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Figura 6 -
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Organograma do procedimento empregado para obtencdo do extrato de
Arrabidea chica.

Linha do tempo mostrando resumidamente todos os procedimentos ao
longo do periodo experimental de 25 dias. ECG: eletrocardiograma; CTM:
células-tronco mesenquimais; doxo: doxorrubicina.

Anélise por espectrometria de massas por electrospray (EM-ESI) do
extrato A. chica, no modo positivo [EM-ESI-(+)].

Caracterizago fenotipica das células-tronco mesenquimais. Os gréaficos
acima mostram o perfil de expressdo das céelulas para os marcadores CD54,
CD73, CD90, CD11b, CD34, CD45, MHC-I, MHC-II. O primeiro gréafico
do painel (canto superior esquerdo) mostra a identificacdo da populacdo
celular a ser estudada. Abaixo dele, no canto inferior esquerdo, encontra-se
0 resultado obtido para avaliacdo de CTM apenas marcada com o anticorpo
secundario. A linha preta horizontal presente em todos os graficos constitui
a fluorescéncia do controle negativo, sendo que os pontos a sua esquerda
sdo considerados negativos para a marcagdo. A regido colorida em preto
constitui a fluorescéncia da populacdo de células analisadas. A
porcentagem das células positivas para cada marcador é informada no
canto superior direito de cada grafico. n=3.

Células-tronco mesenquimais (CTM) indiferenciadas (A) e ap6s inducao as
diferenciagcdes osteogénica (B) e adipogénica (C). Em B, apés coloracdo
pelo método de Von Kossa, nodulos de mineralizagdo podem ser
observados, em coloragdo marron, especialmente no canto direito da
imagem. Em C, notam-se goticulas lipidicas coradas em vermelho pela
coloracdo Oil Red. n=3, aumento 4x, barra escala = 125um.

Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de metabolizacdo do MTT, apds
normalizagdo considerando cada controle como 100% de células viaveis
(eixo da abscissa se refere a porcentagem em relagdo ao controle de cada
cultura celular). Toxicidade dos extratos de Arrabidaea chica (AC) e de
Camellia sinensis (CS) incubados por 24 horas, nas doses de 12,5; 25 e 50
pg/ml em células de tumor de mama linhagem MDA-MB 231 (colunas
quadriculadas), cardiomiocitos (colunas em preto) e células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo (colunas listradas).

Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de metabolizacdo do MTT, ap0s
normalizagdo considerando cada controle como 100% de células vidveis
(eixo da abscissa se refere a porcentagem em relagdo ao controle de cada
cultura celular). Porcentagem de células viaveis apo6s utilizacdo de
doxorrubicina, na dose de 5 umol/l durante 24 horas, em cultivos de células
de tumor de mama linhagem MDA-MB 231 (coluna quadriculada),
cardiomiécitos (coluna em preto) e células-tronco mesenquimais derivadas
de tecido adiposo (coluna listrada). Respectivos controles ndo mostrados.
Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05).

Valores de absorbéancia (595 nm) obtidos pelo ensaio de metabolizagdo do
MTT para viabilidade celular, avaliando o efeito da doxorrubicina e dos
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Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

extratos de Arrabidaea chica (AC) e de Camellia sinensis (CS) quando
incubados em cardiomidcitos. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica (p<0,05).

Valores de absorbéancia (595 nm) obtidos pelo ensaio de metabolizacdo do
MTT para viabilidade celular, avaliando o efeito da doxorrubicina e dos
extratos de Arrabidaea chica (AC) e de Camellia sinensis (CS) quando
incubados em células de tumor de mama linhagem MDA-MB 231. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Valores de absorbancia (595 nm) obtidos pelo ensaio de metabolizacdo do
MTT para viabilidade celular, avaliando o efeito da doxorrubicina e dos
extratos de Arrabidaea chica (AC) e de Camellia sinensis (CS) quando
incubados em células-tronco mesenquimais. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p<0,05).

Valores de morte celular (% em relacdo ao controle) obtidos com o ensaio
de incorporacdo de iodeto de propideo para avaliacdo do ciclo celular,
pesquisando o efeito da doxorrubicina (doxo) e dos extratos de Arrabidaea
chica (AC) e de Camellia sinensis (CS) quando incubados em
cardiomiécitos. * versus Controle; ** versus Doxo (p<0,05).

Valores de morte celular (% em relacdo ao controle) obtidos com o ensaio
de incorporagdo de iodeto de propideo para avaliagdo do ciclo celular,
pesquisando o efeito da doxorrubicina (doxo) e dos extratos de Arrabidaea
chica (AC) e de Camellia sinensis (CS) quando incubados em células de
tumor de mama linhagem MDA-MB-231. * versus Controle; ** versus
Doxo (p<0,05).

Tragados eletrocardiograficos representativos (velocidade 50 mm/s,
sensibilidade 2N) de ratos Wistar do grupo tratado com doxorrubicina. Os
tragados a esquerda do painel foram obtidos no tempo zero e os a direita,
ao final do experimento. Nota-se aumento na amplitude de onda P (de 0,04
mV [Al] para 0,10 mV [A2]), de onda R (de 0,11 mV [B1] para 0,20 mV
[B2]) e de onda T (amplitude superior a da onda R [C2] o que ndo era
detectado para 0 mesmo animal no inicio do experimento [C1]).

Funcdo ventricular pelo modo-M. llustragdes a esquerda do painel (1)
indicam tempo zero, e & direita (2), o final do experimento. Em 1, todos 0s
grupos apresentam semelhante padrdo, ao passo que em 2, o animal do
grupo doxorrubicina (doxo) apresenta contracdo ventricular diminuida e
assincronia (seta) entre a movimentacéo do septo interventricular (SIV) e a
parede posterior do ventriculo esquerdo (PP). CS: Camellia sinensis; CTM:
célula-tronco mesenquimal; VE: camara interna do ventriculo esquerdo.

Valores de fracdo de ejecdo (F.Ej.) e de encurtamento (F.Enc.) calculados a
partir de mensuragdes feitas no modo-M em ecocardiografia realizada em
ratos Wistar ao final do experimento. CS: Camellia sinensis; Doxo:
doxorrubicina; CTM: célula-tronco mesenquimal. * versus Controle; **
versus Doxo (p-value é indicado para cada variavel).

Parametros radiais de ecocardiografia speckle-tracking obtidos a partir de
mensuracdes feitas no modo bidimensional em exame realizado ao final do
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Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

experimento. CS: Camellia sinensis; Doxo: doxorrubicina; CTM: célula-
tronco mesenquimal. * versus Controle; ** versus Doxo (p-value é
indicado para cada variavel).

Pardmetros longitudinais de ecocardiografia speckle-tracking obtidos a
partir de mensuragdes feitas no modo bidimensional em exame realizado ao
final do experimento. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p-
value é indicado para cada variavel). CS: Camellia sinensis; Doxo:
doxorrubicina; CTM: célula-tronco mesenquimal.

Vetores obtidos quando da avaliagdo com o algoritmo optical flow por
meio da ecocardiografia speckle-tracking bidimensional, tomados ao final
do experimento. Notar que a amplitude dos vetores difere entre os grupos.
No controle e no CS os vetores sdao amplos, no grupo doxo, pequenos e nos
grupos doxo+CTM e doxo+CS os vetores apresentam-se em tamanho
intermediério. CS: Camellia sinensis; CTM: célula-tronco mesenquimal;
doxo: doxorrubicina.

Cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina de coracdo de ratos
Wistar obtidos ao final do periodo experimental. Auséncia de lesGes em
animais dos grupos controle (Al corte longitudinal, A2 corte transversal) e
CS (B corte longitudinal). No grupo doxo (C corte transversal) foram
detectadas areas de degeneragdo hialina (setas) e de necrose (regides
destacadas em preto). No grupo doxo+CTM (D corte transversal),
pequenos focos de degeneracdo hialina (setas). No grupo doxo+CS (E corte
longitudinal), hemorragia (setas) e edema intersticial, representado pelo
padrdo de dissociacdo das fibras musculares. Imagens obtidas em aumento
de 60x. CS: Camellia sinensis; CTM: célula-tronco mesenquimal; doxo:
doxorrubicina.

Deteccdo do gene eGFP no coragdo por meio da técnica de PCR. Na
terceira canaleta encontra-se material genético de animal transgénico
heterozigoto, usado como controle positivo da reacdo, mostrando
amplificacdo de duas bandas, a de 129 pb e a de 438 pb. As canaletas
quatro e cinco conttm DNA de coracdo de animais utilizados no
experimento, respectivamente dos grupos controle e doxo+CTM, que ndo
sd0 animais transgénicos. Animais ndo transgénicos s6 amplificam a banda
de 438 pb (quarta canaleta). Notar que o animal ndo transgénico tratado
com CTM (quinta canaleta), além de amplificar a banda de 438 pb também
é capaz de amplificar a de 129 pb que é exclusiva de material genético
transgénico, confirmando a presenca das CTM no coracdo. CS: Camellia
sinensis; CTM: célula-tronco mesenquimal; doxo: doxorrubicina.

Curva de crescimento mostrando o nimero de células ao longo do tempo,
avaliando a cinética de proliferagdo das células-tronco mesenquimais
extraidas de ratos submetidos a tratamento com doxorrubicina (linha
inferior) e grupo controle (linha superior) nos dias 3, 5 e 7. n=3; *p<0,05.

Marcacdo para as moléculas de superficie CD45, CD54, CD73 e CD90
(coloragdo verde) em células-tronco mesenquimais indiferenciadas
extraidas da medula dssea de ratos Wistar do grupo doxorrubicina,
indicando manutencdo do padrdo para esse tipo celular. A coloragdo em
azul marca os nGcleos celulares. Imagens obtidas em microscopio confocal.
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Figura 23 -

Figura 24 -

Figura 25 -

Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Expressdo de troponina T cardiaca e conexina-43 por meio de Western
blotting realizado em células-tronco extraidas de ratos dos grupos controle
e doxorrubicina (doxo). As células indiferenciadas de ambos os grupos nao
expressaram troponina T (canaletas 1 e 2, primeira linha) e as do grupo
doxo produziram menor quantidade de conexina-43 (canaletas 1 e 2,
segunda linha). As células induzidas a diferenciagdo apresentaram padrédo
semelhante para conexina-43, considerando-se ambos 0s grupos (canaletas
3 e 4, segunda linha). Por outro lado, as células do grupo doxo, mesmo
induzidas a diferenciacdo, ndo foram capazes de produzir troponina T,
diferentemente das células do controle (canaletas 3 e 4, primeira linha).
Amostra de tecido cardiaco de rato adulto foi utilizada como controle
positivo (quinta canaleta) e o GAPDH, como normalizador. Doxo:
doxorrubicina; Dif: inducéo a diferenciacdo; Indif: indiferenciado.

Marcacdo para Oct-4 (painel superior, coloracdo verde) e Nanog (painel
inferior, coloragdo vermelha) em  células-tronco  embrionarias
geneticamente modificadas (linhagem cTnT*®), indicando manutengo do
padrdo para esse tipo celular. A coloragdo em azul marca os nicleos
celulares. Imagens obtidas em microscépio confocal.

Células-tronco embrionarias geneticamente modificadas (linhagem
cTnT*) apés 15 dias de inducdo a diferenciacdo cardiogénica. A
linhagem estudada se torna fluorescente ao expressar troponina T cardiaca.
Observagdo de um mesmo campo, em visualizagdo de campo claro por
microscopio invertido (& esquerda) e por microscopio de fluorescéncia (&
direita). Imagens obtidas em aumento de 20x.

Resultados de citometria de fluxo realizados em células sanguineas
(granulécitos) para avaliagdo da expressdo de SIRPA. Gréfico & esquerda
mostra resultado obtido para o controle (anticorpo isotipo, 5ul
anticorpo/10° células) e a direita, para SIRPA (anticorpo anti-SIRPA, 5pl
anticorpo/10° células).

Resultados de trés experimentos de citometria de fluxo realizados em
células-tronco  embriondrias geneticamente  modificadas  (linhagem
cTnT®®™) ap6s 20 dias de diferenciacdo para avaliagdo da expressdo de
SIRPA. Acima, no painel, os resultados para o controle (anticorpo isotipo,
5pl anticorpo/10° células) e abaixo, para o SIRPA (anticorpo anti-SIRPA,
5l anticorpo/10° células).

Resultados de citometria de fluxo em células-tronco embrionarias
geneticamente modificadas (linhagem cTnT*®™) apés 20 dias de
diferenciacéo para avaliacdo de diferentes concentrages do anticorpo anti-
SIRPA.

