tripsinizadas e plaqueadas em triplicatas de 1. 10° células por poco em placas de 24
pocos (NUNC). Em seguida voltaram a ser incubadas em meio basal acrescido de SFB em
estufa de 37° C e 5% CO, até que aderissem a nova superficie de cultura (periodo de 12 a
18 hs). Apés esse tempo, retirou-se o meio de cultura e adicionou-se 210 yL de meio de
cultura basal e 170 pL de solugdo de MTT (Sigma), diluida em PBS a 5 mg/mL, a cada pogo.
A placa foi novamente incubada em estufa por 2 horas, e, em seguida, observada ao

microscépio Optico para visualizagao dos cristais de formazan formados.

Para se quantificar os cristais de formazan e se determinar indiretamente a viabilidade
relativa das células, o ensaio de MTT apresenta um passo de solubilizagdo dos cristais de
formazan. Esses cristais, inicialmente insolliveis na solugcdo de meio basal, passam a ser
soluveis apos a adigdo de 210 uL de solucdo de SDS 10%-HCL em cada poco e acabam
modificando a absorbéncia da solugdo total mensurada a 595 nm em relacdo ao branco,
constituido de meio basal e solucdo de MTT. O tempo de solubilizacdo dos cristais de
formazan é de 18 horas, aproximadamente, e o volume da solucdo total medido em
espectrofotémetro (Anthos 2010 Standart Plus, Biochrom Itd.) foi de 100 pL.

3.4 Ensaio de detecgdo da Fosfatase Alcalina celular

O ensaio de deteccdo de fosfatase alcalina celular, utilizado no presente trabalho, foi o de
NBT/BCIP (Zymed), o qual se baseia na reacdo cromatogénica iniciada pela fosfatase
alcalina presente nas células, que cliva o grupo fosfato do substrato BCIP (Bromo-cloro-indol
fosfato), como ilustra a figura. 1. A reacdo produz um préton, que associado ao NBT (nitro

blue tetrazol), gera um precipitado insolavel parpura.
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Assim como o MTT, o ensaio do NBT/BCIP se baseia em uma reac¢do quimica que resulta
na formacdo de um cristal de formazan, que dissolvido no meio torna a mensuracédo da
absorbéncia da solucdo uma medicdo quantitativa direta da quantidade de formazan
formado. A quantidade de formazan formado é diretamente proporcional a quantidade de
substrato (padronizada no ensaio) e, indiretamente proporcional a quantidade de enzima

produzida pela célula.

O procedimento realizado consistiu na tripsinizacdo e plagueamento, feitos como descrito
para 0 ensaio do MTT. Apds o periodo inicial de incubacdo e adesdo das células a
superficie de cultivo, houve a retirada do meio de cultivo e substituicdo deste

0
. ('; o ot '.) o
Fosfatase Alcalina lk/\m .
BeIp » o
Colorido e soluvel Precipitado azul

8 4 HOO OCH, A 4 N 7/ \
- N~ - MO, ocH,
| S S N ~."\' &
N \= =/ " K g ( b ¥
Va N . = w
7 N\
NO, NO, >
ON NOs
NBT
Amarelo e soluvel Diformazan

FIGURA 1 — Reacéo da fosfatase alcalina sobre o substrato BCIP e reducdo concomitante do NBT.

Fonte: <http://www.roche-applied-science.com/pack-insert/1681451a.pdf>.
Acesso em: 28 maio 2010.

por 210 uL de solucdo de NBT/BCIP, preparada de acordo com as instrugdes do fabricante.
Apods 2 horas de incubagao, cada poco recebeu 210 yL de SDS10%-HCL. Assim como o
ensaio do MTT, o ensaio da producdo da fosfatase alcalina se torna quantitativo pela
dissolucao do precipitado e a leitura de 100 uL da solugao resultante a 595 nm. Assim, apos
a adicao de SDS10%HCL, incubou-se as placas por 18 horas, e retirou-se 100 yL de cada

poco para a determinacdo da absorbancia a 595 nm.


http://www.roche-applied-science.com/pack-insert/1681451a.pdf
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3.5 Dosagem relativa de colageno

A quantidade de colageno produzida pelas CTM foi mensurada relativamente por meio do
ensaio de marcagdao utilizando Sircol (Sircol collagen assay — Biocolor). Para este ensaio, as
células foram tripsinizadas e plaqueadas seguindo o mesmo procedimento utilizado nos
ensaios de MTT e FA. Apés o periodo de adesao das células, estas foram lavadas com PBS
e fixadas com Bouin, por 1 hora a temperatura ambiente. A solucdo de Bouin é constituida
de acido picrico, formaldeido e acido acético glacial (todos Vetec) na proporcdo de 15:5:1.
Apbs esse periodo, as células foram lavadas e deixadas para secar naturalmente. Neste
momento adicionou-se solugdo de Sircol Red a 0,6 mg/mL diluida em &acido picrico, corante
especifico para coladgeno. A coloracdo foi incubada sob agitagdo por 30 minutos a
temperatura ambiente. O excesso de corante foi entdo retirado nas lavagens com solugéo
de HCI (Vetec) preparada a 0,01N. A quantificagdo da producdo de colageno foi feita
solubilizando-se o corante associado ao colageno em 300 uL de NaOH (Grupo quimica) e

realizando-se a leitura em espectrofotbmetro a 540nm (Valerio et al., 2004).

3.6 Deteccao de nédulos de mineralizagao por coloragdao de Von Kossa

A diferenciacdo osteogénica das CTM foi atestada pela capacidade de células da linhagem
osteogénica mineralizar a MEC. A detec¢do de nddulos de mineralizacao foi realizada com
coloracdo de Von Kossa e seguiu 0 seguinte protocolo: inicialmente CTM-MO e CTM-TA
que se apresentavam na 32 passagem foram tripsinizadas, contadas e plaqueadas em
placas de 6 pocos (TPP) contendo laminulas de vidro (Easy Path) com 22x22mm. As CTM
foram entdo cultivadas por 14 dias em meio basal ou meio osteogénico. Apés esse periodo,
realizou-se a coloracdo de Von Kossa (adaptado de Prophet et al., 1992). Para isso, retirou-
se 0 meio dos pocos, lavou-se com PBS 0,15M e fixou-se as células com alcool 70% por
24hs. No dia seguinte, as laminulas foram lavadas em &gua destilada, e incubadas em
solucdo de nitrato de prata (Cennabras) a 5% p/v em agua destilada, por 2 horas em uma
camara escura contendo apenas uma fonte de luz incandescente. As laminulas foram entéo
lavadas novamente em agua destilada, e incubadas em solucdo de tiossulfato de sdédio
(Labsynth) 5% p/v em &gua destilada por 5 min. As laminas foram enté@o contra-coradas com
eosina, lavadas novamente com agua destilada, alcool 95%, alcool absoluto e xilol. Por fim,

as laminas foram montadas e os nédulos contados em microscopio sob aumento de 40x.
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3.7 Extragdo de RNA e RT-PCR

Extracdo de RNA total

O comprometimento a linhagem cardiaca das CTM foi atestado considerando-se a andlise
da expressao do fator de transcricdo GATA-4 em cada tempo de analise (0, 1, 4, 7 e 14 dias
de diferenciagdo). Para isso, isolou-se 0 RNA total das células cultivadas em garrafas T25
utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen) e seguindo-se as instru¢Bes do fabricante. A
quantificacdo do RNA foi efetuada por meio da avaliacdo das absorbéancias a 260nm e da
relacdo entre as absorbancias a 260/280nm. O RNA também foi analisado quanto a possivel
contaminagdo por DNA gendmico, por meio da realizagdo de um ensaio de PCR
(Polimerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia da Polimerase) utilizando os iniciadores
para o gene ubiquito da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). As amostras de
RNA contaminadas com DNA genbmico foram submetidas a acdo de enzima DNAse
(Promega), seguindo as instrugdes do fabricante. Neste momento, 1 pg de RNA de cada
amostra foi utilizado para a construcdo da fita de DNA complementar, utilizando-se o kit de
sintese de cDNA fita simples RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). O
cDNA obtido foi utilizado na PCR descrita abaixo.

3.9 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

O cDNA sintetizado foi utilizado em reagfes de amplificacdo utilizando iniciadores (tabela 1)
para os genes gata-4 e gapdh, o ultimo constituindo o controle positivo. A reacdo em cadeia
da polimerase acontece ao longo de varios ciclos compostos por passos nos quais a
temperatura é adequada a fim de otimizar as etapas da reacdo. No inicio da reacdo ha
aquecimento até 94° C, temperatura na qual as fitas de DNA se separam e se tornam
disponiveis a replicagdo. Esse passo dura 3 minutos e meio no primeiro ciclo e 30 segundos
nos ciclos posteriores, sendo que é seguido de um passo de 30 segundos no qual a
temperatura € ajustada de acordo com o iniciador utilizado, ja que nesse passo ocorre o
anelamento entre DNA e iniciador. Apés o anelamento, a extensdo da cadeia de DNA é
promovida a 72° C, temperatura 6tima da enzima polimerase utilizada. Esse ciclo foi entdo
repetido por 29 vezes de modo a se obter amplificacdo exponencial (2%°) da sequiéncia de
DNA flanqueada pelos iniciadores. A amplificagdo terminou com mais um passo final de

elongamento, desta vez com duracéo de 6 minutos. Os produtos da amplificacdo foram
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submetidos a eletroforese em gel de agarose ultrapura (Invitrogen) a 2% adicionado de
SYBRSafe (Invitrogen - molecular probes). A andlise do nimero de pares de base do
amplicon obtido foi realizada por meio da comparacdo com um padrdo de peso molecular
Gene Ruler™ 100bp DNA ladder (Fermentas).

TABELA 1 — Iniciadores utilizados

Iniciador Sequéncia Senso (sentido 5’-3’) Sequiéncia Antisenso ( 3’ 5) Amplicon
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTA GGATGCAGGGATGATGTTC 177pb
GATA-4 TCTCACTATGGGCACAGCAG CGAGCAGGAATTTGAAGAG 244pb
Colageno Il GCGTGAGGTCTTCTGTG GGAGACTACTGGATTGA 492pb

Fonte: Pesquisa direta, 2008.

Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RTPCR)

O cDNA produzido como descrito anteriormente foi utilizado como molde para as reacdes de
PCR em tempo real. Esta técnica consiste no monitoramento 6ptico da fluorescéncia emitida
durante a reacao de PCR, através da ligacdo de uma sonda especifica ou de um corante
fluorescente, na fita recém sintetizada. As reacdes, feitas sempre em triplicata, foram
realizadas utilizando-se os cDNA produzidos, iniciadores especificos para cada gene
analisado (tabela 2) e o reagente SyberGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems), que
além de conter todos os reagentes necessarios para PCR (dNTP’s, MgCl2, tampéo, Taq
Ampli-Gold), continha o corante SYBRGreen, componente intercalante de dupla fita. Como
controle negativo das reagfes, foram utilizadas reagdes nas quais, ao inves de se adicionar

as amostras de cDNA, foi adicionado agua estéril.

Todo procedimento para a PCR em tempo real foi feito na plataforma de instrumentacéo ABI
Prism 7900 (Applied Biosystems). As reacdes foram realizadas utilizando-se 45 ciclos de 15
s a 95°C para desnaturacdo, 1 min a 60°C para anelamento e 1min a 75°C para extenséao,
seguido de mais 10 min a 75°C para o término da reacdo. Os resultados foram apresentados
pelo programa GeneAmp 5700SDS (Applied Biosystems) em graficos de fluorescéncia
versus numero de ciclos. O ciclo no qual se detecta fluorescéncia acima do limite basal
estabelecido (threshold) é denominado ciclo de threshold ou Ct. Quanto maior a expressao
de um gene, ou seja, quanto mais cépias existirem no inicio da reacao, mais precocemente

ocorre a amplificacdo e consequentemente, menor € o Ct detectado.
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3.9 Ensaios de Imunofluorescéncia

Para a realizacdo de ensaios de imunofluorescéncia, as células foram plagueadas em
placas de 6 pogos contendo laminulas de vidro (Easy Path) de 22 x 22 mm. Apd4s a adesao
das células na superficie da laminula (periodo de 12 a 18 hs), realizou-se o seguinte
protocolo de marcacao das proteinas de interesse: primeiramente, as células foram fixadas
incubando-as em solucao de paraformaldeido 4% pl/v, diluida em PBS, por 10 minutos. Em
seguida, lavou-se os pocgos por duas vezes com PBS, e permeabilizou-se as células
incubando-as em solucéo de Triton X-100 a 0,1% v/v, diluida em PBS. As células foram
entdo mantidas por 1 hora em solucdo de bloqueio, constituida de: 1% p/v de soro albumina
bovina (BSA) e 5% v/v de soro de cabra, diluidos em PBS. Ap6s o bloqueio, as células
foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente em solucdo de PBS 1% BSA
acrescida com anticorpos primarios, de acordo com a tabela 3. ApOs a incubagdo com
anticorpos primarios, as células foram lavadas em 3 banhos de 5 minutos utilizando-se PBS,
sendo em seguida incubadas por 1 hora a temperatura ambiente em solugdo de PBS 1%
BSA acrescida com o0s seguintes anticorpos secundarios: anti-camundongo associado ao
fluorocromo Alexa-555 para os anticorpos anti-CD45, anti-CD54, anti-CD73, anti-CD90 e
anti-a-actinina sarcomérica; anti-coelho associado ao fluorocromo Alexa-555 para 0s

anticorpos anti-conexina43, todos usados na concentracdo de 1:500, e todos da Invitrogen.

TABELA 3 — Anticorpos primarios utilizados nas Imunofluorescéncias

Anticorpo Concentracao Espécie Fabricante Numero de Catalogo
Anti-CD45 1:50 Camundongo BD Pharmingen 610266
Anti-CD54 1:50 Camundongo BD Pharmingen 554967
Anti-CD73 1:50 Camundongo BD Pharmingen 551123
Anti-CD90 1:50 Camundongo BD Pharmingen 554895
Anti-a-af:t_inina 1:50 Camundongo Abcam 9465
sarcomérica

Anti-Conexina 43 1:30 Coelho Abcam 11370

Fonte: pesquisa direta, 2010
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Finalmente, incubou-se as células por 20 minutos em solucdo de Hoechst, uma sonda
fluorescente de nucleo, a 200 ng/mL, diluida em PBS. Apés 5 lavagens de 5 minutos em

PBS, as laminulas foram montadas utilizando-se solu¢do de Hydramount. As imagens de

imunofluorescéncia foram obtidas em microscopio confocal Zeiss LSM 510 meta, com
objetiva de imersdo em 6leo de 63X, abertura numérica de 1,4 e a iris (pinhole) mantida

abaixo de 2 um. As analises foram realizadas utilizando o software Image J.

3.10 Experimentos de Eletrofisiologia

Registros no modo whole patch clamp: current e voltage-clamp

Para a realizacdo dos experimentos de eletrofisiologia, foi utilizada a técnica de Whole Cell
Patch Clamp, técnica na qual é possivel fazer registros de correntes que fluem através da
célula em analise. Basicamente, esta técnica consiste em pressionar uma micropipeta de
vidro, preenchida com uma solugéo eletrolitica adequada e, no presente trabalho, com
resisténcia variando de 1 e 2 MQ. A pipeta é encostada na célula, e é aplicada de uma
pressdo negativa, permitindo que se forme um gigaselo, entre a pipeta e a membrana
plasméatica (MP). Posteriormente, a regido da MP pressionada pela micropipeta é rompida,
de forma a se obter acesso ao interior da célula (isto é, de toda/Whole a célula/Cell). Na
regido onde existia um contato entre a pipeta e a célula, forma-se um orificio, por onde é
permitido ao amplificador controlar as propriedades elétricas da célula. Sendo assim,
guando ocorre a abertura dos canais i6nicos, o fluxo de ions por eles gera uma corrente que
é passivel de mensuracédo pelo amplificador, que esta conectado a pipeta. A corrente idnica,
medida nestas condicdes, reflete a atividade de uma grande populacdo de canais
amostrados de uma célula inteira e, por isso, € denominada uma corrente macroscoépica
(Cheffer, 2008).

No presente experimento, amplificadores EPC-9.2 (HEKA Electronics) foram utilizados para
realizar a técnica de Whole Cell Clamp (configuracbes de whole cell voltage e current
clamp), sendo que os parametros registrados foram: potencial de membrana e corrente
macroscopica (Roman-Campos et al., 2010). Os experimentos foram realizados a

temperatura ambiente (23 a 26 °C). Todos os registros foram realizados com configuracéo
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especifica do amplificador: a) Para medir as correntes idnicas, foi utilizada a configuragao
Whole-cell voltage clamp; b) Para medir potenciais de acgéo, foi utilizada a configuracdo
Whole-Cell current clamp. Em todas as medi¢des, apés o rompimento da MP, esperou-se de
3 a 5 minutos, de forma que a solucdo interna da micropipeta se equilibrasse com o
citoplasma. Nos experimentos de Voltage-clamp, utilizou-se filtro com corte a 2.9 kHz. A

resisténcia em série foi de 3-5 mQ. Uma compensacdao eletrbnica de 40 a 70% foi realizada

na maior parte dos experimentos de whole-cell voltage-clamp.

Potencial de Ac¢éo (PA) e Corrente Total

A medida da corrente total foi realizada com o preenchimento das pipetas com a seguinte
solucdo (em mmol/L): 130 de K-aspartato, 20 de KClI, 10 de HEPES, 2 de MgCl,, 5 de NaCl,
5 de EGTA, sendo o pH final ajustado para 7.2. A solucéo utilizada no lado externo da pipeta
foi a solugdo de Tyrode, cuja composicdo, em mmol/L é: 140 de NaCl, 5.4 de KCI, 1 de
MgCl,, 1.8 de CaCl,, 10 de HEPES, 10 de glicose. Desta vez, o pH final foi ajustado para
7.4. A corrente ibnica total foi induzida seguindo o seguinte protocolo: inicio a -80 mV,
durante 25 ms; hiperpolarizagéo a -120 mV durante 100 ms, seguida de incrementos de 10
mV no intervalo de -80 a 70 mV durante 300 ms, em uma freqiéncia de 0.1 Hz e uma
freqiéncia de amostragem de 10 kHz.

PAs foram mensurados partindo-se de um potencial de membrana de -80 mV. A fim de se
verificar a ocorréncia de PA nos grupos experimentais, foi aplicada uma corrente de 0 a 1
nA, com incrementos de 0.1 nA. A onda induzida foi uma onda quadrada com a duracdo de
5 ms a 1 Hz. Quando houve PA, foram registrados de 30 a 50 PAs por célula, até que uma
condicdo estavel fosse atingida, sendo que o ultimo PA foi utilizado para andlise. Uma
frequiéncia de registro de 10 kHz foi utilizada nos ensaios. Foram avaliados a méaxima
despolarizagdo, a taxa maxima de despolarizacédo e a duracdo do PA até atingir 10, e 90 %
de repolarizagdo. Para andlise destes experimentos, foi utilizado um software desenvolvido
no laboratério de Membranas Excitaveis e de Biologia Cardiovascular, do departamento de
Bioquimica da UFMG, Origin 8.0 e Sigmaplot 11.0.
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3.11 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi iniciada com o estudo dos dados gerados nos diversos ensaios.
Primeiramente verificou-se se os dados seguiam distribuicdo normal. Para tanto, o
empregou-se o programa Sisvar (Ferreira, 2008), desenvolvido na Universidade Federal de
Lavras, e disponivel gratuitamente para download na internet. O teste empregado foi o de
Shapiro-Wilk.

Os conjuntos de dados que apresentaram distribuicdo normal foram analisados por meio de
analise de variancia (ANOVA) e pés-teste Student-Newman-Keuls (SNK) para as variaveis:
tipo celular (CTM-TA ou CTM-MO) e meio cardiomiogénico (Meios cardiomiogénicos | e ll), e
pés-teste Skott-knott para os tempos de cultura nos meios cardiomiogénicos (0,1,4,7,14 e 21

dias em cultura).

Os dados que ndo apresentaram distribuicAo normal (quantificagdo de nodulos de
mineralizacdo e dados das PCR em tempo real) passaram por transformacdo (analise
estatistica realizada apos transformacao logaritmica dos dados de PCR em tempo real) ou
foram analisados utilizando-se o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis (quantificacdo de

nédulos de mineralizacéo).

A comparagdo dos grupos com cardiomiocitos adultos foi por analise computacional

intensiva, estipulando em 10.000 o numero de reamostragens do tipo "bootstrap” (p<0,05).

Os dados dos ensaios de eletrofisiologia foram plotados como média (desvio padrao).
Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas com a utilizagio ANOVA
seguida de pos-teste de Bonferroni. Para estas analises foram utilizados softwares
produzidos no laboratério de Membranas Excitaveis e de Biologia Cardiovascular, do

departamento de Bioquimica da UFMG, além do Origin e Sigmaplot (Cruz e Matsuda, 1994).

Em todos os testes, o nivel de significancia estatistica adotado foi 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 As Células isoladas da Medula Ossea e do Tecido Adiposo sdo Células-Tronco
Mesenquimais

O primeiro passo de qualquer trabalho que envolve a utilizacdo de CTM € a comprovagéao da
populacdo com a qual se trabalha, ja que os protocolos e fontes teciduais utilizados para o
isolamento dessa populagéo variam entre os diferentes grupos de pesquisa.

O presente trabalho segue a recomendacdo da Sociedade Internacional para a Terapia
Celular e do Comité de Células-Tronco Mesenquimais e Teciduais, que em 2006 definiram
0s seguintes parametros (também retratados na tabela 4): 1. as CTM devem apresentar a
capacidade de adesdo a superficie de cultura; 2. a populacdo de CTM deve apresentar um
perfil fenotipico definido e 3. as CTM devem apresentar potencial de diferenciacédo
multipotente.