Resultados de trés experimentos de citometria de fluxo realizados em
células-tronco  embriondrias geneticamente  modificadas  (linhagem
cTnT*") ap6s 20 dias de diferenciacdo para avaliacdo da expressdo de
SIRPA. Acima, no painel, os resultados para o controle (anticorpo isotipo,
5ul anticorpo/10° células) e abaixo, para o SIRPA (anticorpo anti-SIRPA,
15ul anticorpo/10° células).
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LISTA DE ABREVIATURAS

ATP: adenosina tri-fosfato

BCIP: 5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-toluidina
CAPES: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CcO: citocromo C oxidase

CETEA: Comité de Etica em Experimentacio Animal
CHGM: concentracdo de hemoglobina globular média
CK: creatinaquinase

CK-MB: fracdo muscular da creatinaquinase

CLAE: cromatografia liquida de alta eficacia

CTE: célula-tronco embrionaria

CTM: célula-tronco mesenquimal

cTnT: troponina T cardiaca

DMEM: Dulbeco’s Modified Eagle Medium

DNA: acido desoxirribonucléico

Doxo: doxorrubicina

Doxo+CS: doxorrubicina + extrato de Camellia sinensis
Doxo+CTM: doxorrubicina + célula-tronco mesenquimal
ECG: eletrocardiografia

EDTA: etilenodiaminotetracético

eGFP: proteina verde fluorescente

EV: Escola de Veterinaria

F.Ej.: frac8o de ejecdo

F.Enc.: fracdo de encurtamento

HBSS: solugdo balanceada de Hank’s

HGM: hemoglobina globular média

HLA: antigeno leucocitario humano

ICB: Instituto de Ciéncias Bioldgicas

IL: interleucina

IP: intraperitoneal

iPS: célula-tronco pluripotente induzida

LDH: lactato desidrogenase

MEF: fibroblastos embrionarios de camundongo

MTT: tetrametiltiazélio

NBT: nitroblue tetrazélio cloridrico

PBS: tamp&o salina fosfato

PCR: reacdo em cadeia da polimerase

PDEE: programa de doutorado com estagio no exterior
Pl: iodeto de propideo

PVDF: fluoreto de polivinilideno

SCF: fator celular estromal

SDS: dodecil sulfato de sodio

SFB: soro fetal bovino

SIRPA: signal regulatory protein alpha

SUS: Sistema Unico de Salide

TBS: solugdo salina tamponada com Tris (1M Tris e 3M NaCl, pH7,4)
TBST: solucdo TBS acrescida de 0,5% Tween-20
UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais

VE: ventriculo esquerdo

VG: volume globular

VVGM: volume globular médio




Capitulo 1

Atividades desenvolvidas na UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

RESUMO

Objetivou-se o estudo da toxicidade causada pela doxorrubicina (doxo) no sistema
cardiovascular e em células-tronco mesenquimais (CTM). Foram pesquisados os efeitos
cardioprotetores de extratos ricos em flavondides das plantas Arrabidaea chica e Camellia
sinensis em ensaios in vitro e de células-tronco mesenquimais indiferenciadas e extrato de C.
sinensis in vivo. Foram avaliadas também as células-tronco mesenquimais extraidas de animais
gue receberam doxo (ensaios ex vivo) com a finalidade de se inferir sobre o uso autélogo dessas
células no tratamento regenerativo do miocérdio de pacientes submetidos a quimioterapia que
apresentem cardiomiopatia secundaria. Nos ensaios in vitro, a viabilidade celular de
cardiomidcitos incubados com extratos de planta associados a doxo foi superior aqueles
incubados somente com a doxo. Ademais, 0s extratos ndo alteraram a atividade antitumoral da
doxo, quando avaliadas culturas de células de tumor de mama. Dessa forma, conclui-se que A.
chica e C. sinensis apresentam potencial cardioprotetor, sem alterar a atividade antitumoral da
doxo. No ensaio in vivo, ratos que receberam doxo e foram tratados com CTM e extrato de C.
sinensis apresentaram, na avaliacdo ecocardiogréfica da funcéo ventricular, valores semelhantes
aos animais do grupo controle e maiores que 0s apresentados por aqueles que receberam
somente a doxo. Assim, conclui-se que o emprego de CTM indiferenciadas e de extrato de C.
sinensis sdo capazes de prevenir a lesdo cardiaca toxica. Por fim, nos ensaios ex vivo, as CTM
extraidas de animais em uso de doxo apresentaram-se viaveis e com o padrdo de expressdo de
marcadores de superficie, porém com alteragGes na produgdo de fosfatase alcalina, menor taxa
de crescimento celular e com redugdo na expressdo de conexina-43 (células indiferenciadas) e
troponina T (células induzidas a diferenciacdo cardiogénica). Tais resultados indicam que a
doxo apresenta efeito toxico em CTM, desaconselhando o transplante autélogo das mesmas
como alternativa terapéutica em individuos submetidos a quimioterapia.

Palavras-chave: terapia celular, ecocardiografia strain, eletrocardiografia
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ABSTRACT

The aim of the present research was to study doxorubicin (doxo) toxicity toward cardiovascular
system and stem cells. It was evaluated cardioprotective effects of flavonoid extracts from
Arrabidaea chica and Camellia sinensis in vitro, and of mesenchymal stem cells (MSC) and C.
sinensis extract in vivo. Moreover MSC from subjects receiving doxo were evaluated. Cell
viability, assessed by MTT assay and propidium iodide staining for flow cytometry, was higher
for cardiomyocytes treated with both doxo and plants™ extracts, if compared to those treated
with doxo alone. Cell viability results for breast cancer cell cultures indicated that both plant
extracts had no effect on antitumor activity of doxo. Rats treated with either MSC or C. sinensis
extract showed echocardiography parameters of ventricular function similar to control and
higher than those animals which received only doxo. Besides MSC from animals treated with
doxo had normal cell viability and had kept their normal surface marker pattern, they showed
lower alkaline phosphatase production, decreased proliferation rate, and lower expression of
conexin-43 (undifferentiated cells) and troponin T (cells under cardiomiogenic differentiation).
Taken together, the present study indicated that A. chica, C. sinensis and stem cell therapy could
potentially have a cardioprotective effect against doxo toxicity. Moreover doxo was able to
induce toxicity for MSC raising the possibility of autologous stem cell transplantation as a non-
suitable option for subjects under chemotherapy with such antineoplastic agent.

Keywords: cell therapy, strain echocardiography, electrocardiography
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1. INTRODUCAO

As doencas cronicas sdo as principais
causas de mortalidade em todo o mundo.
De acordo com o ultimo levantamento da
Organizacdo Mundial de Saude 52,22% dos
Obitos na populacdo mundial foram
causados por doencas cardiovasculares e
15,12% por céncer, em 2011. Por isso sdo
necessarias novas estratégias para a reducao
da mortalidade baseadas na prevencéao e no
tratamento dessas doengas. Um dos
quimioterdpicos  mais  utilizados na
medicina humana e na medicina veterinaria
¢ a doxorrubicina (doxo) que se mostra
bastante eficaz no tratamento de tumores
solidos (em (tero, mama, pulmédo) e
hematopoiéticos (Butany et al., 2009).
Contudo, apresenta cardiotoxicidade como
principal efeito adverso, levando ao
desenvolvimento de cardiomiopatia dilatada
e posterior quadro de insuficiéncia cardiaca
(Albini et al., 2010).

Apesar do potencial cardiotoxico, a doxo é
amplamente utilizada devido ao custo
relativamente baixo, se comparado a outros
guimioterapicos, e as taxas de eficacia
semelhantes a outros agentes. No Brasil, a
maioria das mulheres com neoplasia
maligna de mama é atendida por meio do
Sistema Unico de Satde (SUS) que oferece
como opc¢ao para o tratamento neoadjuvante
0s regimes baseados em antraciclicos,
associados ou ndo a ciclofosfamida (Pessoa
et al., 2007). Esses autores destacam, por
isso, a necessidade de mais estudos sobre as
respostas aos tratamentos instituidos com
antraciclinas, ao invés de apenas considerar
estudos estrangeiros, onde muitas vezes 0s
tratamentos quimioterapicos envolvem o
uso de outras drogas, como taxanes e
trastuzumab. Na medicina veterinaria, nao
sO no Brasil como em outros paises, a doxo
¢ altamente utilizada, tanto em regimes
monoterapicos, como em associacdo com

outros medicamentos (DeRegis et al., 2003;
Moore et al., 2007; Sorenmo et al., 2007).

Dessa forma, dada a relevancia do emprego
da doxo, torna-se imperativo o estudo de
métodos para prevencdo e tratamento da
insuficiéncia cardiaca decorrente do seu
uso. Diante deste contexto, foi proposto o
estudo da cardiotoxicidade causada pela
doxo, mediante avaliacdo de extratos de
planta ricos em compostos flavonicos e
terapia com células-tronco mesenquimais
(CTM) como alternativas terapéuticas.
Além disso, propds-se verificar se as
células-tronco de individuos em uso de
doxo apresentam-se biologicamente
normais, podendo ser utilizadas (transplante
autologo) no tratamento da lesdo cardiaca.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cardiotoxicidade causada pelo
quimioterapico doxorrubicina

A doxo é um antibidtico pertencente a
classe das antraciclinas, usado em todo o
mundo no tratamento quimioterapico de
diversos tipos de cancer. Seu principal
efeito adverso € a toxicidade cardiaca, que é
acumulativa e irreversivel, podendo ocorrer
de forma aguda ou cronica. A
cardiotoxicidade compreende a ocorréncia
de insuficiéncia cardiaca congestiva
irreversivel, arritmias e cardiomiopatia
dilatada, sendo a principal responsavel pela
mortalidade em pacientes tratados com
doxo (Albini et al., 2010).

Dentre os mecanismos de acdo da doxo, 0s
mais estudados incluem a inibicdo da
sintese de DNA e RNA, inibicdo da enzima
topoisomerase Il que blogueia transcrigéo e
replicacdo do DNA, liberagdo de proteinas
apoptdticas e produgdo de espécies reativas
de oxigénio (Sawyer et al., 2002; Elliott,
2006; Chandran et al., 2009). Outros fatores
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considerados na  suscetibilidade do
miocardio a acdo da doxo sdo a baixa
concentracdo de enzimas antioxidantes,
como a catalase, no interior dos
cardiomidcitos e a alta porcentagem de
mitocdndrias no tecido cardiaco, as quais
sdo capazes de acumular até o dobro da
concentracdo extracelular de doxo (Davies
& Doroshow, 1986). A cadeia respiratdria
mitocondrial é formada por inGmeras
cadeias polipeptidicas aglomeradas em
complexos, identificados de I a IV. O
complexo IV é composto por subunidades
cataliticas, sendo a maior delas a CcO
(citocromo C oxidase), responsavel pela
catélise do citocromo C gerando a diferenca
de potencial eletroquimico necesséaria para a
sintese de ATP. Foi demonstrado que a
doxo inibe em até 60% a expressao das
subunidades CcO em mitocondrias de
cardiomidcitos, resultando em alteragdes na
energética celular e consequente morte
celular (Chandran et al., 2009).

A doxo promove morte celular das células
neoplésicas, porém ndo de forma seletiva,
ocorrendo também, apoptose de
cardiomidcitos, situacdo continuamente
estudada, apesar de ser muito reportada na
literatura, indicando a necessidade de se
compreender melhor 0s mecanismos
patologicos envolvidos (Olivetti et al.,
1997; Poizat et al., 2000; Kumar et al.,
2011). Apoptose, ou morte celular
programada, € um mecanismo que permite
a remocdo de células lesadas ou
indesejaveis de um organismo, via ativagdo
de uma série de proteinas chamadas
caspases (Shi, 2002). Ativacdo de caspase
pode ser iniciada tanto por ativacdo de
receptores de superficie, quanto por estresse
celular. A via apoptética induzida por
estresse € regulada por proteinas da familia
Bcl2. Alteragbes na proporcdo entre
proteinas Bcl2 pré e anti-apoptéticas afetam
a sobrevivéncia de midcitos (Liu et al.,
2010). Foi demonstrado que a doxo
promove  alteragdo na  homeostase

energética celular uma vez que a
integridade  mitocondrial ndo  esta
preservada e aumento na atividade da
caspase 3 (Chandran et al., 2009). Foi
demonstrado, também, que a doxo inibe a
expressao do gene GATA4 que é essencial
na sobrevivéncia dos cardiomiocitos uma
vez que regula apoptose por meio de
ativacdo  transcricional ~da  proteina
antiapoptotica BclXL (Aries et al., 2004;
Park et al., 2010). Além da inibicdo da
expressdo de GATA4, a doxo também
suprime a expressdao de CARP (“cardiac
ankyrin repeat protein”). Ambas as
proteinas sao responsaveis pela manutencédo
da integridade do sarcémero, por meio da
regulacdo da transcricdo génica de proteinas
do miofilamento. Assim, outro mecanismo
de acdo toxica da doxo é via deplegdo dos
niveis de GATA4 e CARP resultando em
desarranjo miofibrilar dos sarcomeros e
comprometendo a atividade contratil do
cardiomiécito (Chen et al., 2012). Outra
caracteristica da doxo é a promogdo de
estresse oxidativo celular via formacéo de
espécies reativas do oxigénio e radicais
livres, lesando ndo apenas células tumorais,
como também os cardiomiécitos (Elliot,
2006).

Nesse contexto, percebe-se que quanto
melhor entendidos forem os mecanismos de
acdo da doxo, melhores serdo conduzidos
os estudos em busca de opgdes para a
prevengéo ou tratamento da
cardiotoxicidade. Assim, o0 uso de
flavonoides seria uma opgdo para se
prevenir a ocorréncia de estresse oxidativo
e a utilizacdo de células-tronco, outra opcao
para se recuperar regifes lesadas por
apoptose no miocardio.