TABELA 4 — Sumario dos critérios de identificagdo das CTM

1 Aderéncia ao plastico
2 Perfil fenotipico Marcadores positivos (>95%): Marcadores negativos (<2%):
CD105 CD45
CD73 CD34
CD90 CD14 ou CD11b
CD79a ou CD19
HLA-DR
3 Diferenciacéo in vitro em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos

Fonte: Modificada a partir de Dominici et al., 2006

A capacidade de adesdo das CTM a superficie de cultura foi atestada e utilizada como
propriedade de isolamento durante o isolamento celular. Uma vez aderidas a superficie de
cultivo, as CTM-MO e CTM-TA apresentaram formato fibroblastéide, como demonstrado na
figura 2. Durante os primeiros dias de cultivo da populacao isolada dos tecidos, € comum
observar-se células n&o aderentes nas culturas, como indicado nas setas brancas. A medida
gue o meio vai sendo trocado, porém, este tipo celular ndo aderente é permanentemente

retirado da cultura.



Juliana L. Carvalho RESULTADOS

FIGURA 2: Cultura celular de Células-tronco Mesenquimais isoladas da Medula Ossea (A) e
Tecido Adiposo (B) de ratos Wistar. Documentacéo fotografica de microscopia 6tica de CTM a
fresco. CTM apresentam formato fibroblastoide, como demonstrado em A para as CTM-MO e em B
para as CTM-TA. No periodo inicial das culturas, € comum a presenca de células ndo-aderentes,
indicadas nas setas.

Uma vez estabelecidas as culturas de CTM, foi realizado o ensaio de imunofenotipagem,
mais uma vez seguindo as recomendacoes da Sociedade Internacional para Terapia Celular
e do Comité de Células-Tronco Mesenquimais e Teciduais. O ensaio de imunofenotipagem
consistiu primeiramente na determinacdo da populacdo analisada, através da producdo de
um grafico de tamanho versus granulosidade. Em seguida, realizou-se a determinagéo do
nivel de expressdo dos marcadores CD45, CD54, CD73, e CD90 nas popula¢cbes. Ensaios
de imunofluorescéncia e citometria foram realizados de modo a demonstrar a localizagédo
celular destes marcadores de superficie, e a obter os niveis de expressdo destes
marcadores nas populacdes de células estudadas como um todo, respectivamente. Como
preconizado, e retratado nas figuras 3 e 4, as CTM-MO e CTM-TA apresentaram padréo
fenotipico semelhante ao de CTM classicas, sendo ele: CD45", CD54", CD73" e CD90". Os
marcadores testados constituem proteinas de superficie e assim sendo, apresentaram o
padrdo de marcacéo celular esperado, como retratado na figura 5.
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FIGURA 3: Caracterizagdo fenotipica das CTM-MO. Os graficos acima mostram o perfil de
expressdo das CTM-MO dos marcadores CD45, CD54, CD73 e CD90. A linha preta constitui a
fluorescéncia do controle negativo. Em vermelho, a fluorescéncia da populagdo de células analisadas,
definida no grafico de tamanho versus granulosidade. A porcentagem das células positivas para cada
marcador é informada no canto superior direito de cada histograma e é constituida pelos pontos

localizados na regido M1.
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FIGURA 4: Caracterizacdo fenotipica das CTM-TA. Os graficos acima mostram o perfil de
expressdo das CTM-TA dos marcadores CD45, CD54, CD73 e CD90. A linha preta constitui a
fluorescéncia do controle negativo. Em vermelho, a fluorescéncia da populacéo de células analisadas,
definida no gréafico de tamanho versus granulosidade. A porcentagem das células positivas para cada
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marcador é informada no canto superior direito de cada histograma e é constituida pelos pontos
localizados na regido M1.

A

. .
10'pm

FIGURA 5: Imunofluorescéncia visualizada por microscopia confocal exibindo a expressédo dos
diversos marcadores das populagdes de CTM (CTM-MO em A e CTM-TA em B). O perfil
apresentado foi de CD45", CD54", CD73" e CD90".
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Por fim, atendendo ao terceiro critério de comprovag¢do da multipotencialidade das células
isoladas, realizou-se os ensaios deteccdo da diferenciacdo osteogénica e condrogénica das
CTM isoladas.

As CTM foram cultivadas em meios indutores destas duas linhagens por 14 dias, sendo
depois utilizadas nos ensaios de coloragdo por Von Kossa e isolamento de RNA para
deteccdo da expressdo de colageno do tipo Il. Os resultados dos ensaios de Von Kossa

estao apresentados nas figuras 6, 7.

10um 100um

FIGURA 6: Coloracédo por Von Kossa de CTM-MO cultivadas em meio osteogénico por 0 e 14
dias. Em contraste as CTM indiferenciadas (A), apenas CTM-MO induzidas a diferenciar em
osteoblastos mineralizam a MEC (B). Os nddulos de mineralizacdo apresentam cor amarronzada
apos coloragdo por Von Kossa.
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FIGURA 7: Coloracédo por Von Kossa de CTM-TA cultivadas em meio osteogénico por 0 e 14
dias. Apenas CTM-TA induzidas a diferenciar em osteoblastos mineralizam a MEC. Os nddulos de
mineralizag8o apresentam cor amarronzada apoés coloragéo por Von Kossa.
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O ensaio de Von Kossa detecta nédulos de mineralizagédo, portanto € um ensaio indicativo
da diferenciacéo osteogénica. As células induzidas para este tipo de diferenciacdo tendem a
se agrupar em diversos pequenos agrupamentos de células, nos quais elas sintetizam e
mineralizam a MEC. Uma vez em contato com o Nitrato de Prata, a MEC mineralizada se

cora ficando escura.

Em relacdo a células indiferenciadas, tanto as CTM-MO quanto as CTM-TA, induzidas a
diferenciacdo osteogénica, produziram numero significativamente maior de ndédulos de

mineralizacdo como demonstrado nos gréaficos 1A e 1B.
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GRAFICO 1: analise gréafica dos valores obtidos através da contagem direta da formacéo de
nédulos de mineralizacdo por CTM-MO (A) e CTM-TA (B) em cultura. Teste de Kruskal Wallis e
p<0,01 em relagcdo as CTM-MO / CTM-TA ndao diferenciadas (controle).

O ensaio de deteccdo da diferenciacdo condrogénica pode ser realizado de diferentes
maneiras. A Sociedade Internacional para Terapia Celular e o Comité de Células-Tronco
Mesenquimais e Teciduais sugerem que a deteccéo seja feita por coloracfes que detectem
colageno, porém, no presente trabalho optou-se por detectar a expressdo do gene que

codifica a proteina colageno Il pela técnica de PCR (figura 8).
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FIGURA 8: ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DEMONSTRANDO O RESULTADO DA AMPLIFICACAO
DO GENE COLAGENO Il POR PCR. A FIGURA INDICA QUE A TRANSCRICAO DO GENE COLAGENO Il EM
CTM-MO E CTM-TA OCORRE APENAS QUANDO ESSAS CELULAS SAO CULTIVADAS EM MEIOS
INDUTORES DE CONDROGENESE.

O ensaio de PCR para o gene colageno Il permite observar que as CTM indiferenciadas néo
expressam este gene, exclusivo de condrocitos. Apds 14 dias de cultivo em meio

condrogénico, porém, esse gene passou a ser transcrito.

Apesar de nenhuma das propriedades demonstradas acima serem exclusivas das CTM,
unidas, elas permitem determinar que as populacdes de células isoladas da medula éssea e
do tecido adiposo neste trabalho constituem-se de CTM.

4.2 AS CTM cultivadas nos meios de diferenciacdo cardiomiogénica apresentam
diminuicdo da viabilidade, da producao de Fosfatase Alcalina e de colageno

Ao longo do cultivo das CTM nos meios de diferenciagdo cardiomiogénica, a sua viabilidade
foi monitorada utilizando-se o ensaio de metabolizacdo do MTT. Os resultados obtidos no
ensaio e demonstrados no painel de graficos 2 indicam que as CTM-TA induzidas a
diferenciar-se em cardiomiécitos sobrevivem ou proliferam mais do que as CTM-MO,
independente do meio cardiomiogénico utilizado (p<0,05).
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GRAFICO 2: andlises gréaficas dos valores obtidos através da leitura da absorbancia nos
ensaios de MTT. Os graficos acima contém os valores das absorbancias a 595nm dos ensaios de
MTT realizados nas CTM-MO e CTM-TA cultivadas nos meios cardiomiogénicos | e Il.

Os resultados dos ensaios de MTT também permitiram observar que as CTM-TA
apresentaram maiores niveis de metabolizacdo de MTT quando cultivadas em meio
cardiomiogénico Il (p,0,05). Em todas as situa¢fes analisadas, os niveis de metabolizagéo
de MTT foram menores aos 21 dias de cultivo em meios de diferenciagdo quando
comparadas aos niveis de metabolizagdo de MTT em células indiferenciadas (p<0,05).

Os ensaios de metabolizagcdo de fosfatase alcalina s&o indicativos do estado de
diferenciagéo das células-tronco. Quando indiferenciadas, essas células produzem a enzima
fosfatase alcalina (Riekstina et al.; 2009). Quando seguem a diferenciacdo cardiomiogénica,
por outro lado, estas células diminuem consideravelmente a producé@o desta enzima. Os
ensaios de FA (gréafico 3) permitem indicar que o meio cardiomiogénico | levou a quedas de

producdo de FA precoces e mais acentuadas quando comparado ao meio Il, nas duas

popula¢cbes de CTM estudadas (p<0,05).
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GRAFICO 3: anélises graficas dos valores obtidos através da leitura da absorbancia nos
ensaios de FA. Os graficos acima contém os valores das absorbancias a 595nm dos ensaios de FA
realizados nas CTM-MO e CTM-TA cultivadas nos meios cardiomiogénicos | e Il.
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GRAFICO 4: analises graficas dos valores obtidos através da leitura da absorbancia nos
ensaios de dosagem relativa de colageno. Os graficos acima contém os valores das
absorbancias a 595nm dos ensaios de dosagem relativa de colageno realizados nas CTM-MO e
CTM-TA cultivadas nos meios cardiomiogénicos | e Il.
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A producdo de coldgeno total também foi analisada, ja que as CTM produzem niveis
elevados de colageno e remodelam a MEC de maneira mais importante do que o0s
cardiomidcitos. Os resultados obtidos (grafico 4) indicam, novamente, que o meio | levou a
uma mudanca fenotipica precoce comparado ao meio Il. Enquanto as células cultivadas em
meio | diminuiram significativamente a sua producgéo de coldgeno ja a partir do primeiro dia
de cultivo, as CTM cultivadas em meio Il s6 apresentaram essa diminui¢&o significativa apos
14 dias de cultivo. Houve pequenas diferencas de comportamento entre as CTM estudadas,

porém estas ndo foram estatisticamente significativas.