2.2 Compostos flavnicos

Os flavonoides pertencem ao grupo dos
polifenois que constituem um dos diversos
grupos de  metabdlitos  secundarios
originados de plantas. Os flavonoides séo o
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subgrupo mais conhecido e de maior
distribuicdo geografica no mundo (Bravo,
1998). Os beneficios cardioprotetores de
flavonoides extraidos de diversas fontes,
como por exemplo,da uva (Sato et al.,
2001), do vinho tinto (Balestrieri et al.,
2008), do alho (Chuah et al., 2007) e da
Camelliasinensis (Chacko et al., 2010),tém
sido relatados na literatura. Outra fonte de
flavonoides € a Arrabidaea chica, planta
gue vem sendo estudada pelo Laboratério
de Toxicologia da Escola de Veterinaria da
UFMG (Ribeiro et al., 2012). O conteudo
de flavonoides na A. chica foi determinado,
sendo 4,5+0,1 mg/g nas folhas e ausente no
caule (Silva et al., 2007). Os teores totais de
flavonoides obtidos de suas folhas por meio
de extragdes com 30%, 50% e 70% de
etanol foram, respectivamente, de 4,86 %
m/m; 1049 % m/m e 1497 %
m/m(Barbosa et al., 2008).

A. chica é uma planta da familia
Bignoniaceae encontrada principalmente na
América tropical (sul do México ao sul do
Brasil) e Africa (Takemura et al., 1995),
sendo conhecida no Brasil pelos nomes
populares de pariri e cajuru. Suas folhas sdo
utilizadas como agente anti-inflamatério,
antifangico, antianémico, adstringente e
para o tratamento de coOlica intestinal,
diarreia  sanguinolenta e  leucemia
(Takemura et al., 1995; Zorn et al., 2001;
Westphal et al., 2007). Possui ainda
atividade antitumoral conforme constatado
por nossa equipe de pesquisa (Ribeiro et al.,
2012).

Por ser uma planta amplamente distribuida
no Brasil, de baixo custo e de boa
palatabilidade (Barbosa et al., 2008), e por
ndo haver estudos sobre a possivel acdo
cardioprotetora de seus extratos ricos em
flavonoides, a A. chica se torna uma opgéo
a ser investigada.

A despeito da escassez de estudos sobre A.
chica, o emprego de extratos de C. sinensis

¢ mais amplamente estudado. Contudo, a
maioria das pesquisas envolve ou estudos in
vitro, ou modelos in vivo de lesGes
cardiacas decorrentes de alteracdes de
reperfusdo e isquemia e quadros de
hipertensdo arterial, pouco enfocando o
modelo de cardiopatia induzida pela
toxicidade dadoxo, havendo muito que se
pesquisar nesse contexto.

Como esta comprovada a toxicidade pela
doxo no cardiomidcito por meio de estresse
oxidativo e inducdo de apoptose, 0 uso de
substancias  antioxidantes, como  0S
flavonoides, parece ser uma opcdo viavel
como prevengdo e no tratamento,
considerando-se ~ também  que  tais
compostos  promovem  diminuicdo na
producdo de proteinas pré-apoptéticasBax e
Bad favorecendo o aumento na relagdo
Bcl2-BelXL/Bax-Bad (Soobrattee et al.,
2005; Soucek et al., 2011).

2.3 Células-tronco

A medicina regenerativa € uma &rea da
pesquisa que envolve a terapia celular e a
engenharia de tecidos com o objetivo de
regenerar e/ou substituir 6rgaos e tecidos
lesados ou perdidos (lkada, 2006). A
adequada escolha da fonte de células é
fundamental para o0 sucesso terapéutico.
Quanto ao doador, as células podem ser
classificadas em autélogas (do proprio
paciente), alogénicas (de um doador) ou
xenogénicas (doador de espécie diferente
do receptor). Quanto ao grau de
diferenciagdo, elas podem ser classificadas
em especializadas ou células-tronco.

Dentre as desvantagens do uso de células
alogénicas ou xenogénicas citam-se a
necessidade de se instituir terapia
imunossupressora, uma vez que tais células
sd0 imunogénicas, e a possibilidade de
transmisséo de doencas.
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As células especializadas apresentam como
desvantagens o fato de haver limitagdo na
guantidade de material disponivel e de ndo
serem capazes de expansdo. Assim, a 0pgao
aparentemente mais viavel é o emprego de
celulas-tronco uma vez que apresentam
baixo potencial imunogénico e sdo
passiveis de proliferacdo, auto-renovacao e
diferenciagdo em linhagens especializadas,
apresentando alto potencial para aplicagdo
clinica (lkada, 2006).

As células-tronco podem ser totipotentes,
pluripotentes ou  multipotentes.  S&o
consideradas totipotentes as células da
mérula, devido a capacidade de originar um
individuo  completo  (Fischbach &
Fischbach, 2004).

As células-tronco embrionarias (CTE),
isoladas da massa interna do blastocisto
(Evans & Kaufman, 1981; Thompson et al.,
1998), sdo consideradas pluripotentes pela
capacidade de diferenciacdo em células dos
trés folhetos embrionérios. Tais células séo
também  caracterizadas por ilimitada
capacidade de auto-renovacdo, contudo,
podem apresentar alto potencial
tumorigénico e seu emprego é associado a
guestdes éticas, o que limita possibilidades
de pesquisa e aplicabilidade terapéutica
(Barreto Filho & Oliveira, 2012).

As células-tronco de pluripoténcia induzida
(iPS) sdo obtidas por meio da
reprogramacgdo de células somaticas, sendo
possivel reverter e alcancar o estado de
pluripoténcia (Takahashi & Yamanaka,
2006) e podem ser uma forma de contornar
as questbes éticas relacionadas as
embrionérias. Porém alguns aspectos
moleculares e funcionais sobre as células
iPS ainda sdo desconhecidos, sendo
necessarios mais estudos.

Diferentemente do exposto, as células-
tronco adultas ou mesenquimais (CTM) néo
apresentam restricdes éticas e sdo melhor

caracterizadas e estudadas, tornando-se uma
opcéo na medicina regenerativa. A principal
desvantagem das células-tronco adultas é
sua caracteristica de multipoténcia, ndo
sendo capazes de originar células de todos
os folhetos embrionéarios (Barreto Filho &
Oliveira, 2012). Embora as células-tronco
mais estudadas sejam as mesenquimais
extraidas da medula Ossea, células com
caracteristicas semelhantes foram isoladas
de diversos tecidos: adiposo (Zuk et al.,
2001), pele (Toma et al., 2001), membranas
fetais (Bailo et al.,, 2004) e liquido
amnidtico (De Coppi et al., 2007).

Com o intuito de caracterizar a populagéo
celular, a Sociedade Internacional para
Terapia Celular definiu critérios minimos
para se classificar células como CTM
(Dominici et al., 2006): aderéncia a
superficie plastica; multipoténcia in vitro
(capacidade de diferenciar em osteoblastos,
condroblastos e adipdcitos em condicoes
adequadas); padrdo de expressdo de
marcadores de superficie sendo positivo
para CD105, CD73 e CD90 e negativo para
CD34, CD14, CD79a, CD19 e HLA-DR.

A terapia celular utilizando células-tronco
tem sido investigada para o tratamento de
varias enfermidades, inclusive as
cardiovasculares, especialmente injdrias
isquémicas e hipertensdo arterial (Garbade
et al., 2009; Gopinath et al., 2010). Com
relacdo a utilizagdo de células-tronco para o
tratamento da cardiomiopatia induzida pela
doxo, pouco se foi pesquisado (Chen et al.,
2010) havendo necessidade de mais
estudos. A principal vantagem da terapia
celular para o tratamento de doencas
cardiacas empregando-se as CTE ¢é o fato
de que essas células sdo eficientemente
diferenciadas para a linhagem
cardiomiogénica, gerando células
espontaneamente contrateis (Zhang et al.,
2012). Contudo, sua utilizagdo envolve
questdes €ticas e 0s experimentos requerem
investimentos bem mais elevados. Por sua
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vez, as CTM, apesar de ndo gerarem células
terminalmente diferenciadas (contréteis),
ndo envolvem questdes éticas e 0s recursos
financeiros requeridos para os estudos sdo
inferiores aos exigidos pelas CTE.

Outro aspecto abordado como vantagem
para utilizagdo de CTM ¢ a possibilidade de
serem obtidas de um individuo, expandidas
em cultura e depois reintroduzidas no
préprio paciente, ndo induzindo rejeicdo
pelo sistema imunolégico (McLaren, 2001).
Considerando tal aspecto, é possivel supor
gue individuos em tratamento com a doxo e
que apresentem cardiomiopatia possam
utilizar suas proprias CTM no reparo da
lesdo cardiaca. Contudo, recentemente foi
reportada a ocorréncia de apoptose de
células cardiacas progenitoras quando essas
foram incubadas com doxo (De Angelis et
al., 2010), tornando imperativo o estudo da
toxicidade da doxo sobre as CTM.

Uma vez que os resultados obtidos da
investigacdo de CTM como método
terapéutico ainda sdo variaveis entre 0s
autores, percebe-se a necessidade de se
aprimorarem as pesquisas, especialmente na
cardiomiopatia induzida pela toxicidade a
doxo. Ressalta-se que, como a pratica de
transplante aut6logo é preconizada a fim de
se evitar a ocorréncia de rejeicdo, € de
fundamental importancia avaliar se a
administracdo de doxo poderia interferir no
potencial das CTM de um individuo em
quimioterapia.

3. OBJETIVOS

Diante do exposto, foi proposto o estudo da
cardiotoxicidade induzida pela doxo com os
seguintes objetivos:

- Avaliar se extratos ricos em flavonoides,
extraidos de A. chica e de C. sinensis,
apresentam potencial cardioprotetor sem
interferir na acdo quimioterapica da doxo;

- Estudar o emprego do extrato de C.
sinensis e de células-tronco como
alternativas  terapéuticas eficazes em
modelo experimental in vivo de lesdo
cardiaca toxica decorrente da administracéo
de doxo;

- Estudar a biologia das CTM extraidas de
individuos em terapia com doxo inferindo
sobre 0 uso de transplante aut6logo dessas
células como alternativa terapéutica.

4. MATERIAL E METODOS

Todos o0s procedimentos experimentais
foram realizados apos aprovacdo do Comité
de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) sob o protocolo
176/2010.

Os ensaios experimentais foram realizados
na Escola de Veterinaria (EV: Laboratdrio
de Toxicologia e Centro Cirtrgico do
Hospital Veterinario) e no Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB: Laboratério de
Imunologia Celular ¢ Molecular | e Il e
Laboratério de Hipertensdao Arterial) da
UFMG.

4.1 Ensaios experimentais in vitro

4.1.1 Extratos de planta ricos em
flavondides e medicamento utilizados

Folhas da planta A. chica foram secas a
sombra em temperatura ambiente. Uma
exsicata encontra-se depositada no Herbério
da UNICAMP, em Campinas, Sdo Paulo,
sob 0 numero UEC 145.956.

O extrato foi obtido segundo protocolos de
Leite et al. (2006) e Urbonaviciute et al.
(2006) com algumas modificacfes (Figura
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1). Folhas (20 g) secas e trituradas de A.
chica foram colocadas em 100 ml de
solucdo etanol e agua (70% e 30%) para
extracdo. [Esse extrato etandlico foi
submetido a uma hora de banho
ultrassonico, deixado em repouso ao abrigo
da luz e em temperatura ambiente
(overnigth) e, posteriormente, submetido
novamente a banho ultrassonico por uma
hora, totalizando um periodo de extracdo de
18 horas.

Apbs esse procedimento, o extrato foi
filtrado e levado ao rotavapor até completa
evaporacdo do etanol. O contetudo foi
transferido para baldo de separacdo e foram
adicionados 100 ml de hexano. Apds
homogeinizagdo da mistura, foram obtidas
duas fases distintas (fase apolar/hexé&nica na
porcdo superior e fase polar/aquosa na
porcdo inferior), sendo coletada a fase
aquosa. Nesta, foram adicionados 100 ml de
uma solucgdo de acetato de etila e éter etilico
(3:1). Verificou-se o pH da mistura, sendo
corrigido para um valor de 10,0 com
acréscimo de hidroxido de aménio.
Novamente foi realizada separacdo de fases
em baldo de separacdo, sendo utilizada a
aquosa (fase na porcao inferior do bal&o).

A (ltima etapa do procedimento
compreendeu o acréscimo de 100 ml de
acetato de etila e 100 ml de agua acidificada
(adigdo de &cido cloridrico para ajuste do
pH em 1,0), separacdo de fases no baldo de
separacdo sendo coletada a fase menos
polar, também denominada organica (fase
na porcdo superior do baldo). Essa ultima
etapa foi repetida a fim de se obter um
extrato mais puro. Esse extrato obtido ao
final de todo o procedimento foi deixado
para secar no interior de capela em fluxo

laminar, obtendo-se um extrato em pd o
qual foi pesado (2,0 g). Houve um
rendimento de 1,0 g extrato/10 g folhas
secas trituradas para o processo de extracdo
utilizado. O extrato de A. chica, em po, foi
dividido em aliquotas e acondicionado em
frascos de vidro a -20°C, sendo retomado
em tampédo salina fosfato (PBS) antes da
utilizagcdo nos ensaios.

Para andlise por meio de espectrometria de
massas (EM) do extrato de A. chica
utilizou-se o equipamento HR-LCMS-IT-
TOF Shimadzu do Departamento  de
Quimica da UFMG. A injecéo foi manual, o
extrato solubilizado em metanol. A fonte
utilizada foi electrospray (modo positivo
45KV) (ESI-(+)), o fluxo de gas
nebulizador (N,) igual a 1,5 I/min, presséo
do gas de secagem igual a 100 KPa e a
temperatura da interface igual a 200 °C. No
espectro o eixo y indica a abundancia dos
picos e o0 eixo X indica a relagdo
massa/carga (m/z).