Os ensaios de MTT permitem, portanto, atestar a viabilidade celular ao longo da inducéo
cardiomiogénica. Os ensaios de FA e dosagem de coldgeno constituem, por sua vez, 0S
primeiros indicios de diferenciacdo das CTM.

4.3 As CTM cultivadas em meios cardiomiogénicos mudam seu padrdo de expresséao
génica

A expressao génica das CTM-MO e CTM-TA cultivadas nos meios cardiomiogénicos | e Il foi
monitorada, a fim de se atestar a responsividade das CTM aos estimulos dos meios, assim

como a dinamica do processo.

A técnica de PCR foi utilizada para o monitoramento da expressao do gene GATA-4, e a
técnica de PCR em tempo real foi utilizada para monitorar a expressado dos genes Nkx2.5, e

0s genes das cadeias pesadas das miosinas a e B.

Considerando-se a andlise da expressdo de GATA-4, os ensaios permitiram observar que
guando indiferenciadas, as CTM-MO e CTM-TA ndo apresentam GATA-4. Por outro lado, a
analise da expresséo génica das CTM permitiu observar a sua responsividade aos estimulos
dos meios: apds le 7 dias, as CTM passaram a expressar o gene GATA-4. Apesar de
ambas serem responsivas aos meios indutores, CTM-MO e CTM-TA apresentaram

dinmicas diferentes de expressao do gene em questao.

As CTM-MO passaram a transcrever 0 gene GATA-4 entre 0 4° e o 7° dia de cultivo em
meios indutores, independentemente do meio cardiomiogénico utilizado (figura 9). As CTM-
TA, por sua vez, ja apresentaram transcritos do gene GATA-4 a partir do 1° dia de cultivo em
meios cardiomiogénicos (figura 10), demonstrando uma resposta mais rapida a inducéo, se
comparadas as CTM-MO. Os resultados das amplifica¢cbes do transcrito GATA-4 por PCR
indicam que o meio | induz a uma maior transcricdo de GATA-4, porém ndo se realizou

nenhum ensaio quantitativo para se confirmar a hipotese.
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FIGURA 9: eletroforese em gel de agarose 1% demonstrando o resultado da
amplificacdo do gene GATA-4 por PCR. A transcricdo do gene GATA-4 em CTM-MO

ocorre entre 0 4° e o 7° dia de cultivo em meios cardiomiogénicos | e Il.

GATA 4 - CTM-TA
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FIGURA 10: eletroforese em gel de agarose 1% demonstrando o resultado da
amplificacdo do gene GATA-4 por PCR. A transcricdo do gene GATA-4 em CTM-TA
ocorre a partir do 1° dia de cultivo em meios cardiomiogénicos | e Il.
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GRAFICO 5: Representacéo gréafica da quantificacdo da expresséo relativa dos genes
Nkx2-5, a e 8 MHC em CTM-TA e CTM-MO. Os graficos acima resumem a relagéo entre 0s
valores de expressdo génica dos genes Nkx2-5 (A e B), a-MHC (C e D) e B-MHC (E e F),
guantificados por PCR em tempo real. Os dados plotados nos graficos foram normalizados
em relacdo ao gene ubiquito GAPDH e utilizados na forma de 2724,
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A expressao dos demais genes analisados foi observada realizando-se ensaios de PCR em
tempo real, que permitem a quantificacéo relativa dos transcritos presentes no pool de RNA
isolado. Nos ensaios quantitativos, foram incluidos controles positivos da expressao dos
genes analisados, sendo eles amostras isoladas de cardiomidcitos neonatais e adultos.

O primeiro gene a ser analisado foi 0 gene que codifica o fator de transcricdo (FT) Nkx2-5,
essencial a formacdo do coragcdo ao longo do desenvolvimento embrionario e a
diferenciacdo cardiomiogénica (grafico 5A e B). Inicialmente, a expressdo de Nkx2-5 em
CTM-TA indiferenciadas foi extremamente baixa. A partir do 1° dia de cultivo em meios
cardiomiogénicos, porém, a expressao desse gene aumentou significativamente. A mudanca
de expressado génica provocada pelos meios cardiomiogénicos variou de acordo com o meio

utilizado e com a CTM estudada.

Os dados obtidos sugerem que as CTM-TA respondem mais rapidamente aos estimulos dos
meios cardiomiogénicos, chegando a ultrapassar os niveis de expressdo desse gene em
cardiomidcitos neonatais 24hs ap6s o inicio do cultivo em meio I. E possivel sugerir ainda
gue as CTM-TA sao mais responsivas aos meios cardiomiogénicos quando comparadas as
CTM-MO, que nao atingem os niveis de expressao génica apresentados por cardiomiécitos
neonatais em nenhum momento. As CTM-MO apresentaram outras caracteristicas in vitro.
Apesar de ndo terem respondido aos estimulos dos meios tdo bem quanto as CTM-TA, as
CTM-MO apresentaram niveis iniciais de expressao de Nkx2-5 maiores quando comparadas
as CTM-TA. Estes niveis, porém, foram ainda muito baixos em relagdo aos apresentados
por cardiomidcitos neonatais e adultos. Por fim, diferente das CTM-TA, as CTM-MO

responderam de maneira semelhante ao cultivo nos meios | e Il.

As alteracfes na expressdo de Nkx2-5 promovidas pelos meios cardiomiogénicos se
caracterizaram por aumentos progressivos até o quarto dia de cultivo em meios de
diferenciagéo, a partir do qual houve diminuicdo gradual da expressdo do FT. Por fim, &
importante salientar que em nenhum momento CTM-TA e CTM-MO atingiram niveis de

expressao génica semelhantes aos apresentados por cardiomiocitos adultos.

O segundo gene analisado foi o gene codificador da cadeia pesada da a-Miosina (grafico 5C
e D). A cadeia pesada da miosina é uma proteina contratil, componente das isoformas V2 e
V3 da miosina, proteina essencial a fungdo muscular. Ao contrario do Nkx2-5, a expressao
de a-MHC é caracteristica de estagios mais avangados da cardiomiogénese (Martin, Afouda
e Hoppler, 2010), e, em concordancia com esta observacao, os picos de expressao desse
gene ocorreram entre 0 4° e 0 7° dia de cultivo em meios cardiomiogénicos. Novamente, as

respostas celulares aos meios variaram de acordo com o tipo celular e o meio
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cardiomiogénico. Desta vez, porém, as CTM-TA atingiram niveis de expresséo similares aos
niveis de expressdo de cardiomiocitos neonatais e as CTM-MO superaram 0s niveis de
expressao de cardiomidcitos adultos. As CTM-MO atingiram, portanto, niveis de a-MHC
caracteristicos de células funcionais adultas. Novamente, o meio | promoveu maiores

mudancas de expressdo génica comparado ao meio |l.

Finalmente, a expressdo do gene codificador da cadeia pesada da [(-Miosina foi
acompanhada por 21 dias de cultivo das CTM em meios cardiomiogénicos (figura 5E e F). A
isoforma B da cadeia pesada da miosina nao é exclusiva de células musculares cardiacas,
porém é essencial para atividade contratil. O pico de expressao dessa proteina também foi
tardio em relacdo ao pico de Nkx2-5. Novamente, os picos atingidos pelas CTM foram
discretos e menores dos apresentados por cardiomiécitos neonatais e adultos, com excecdo
das CTM-TA cultivadas em meio | por 14 dias. Por fim, o meio | se mostrou hovamente mais

eficiente no aumento da expressao de B-MHC.

As andlises de expressédo génica indicam, portanto, uma aproximacao do perfil de expressao
génica das CTM diferenciadas do perfil apresentado por cardiomiécitos, o que permite
sugerir que a diferenciacdo esta ocorrendo in vitro, Os picos de expressao génica atingidos
pelas CTM diferenciadas, porém, se mantém abaixo dos niveis dos cardiomiécitos

funcionais na maior parte das analises.

4.4 As CTM mudam seu perfil fenotipico ao longo da diferenciacéo cardiomiogénica

Ao longo da diferenciacdo cardiomiogénica, o perfil fenotipico das CTM, inicialmente
analisado para se atestar as populacdes de células-tronco estudadas, foi monitorado a fim

de se averiguar a diferenciacao.

O primeiro marcador averiguado foi o CD45. O CD45 é um marcador classico de CTH,
portanto 0os seus niveis iniciais se mostraram baixos nas populacdes de CTM-MO e CTM-
TA. Por outro lado, os resultados da citometria de fluxo indicam que o meio | levou a um
aumento significativo da expressdo desse marcador aos 14 e 21 dias de diferenciacédo de
CTM-MO e CTM-TA (gréfico 6).

O marcador CD54 foi o segundo marcador a ser monitorado nas populacbes de CTM
(gréfico 7). Os resultados de citometria de fluxo indicam que a expressdo do CD54 diminuiu
aos 14 e 21 dias de diferenciacdo cardiomiogénica, em ambos os meios cardiomiogénicos.

A queda na expressdo de CD54 foi maior em CTM-TA do que em CTM-MO, demonstrando
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uma maior responsividade dessas células aos meios de diferenciagdo, ao menos em relacao

a este parametro.

O marcador de superficie CD73, uma exo-nucleotidase, também teve seus niveis de
expressdao monitorados ao longo da inducdo da diferenciacdo cardiomiogénica. Neste
ensaio, foi possivel observar a diminuicdo dos niveis de expressao deste marcador aos 14 e
21 dias de diferenciacdo em ambas as populacdes de CTM e em ambos os meios. Foi
possivel observar também uma diferenca entre as populagbes de CTM, sendo que as CTM-
MO apresentaram menor varia¢cdo no nivel de expressdo de CD73 (gréfico 8). Mais uma

vez, essa populacdo demonstrou-se menos responsivas aos estimulos dos meios.

Por fim, a proteina de superficie CD90 teve seus niveis de expressdo monitorados. Com
relacdo a este marcador, ndo houve mudanca de expressdo protéica significativa gerada
pelos meios, porém foi possivel perceber que como um todo, as CTM apresentaram maiores
niveis de expressao desta proteina quando cultivadas em meio Il (gréafico 9).

Tomados juntos, os presentes resultados indicam uma mudanca fenotipica nas CTM-MO e
CTM-TA em resposta aos estimulos dos meios cardiomiogénicos. Apesar de algumas
diferencas, as respostas das duas populacfes de CTM foram semelhantes, assim como o0s
efeitos indutores dos dois meios cardiomiogénicos.
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GRAFICO 6: andlise gréafica das porcentagens de células positivas para o marcador CD45 das
populacdes de CTM cultivadas em meio cardiomiogénico | e Il.
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GRAFICO 7: andlise gréafica das porcentagens de células positivas para o marcador CD54 das
populacdes de CTM cultivadas em meio cardiomiogénico | e Il.