Foi utilizado um extrato comercial de C.
sinensis, o Sunphenon DCF® (Taiyo
Kagaku Co.).

As solugdes dos extratos de A. chica e de C.
sinensis foram filtradas em filtros de
seringa de 0,22 pm antes de serem
incubadas as culturas celulares.

Utilizou-se cloridrato de doxorrubicina
2mg/ml  (Adriblastina®, Pfeizer). Para
ajuste das doses, a solugdo do medicamento
foi diluida com o meio de cultura basal
(“Dulbeco’s Modified Eagle Medium” -
DMEM), sendo filtrada em filtro de seringa
de 0,22 pm antes de ser utilizada nos
ensaios.
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Figura 1: Organograma do procedimento empregado para obtengdo do extrato de Arrabidaea chica.

4.1.2 Definicao dos grupos experimentais

Os ensaios foram realizados em cultivos de
cardiomiocitos, CTM e células de tumor de
mama. As dosagens utilizadas foram
baseadas na literatura, tanto para a doxo
(Spallarossa et al., 2004) quanto para o
extrato de C. sinensis (Soucek et al., 2011),
sendo que a A. chica foi empregada nas
mesmas condig¢des do outro extrato.

Para utilizacdo da doxo, fez-se o estudo de
regressdo testando diferentes tempos de
incubacdo (duas horas, quatro horas, 16
horas e 24 horas) para estabelecimento do
periodo de tempo que ocasionasse 50% de
morte celular no cultivo de cardiomidcitos.
Os experimentos foram, entdo, conduzidos

com a associacdo dos extratos incubados
por 24 horas e da doxo incubada com o
tempo estipulado.

Foram realizados no minimo quatro
experimentos  independentes e  0S
tratamentos foram sempre aplicados em
triplicata, da seguinte forma:

- extrato de A. chica (12,5; 25, 50, 100 e
200 pg/ml, por 24 horas);

- extrato de C. sinensis (12,5; 25, 50, 100 e
200 pg/ml, por 24 horas);

- doxo (5 umol/l por 2, 4, 16 e 24 horas);

- extrato de A. chica (mesmas doses) por 24
horas, seguido de doxo por 10 horas;
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- extrato de C. sinensis (mesmas doses) por
24 horas, seguido de doxo por 10 horas.

4.1.3 Cultura de cardiomiécitos

A cultura de cardiomidcitos neonatais de
Rattus norvegicus albinus  (linhagem
Wistar) foi obtida conforme previamente
descrito (Ott et al., 2008), com algumas
modificagoes.

Resumidamente, fragmentos de
aproximadamente 1,0 mm?® de coracdes de
oito animais neonatos foram incubados com
uma solucdo 500 pg/ml de tripsina em
solugdo balanceada de Hank’s (HBSS), sob
agitacdo constante, a temperatura entre 2°C
e 8C durante 18 horas. Posteriormente,
adicionou-se solucdo de colagenase tipo Il
(12 mg/ml em HBSS), incubou-se em estufa
a 37°C por 40 minutos, submetendo o
material & agitacdo a cada 5 minutos. Apds
esse periodo, procedeu-se a ressuspensdo do
material digerido, utilizando-se pipeta
automatica de 1,0 ml para obtencdo de
fragmentos ainda menores. Filtrou-se o
material usando filtro de tecido (“cell
strainer”) para remocdo de grandes
fragmentos ndo digeridos, adicionou-se
DMEM suplementado com 10% SFB,
submeteu-se a centrifugagdo a 1450 rpm
por 5 minutos e fez-se o plaqueamento das
celulas em placas de 24 pogos.

As células foram cultivadas com meio
DMEM suplementado com bicarbonato de
sodio, 10% de SFB, 100 U/ml de penicilina,
100 mg/ml de estreptomicina, 250 ng/ml de
anfotericina B e mantidas em atmosfera
umidificada com 5% de CO, a 37°C. O
cultivo celular foi considerado apto para
receber os tratamentos apos verificacdo ao
microscépio  de  cardiomidcitos  em
contracdo e pelo acompanhamento do
cultivo celular.

Para padronizacdo da densidade celular
utilizada, foram avaliadas trés densidades
(5x10%, 1x10°, 5x10° células/poco) em
placas de 24 pocos.

4.1.4 Culturade CTM

As CTM foram extraidas do tecido adiposo
de R. norvegicus albinus (linhagem Wistar)
conforme previamente descrito (Zuk et al.,
2002), com pequenas modificagdes.

Resumidamente, extraiu-se tecido adiposo
inguinal de ratos com aproximadamente
seis semanas de idade, lavou-se com PBS e
procedeu-se a digestdo enzimatica com
colagenase tipo Il durante 2 horas a 37°C,
submetendo-se o material a agitacdo a cada
15 minutos. Ao final desse periodo,
adicionou-se SFB para inibir a atividade da
colagenase e centrifugou-se a amostra a
330g por 10 minutos. A parte depositada no
fundo do tubo (“pellet”) foi ressuspendida
em meio basal e plagueada em frascos de
cultura celular de 75 cm® de érea de
superficie (garrafas T75). O meio basal
utilizado foi o DMEM alta glicose,
suplementado com 10% de SFB, 100 U/ml
de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina,
250 ng/ml de anfotericina B. As culturas
celulares foram mantidas em atmosfera
umidificada com 5% de CO, a 37°C.

O isolamento da populagio de CTM
baseou-se na habilidade destas em aderirem
ao plastico do frasco de cultura celular.
Atingindo-se aproximadamente 90% de
confluéncia, as células eram desprendidas
utilizando-se tripsins/EDTA a 0,25% e
plagqueadas em novas garrafas T75 na razdo
de 1:3. Para realizacdo dos ensaios, as CTM
foram plagueadas em placas de 24 pogos a
5x10*  células/pogo, densidade  ja
padronizada no Laboratorio de Imunologia
Celular e Molecular do ICB/UFMG.
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4.1.5 Caracterizacdo das CTM

Previamente a utilizacdo nos ensaios
experimentais, as células, ao atingirem a
quarta passagem, foram caracterizadas por
citometria de fluxo para a expressdo das
moléculas de superficie celular CD54,
CD73, CD90 e MHC-I, que s&o marcadores
expressos em CTM indiferenciadas.
Também foram avaliadas as expressfes de
CD34 e CD45 (marcadores
hematopoiéticos), CD11b  (marcador
endotelial) e MHC-II que ndo é expressado
por CTM.

Para tanto, as CTM (5x10° células para
cada anticorpo) foram incubadas com o0s

anticorpos primarios (Tabela 1) a 4°C por
30 minutos. Posteriormente foram lavadas
com PBS e incubadas com anticorpo
secundario anti-mouse 1gG Alexa Fluor®
488 conjugado na diluicdo de 1:200
(Invitrogen, USA), a 4°C por 30 minutos.
Como controle negativo de fluorescéncia,
foi adicionado anticorpo secundario a CTM
ndo marcadas com anticorpo primario.
Células sem quaisquer marcacdes foram
fixadas e utilizadas com a finalidade de
estabelecer a populacdo a ser analisada. Foi
utilizado o aparelho Guava® easyCyte™ 6-
2L Flow Cytometer, Millipore. Os eventos
(5000) foram coletados usando o software
Incyte (Millipore) e analisados no software
FlowJo versdo 7.5.6.

Tabela 1: Anticorpos utilizados na marcacgéo celular para imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Antigeno ngpécie onde  ‘Concentragio  Cédigo do Fornecedor
0i produzido de uso produto

CD45 Camundongo 1:50 ab610266 Abcam

CD54 Camundongo 1:50 ab554967 Abcam

CD73 Camundongo 1:50 ab551123 Abcam

CD90 Camundongo 1:50 ab554895 Abcam

CD34 Camundongo 1:100 sc7324 Santa Cruz Biotechnology
CD11b/c Camundongo 1:100 554859 BD Biosciences

MHC-I (RT1A) Camundongo 1:100 554917 BD Biosciences

MHC-II Camundongo 1:50 ab8351 Abcam

Adicionalmente, as CTM foram induzidas
as diferenciacbes adipogénica, osteogénica
e condrogénica.

As CTM foram induzidas a diferenciacéo
adipogénica fazendo-se o cultivo celular em
DMEM suplementado com 10% SFB,
acrescido de dexametasona (0,5 pM),
insulina (1 pM), indometacina (60 pM) e
isobutilmetilxantina (0,5 mM) (Hammoudi
et al., 2012). Foram plaqueadas 5x10*
células/poco em placas de seis pogos, 0
meio de cultura era trocado a cada trés dias

e o cultivo foi mantido por 21 dias. Apds
esse periodo, as células foram submetidas a
coloragdo Oil Red a fim de evidenciar as
goticulas lipidicas, que se coram em
vermelho, presentes no interior das células
gque se comprometeram com a linhagem
adipogénica.

As CTM foram induzidas a diferenciacdo
osteogénica fazendo-se o cultivo celular em
DMEM suplementado com 10% SFB,
acrescido de acido ascorbico (50ug/ml), B-
glicerofosfato (10 mM) e dexametasona
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(0,1 pM) (Zuk et al., 2001). Foram
plaqueadas 5x10* células/pogo em placas de
seis pocos, 0 meio de cultura era trocado a
cada trés dias e o cultivo foi mantido por 21
dias. Apds esse periodo, as células foram
submetidas a coloragdo pelo método de Von
Kossa a fim de evidenciar os nédulos de
mineralizagdo representados por coloracdo
marrom.

CTM indiferenciadas foram cultivadas de
forma usual (DMEM 10% SFB)
simultaneamente  as  diferenciacdes e
utilizadas como controle dos ensaios de
diferenciagao.

4.1.6 Cultura de células de tumor de mama

Células de tumor de mama da linhagem
MDA-MB-231 foram utilizadas com o
intuito de avaliar se os extratos das plantas
interfeririam na atividade antitumoral da
doxo. Para realizacdo dos ensaios as células
foram cultivadas com meio DMEM
suplementado com bicarbonato de sodio,
10% de SFB, 100 U/ml de penicilina,
100mg/ml de estreptomicina, 250 ng/ml de
anfotericina B e mantidas em atmosfera
umidificada com 5% de CO, a 37°C, sendo
feito  acompanhamento  microscopico
periodico da cultura para realizacdo dos
ensaios. As células foram plaqueadas em
placas de 24 pocos a 2,5x10* células/poco,
densidade j& padronizada no Laboratério de
Imunologia Celular e Molecular do
ICB/UFMG.

4.1.7 Ensaios de metabolizacdo do
metiltetrazolium (MTT)

As células foram submetidas ao ensaio de
metabolizagdo do MTT. Trata-se de método
colorimétrico que avalia a capacidade de
enzimas desidrogenases, presentes em

células viaveis, em converter o MTT, sal
solivel em &gua, em cristais de formazan,
produto insollvel em &gua. Esses cristais
sdo solubilizados mediante adicdo de
dodecil sulfato de sodio (SDS) e, a
densidade Optica é transmitida pelo
espectrofotdmetro na faixa de 595 nm. O
ndmero de células viaveis é diretamente
proporcional & quantidade de cristais de
formazan produzida.

Para isto, elas foram plaqueadas em placas
de 24 pocos (densidade inicial, em
ceélulas/poco, de 1x10° para cardiomi6citos,
5x10* para células-tronco, 2,5x10* para
tumor de mama). Os tratamentos (extratos
de planta e/ou doxo) foram administrados
conforme descrito no item 4.1.2,
Posteriormente, os cultivos celulares foram
incubados com o MTT (solugdo 5 mg/ml
em PBS) por duas horas e os cristais de
formazan gerados foram observados em
microscropio invertido e, entdo,
solubilizados com a adi¢do de SDS 10%-
HCl para quantificagdo por densidade
Optica a 595 nm, em leitor automatico de
micro-placas.

4.1.8 Ensaios de incorporagdo do iodeto de
propideo (PI)

Foram realizados ensaios de incorporagdo
do iodeto de propidio (PI) para avaliacdo de
morte celular por citometria de fluxo
(Riccardi & Nicoletti, 2006).

Resumidamente, as  células  foram
plaqueadas em placas de seis pocos
(densidade inicial, em células/poco, de
6x10° para cardiomidcitos; 3,5x10° para
células-tronco e 1,5x10° para tumor de
mama) e a elas foi adicionada a solucéo
fluorocrémica hipoténica (HFS — 0,1% p/v
de citrato de sodio trissddico, 0,5% p/v de
Triton-X 100 e 50 pg/ml de iodeto de
propideo). Apds periodo de incubagdo de
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quatro horas, a 4°C e ao abrigo da luz, o
sobrenadante foi recolhido e analisado.

Utilizou-se o citdbmetro de fluxo FACScan,
o programa CELLQuest e os dados obtidos,
considerando-se 20.000 eventos por anélise
em cada ensaio, foram analisados no
programa WinMDI 2.8.

4.2 Ensaios experimentais in vivo

Todo o desenho experimental (tratamentos,
doses, intervalos de administracdo, numero
de animais, duragdo do experimento) foi
concebido ap6s andlises de resultados
obtidos em experimento piloto (Oliveira et
al., 2013).