Meio | Meio |l

CTM-MO

% de células positivas
para o marcador
-
o 8 & 8 & 8
e %
% de células positivas
para o marcador
= 8 & 8 8 8
T T T T T T

P P P P G P P
CHRENAEES P RS N ISP N

%,

\‘~‘b &

CTM-TA

100

para o marcador

% de células positivas
para o marcador
= 8 & 8
s §

% de células positivas

£ ® F P T
9 SNSRI

v

é

& G oF oF
.‘0 ,\0 \u\‘) '1:\0

&
R
«® ©

%%

GRAFICO 8: andlise gréafica das porcentagens de células positivas para o marcador CD73 das
populacdes de CTM cultivadas em meio cardiomiogénico | e Il.
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GRAFICO 9: analise gréafica das porcentagens de células positivas para o marcador CD90 das
populagdes de CTM cultivadas em meio cardiomiogénico | e Il.

45 As CTM cultivadas em meios cardiomiogénicos passam a expressar proteinas

importantes para a funcdo de cardiomiécitos

Além da expressao génica e do perfil fenotipico, a expressdo protéica das CTM
cultivadas nos meios cardiomiogénicos foi analisada através de imunofluorescéncia
para algumas proteinas importantes para a funcdo de cardiomidcitos. A expressdo das
proteinas conexina-43 e a-actinina sarcomérica foi averiguada aos 0 e 7 e 14 dias de

cultivo nos meios cardiomiogénicos | e Il (figuras 10 a 13).
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FIGURA 11: Imunofluorescéncia visualizada por microscopia confocal exibindo a expresséo de
Conexina-43 (vermelho) em CTM-MO cultivadas em meio basal, meio cardiomiogénico | e Il.
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FIGURA 12: Imunofluorescéncia visualizada por microscopia confocal exibindo a expresséo de
Conexina-43 (vermelho) em CTM-TA cultivadas em meio basal, meio cardiomiogénico | e Il.
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FIGURA 13: Imunofluorescéncia visualizada por microscopia confocal exibindo a expresséo de
a-actinina sarcomérica (vermelho) em CTM-MO cultivadas em meio basal, meio
cardiomiogénico | e Il.
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FIGURA 14: Imunofluorescéncia visualizada por microscopia confocal exibindo a expresséo de
a-actinina sarcomérica (vermelho) em CTM-TA cultivadas em meio basal, meio
cardiomiogénico |l e ll.

Os resultados obtidos indicam que os meios cardiomiogénicos foram capazes de induzir
a expressao destas proteinas, inicialmente ausentes nas CTM analisadas, apés 14 dias
de cultivo. Devido ao fato de que aos 7 dias de cultivo em meios de diferenciacédo as
CTM ainda ndo apresentavam conexina-43 e a-actinina sarcomérica, ndo serao

apresentadas as fotos deste ensaio.
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4.6 As CTM apresentam plasticidade, mas ndo originam cardiomiocitos funcionais

Ap6s averiguar as mudancas de expressdo génica e protéica das CTM induzidas a
diferenciar-se em cardiomiécitos, realizou-se experimentos de eletrofisiologia a fim de se
estudar a atividade dos canais de membrana dessas células, essenciais a funcéo

cardiomiogénica e a capacidade das CTM induzidas de gerar potenciais de acao.

Inicialmente, estudou-se a corrente total de saida, ou corrente positiva. Os dados
demonstraram que as células de cardiomidcitos adultos apresentaram corrente de saida
maior do que os demais grupos. Abaixo dos valores de corrente positiva dos cardiomidcitos
adultos veio a corrente total de saida dos cardiomiocitos neonatais. Alguns grupos das CTM-
MO e CTM-TA apresentaram uma pequena corrente total de saida, porém nenhum dos
grupos apresentou um valor de corrente maior ou igual aos valores obtidos nas analises dos
cardiomidcitos (figurald). OS tracados representativos das CTM cultivadas em meio Il néo
foram demonstrados, pois também nado apresentaram correntes de entrada e saida
mensuraveis. Sendo assim, nenhuma das células diferenciadas apresentou caracteristicas
eletrofisiolégicas, no que se refere a correntes totais de saida, semelhantes as

caracteristicas eletrofisiol6gicas dos cardiomiécitos adultos ou neonatais.

}
-
“50ms ADULT (A) NEONAT (B)
CTM-MO indiferenciada CTM-MO 7 dias CTM-MO 14 dias em
(C) em meio | (D) meio | (E)
| | .
b
CTM-TA indiferenciada CTM-TA 7 dias CTM-TA 14 dias em
(F) em meio | (G) meio | (H)

FIGURA 15: Corrente maxima e minima. (A,B,C,D,E,F,G,H) Tracados representativos para (A)
cardiébmiécito adulto (n=3), (B) cardiomidcito neonatal (n=3), (C) CTM-MO indiferenciadas (n=3), (D)
CTM-MO cultivadas em meio | por 7 dias (n=3), (E) CTM-MO cultivadas em meio | por 14 dias (n=4),
(F) CTM-TA indiferenciadas (n=3), (G) CTM-TA cultivadas em meio | por 14 dias (n=8), (H) CTM-TA
cultivadas em meio | por 14 dias (n=3). Apenas os pulsos pares sdo demonstrados nos tracados.

Em segundo lugar, a corrente total de entrada, ou corrente negativa, foi analisada. Os dados

obtidos demonstraram que a corrente total de entrada dos cardiomiocitos adultos é



Juliana L. Carvalho RESULTADOS

significativamente maior do que as correntes de entrada dos demais grupos. Cardiomiocitos
neonatais apresentaram pequena, mas mensuravel, corrente de entrada. Ao contrario da
corrente de saida, as CTM n&o apresentaram nenhum tipo mensurdvel de corrente de

entrada.
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CTM-TA 7 dias meio Il

CTM-TA 14 dias meio Il §
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FIGURA 16: Relacdo da corrente de pico méxima do estimulo (A) e Corrente minima no inicio
do estimulo em -30 mV (B). Inset Protocolo de estimulo. Os dados representam média + EPM. *
comparando Cardiomidcito Adulto com experimentais; ** comparando cardiomidcito neonatal com
experimentais; & comparando Adulto e Neonatal *,**,& p<0,05 para two-way ANOVA.

Por fim, foi analisado o potencial de gerar potenciais de acdo (PA). Neste experimento, 0
potencial de membrana foi variado até desencadear um PA. Os resultados obtidos mostram
gue cardiomiocitos adultos e neonatais apresentam PA, porém o PA dos cardiomiécitos
adultos foi mais longo em 50% da repolarizacdo, quando comparado aos neonatais. O
inverso foi observado em 90% da repolarizagdo. Essa observacgéo decorre do fato de que os
cardiomiocitos adultos apresentam uma elevada corrente de calcio, que contrapde a
corrente de saida de potassio, favorecendo a ocorréncia do plateau. Cardiomiécitos
neonatais, por sua vez, ndo apresentam uma corrente elevada de célcio, o que caracteriza a
auséncia de plateau. Ja aos 90% da repolarizacdo, as demais correntes que nao séo
encontradas nos neonatais sdo expressas em cardiomiécitos adultos, o que faz com que o
potencial de acdo seja mais curto nessa altura, comparando-se cardiomidcitos adultos aos

neonatais.

Ademais, todos os demais grupos nao desenvolveram PA. Assim sendo, é possivel
correlacionar a falta de corrente de entrada a impossibilidade de gerar um PA. Finalmente,
€ possivel concluir que nenhum dos grupos estudados apresentou um fenétipo

eletrofisiolégico similar a cardiomiécitos adultos ou neonatais funcionais.
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5 DISCUSSAO

A capacidade das CTM em dar origem a tipos celulares diferenciados como
osteoblastos, condrécitos e adipocitos € um consenso na comunidade cientifica, e
constitui uma das caracteristicas definidoras dessa populacao de células multipotentes
(Dominici et al., 2006; Zhu et al., 2008). A diferenciacdo das CTM em outros tipos
celulares, por outro lado, ainda permanece controversa. Atualmente existem estudos
gque indicam a ocorréncia da diferenciacdo cardiomiogénica (Planat-Bénard et al., 2003;
Gwak et al., 2009), porém existem também autores que indicam que as CTM séo
capazes de apresentar marcadores de cardiomiécitos, mas sao incapazes de gerar
cardiomidcitos funcionais (Liu et al., 2003; Rose et al., 2008; Koninckx et al., 2009). A
falta de padronizacdo entre os protocolos de indugdo da cardiomiogénese, a auséncia
de comprovagdo da populacdo celular com a qual se trabalha e a realizacdo de
diferentes testes de comprovacdo da cardiomiogénese fazem com que discussdes
sobre o real potencial das CTM originarem cardiomidcitos sejam controversas. O
presente trabalho objetivou, portanto, estudar o potencial cardiomiogénico das CTM
utilizando para isso duas fontes de CTM e dois meios de diferenciacdo que induzem a
cardiomiogénese com sucesso, de acordo com a literatura, de forma a possibilitar a
comparacdo da eficiéncia de dois meios descritos e do potencial cardiomiogénico de
duas fontes de CTM.

Existem diversas metodologias de inducédo da cardiomiogénese atualmente, sendo que
nenhuma apresenta reprodutibilidade nem altas taxas de diferenciacdo. A exposicdo das
células a 5-azacitidina, um agente demetilante, promove a cardiomiogénese através do
remodelamento da cromatina (Antonitsis et al., 2007). A cocultura com cardiomiécitos
constitui mais uma estratégia hoje utilizada para promover a diferenciacdo de CTM e CT
embrionarias, porém apresenta resultados discutiveis ja que fusdo entre os tipos celulares
pode ocorrer in vitro (Plotnikov et al., 2007). Nesses casos, a diferenciacdo ndo pode ser
atestada devido ao fato das células fusionadas apresentarem marcadores de cardiomidcitos
e CT. Em 2006, a estratégia de Xie e colaboradores, a qual utiliza o sobrenadante de cultura
de cardiomidcitos fetais para promover a cardiomiogénese de CTM, foi inicialmente proposta
para responder a pergunta sobre a real necessidade do contato entre CT e cardiomidcitos
para promover a diferenciacdo das mesmas, ja que os resultados até ali haviam sido obtidos
através da cocultura dos tipos celulares. O resultado obtido foi que a interagéo fisica ndo era
necesséria. Apenas entrando em contato com o sobrenadante dos cardiomidcitos as CT se

direcionaram a essa linhagem. No mesmo trabalho, Xie e colaboradores determinaram
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ainda que o sobrenadante de cardiomidcitos era ainda mais rico em fatores
cardiomiogénicos quando as células eram submetidas a hipéxia. A estratégia de Xie foi,
portanto, mimetizar o ambiente cardiaco utilizando os metabdlitos dos cardiomidcitos. Quais
deles atuam promovendo a diferenciacdo das CT e como eles atuariam permanece por ser

elucidado.