4.2.1 Selecdo dos animais e formacdo dos
grupos experimentais

Foram utilizados 40 ratos (R. norvegicus
albinus), da linhagem Wistar, machos, com
peso inicial entre 290 — 330g e obtidos do
Centro de Bioterismo do ICB/UFMG. Os
animais permaneceram todo o periodo
experimental no biotério do Laboratério de
Imunologia Celular e Molecular do
ICB/UFMG, alojados em caixas plasticas
(50x50%x40cm), em temperatura ambiente,
com fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro)
e recebendo racdo comercial e &gua ad
libitum.

Os animais foram distribuidos igualmente
em cinco grupos (n = 8/grupo) e apds uma
semana de adaptacdo comecaram a receber
0s tratamentos da seguinte forma:

Grupo 1 (Controle): 1,0 ml de &gua
destilada via gavagem diariamente; 1,0 ml
de salina via intraperitoneal (IP) a cada sete
dias;

Grupo 2 (Extrato de C. sinensis - CS): 200
mg/kg de extrato via gavagem diariamente;
1,0 ml de salina via IP a cada sete dias;

Grupo 3 (doxorrubicdina - doxo): 1,0 ml de
agua destilada via gavagem diariamente; 5
mg/kg de doxo via IP a cada sete dias;

Grupo 4 (doxo e extrato de C. sinensis —
doxo+CS): 200 mg/kg de extrato via
gavagem diariamente; 5 mg/kg de doxo via
IP a cada sete dias;

Grupo 5 (doxo e CTM — doxo+CTM): 1,0
ml de 4&gua destilada via gavagem
diariamente; 5mg/kg de doxo via IP a cada
sete dias; duas aplicagdes intravenosas (veia
da cauda) de 3x10° CTM indiferenciadas
cada, sendo uma 48 horas antes da primeira
doxo e a outra 48 horas antes da terceira
injecdo de doxo;

Foram feitas quatro aplicacGes semanais de
doxo, utilizando-se o medicamento de
referéncia (Adriblastina®, Pfeizer) a uma
concentragdo de 2 mg/ml. O término do
periodo experimental se deu 48 horas apés
a ultima aplicagdo de doxo.

O extrato de C. sinensis utilizado
(Sunphenon DCF®, Taiyo Kagaku Co.) foi
0 mesmo dos ensaios in vitro (item 4.1.1).

As CTM foram extraidas de tecido adiposo
de ratos Lewis LEW-Tg (EGFP)
F455.5/Rrrc obtidos do Rat Resource and
Research Center (Missouri, EUA), da
mesma maneira que a detalhada no item
5.1.4. As CTM utilizadas foram cultivadas
até quarta ou quinta passagens, quando
eram individualizadas, contadas
(hemocitémetro), lavadas em  PBS,
ressuspendidas em salina (200 pl) e
injetadas nos animais.

A linha do tempo sobre os procedimentos
experimentais é mostrada na Figura 2.
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Dia0 Dia7

1 doxo/salina pesagem

22 doxo/salina

Dia14 Dia 21
pesagem pesagem
32 doxo/fsalina 42 doxo/salina

Dia-2
Inicio das gavagens
Pesagem
Ecocardiografia
ECG

Coletade sangue
Inje¢iode CTM

Dial2 Dia23
2 Injeciio de CTM Término das gavagens
Pesagem

Ecocardiografia

ECG

Coleta de sangue

Necropsia

Figura 2: Linha do tempo mostrando resumidamente todos os procedimentos ao longo do periodo
experimental de 25 dias. ECG: eletrocardiograma; CTM: células-tronco mesenquimais; doxo:

doxorrubicina.

4.2.2 Caracterizacdo das CTM

As CTM utilizadas nos experimentos foram
caracterizadas da mesma maneira que a
descrita no item 4.1.5.

4.2.3 Avaliacdo clinica

Os animais foram avaliados diariamente
sendo considerados o estado geral,
caracteristicas e qualidade da pelagem,
indicios de desidratagdo, sinais de apatia,
presenca de diarreia e ocorréncia de obitos.

Os animais foram pesados semanalmente e
os tratamentos foram ajustados de acordo
com 0 peso.

Antes do inicio do experimento, todos 0s
animais foram submetidos a coleta de
sangue e a exames cardioldgicos para
descartar quaisquer anormalidades e
acompanhar sua evolugdo até o final do

experimento.

4.2.4 Avaliacgdo cardioldgica

Os animais foram submetidos, antes e ao
final do experimento, a avaliacdo
eletrocardiogréfica (ECG) e
ecocardiografica, mediante anestesia
inalatéria em circuito fechado (inalador
anestésico Metalvet Plus) com isoflurano
(Isofurine® 5% para indugéo e 2% a 2,5%
para manutengdo). Ap6s 0 monitoramento
com ECG ao final do experimento, 0s
animais foram eutanasiados por meio de
aprofundamento da anestesia inalatéria.

A monitoragdo com o ECG (ECG-PC,
TEB) teve duragdo de 20 minutos (apds um
periodo inicial de registro de um minuto
que foi desconsiderado na analise), sendo
feita com o animal em decubito dorsal e os
eletrodos posicionados nos membros
toracicos e pelvinos de forma usual. Foram
avaliadas as duracdes e amplitudes das
deflecBes e dos intervalos, porém foi dada
maior énfase ao estudo das arritmias. Todas
as andlises foram feitas pelo mesmo
pesquisador.
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O exame ecocardiografico (Vevo 2100,
Visual Sonics) compreendeu a avaliagdo
dos modos bidimensional, modo-M,
Doppler e speckle-tracking bidimensional.
Todos os exames foram feitos por um
mesmo examinador em estudo “cego” e
seguiram as recomendacfes da Sociedade
Americana de Ecocardiografia. Utilizando-
se 0 modo-M foram realizadas medidas no
eixo curto ao nivel dos musculos papilares,
tais como didmetros diastélico e sistdlico
finais do ventriculo esquerdo (VE) e
espessuras do septo interventricular e da
parede posterior do VE para o célculo das
medidas de fracao de ejecédo (F.Ej.) e fracdo
de encurtamento (F.Enc.).

Realizou-se  também o estudo da
deformagdo ventricular, ou strain, por meio
de avaliagdo speckle-tracking
bidimensional,  utilizando-se  software
especifico (Vevo Strain, Visual Sonics) e
aplicando-se algoritmo optical flow Para tal,
acessaram-se imagens obtidas no modo 2D,
paresternal esquerdo, eixo curto e longo
(medidas radiais e longitudinais,
respectivamente) a fim de se determinar os
par@metros  velocidade, deslocamento,
deformacdo ou strain e taxa de deformacéo
ou taxa de strain. Resumidamente, imagens
ecocardiograficas foram obtidas numa
média de 220 fps, com utilizacdo de
transdutor bifrequencial (16 e 21 MHz) e
selecionadas tendo por base a visualizagéo
adequada das bordas do endocérdio e a
auséncia de artefatos. Trés ciclos cardiacos
consecutivos foram selecionados de acordo
com a qualidade da imagem. Cada imagem
de eixo longo do miocardio do VE foi
dividida em seis segmentos anatdmicos
padronizados para se proceder a analise de
strain regional ao longo de todo o ciclo
cardiaco. Para a analise global de strain
considerou-se a média dos valores obtidos
nos seis segmentos.

4.2.5 Patologia clinica

O sangue foi colhido por puncdo na veia da
cauda  (tempo zero) e  cardiaca
imediatamente antes do procedimento de
eutanasia. Foram coletadas amostras em
tubos com EDTA 10% para exames
hematoldgicos (tempo zero e final) e em
tubos sem anticoagulante para obtencdo do
soro para avaliacBes bioguimicas (final do
experimento).

O namero global de eritrécitos e leucdcitos
e o valor da hemoglobina foram
determinados em hemocitdmetro (CELM
CC-530). O hematocrito foi determinado
em centrifuga para microhematocrito
(Microspin). Foram calculados os seguintes
indices hematimétricos: volume globular
médio (VGM), hemoglobina globular
média (HGM) e concentracdo de
hemoglobina globular média (CHGM).
Esfregacos sanguineos foram corados pelo
método de Maygriinwald-Giemsa para
contagem diferencial de leucdcitos.

O sangue coletado sem anticoagulante foi
centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos para
obten¢do do soro, o qual foi utilizado para
avaliagdo de proteinas totais  por
refratometria (refratdbmetro manual Ningbo
Utech International CO LTDA, modelo
301). O perfil proteico fracionado foi obtido
por meio de eletroforese horizontal
utilizando gel de agarose 12%, tampdo Tris.
Os géis foram corados com Ponceau e
descorados em uma série de lavagens em
etanol e 4&cido acético. As bandas
eletroforéticas foram escaneadas e lidas em
software apropriado (CELM SE- 250). A
concentracao protéica  (g/dL)  foi
determinada através da multiplicacdo do
percentual de cada fracdo obtida pela
concentracdo da proteina total.

As dosagens séricas de creatinaquinase
(CK), isoenzima CK-MB, lactato
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desidrogenase (LDH), ureia e creatinina
foram realizadas por método cinético
(analisador semi-automatico TP Analyser)
usando Kkits comerciais (Bioclin®). A
dosagem de glicose sanguinea foi realizada
em glicosometro digital (Optium Xceed,
Abbott), imediatamente apds a coleta de
sangue, utilizando-se sangue total.

4.2.6 Histopatologia

Apdbs eutanasia, parte do coracdo de cada
animal foi fixada em solucdo tamponada de
formalina 10%, emblocada em parafina e
corada com hematoxilina e eosina para
futura anélise por microscopia de luz
(Olympus BX 41 com cdmera Spot In sight
Color acoplada).

4.2.7 Pesquisa das células-tronco eGFP no
tecido cardiaco

A deteccdo de células-tronco eGFP no
tecido cardiaco foi realizada por meio da
analise da presenca do gene da proteina
verde fluorescente (eGFP) nos coragOes
tratados. Para tanto, parte do coragdo de
cada animal foi utilizada para extracdo de
DNA gendmico e realizagdo de PCR
duplex. A extracdo do DNA gendmico foi
feita utilizando-se o reagente DNAZzol®
(Invitrogen) e seguindo-se as instru¢des do
fabricante. De maneira resumida, as
amostras foram homogeneizadas em
DNAzol® e o DNA foi precipitado e
lavado, respectivamente, em etanol 100% e
75%. Por fim, o DNA gen6mico foi
solubilizado em NaOH 8mM.

Trés iniciadores (Tabela 2) foram utilizados
para a amplificacdo de dois amplicons. O
primeiro deles, LWS 455 5F, anela em uma
regido do DNA presente tanto em animais
com genoma do tipo selvagem, quanto em

animais com insercdo do gene eGFP. Em
combinagdo com o iniciador LWS 455 5R,
qgue se anela apenas com uma sequéncia
génica presente em genomas do tipo
selvagem, os iniciadores falqueiam uma
regido presente apenas em animais
selvagens e apds amplificacdo por PCR
geram um amplicon de 438 pb. J& em
combinagdo com o iniciador U3r-4, que se
anela com uma regido do gene eGFP
inserido no genoma dos  animais
transgénicos, o par de iniciadores gera um
amplicon de 129 pb ap6s amplificacdo por
PCR. Desta forma, o conjunto de
iniciadores consegue detectar a presenca
dos diferentes materiais genéticos apos
amplificacdo, sendo que animais ndo
transgénicos (ndo GFP) s6 produzem o
amplicon de 438 pb, animais transgénicos
homozigotos, s6 o amplicon de 129 pb e os
transgénicos heterozigotos, ambos 0s
amplicons.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
acontece ao longo de varios ciclos
COMpOStos  por passos Nnos quais  a
temperatura € adequada a fim de
aperfeigcoar as etapas da reacdo. No inicio
da reacdo ha aquecimento até 94°C,
temperatura a qual as fitas de DNA
separam-se e tornam-se passiveis de
replicagdo. Esse passo dura 3 minutos no
primeiro ciclo e 30 segundos nos
posteriores e é seguido de um passo de 30
segundos no qual a temperatura é ajustada
de acordo com os iniciadores utilizados,
neste caso 64°C, ja que nesse passo ocorre 0
anelamento entre DNA e iniciadores. A
extensdo da cadeia de DNA ¢é feita a 72°C,
temperatura O6tima da enzima polimerase
utilizada. Esse ciclo foi entdo repetido 34
vezes de modo que houve uma amplificagédo
exponencial (2**) da sequéncia de DNA
flanqueada pelos iniciadores. A
amplificacéo finalizou com mais um passo
final de elongamento, desta vez com a
duragdo de 10 minutos. Os produtos da
amplificacio ~ foram  submetidos a
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eletroforese em gel de agarose ultrapura a
2% adicionado SYBERSafe (Molecular
probes — Invitrogen) ou brometo de etideo
(ICM Biomedicals) de modo a permitir a
visualizagdo do DNA amplificado. A
andlise do numero de pares de base do
segmento génico obtido foi realizada por

meio da comparacdo com um padrdo de
peso molecular. O protocolo descrito foi
estabelecido a partir de orientacdes obtidas
do instituto Rat Resource and Research
Center (Missouri, EUA).

Tabela 2: Sequéncia dos iniciadores utilizados na reacdo em cadeia da polimerase para a deteccéo do gene

para proteina verde fluorescente (eGFP).

Iniciador

Sequéncia

LWS 455 5F AACCTCCCAGTGCTTTGAACGCTA
LWS 4555R GGTGCAAGCCTCAACTTCTTTGT
U3r-4 ATCAGGGAAGTAGCCTTGTGTGTG

4.3 Ensaios experimentais ex vivo

Para realizagdo deste experimento foram
utilizadas CTM extraidas da medula 6ssea
dos animais dos grupos controle e doxo do
experimento in vivo. Optou-se por células
derivadas da medula 6ssea dada a caquexia
dos animais do grupo doxo, o que
inviabilizou a obtenc&o de tecido adiposo.