Em 2003, Planat-Bénard e colaboradores criaram uma nova estratégia independente de
cardiomidcitos e promoveram a cardiomiogénese de CTM-TA através de um meio contendo
Interleucina-3 (IL-3), Interleucina-6 (IL-6) e fator de célula-tronco (SCF- Stem Cell Factor). O
papel das citocinas na diferenciacdo € citado como potencializador. IL-3, em células
hematopoiéticas promove 0 seu comprometimento a linhagem arterial através da via STAT-5
(Zeoli et al., 2008). Ja em células da medula que ndo expressam CDA45, IL-3 em conjunto
com fator de célula-tronco foi capaz de promover a proliferagdo e prevenir a apoptose
(Baksh et al., 2005). Assim, é possivel sugerir que no trabalho de Planat-Bénard, IL-3 e fator
de célula-tronco atuaram prevenindo a apoptose das CTM (que ndo expressam CD45),
evento relativamente comum e esperado em processos de diferenciacdo (Meier, Finch e
Evan, 2000). IL-6, por sua vez, atua sobre as CTM inibindo a sua diferenciac@o para células
dendriticas (Djouad et al., 2007), inibindo a proliferacdo e promovendo a hipertrofia de
cardiomiocitos. Essas propriedades, associadas ao fato de que a inativacdo de IL-6
provocou a diminuicdo da expressao de marcadores de cardiomidcitos in vitro, sugerem a
importancia dessa citocina na expressdo dos marcadores e na diferenciacdo das CTM a

essa linhagem (Fredj et al., 2005).

A eficiéncia das estratégias utilizadas, porém, é sempre extremamente baixa. Entre células
embrionarias, taxas de diferenciacdo de 20% sé&o consideradas altas (Beqqali et al., 2006), e
entre células mesenquimais adultas, taxas que chegam a 1,5% sao incomuns (Planat-
Bénard et al., 2003). Assim, existem diversos protocolos para a diferenciacdo das CT em
cardiomidcitos, porém ndao ha nenhum que apresente grande eficiéncia e que atue como

referéncia.

A necessidade de padronizacdo e a impossibilidade de compararem-se os resultados
obtidos na literatura levaram ao objetivo do presente trabalho, que constituiu comparar
0 potencial cardiomiogénico de diferentes fontes de células-tronco e a eficiéncia de

diferentes meios de diferenciacéao.

Anteriormente a inducdo da cardiomiogénese, porém, o presente trabalho incluiu a

caracterizacao das populacdes celulares isoladas. De acordo com os resultados obtidos
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no presente trabalho, as populacdes celulares estudadas eram: 1. homogéneas
fenotipicamente, sendo em sua maior parte (85% em CTM-MO e 90% em CTM-TA)
positivas para os marcadores CD54, CD73 e CD90 e negativas (positividade abaixo de
5%) para o marcador CD45; 2. capazes de aderir & superficie de cultura, sendo essa
propriedade um dos parametros utilizados no seu isolamento; e 3. Multipotentes,
demonstrando a sua habilidade de gerar, in vitro, oste6citos e condrécitos funcionais,
capazes de mineralizar a sua MEC e de produzir coldgeno Il, respectivamente.
Tomadas juntas, essas caracteristicas definem uma populacdo de CTM, de acordo com
a Sociedade Internacional para Terapia Celular e o Comité de Células-Tronco

Mesengquimais e Teciduais (Dominici et al., 2006).

Ao longo da diferenciagdo cardiomiogénica, a viabilidade das CTM foi monitorada
através do ensaio de metabolizacdo do substrato MTT. A metabolizacdo do MTT indica
a viabilidade celular de uma populagcdo como um todo, baseando-se na capacidade de
células viaveis apresentarem mitocondrias funcionais, que promovem a reducdo de
suas coenzimas a NADH e FADH, de forma que elas se tornam aptas a reduzir seus
substratos. Uma célula que ndo esteja viavel ndo apresenta a sua mitocondria
realizando respiracdo celular, e, portanto, ndo apresenta capacidade de reduzir suas
coenzimas. Estas, por sua vez, ndo estando reduzidas, sdo incapazes de se oxidar e

reduzir seus substratos.

Variacdes dos niveis de metabolizagdo de MTT de uma populacdo podem indicar
variagcdes nos niveis de metabolizacdo de cada célula dentro da populagao, ou indicar
variagdes no numero de células que constituem essa populacdo. Assim, na maior parte
dos trabalhos, nos quais ndo ha variacao no fenétipo da populacdo de interesse, o MTT
é utilizado como ensaio de atividade metabdlica, sendo indicativo de proliferacdo e de
citotoxicidade (Yang et al., 2009; Nagvi et al., 2010; Labbaf et al., 2011). No presente
estudo, porém, as células sdo induzidas a diferenciar-se em outro tipo celular, que
apresenta diferentes taxas de metabolizacdo de MTT (Guo et al., 2009). Nao obstante,
0 processo de diferenciagdo celular € caracterizado pela mudanca no numero de
mitocodndrias na célula indiferenciada, o que leva a uma modificagdo da capacidade
intrinseca de cada célula em metabolizar o substrato em questdo (Mandal et al., 2010).
Deste modo, no presente trabalho o ideal seria contar o numero de células em cada
amostra e construir uma curva padrdo para se determinar eventos de proliferacdo

versus morte celular, e ainda modificag6es na metabolizagdo do MTT em nivel celular.
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Infelizmente, o presente trabalho néo inclui a construcdo de uma curva padrdo, pois a
partir do momento em que se iniciou a inducdo das células-tronco a cardiomiogénese,
essas nao foram tripsinizadas. O que se pode discutir dos resultados obtidos, portanto,
€ que: 0os meios cardiomiogénicos levaram a reducdo dos niveis de metabolizacédo de
MTT pelas células neles cultivadas, fato que pode ser conseqiiéncia de morte celular,
diminuicdo da proliferacdo celular em relagcdo ao grupo controle, ou ainda modificacéo

nas taxas de metabolizacdo do MTT em nivel celular.

Células-tronco indiferenciadas, quando em condicbes de auto-renovacdo, apresentam
menor nimero de mitocbndrias, que se apresentam como aglomerados perinucleares e
apresentam poucas cristas e limitada capacidade oxidativa (Mandal et al.,, 2010).
Concomitantemente, essas células apresentam altos niveis de expressdo de enzimas
glicoliticas. Tomados juntos, esses dados indicam que as CT sobrevivem bem em
ambientes anaerdbicos e confirmam os resultados de que as CT exibem aumento nas taxas
de auto-renovagédo e pluripoténcia em atmosferas que mimetizam condic¢des fisiologicas de
3-5% de O, (Ezashi, Dal e Roberts, 2005 apud Mandal et al., 2010). Cardiomidcitos, por
outro lado, apresentam taxas metabdlicas excepcionalmente altas, pois possuem a fungéo
de contrair repetidamente. Essas células se contraem de 1 a 3 vezes por segundo ao longo
de toda a vida do organismo, sendo que esses ciclos de contracdo e relaxamento
demandam quantidades enormes de ATP, que nos cardiomiocitos sdo produzidos de
maneira aerbbica. Por isso os cardiomiécitos apresentam grandes numeros de mitocondrias
(Klabunde, 2005). Assim, é também compreensivel que alguma alteracdo nas taxas de
metabolizacdo das CT cultivadas em meios de diferenciacdo decorra de alteracdes na

capacidade de metabolizacao do substrato MTT em nivel celular.

Morte celular e diminuicdo da proliferacdo constituem eventos naturais e esperados ao
longo de processos de diferenciagdo celular (Vaux e Korsmeyer, 1999; Meier, Finch and
Evan, 2000; Knoblich, 2008; Stall e Luis, 2010; Salucci et al., 2010). Ao contrario do
aumento metabdlico previsto pela cardiomiogénese, morte celular e diminuicdo da
proliferacdo sdo eventos que diminuem a capacidade de uma populacdo de metabolizar
MTT. Os resultados obtidos de diminuicdo da metabolizacdo do MTT pelas populacdes
cultivadas em meios de diferenciagédo indicam uma prevaléncia dos efeitos de diminui¢do da
proliferacdo e de morte celular sobre os efeitos de aumento da capacidade celular de

metabolizacdo do substrato esperados do processo de cardiomiogénese.
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O segundo parametro monitorado ao longo da indugéo da cardiomiogénese foi a expressao
da enzima Fosfatase Alcalina. Esta é uma enzima que retira grupos fosfato com atividade
otima em pH 9,0 e que, curiosamente, tem a sua expressdo associada a células
indiferenciadas e que apresentam altas taxas de divisdo celular. Apesar de essa enzima
estar presente também em alguns tipos celulares diferenciados, como osteoblastos, no
presente estudo ela constituiu um marcador das células indiferenciadas, ja que

cardiomidcitos ndo se caracterizam por expressar essa enzima.

Como esperado, as populacdes celulares cultivadas em meios cardiomiogénicos
apresentaram queda nos niveis de expressao de FA. Os resultados obtidos permitem ainda
observar que o meio | levou a quedas mais precoces e acentuadas comparado ao meio Il,
fato que constitui o primeiro indicio de que ele seria mais eficiente na promog¢édo da

cardiomiogénese do que o meio Il.

A producdo de colageno foi monitorada no processo de diferenciagdo e apresentou
diminui¢cdo ao longo do tempo de cultivo nos meios indutores. A matriz extracelular cardiaca
€ uma entidade dinamica, responsavel por conectar midcitos, alinhar elementos contrateis,
transmitir forca de contracdo e prover elasticidade ao musculo. E composta por uma
complexa mistura de colageno, fibrilas, elastina, glicosaminoglicanas e glicoproteinas,
depositadas junto a fatores de crescimento citocinas e proteases. O colageno é um dos
principais componentes dessa MEC e confere varias das caracteristicas da mesma, como
elasticidade e resisténcia. Esse componente da MEC é secretado principalmente por
fibroblastos, porém cardiomiécitos colaboram na sua producdo (Pathak et al., 2001). As
CTM, por outro lado, remodelam constantemente a MEC e apresentam maior producéo de
colageno total. Essa caracteristica de producao relativamente alta de colageno pelas CTM-
MO é surpreendente, pois, in vivo, elas se situam em um local onde ha pouca MEC, a
medula 0ssea. O acumulo de MEC é tdo pequeno nesse tecido que a sua dissociacdo é
realizada facilmente através de pipetagem ou passagem por seringas (Bianco et al., 2001).
O ensaio de dosagem de coldgeno total corroborou os dados da literatura de que
cardiomiocitos apresentam menor producdo de coldgeno comparado as CTM, e novamente
demonstrou que o meio | levou a mudancas fenotipicas precoces em relagdo ao meio II.
Considerando-se este ensaio, o comportamento das CTM foi semelhante, ndo havendo

diferencas estatisticamente significativas entre elas.
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Os ensaios de MTT permitem, portanto, atestar a viabilidade celular ao longo da
inducao cardiomiogénica e os ensaios de FA e dosagem de coldgeno constituiram, por
sua vez, os primeiros indicios de diferenciacdo das CTM.

ApOs estes primeiros ensaios, a expressdo génica das CTM induzidas a iniciar o processo
de cardiomiogénese foi estudada. De acordo com Alberts e colaboradores, 2002, o conjunto
de genes expressos por uma célula define o seu fendtipo, pois define o seu repertério de
proteinas. O proteoma de uma célula é tdo importante porgue ele acaba determinando o seu
tamanho, morfologia, metabolismo, e, consequentemente, a sua funcdo no organismo.
Fisiologicamente, a diferenciacdo celular ocorre em duas fases: a fase de inducédo e
determinagéo (Gilbert, 2006). Inicialmente, a indugéo ocorre com a estimulagdo das células
por sinais como interagbes com a MEC, com células vizinhas, sinalizagdo paracrina e até
fatores mecanicos como a rigidez do substrato onde a célula se encontra, e contracdo do
tecido onde ela esta inserida (Discher, Mooney e Zandstra, 2009). Estes estimulos em geral
regulam a fungdo em tipos celulares diferenciados, porém, em ceélulas ainda néo
diferenciadas, em geral levam a producdo de proteinas tipicas de algum tipo celular
especifico. Estas proteinas inicialmente expressas iniciam entdo o0 processo de
determinacdo da diferenciacdo. Em geral, as primeiras proteinas a serem expressas sao
proteinas regulatdrias, que se ligam a regides regulatérias de diversos genes, inclusive o0s
seus proprios genes, aumentando a sua expressao por um mecanismo de feed foward ou
regulacdo positiva. Deste modo, a expressdo génica, que inicialmente era dependente de
estimulos externos, torna-se auto-suficiente e passa a constituir uma caracteristica
permanente da célula. Como dito, outros genes sdo regulados por essas proteinas
chamadas fatores de transcricao (FT), de modo que apés algum tempo do inicio da
determinagéo é gerado um tipo celular com um perfil de expresséo protéica complexo, que
torna a célula apta a exercer alguma fungdo especifica no organismo. No caso da
diferenciagdo cardiomiogénica, algumas proteinas responséaveis pelo processo de indugéo
da diferenciagéo ja foram identificadas. Dentre elas, destacam-se os FT GATA4 e Nkx2-5
(Martin, Afouda e Hoppler, 2010). A fim de se estudar o processo de cardiomiogénese,

analisou-se a expressao desses dois genes.

Apesar de terem sido utilizadas diferentes técnicas para a deteccdo da expressdo desses 2
genes, caracteristicos do inicio do processo de cardiomiogénese, foi possivel perceber o
inicio/pico da expressado dos mesmos variou de acordo com a fonte de CTM utilizada e com
0 meio indutor. As CTM-TA apresentaram menores niveis de Nkx2-5 quando

indiferenciadas, porém, mostraram-se mais responsivas aos estimulos dos meios,
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apresentando maior nivel de mudanca de expressdo de Nkx2-5 e passando a expressar
GATA4 mais rapidamente do que as CTM-MO. Com relagédo ao FT Nkx2-5, por outro lado,
as duas populacdes de CTM apresentaram picos de expressao no mesmo periodo. Os
resultados obtidos também permitiram observar que o meio cardiomiogénico | levou a
maiores mudancas de expressdo génica comparado ao meio I, se mostrando novamente,
mais eficiente na inducdo da cardiomiogénese. Os resultados obtidos no ensaio de
gquantificacdo da expressao de Nkx2-5 corroboram com os dados da literatura, que indicam
um pico de expressao desse gene aos 5 dias de inducdo e decréscimo nos periodos
posteriores (Rose et al.,, 2008). Em nenhum momento, porém, o0s niveis de expressao
génica atingido pelas CTM diferenciadas chegaram a ser semelhantes aos apresentados por

cardiomiodcitos adultos.

A expressao dos genes das cadeias pesadas das miosinas a e B também foi analisada, pois
estas proteinas possuem a sua expressao regulada por Nkx2-5, GATA4, dentre outros FT
como Thx5 e Mef2c, além de enriguecerem as analises da cardiomiogénese por serem
caracteristicas de estdgios mais avancados da diferenciacdo (Martin, Afouda e Hoppler,
2010). Corroborando com os dados descritos por outros grupos, 0s picos de expressao
desses genes ocorreram posteriormente aos picos de expressado de Nkx2-5. Novamente,
porém, os picos de expressao génica apresentados pelas CTM nao atingiu os niveis de

expressao apresentados pelos cardiomidcitos neonatais e adultos.

Os dados de PCR em tempo real também permitiram observar a maior eficiéncia do meio |
em aumentar os niveis de expressao dos genes analisados em relacdo ao meio Il. Foi
possivel observar, também que mais uma vez as CTM-TA apresentaram mudancas de

expressao génica maiores e mais precoces, comparadas as CTM-MO, havendo excecoes.

Diferentemente dos dados apresentados em diversos artigos consultados, no presente
trabalho foram incluidos controles positivos nos ensaios de PCR em tempo real, além dos
controles negativos. Para isso, realizamos ensaios de comparagdo entre 0s niveis de
expressao de CTM diferenciadas na linhagem cardiomiogénica e os niveis apresentados por
cardiomiocitos neonatais e adultos. Pela primeira vez foi possivel determinar, portanto, que
0s niveis de expresséo génica atingidos pelas CTM é menor do que 0s apresentados por
cardiomiocitos funcionais. Talvez essa seja a razdo da auséncia de funcionalidade

observada ao fim da inducdo cardiomiogénica.

O perfil fenotipico das CTM também foi monitorado ao longo da indugdo da

cardiomiogénese. Resumidamente, observou-se que o perfil fenotipico das CTM se
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aproximou ao perfil fenotipico de cardiomiécitos descrito pela literatura: CD54"**°(Boyd et
al., 2008), CD73 *“ " (Ledent et al., 2007) e CD90" (Zhang et al., 2010), com a excecdo do
CD45, que em geral esta ausente em cardiomiécitos, porém foi aumentada nas populacdes
de CT cultivadas em meios cardiomiogénico | (Nygren et al., 2004). Neste ponto, o meio | foi

menos eficiente na promocéo da cardiomiogénese.

O CD54 constitui uma proteina de superficie, também chamada de ICAM-1 (Inter-cellular
Adhesion Molecule -1, ou molécula 1 de adeséo intercelular). Como o préprio nome diz,
CD54 ou ICAM-1 é uma proteina relacionada a adesao intercelular e de remodelamento da
MEC. ICAM é uma proteina que nao é expressa em altos niveis em cardiomidcitos. Em
cortes histologicos do coracdo, ela tem sua expressdo concentrada em locais de
vascularizagdo. Em situac¢des de stress, como hipdxia ou inflamacéo, ICAM é superexpressa
no intersticio cardiaco, induzida pela proteina C reativa (Ceausu, Curca e Dermengiu, 2009).
A diminuicdo da expressdo de CD54 nas CTM induzidas a diferenciagdo indicou uma
mudanga fenotipica compativel com a diferenciacdo cardiomiogénica. Indiferenciadas, as
CTM-TA e CTM-MO apresentaram niveis semelhantes de expressao de CD54 (dado:
porcentagem de células positivas para o marcador), sendo que mais uma vez, CTM-TA
apresentaram maior responsividade aos meios, apresentando maiores alteragbes de
expressdo de CD54 na populacdo. Os resultados do monitoramento da expressdo de CD54
indicam ainda que mais uma vez o meio | leva a maiores mudancas fenotipicas com relacao

ao meio Il.

O marcador de superficie CD73 constitui uma glicoproteina com funcdo de ecto-5'-
nucleotidase, ou seja, de hidrolisar nucleosideos monofosfatos presentes no ambiente
extracelular em intermediarios de nucleosideos biologicamente ativos. Essa proteina é
tipicamente expressa em células do sistema vascular, porém também é encontrada em
cardiomibcitos. E consenso na literatura também que situagbes de hipéxia aumentam a
expressdao de CD73 (Thompson et al. 2004), importante para a sobrevivéncia celular em
situacdes como essa. Este fato corrobora os dados de que em situagbes de infarto ha
aumento na expressdo de CD73 e de que o bloqueio de sua funcdo aumenta a area de

necrose (Ledent et al., 2007).

O CD90, também conhecido como Thy-1, é uma proteina de membrana N-glicosilada que se
apresenta ancorada & membrana citoplasmatica por uma ancora GPI. E uma molécula de
multiplas fun¢Bes e localidades. Esta envolvida com a ativacdo de linfocitos T, sinalizacéo

apoptética, adesao e migracao celular, dentre outros. O CD90 pode ser encontrado em
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fibroblastos, células tronco hematopoiéticas, mesenquimais e células progenitoras do figado,
mas nao esta presente em cardiomiocitos (Zhang et al., 2010). As CTM induzidas a
cardiomiogénese, porém, mantiveram seus niveis de CD90 ao longo dos 21 dias analisados.

De acordo com Zhang e colaboradores CD90 esta ausente em cardiomiécitos, mas esta
presente em cardiomiocitos adultos de origem atrial e ventricular que se desdiferenciam
naturalmente em cultura. Foi demonstrado que essas células ndo abandonam
completamente o fendtipo, porém apresentam baixos niveis de inibidores de ciclo celular
como p53, e se mostraram capazes de proliferar e gerar progenitores de cardiomiocitos que
apresentavam alguns marcadores de CTM, dentre eles, CD90. Essas células apresentavam
ainda niveis mais baixos de a-MHC, troponina e auséncia de contratilidade. Ao final do
trabalho, Zhang discute se essas células que se desdiferenciam nao o fariam in vivo, como
de fato sugerem alguns outros trabalhos. Considerando os dados de Zhang e
colaboradores, € possivel sugerir que a manutencdo da expressdo de CD90 ndo é
incompativel com a cardiomiogénese in vitro, mas caracteriza estagios de diferenciagédo

intermediarios.

Por fim, a expressdo do marcador CD45 foi analisada. O CD45 é uma proteina tirosina
fosfatase encontrada em todas as células de linhagem linféide e miel6ide, com excecédo de
eritrocitos e plaquetas. E uma proteina de membrana que apresenta diferentes isoformas
gue se encontram distribuidas de maneira uniforme pela célula, a ndo ser em regides de
contato com linfécitos T e B, nas quais elas se acumulam. A funcdo de CD45 nas células € a
de transducado de sinais, sendo que CD45 regula cinases Src, envolvidas na formacgéo de
segundos mensageiros (Kung et al., 2000). CD45 ndo €é expresso em cardiomidcitos,
portanto, a principio, 0 aumento na expressdo deste marcador seria um indicio de um desvio
da cardiomiogénese. Ainda considerando o trabalho de Zhang, porém, é possivel que
cardiomiocitos desdiferenciados apresentem marcadores da linhagem hematopoiética.
Apesar de CD45 nao ter sido investigado, marcadores como c-kit, presentes nas CTH,
estavam presentes nos cardiomidcitos desdiferenciados. E possivel sugerir novamente que
a cardiomiogénese das CTM ndo se apresenta no estigio final, mas em estagio

intermediario, possivelmente passando por um estagio de célula progenitora cardiaca.