4.3.1 Obtencéo e cultivo das CTM

Tibia e fémur foram coletados de cada
animal e acondicionados em tubos cdnicos
contendo meio DMEM sem suplementagéo
com SFB. Em fluxo horizontal, eluiu-se a
medula dos ossos utilizando-se meio
DMEM e procedeu-se a centrifugacdo a
330g por 10 minutos. A parte depositada no
fundo do tubo (“pellet”) foi ressuspendida
em DMEM alta glicose, suplementado com
10% de SFB, 100 U/ml de penicilina, 100
mg/ml de estreptomicina, 250 ng/ml de
anfotericina B e plagueada em garrafas
T75. As culturas celulares foram mantidas
em atmosfera umidificada com 5% de CO,
a 37°C. O isolamento da populagdo de

células  mesenquimais  baseou-se  na
habilidade destas em aderirem ao plastico
do frasco de cultura celular. Atingindo-se
aproximadamente 90% de confluéncia, as
células eram desprendidas utilizando-se
tripsina/EDTA a 0,25% e plaqueadas em
novas garrafas T75 na razdo de 1:2. Em
todos os ensaios foram utilizadas células
entre quarta e quinta passagens.

4.3.2 Ensaios de metabolizacdo do MTT

As CTM foram monitoradas quanto a
viabilidade pelo ensaio de conversdo do
MTT, realizado em triplicata. Para isto, elas
foram transferidas para placas de 24 pocos
(1x10° células/poco) e incubadas com o
MTT (5 mg/mL em PBS) por 2 horas. Ap6s
este periodo os cristais de formazan gerados
foram  observados em  microscrépio
invertido e, entdo, solubilizados com a
adicdo de SDS 10%-HCI para quantificacdo
por densidade éptica a 595 nm, em leitor
automatico de micro placas.
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4.3.3 Atividade da fosfatase alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi
avaliada através do ensaio baseado na
reacdo cromogeénica decorrente da clivagem
de um grupamento fosfato do 5-bromo 4-
cloro 3-indolilfosfato p-toluidina (BCIP)
pela fosfatase alcalina produzida pelas
CTM. Essa reacdo produz um proéton que
reduz o nitroblue tetrazolio cloridrico
(NBT), formando um precipitado insolavel
de cor parpura. Esse precipitado ¢é
solubilizado mediante adi¢cdo de SDS e a
densidade Optica é transmitida pelo
espectrofotdmetro na faixa de 595 nm. A
producdo de fosfatase alcalina ¢é
diretamente proporcional a quantidade de
precipitado produzida.

Para tal, as CTM foram plagueadas como
descrito no item anterior. Uma solucéo de
BCIP- NBT, preparada de acordo com as
instru¢cbes do fabricante (Invitrogen), foi
adicionada a cada poco. Apo6s 2 horas de
incubacdo, os cristais de cor purpura
gerados foram observados ao microscopio
invertido e em seguida adicionou-se SDS
10% HCl para a solubilizagdo dos
precipitados parpura. A densidade 6éptica
das solucdes foi medida a 595 nm em um
leitor automatico de micro placas.

4.3.4 Curva de crescimento

O tempo de crescimento das CTM dos dois
diferentes grupos foi determinado pela
contagem do nimero de células em tempos
definidos. No tempo zero, 1x10* células na
guarta passagem e incubadas foram
plagueadas em placas de 6 pogos, incubadas
a 37°C atmosfera umidificada e 5% de CO,
nos seguintes intervalos de tempo: 1, 3,5 e
7 dias. Ao final de cada tempo as células
foram contadas em hemocitémetro.

Para tal, as células eram previamente
lavadas com PBS, incubadas com
tripsina/EDTA por 5 minutos em estufa,
centrifugadas e ressuspendidas em 1,0 ml
de DMEM 10% SFB. Para cada tempo
foram  feitas  trés  repeticbes do
plagueamento e de cada um, feita triplicata
da contagem.

4.3.5 Caracterizacdo fenotipica

As CTM de ambos os grupos foram
caracterizadas por imunofluorescéncia para
a expressdo das moléculas de superficie
celular CD45, CD54, CD73 e CD90.

Resumidamente, as CTM foram lavadas
com PBS e fixadas com paraformaldeido
4%. Em seguida, foram incubadas a
temperatura ambiente por 1 hora com
solucdo de blogueio (1% albumina sérica
bovina e 5% soro de cabra em PBS).
Posteriormente, foram lavadas com PBS e
incubadas com os anticorpos descritos na
tabela 1 na diluicdo de 1:100, durante 12 a
16 horas, a 4°C. Por fim, foram incubadas
com anticorpo secundario anti-mouse 1gG
Alexa Fluor® 488 conjugado na diluigao de
1:500 (Invitrogen, USA), a 25°C por 1,0
hora. Como controle negativo de
fluorescéncia, foi adicionado anticorpo
secundario as CTM ndo marcadas com
anticorpo primario. A marcacdo dos nucleos
foi feita com uma solucdo de Hoescht 0,6
pg/ml em PBS.

4.3.6 Diferenciacdo cardiomiogénica

As CTM dos grupos controle e doxo foram
induzidas & diferenciacdo cardiomiogénica,
sendo cultivadas em meio indutor
previamente estabelecido (Planat-Bénard et
al., 2004). Esse meio € composto
basicamente de DMEM suplementado com

36



20% de SFB e acrescido de interleucina
(IL)-3, IL-6, fator celular estromal (SCF),
-mercaptoetanol, L-glutamina,  apo-
transferrina humana, insulina recombinante
humana.

Os ensaios experimentais foram realizados
apo6s um periodo de inducgdo a diferenciacéo
de quatro dias. Esse intervalo foi
estabelecido mediante resultados de nossa
equipe de pesquisa (submetidos para
publicacdo), os quais indicam pico de
expressdao génica de marcadores da
linhagem cardiomiogénica, avaliados por
PCR em tempo real. Como controle do
experimento, CTM dos dois grupos foram

mantidas indiferenciadas, sendo cultivadas
rotineiramente com DMEM 10% SFB.

4.3.7 Expressdo de marcadores de células
da linhagem cardiomiogénica durante
inducdo da diferenciagdo

Avaliou-se a expressdo das proteinas a-
actinina  sarcomérica, conexina-43 e
troponina T cardiaca (Tabela 3) tanto pelas
células induzidas a diferenciagdo, quanto
em CTM indiferenciadas, de ambos os
grupos (controle e doxo).

Tabela 3: Anticorpos utilizados na marcagdo celular para avaliagdo da inducdo cardiomiogénica por

imunofluorescéncia e Western blotting.

Antigeno Tipo

Espécie onde foi

Concentragdo  Cddigodo  Fornecedor

produzido de uso produto
a-acthlqa Monoclonal Camundongo 1:1000 ADb9465 Abcam
sarcomérica
conexina-43 Policlonal Coelho 1:8000 Ab11370 Abcam
tropoqlna T Monoclonal Camundongo 1:1000 Ab8295 Abcam
cardiaca

Procedeu-se a imunofluorescéncia para
avaliagdo de a-actinina  sarcomérica.
Diferentemente do procedimento descrito
no item 4.3.5, as células foram incubadas
com solucdo de permeabilizagdo (0,1%
Triton X-100), por 10 minutos, apds a
fixagdo em paraformaldeido.

Foi realizado Western blotting para
avaliacdo das proteinas troponina T
cardiaca (35,4 kDa) e conexina-43 (43
kDa). Foi utilizada amostra de coracdo de
R. norvegicus albinus como controle
positivo.

Resumidamente, 20 a 40 pg de proteinas
foram separadas em gel de poliacrilamida
10%. Em seguida, as proteinas eram
transferidas do gel para membrana de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) (BioRad)
pelo sistema de transferéncia semi-seco
(BioRad). A membrana foi entdo bloqueada
com 5% de leite desnatado em solugéo
salina tamponada com Tris (1M Tris e 3M
NaCl, pH7,4 — TBS) com 0,5% Tween-20
(Sigma) (TBST) por 1,0 hora e depois
incubadas overnight a 4°C com anticorpo
primario (Tabela 3), diluido em TBST com
5% de leite desnatado. As membranas
foram lavadas trés vezes de 5 minutos em
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TBST antes de serem incubadas por 1,0
hora com anticorpo secundario, a
temperatura ambiente. Os anticorpos
secundarios anti-coelho ou anti-
camundongo foram conjugados com
peroxidase (1:5000) (Millipore).

As bandas foram reveladas por reacdo de
quimioluminescéncia com ECL Plus
(Amersham). Os filmes foram escaneados e
as andlises quantitativas  realizadas
utilizando o software Image J.

4.4 Analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado, de acordo com
Sampaio (2007). Os resultados foram
avaliados quanto a normalidade e
homocedasticidade (programa Instat) e
posteriormente submetidos a andlise de
variancia  (ANOVA). As  variaveis
paramétricas e aquelas normalizadas ap6s
transformacdo logaritmica ou quadratica
foram analisadas por teste t, t pareado ou
Tukey, dependendo da comparacéo
realizada. As variaveis ndo paramétricas
foram comparadas pelo teste de Kruskal-
Wallis. Nivel de significancia adotado foi

5% (p<0,05) e o programa estatistico
utilizado foi o R.

5. RESULTADOS
5.1 Ensaios experimentais in vitro

Como  detectado  previamente  pelo
Laboratério de Toxicologia da Escola de
Veterinaria da UFMG por meio de CLAE, o
extrato total de A. chica apresentou grande
guantidade de flavonoides, como por
exemplo, o canferol(Ribeiro et al., 2012).

O extrato de C. sinensis utilizado
apresentou a seguinte composigéo, segundo
o fabricante: polifenois totais (>80%),
catequinas totais (>80%), epigalocatequina
(>45%) e cafeina (<1%).

Por meio da andlise por espectrometria de
massas por electrospray (EM-ESI) do
extrato A. chica, no modo positivo [EM-
ESI-(+)] pode-se inferir sobre a presenca de
canferol, de acordo com o pico que
apresenta relacdo massa/carga (m/z) em
287,079 (Figura 3).
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Figura 3: Analise por espectrometria de massas por electrospray (EM-ESI) do extrato A. chica, no modo

positivo [EM-ESI-(+)].

Com o método de extragdo utilizado, foi
obtido um rendimento de 10 g de
extrato/10g de folhas de A. chica. Esse
baixo rendimento direcionou o0 uso do
extrato de A. chica apenas para 0s ensaios
in vitro, sendo inviavel, neste momento, sua
utilizagdo no experimento in vivo, cujo
periodo de estudo seria prolongado
(toxicidade cronica da doxo).

Como as dosagens e o tempo de exposicdo
das células a doxo e aos extratos de planta
seriam padronizados na cultura de
cardiomiocitos estabeleceu-se,
primeiramente, a densidade celular ideal
para  essa  cultura. Baseado  no
acompanhamento microscopico do cultivo
celular, a cultura que melhor se comportou
foi aquela com plagueamento inicial de

1x10° celulas/poco na placa de 24, sendo,
entdo, a densidade celular escolhida. Com
relagdo ao periodo ideal de incubacdo com
a doxo, obteve-se uma equacéo linear (y =
20,55 + 2,93x), significativa (p< 0,01), de
alta magnitude (R? = 0,98) pela qual se
espera 50% de morte de cardiomidcitos
para 10 horas de exposi¢do das células a
doxo. Assim, padronizou-se que o periodo
de exposicao & doxo seria de 10 horas para
todas as trés culturas celulares.

As CTM foram fenotipadas para
comprovacdo da populacdo em estudo. Os
resultados da citometria de fluxo (Figura 4)
indicaram que as células apresentaram 0
perfil de marcacdo esperado para CTM
conforme apregoado pela Sociedade
Internacional para Terapia Celular. Além



disso, as CTM foram capazes de produzir respectivamente, as diferenciagdes
goticulas  lipidicas e nodulos de adipogénica e osteogénica (Figura 5).
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Figura 4: Caracterizacao fenotipica das células-tronco mesenquimais. Os graficos acima mostram o perfil
de expressdo das células para os marcadores CD54, CD73, CD90, CD11b, CD34, CD45, MHC-I, MHC-
1. O primeiro gréafico do painel (canto superior esquerdo) mostra a identificacdo da populacéo celular a
ser estudada. Abaixo dele, no canto inferior esquerdo, encontra-se o resultado obtido para avaliacdo de
CTM apenas marcada com o anticorpo secundario. A linha preta horizontal presente em todos os graficos
constitui a fluorescéncia do controle negativo, sendo que 0s pontos a sua esquerda sdo considerados
negativos para a marcagdo. A regido colorida em preto constitui a fluorescéncia da populacéo de células
analisadas. A porcentagem das células positivas para cada marcador € informada no canto superior direito
de cada grafico. n=3.