BN

Além das proteinas de superficie, proteinas importantes a funcdo cardiaca foram

investigadas. A primeira delas constituiu a proteina de citoesqueleto a-actinina.

A a-actinina € uma proteina de citoesqueleto, pertencente a superfamilia das espectrinas,

ubiguitamente expressa em 4 isoformas descritas atualmente. Dentre elas, as isoformas 1 e
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4 estdo presentes em células ndo-musculares enquanto as isoformas 2 e 3 (a-actininas
sarcoméricas) estao presentes em células musculares esqueléticas e cardiacas (Shao et al.,
2010). Nas células em geral, a a-actinina interliga filamentos de actina e contribui pra
eventos como contracdo, migracdo, funcdo de canais de membrana, sinalizacdo e
espalhamento, dentre outros (Shao et al., 2010). O presente trabalho visou detectar as

isoformas 2 e 3 da a-actinina nas CTM cultivadas nos meios cardiomiogénicos.

Como esperado, as CTM indiferenciadas n&o apresentaram a-actininas sarcomeéricas
gquando indiferenciadas. Os meios cardiomiogénicos utilizados, porém, foram capazes de
induzir a expressido dessas isoformas da a-actinina nas CTM apds 14 dias de cultivo. E
importante evidenciar que a marcac¢ao da a-actinina mostrou o padréo tipico de organizagéo
de citoesqueleto esperado em células musculares, indicando que essa proteina nao foi
apenas expressa, mas foi inserida corretamente no contexto celular. Mesmo evento nao foi
observado com canais de calcio nucleares de Rianodina, que n&o apresentaram distribuigdo
esperada nas CTM. A possibilidade de esta observacdo decorrer de problemas técnicos
como a qualidade do anticorpo utilizado e a falta de realizacdo de ensaios que
confirmassem a observacgéo inicial fizeram com que este ensaio ndo fosse incluido no

presente trabalho.

A presenca das isoformas sarcomeéricas da a-actinina sdo essenciais a funcao muscular,
inclusive determinando a largura dos discos Z, que indiretamente determinam o perfil das
fibras musculares rapidas e lentas em midcitos esqueléticos (Luther, 2009). Deste modo, o
fato de que as CTM passaram a apresentar isoformas sarcoméricas de a-actinina indicam o

seu potencial de gerar cardiomiécitos funcionais.

Obviamente a funcéo cardiomiogénica ndo depende apenas da presenca de isoformas
sarcoméricas de a-actinina, portanto a presenca de outra proteina essencial a fungéo

cardiaca foi avaliada: a presenca da proteina Conexina-43.

A conexina-43, também chamada proteina de juncdes do tipo GAP isoforma a 1, faz parte,
como o proprio nome implica, de uma estrutura chamada jun¢do do tipo GAP. Essas
juncbes sdo responsaveis pela base da comunicagdo intercelular, pois constituem, muito
basicamente, um canal entre duas células adjacentes no qual transitam diversas moléculas
de baixo peso molecular, como moléculas de sinalizagéo, fatores de sobrevivéncia celular e
ions. A conexina-43 € expressa em diversos 6rgaos, sendo importante, por exemplo, para a
formacao da barreira hematotesticular (Li et al., 2010). Considerando-se o tecido cardiaco, a

conexina é essencial a sincronizacao do tecido mesmo, sendo que hoje se sabe que nao sé
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a quantidade total dessa proteina, mas também a sua distribuicdo determina a normalidade
da propagacao dos impulsos e funcdo ventricular (Salameh et al., 2010). Curiosamente a
expressao de conexina-43 € constante, ja que a meia-vida desta proteina varia de 1,5 a 5hs.
Corroborando com estes dados, os ensaios de imunofluorescéncia indicaram que esta
proteina estd presente ndo s6 na MP, onde exerce sua fungdo, mas também na regido do
Golgi e em vesiculas intracelulares, onde permanece sendo continuamente produzida,

modificada, transportada e degradada (Leithe e Rivedal, 2004).

As CTM induzidas a seguir a cardiomiogénese expressaram conexina-43, e talvez mais
importante, apresentaram conexina-43 corretamente localizada no ambiente celular. E
possivel, porém, que estiramento mecanico constitua um estimulo fisiol6gico essencial para
gue os cardiomiécitos se orientem e a conexina-43 tenha localizacdo Otima, nos discos
intercalares, de modo a promover contragfes eficientes. Novamente, as CTM demonstraram

0 potencial de gerar cardiomiécitos funcionais in vitro.

Apesar dos ensaios prévios indicarem a possibilidade de terem sido gerados cardiomidocitos
a partir de CTM in vitro, os resultados dos experimentos de eletrofisiologia demonstraram o
contrario. Assim como os cardiomiécitos desdiferenciados de Zhang, as CTM induzidas néo
apresentaram correntes significativas de entrada e saida e ndo produziram potenciais de

acao quando estimuladas.

A comprovacdo da diferenciacédo cardiomiogénica na literatura diverge, portanto, apesar das
CTM nao terem apresentado perfil eletrofisioldgico semelhante ao de cardiomidcitos, alguns
trabalhos teriam classificado-as como cardiomiécitos, devido a presenca de expressao
génica de GATA-4, Nkx2-5, cadeias pesadas das miosinas a e B, presen¢a da expressao
protéica de a-actinina sarcomérica e conexina-43 (Gwak et al., 2009; Yang et al., 2009;
Zhang et al., 2009; Huang et al., 2010).

Por outro lado, autores como Rose e colaboradores, Mummery, Davis e Krieger, dentre
outros, defendem que a diferenciacéo cardiomiogénica deve ser atestada comprovando-se a
funcionalidade da célula gerada e excluindo-se a possibilidade dos resultados positivos

obtidos in vivo serem consequéncia de fuséo celular.

No meio termo destas opinides divergentes, é possivel defender que foram gerados
cardiomidcitos in vitro, porém evidenciando-se que estes ndo sdo funcionais. Diante dos
resultados apresentados, € possivel argumentar que as CTM induzidas apresentaram: 1.

morfologia semelhante & de cardiomiocitos neonatais; 2. niveis diminuidos de proliferacao
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celular, tipico de células diferenciadas; 3. Baixos niveis de FA, semelhante aos
cardiomidcitos; 4. baixos niveis de producéo de colageno total; 5. expressdo de GATA-4; 7.
expressao de Nkx2-5; 8. expressdo do genes da cadeia pesada da miosinas a; 9. expressao
do gene da cadeia pesada da miosina $3; 10. expressao protéica de a-actinina sarcomérica e

11. expresséo protéica da conexina-43.

Como descrito no trabalho de Zhang, cardiomidcitos cultivados fora do seu nicho in vivo,
passam por processos de descaracterizacdo e de desdiferenciacdo. As CTM induzidas a
gerarem cardiomidcitos in vitro, por sua vez, nunca passaram pelo ambiente cardiaco,
obviamente muito mais rico em estimulos cardiomiogénicos. Ao contrario do ambiente
bidimensional utilizado no presente trabalho, o nicho cardiaco contém ndo apenas fatores
soluveis, mas estimulos mecénicos de estiramento e contragdo, componentes da MEC
cardiaca, dentre outros fatores sabidamente importantes para a organizacdo de
citoesqueleto, da localizagdo correta de proteinas como a conexina-43, e até para a

capacidade de contragéo.

Célula-tronco
indiferenciada

FIGURA 16: Hipotese de que as CTM diferenciadas originam cardiomiécitos que s0
apresentardo funcionalidade in vivo.

Seguindo este raciocinio, é possivel argumentar ainda que o real potencial cardiomiogénico
das CTM s6 podera ser revelado apds inser¢cdo no ambiente in vivo, e que é possivel que as

CTM induzidas tenham gerado cardiomiécitos adaptados a cultura bidimensional, mas que,
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uma vez inseridos no ambiente cardiaco, prontamente originardo cardiomiécitos funcionais
(figura 16).

Contra os argumentos de que o0s niveis de expressao génica dos genes analisados diferiram
dos niveis apresentados por cardiomiocitos, é possivel defender que a presenca da
expressao desses genes garante o fenétipo de cardiomidcito, porém evidenciando-se que os
niveis seriam indicativos de cardiomiécitos ainda ndo funcionais. Contra os argumentos de
que o perfil fenotipico das CTM induzidas difere do perfil descrito na literatura para
cardiomidcitos, € possivel ainda contra-argumentar, defendendo que o perfil fenotipico das
CTM que foi obtido 1. foi resultado da anélise de uma populagédo heterogénea de CTM em
graus de diferenciacdo diferentes e com variaveis capacidades de resposta aos estimulos
dos meios e 2. nenhuma das alteragfes fenotipicas observadas sdo incompativeis com o
perfil cardiomiogénico, ja que, como demonstrou Zhang, cardiomidcitos cultivados in vitro
originam células de perfil fenotipico semelhante ao fenétipo obtido no presente trabalho. Por
fim, o presente trabalho evidencia a importancia de técnicas quantitativas de analise
fenotipica e de expressado génica, importantes para evitar-se falsos positivos. A reacdo em
cadeia da polimerase é uma técnica extremamente sensivel, chegando a amplificar
transcritos presentes na freqlientes na amostra na concentragdo de 1 copia em 1 milh&o.
Deste modo, é importante quantificar-se os dados para que dados insignificantes

biologicamente néo sejam igualados a resultados significativos.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a comparacao entre estratégias de diferenciacéo é
importante no aumento da eficiéncia do processo de cardiomiogénese. Uma vez que ndo ha
consenso entre os protocolos atuais de promocdo da cardiomiogénese, € necessario
comparar-se a eficiéncia de cada um, de modo a se estabelecer alguma estratégia mais
promissora. A comparacdo entre as fontes de células-tronco mesenquimais utilizadas
também se mostra importante, uma vez que a heterogeneidade dessa classe de células

refletiu também no comportamento da mesma quando cultivada em meios indutores.

O meio cardiomiogénico | foi mais eficiente na promocéo da cardiomiogénese in vitro, e as
CTM-TA foram mais responsivas aos estimulos dos meios. Apesar dos indicios de

diferenciagéo obtidos, ndo foram observadas células funcionais geradas a partir de CTM.
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7 PERSPECTIVAS

As perspectivas do presente trabalho incluem:

e Ainvestigagdo dos canais de membrana presentes nas CTM diferenciadas;

e Averiguar se sao geradas células progenitoras cardiacas nos protocolos estudados;

e A inser¢do das CTM diferenciadas no ambiente in vivo, de modo a analisar-se o
potencial das CTM em originar cardiomidcitos funcionais;

e A realizagdo de mudangas nos meios cardiomiogénicos a fim de se obter aumento

na expressao dos genes analisados;
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