Figura 5: Células-tronco mesenquimais (CTM) indiferenciadas (A) e ap6s indugdo as diferenciacGes
osteogénica (B) e adipogénica (C). Em B, ap0s coloracdo pelo método de Von Kossa, nodulos de
mineralizacdo podem ser observados, em coloragdo marron, especialmente no canto direito da imagem.
Em C, notam-se goticulas lipidicas coradas em vermelho pela coloracdo Oil Red. n=3, aumento 4x, barra
escala = 125um.
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Inicialmente os extratos de planta foram
incubados as culturas celulares por 24
horas, em diferentes concentracbes. Nos
trés cultivos celulares as doses de 200 e 100
pg/ml se mostraram toxicas, resultando em
uma média de 40% a 60% de morte celular,
se comparadas ao controle (p<0,05),
segundo a técnica de conversdo do MTT.
Dessa forma, essas concentragcbes foram
desconsideradas do estudo, sendo avaliadas
as doses de 12,5; 25 e 50 pg/ml. A figura 6
mostra a viabilidade das diferentes células
guando incubadas com os dois extratos de
planta em diferentes concentracdes, sendo

1501
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501

Células viaveis (%)

Ed vMbA-MB-231

interessante notar que em nenhum dos trés
cultivos  celulares houve  diminuigdo
significativa da viabilidade, para quaisquer
extratos, em nenhuma das doses utilizadas.
Tal resultado mostra que as doses de 12,5;
25 e 50 pg/ml ndo sdo toxicas para as
celulas.

Il cardiomiécito O ct™

Figura 6: Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de metabolizacdo do MTT, apds normalizagdo
considerando cada controle como 100% de células viaveis (eixo da abscissa se refere & porcentagem em
relacdo ao controle de cada cultura celular). Toxicidade dos extratos de Arrabidaea chica (AC) e de
Camellia sinensis (CS) incubados por 24 horas, nas doses de 12,5; 25 e 50 pg/ml em células de tumor de
mama linhagem MDA-MB 231 (colunas quadriculadas), cardiomiocitos (colunas em preto) e células-
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (colunas listradas).

Os trés diferentes cultivos celulares foram
incubados com a doxo na dose de 5 pmol/Il
durante 24 horas para o estudo de sua
toxicidade, sendo constatada diferenga entre
os cultivos celulares (p<0,05).

Conforme ilustrado na figura 7, o cultivo de
cardiomidcitos foi o mais sensivel (14,7%

de células viaveis), seguido de CTM
(44,5%) e ceélulas de tumor de mama
(62,1%), sendo os trés  grupos
estatisticamente diferentes entre si. A partir
desses dados pode-se inferir mortalidade
celular de 85,3% em cardiomidcitos, de
55,5% em CTM e de 37,9% em células de
tumor de mama.



Tais resultados indicam elevada
mortalidade de CTM e de cardiomidcitos
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quimioteréapico.

Ed vpbA-MB-231
Hl cardiomiocito
b O ctm

201
o -_-_-_-7-_-_-_ i

Figura 7: Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de metabolizagdo do MTT, ap6s normalizacéo
considerando cada controle como 100% de células viaveis (eixo da abscissa se refere a porcentagem em
relacdo ao controle de cada cultura celular). Porcentagem de células viaveis ap6s utilizacdo de
doxorrubicina, na dose de 5 pumol/l durante 24 horas, em cultivos de células de tumor de mama linhagem
MDA-MB 231 (coluna quadriculada), cardiomiécitos (coluna em preto) e células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo (coluna listrada). Respectivos controles ndo mostrados. Letras diferentes

indicam diferenca estatistica (p<0,05).

A associacdo dos extratos de plantas com a
doxo mostrou que ambos 0s extratos foram
capazes de diminuir significativamente a
morte celular causada pelo farmaco, tanto
em cardiomiécitos, quanto em CTM.
Contudo, houve diferenca quanto a esse
potencial protetor, sendo o extrato de C.
sinensis superior ao extrato da A. chica
(p<0,05). Além disso, 0s extratos das
plantas ndo interferiram no potencial

antitumoral da doxo, o que foi constatado
com os resultados para as células de tumor
de mama.

As células tumorais, quando incubadas com
doxo associada aos extratos, apresentaram
semelhante morte celular quando incubadas
somente com a doxo (p<0,05). Esses dados
encontram-se nas figuras de 8 a 10 e tabela
4.
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Absorbancia a 595 nm

Figura 8: Valores de absorbancia (595 nm) obtidos pelo ensaio de metabolizacdo do MTT para
viabilidade celular, avaliando o efeito da doxorrubicina e dos extratos de Arrabidaea chica (AC) e de
Camellia sinensis (CS) quando incubados em cardiomidcitos. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (p<0,05).
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Figura 9: Valores de absorbancia (595 nm) obtidos pelo ensaio de metabolizacdo do MTT para
viabilidade celular, avaliando o efeito da doxorrubicina e dos extratos de Arrabidaea chica (AC) e de
Camellia sinensis (CS) quando incubados em células de tumor de mama linhagem MDA-MB 231. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05).
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Figura 10: Valores de absorbancia (595 nm) obtidos pelo ensaio de metabolizacdo do MTT para
viabilidade celular, avaliando o efeito da doxorrubicina e dos extratos de Arrabidaea chica (AC) e de
Camellia sinensis (CS) quando incubados em células-tronco mesenquimais. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 4: Resultados observados no ensaio de MTT em cultivo de cardiomidcitos, células de tumor de
mama da linhagem MDA-MB 231 e células-tronco mesenquimais ap0s incubacdo com extratos de
Arrabidaea chica, Camellia sinensis e doxorrubicina. Valores de absorbancia (595 nm) e porcentual ap6s
normalizagdo com o controle.

Tipo celular Tratamentos experimentaist Absorbancia (595 nm)i Valor em %
Doxo 0,037270 a 60
AC (12,5) Doxo 0,044252 b 78
AC (25) 0,051974 c 78

Cardiomidcitos AC (50) Doxo 0,052381 c 97
AC (25) Doxo 0,053789 ¢ 112
CS (25) Doxo 0,057085 d 94
Cont 0,057270 d 100
CS (50) Doxo 0,060344 e 106
CS (50) 0,061752 e 82
CS (12,5) Doxo 0,062956 e 116
AC (50) 0,065381 f 125
AC (12,5) 0,066456 f 190
CS (12,5) 0,067789 f 103
CS (25) 0,075344 g 111
CS (50) Doxo 0,240185 a 59
AC (50) Doxo 0,265444 a 66

Tumor de mama AC (12,5) Doxo 0,270593 a 67
AC (25) Doxo 0,273741 a 68
Doxo 0,281148 a 69

Continua...
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Tabela 4: Resultados observados no ensaio de MTT em cultivo de cardiomidcitos, células de tumor de
mama da linhagem MDA-MB 231 e células-tronco mesenquimais apds incubagdo com extratos de
Arrabidaea chica, Camellia sinensis e doxorrubicina. Valores de absorbancia (595 nm) e porcentual

ap6s normalizagdo com o controle

Continuacéo...

Tipo celular Tratamentos experimentaisf Absorbancia (595 nm)i  Valorem %
CS (12,5) Doxo 0,313778 b 77

Tumor de mama CS (25) Doxo 0,320296 b 79
CS (50) 0,378815¢ 94
AC (25) 0,397037 c 98
Cont 0,404889 ¢ 100
CS (25) 0,405444 c 100
AC (12.5) 0,415630 c 103
CS (12.5) 0,428333 c 106
AC (50) 0,433778 c 107
Doxo 0,256407 a 83
AC (25) Doxo 0,272778 a 89
AC (12,5) Doxo 0,273185a 89
AC (50) Doxo 0,275741 a 90
Cont 0,307704 b 100
AC (25) 0,324741c 106

Células-tronco CS (12,5) Doxo 0,328000 ¢ 107
AC (12,5) 0,329593 ¢ 107
CS (25) Doxo 0,336481c 109
AC (50) 0,341593 ¢ 111
CS (50) Doxo 0,366630 d 119
CS (12,5) 0,370074 d 120
CS (25) 0,397074 e 129
CS (50) 0,415704 e 135

TCS = Camellia sinensis, Doxo = doxorrubicina, AC = Arrabidaea chica, Cont = controle, 12,5; 25 e 50 = doses

utilizadas dos extratos, em pg/ml.

iMédia de trés ensaios experimentais independentes, para cada tipo de cultivo celular.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica por ANOVA - Scott-knott (p<0,05) dentro de cada cultivo celular.

Considerando-se que a leitura dos
resultados do ensaio de MTT se baseia em
andlise colorimétrica, uma limitagdo foi a
utilizacdo de substancias que apresentavam
cor. A doxo na forma liquida e os extratos
das plantas na apresentagdo em po
apresentavam coloracdo avermelhada. Apos
diluicdo para utilizagdo nas culturas
celulares todos os tratamentos se
apresentavam com  coloragdo  muito
discreta, bastante clara, mas que
possivelmente poderia ser detectada quando
da leitura no leitor de micro placas. Dada a
impossibilidade de se reproduzir a exata
tonalidade dos tratamentos no controle e no

branco, os achados de absorbancia para 0s
grupos  tratados podem ter  sido
superestimados.

Por esse motivo, procedeu-se aos ensaios de
incorporacdo de PIl, os quais apresentaram
semelhante padréo de resposta,
corroborando os dados do MTT. Os
extratos das duas plantas preveniram morte
celular pela doxo em cardiomidcitos
(Figura 11) e ndo somente ndo interferiram
na atividade antitumoral do quimioterapico,
como até potencializaram seus efeitos nas
células MDA-MB-231 (Figura 12).
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Figura 11: Valores de morte celular (% em relagdo ao controle) obtidos com o ensaio de incorporagdo de
iodeto de propideo para avaliagdo do ciclo celular, pesquisando o efeito da doxorrubicina (doxo) e dos
extratos de Arrabidaea chica (AC) e de Camellia sinensis (CS) quando incubados em cardiomidcitos. *
versus Controle; ** versus Doxo (p<0,05).

MDA-MB-231

1001

80
9
:/ *% *% *%
S 601
=1 *
: : T _
® 40 T * * * T
by ——
s « n T
E T

204

pa B B B B B B
O T T L Ll T T L T T T L T T T
g ° %) <) N\ A S D ° ° ° ° ° o
K o q & & o & R oF oF o oF oF o
& Q > @ ¢ > 5 2 Q Q Q Q Q
o @] v v 2} @) < o) o) Q) ) A N
< v 9 q & o &
AR W A o?
v ?

Figura 12: Valores de morte celular (% em relacdo ao controle) obtidos com o ensaio de incorporagéo de
iodeto de propideo para avaliacdo do ciclo celular, pesquisando o efeito da doxorrubicina (doxo) e dos
extratos de Arrabidaea chica (AC) e de Camellia sinensis (CS) quando incubados em células de tumor de
mama linhagem MDA-MB-231. * versus Controle; ** versus Doxo (p<0,05).



Avaliacdes por microscopia de
fluorescéncia indicaram um padréo alterado
de marcacdo do nucleo das células-tronco
com o Pl o que inviabilizou a realizacéo do
ensaio nesse tipo celular.

Uma limitacdo desses ensaios foi a taxa de
mortalidade relativamente alta encontrada
no grupo controle de cardiomidcitos (média
de 52% de mortalidade, considerando trés
experimentos independentes). Tal fato pode
se justificar por excesso de manipulagéo do
cultivo celular decorrente do protocolo
utilizado e por se tratar de uma cultura
celular  priméaria, diferentemente  do
observado para células MDA-MB-231 que
é uma linhagem imortalizada (média de 5%
de mortalidade, considerando  trés
experimentos independentes).

5.2 Ensaios experimentais in vivo

Dos 40 animais, 15 morreram, sendo cinco
de cada um dos grupos doxo, doxo+CTM e
doxo+CS. Contudo, um dos animais do
grupo doxo veio a Obito logo apds a
realizacéo do ecocardiograma. Dessa forma,

com excecdo da ecocardiografia, as demais
avaliagbes foram feitas em apenas dois
animais do grupo doxo.

Comparando com o controle e o grupo CS,
todos o0s animais que receberam doxo
perderam peso ao longo do experimento
(p<0,05), sendo os menores valores para 0s
grupos doxo e doxo+CS. Considerando-se
0s pesos dos animais ao final e ao inicio do
experimento, 0s grupos controle e CS
apresentaram ganho médio de peso de 60 g
e 33 (g, respectivamente, enquanto 0s
demais apresentaram perda média de peso
de 46 g (Doxo+CTM), 55 g (Doxo) e 62 ¢
(Doxo+CS) (Tabela 5).

Nos trés grupos que receberam a doxo
(doxo, doxo+CTM, doxo+CS) havia
animais debilitados, apéticos, desidratados,
com pelagem opaca e apresentando diarreia
mucosa de  coloracdo  esverdeada.
Diferentemente, todos o0s animais dos
grupos controle e CS apresentavam-se com
aspecto saudavel até o final do
experimento.

Tabela 5: Peso vivo (média e desvio padrdo) de ratos Wistar e a diferenca entre os valores obtidos ao

inicio e ao final do experimento.

Grupos
Variaveis Controle CS Doxo Doxo+CTM Doxo+CS
Peso inicial (g) 314(17,5) 319(29,1) 308(26,6) 315(27,0) 307(21,5)
Peso final (g) 374 (24,5)a 352(23,7)a 253(46,7)b 269(13,3)b 245(24,8)b
Delta peso +60(21,3) +33(45,8)* -55(49,0) -46(33,4) -62(27,1)

CS: Camellia sinensis; Doxo: doxorrubicina; CTM: células-tronco mesenquimais. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica (p<0,05). * versus Controle (p<0,05).

Com relacdio ao ECG, ndo foram
observadas  alteracbes nos  exames
realizados no tempo zero. Comparando-se 0
exame do final do experimento com o do
tempo zero, foram detectados aumentos na

amplitude das ondas P, R e T, em diferentes
animais dos trés grupos que receberam a
doxo (Figura 13). Arritmias cardiacas ndo
foram diagnosticadas.



Figura 13: Tracados eletrocardiograficos representativos (velocidade 50 mm/s, sensibilidade 2N) de ratos
Wistar do grupo tratado com doxorrubicina. Os tragados a esquerda do painel foram obtidos no tempo
zero e os a direita, ao final do experimento. Nota-se aumento na amplitude de onda P (de 0,04 mV [A1]
para 0,10 mV [A2]), de onda R (de 0,11 mV [B1] para 0,20 mV [B2]) e de onda T (amplitude superior a
da onda R [C2] o que ndo era detectado para 0 mesmo animal no inicio do experimento [C1]).

A avaliacdo ecocardiogréfica no tempo zero
indicou que todos os animais estavam
saudaveis e nao foram detectadas diferencas
estatisticas em nenhum parametro avaliado,
nos cinco diferentes grupos.

O estudo da funcdo ventricular,
tradicionalmente avaliada pelo modo-M,
mostrou que, em relagdo ao tempo zero,
apenas o0s animais do grupo doxo
apresentaram  significativa  disfungéo
contratil, indicando sucesso na indugdo da
cardiotoxicidade com a dose de doxo
utilizada.

Os animais dos grupos doxo+CTM e
doxo+CS, embora tenham recebido doxo,
conseguiram preservar a fungdo ventricular,
mantendo os valores estatisticamente iguais
aos do tempo zero, indicando ter havido
efeito cardioprotetor tanto das CTM, quanto
do extrato de C. sinensis Como esperado, 0s
grupos controle e CS apresentaram, ao final
do experimento, valores semelhantes aos do
tempo zero. A figura 14 ilustra esses
achados.
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Figura 14: Funcdo ventricular pelo modo-M. llustracdes a esquerda do painel (1) indicam tempo zero, € &
direita (2), o final do experimento. Em 1, todos o0s grupos apresentam semelhante padrdo, ao passo que
em 2, o animal do grupo doxorrubicina (doxo) apresenta contragdo ventricular diminuida e assincronia
(seta) entre a movimentacdo do septo interventricular (SIV) e a parede posterior do ventriculo esquerdo
(PP). CS: Camellia sinensis; CTM: célula-tronco mesenquimal; VE: cdmara interna do ventriculo
esquerdo.
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Os valores de F.Ej., F.Enc. e strain radial
dos animais dos grupos doxo+CTM e
doxo+CS, ao final do experimento, se
apresentaram estatisticamente semelhantes
ao controle e maiores que os do grupo
doxo. Com relagdo a medida de strain
longitudinal, apenas os animais tratados
com CT™M (grupo doxo+CTM)

apresentaram  valores semelhantes ao
controle. O grupo doxo+CTM apresentou a
medida de strain longitudinal
significativamente maior que o doxo+CS,
cujos valores estavam semelhantes ao grupo
doxo. A tabela 6 e as figuras 15 a 17
sumarizam esses achados.

Tabela 6: Principais parametros (média e desvio padrdo) ecocardiograficos de ratos Wistar avaliados ao

final do experimento.

Grupos

Variaveis Controle CS Doxo Doxo+CTM Doxo+CS
FC (bpm) 332(9,9) 362(32,4) 332(49,9) 331(18,8) 355(55,5)
DC 68,1(9,7)a 70,7(8,2)a 48,2(16,8)b 54,1(10,8)b 48,8(7,3)b
F. Ej. (%) 68,9(1,9)a 69,9(5,9)a 54,4(4,4)b 72,3(3,7)a 68,7(7,4)a
F. Enc. (%) 36,9(2,1)a 37,4(2,7)a 28,8(6,1)b 44.2(5,4)a 39,8(6,1)a
Vol. Ej. 205(29,0)a 198(15,6)a 139(31,1)b 164(32,3)ab 119(37,6)b
Strain radial (%) 17,1(6,1)a 24,8(7,9)a 8,1(1,1)b 23,9(15,5)a 16,7(5,2)a
Strain long (%) 15,2(4,2)a 15,6(3,2)a 7,1(2,0)b 16,2(2,1)a 9,7(1,1)b

CS: Camellia sinensis; Doxo: doxorrubicina; CTM: células-tronco mesenquimais;FC: frequéncia cardiaca; bpm:
batimentos por minuto; DC: débito cardiaco; F.Ej.: fracdo de ejecdo; F.Enc.: fragdo de encurtamento; VVol.Ej.: volume
de ejecdo; strain long: strain longidudinal. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

1001

80 A

60

%

404

204

Controle

Ccs

Doxo

Doxo+CTM

ooacn

Doxo+CS

N
&

p=0,0056

p=0,0084

Figura 15: Valores de fracdo de ejecdo (F.Ej.) e de encurtamento (F.Enc.) calculados a partir de
mensuracdes feitas no modo-M em ecocardiografia realizada em ratos Wistar ao final do experimento.
CS: Camellia sinensis; Doxo: doxorrubicina; CTM: célula-tronco mesenquimal. * versus Controle; **

versus Doxo (p-value é indicado para cada variavel).
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Figura 16: Pardmetros radiais de ecocardiografia speckle-tracking obtidos a partir de mensurac6es feitas
no modo bidimensional em exame realizado ao final do experimento. CS: Camellia sinensis; Doxo:
doxorrubicina; CTM: célula-tronco mesenquimal. * versus Controle; ** versus Doxo (p-value é indicado

para cada varivel).
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Figura 17: Pardmetros longitudinais de ecocardiografia speckle-tracking obtidos a partir de mensuracdes
feitas no modo bidimensional em exame realizado ao final do experimento. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p-value é indicado para cada variavel). CS: Camellia sinensis; Doxo: doxorrubicina;

CTM: célula-tronco mesenquimal.

A tecnologia optical flow empregada na
ecocardiografia speckle-tracking permite
visibilizar a movimentacdo de diferentes
segmentos do miocardio durante o ciclo
cardiaco. Por meio de videos pode-se
observar a movimentacdo ventricular
acompanhando a amplitude dos vetores
gerados. Amplitudes amplas indicam maior
movimentacdo, ao passo que amplitudes
pequenas indicam menor movimentacao
como resultado de disfuncédo ventricular.

A figura 18 traz uma imagem congelada de
um video representativo de cada grupo,
captada no momento de maior amplitude
dos vetores. A observacdo de vetores
amplos nos grupos controle e CS, pequenos
no doxo e intermediarios em doxo+CTM e
doxo+CS  corroboram os  resultados
reportados na tabela 6 e figuras 15 a 17, que
mostraram cardiotoxicidade induzida pela
doxo e preservagao da funcdo cardiaca com
uso de CTM e flavondides.
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Figura 18: Vetores obtidos quando da avaliagdo com o algoritmo optical flow por meio da ecocardiografia
speckle-tracking bidimensional, tomados ao final do experimento. Notar que a amplitude dos vetores
difere entre os grupos. No controle e no CS os vetores sdo amplos, no grupo doxo, pequenos € nNos grupos
doxo+CTM e doxo+CS os vetores apresentam-se em tamanho intermediario. CS: Camellia sinensis;
CTM: célula-tronco mesenquimal; doxo: doxorrubicina.

Os resultados de hematologia e bioquimica apresentaram  valores  estatisticamente
sérica encontram-se nas tabelas 7 a 10. menores para todos os parametros da série
Animais dos trés grupos que receberam vermelha do sangue (Tabela 7).

doxo, comparados ao controle e grupo CS,
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Tabela 7: Valores de hematologia (média e desvio padrdo) obtidos de ratos Wistar ao final do periodo

experimental.

Grupos
Variaveis Controle CS Doxo Doxo+CTM Doxo+CS
Hemacias (x10°/ul) 8,1(0,9)a 8,4(0,7)a 7,4(0,8)b 6,0(0,9)b 6,1(0.8)b
Hemoblobina (g/dl) 13,4 (0,4)a 13,7(0,6)a 12,2(1,6)b 11,0(1,5)b 11,9(0,3)b
VG (%) 39,1(2,7)a 39,3(2,8)a 34,5(4,9)b 31,7(4,6)b 26,5(9,5)b
VGM (fl) 48,7(6,6) 47,3(5,1) 46,2(1,9) 53,3(1,3) 42,5(9,5)
HGM (%) 16,7(2,1) 16,5(1,6) 16,3(0,5) 18,6(1,1) 19,8(2,5)
CHGM (g/dl) 34,4(2,1) 35,1(1,7) 35,2(0,3) 34,9(1,1) 49,3(17,8)

CS: Camellia sinensis; Doxo: doxorrubicina; CTM: células-tronco mesenquimais; VG: volume globular; VGM:
volume globular médio; HGM: hemoglobina globular média; CHGM: concentragdo de hemoglobina globular média.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

Com relagdo ao leucograma, 0S grupos
doxo e doxo+CS apresentaram resultados
estatisticamente menores que o0s demais
para a maioria dos parametros (Tabela 8).

Dentre esses animais, destaca-se um do
grupo doxo que apresentou contagem muito
baixa de leucdcitos (apenas 200 leucdécitos
totais/pl).

Tabela 8: Valores do leucograma (média e desvio padrdo) obtidos de ratos Wistar ao final do periodo

experimental.

Grupos

Variaveis Controle CS Doxo Doxo+CTM Doxo+CS
Leucécitos totais (/ul) 6200(1,4)a 5500(1,1)a 5900(5.1)a 5300(5,5)a 1100(0,5)b
Linfécitos (/ul) 4600(1,3)a 4100(0,8)a 1300(1,7)b 2300(2,1)b 700(0,3)b
Neutréfilos (/ul) 1300(0,3) 1200(0,4) 2500(3,4) 2500(2,9) 200(0,1)
Mondcitos (/ul) 200(0,04) 100(0,05) 400(0,5) 200(0,1) 40(0,02)
Eosindfilos (/ul) 100(0,06) 100(0,1) 80(0,1) 80(0,1) 0(0)
Bastonetes (/ul) 20(3,7) 7(1,8) 0(0) 131(19,1) 0(0)

CS: Camellia sinensis; Doxo: doxorrubicina; CTM: células-tronco mesenquimais. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica (p < 0,05).

As dosagens de CK total e CK-MB estavam
elevadas somente no grupo doxo+CS e as
de LDH, aumentadas nos trés grupos que
receberam doxo, sendo ainda
significativamente maiores no grupo doxo.
N&o houve diferenca entre 0s grupos para
os demais parametros de bioquimica sérica

(Tabela 9). Detectou-se  diminuicdo
significativa para os valores de proteinas
totais nos grupos doxo+CTM e doxo+CS e
de y-globulinas para os grupos doxo e
doxo+CTM (Tabela 10).
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Tabela 9: Valores de bioquimica sérica (média e desvio padrdo) obtidos de ratos Wistar ao final do

periodo experimental.

Grupos

Variaveis Controle CSs Doxo Doxo+CTM Doxo+CS
Glicose (g/dl) 121(31) 125(25) 102(32) 97(4,5) 109(1,5)
CK (un 831(400)ab 679(450)ab 335(116)b 483(295)b 1408(348)a
CK-MB (U/l) 109(132)b 423(322)a 128(105)b 112(20)b 467(170)a
LDH (U/l) 2038(660)a 1556(857)a 700(112)c 887(593)b 857(237)b
Ureia (mg/dl) 48(15) 36(2,8) 70(43) 39(16) 59(38)
Creatinina (mg/dl) 0,54(0,12) 0,58(0,05) 0,64(0,23) 0,72(0,09) 0,58(0,15)

CS: Camellia sinensis; Doxo: doxorrubicina; CTM: células-tronco mesenquimais; hem: hemécias; CK: creatina
quinase; CK-MB: creatina quinase isoenzima MB; LDH: lactato desidrogenase. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica (p < 0,05).

Tabela 10: Valores de proteinas totais e fracionadas (média e desvio padrdo) obtidos de ratos Wistar ao

final do periodo experimental.

Grupos

Variaveis Controle CS Doxo Doxo+CTM Doxo+CS
Proteinas totais (g/dl) 7,9(0,5)a 7,63(0,3)a 7,9(0,1)a 6,9(0,3)b 6,7(0,5)b
Albumina (g/dl) 3,2(1,1) 2,1(1,1) 2,9(0,9) 2,1(0,3) 2,0(0,4)
al- globulinas (g/dl) 1,1(0,6) 1,3(0,4) 1,7(0,3) 1,8(0,4) 0,8(0,4)
a2- globulinas (g/dl) 0,6(0,5) 0,7(0,2) 1,1(0,5) 1,0(0,1) 1,3(0,5)
B1- globulinas (g/dl) 0,9(0,5) 0,9(0,6) 0,7(0,2) 0,7(0,04) 1,1(0,2)
B2- globulinas (g/dl) 1,3(0,5) 1,5(0,5) 1,3(0,4) 1,2(0,2) 1,0(0,5)
y-globulinas (g/dl) 0,7(0,3)a 1,0(0,7)a 0,1(0,06)b 0,2(0,03)b 0,5(0,01)a

CS: Camellia sinensis; Doxo: doxorrubicina; CTM: células-tronco mesenquimais. Letras diferentes indicam diferenga

estatistica (p < 0,05).

Os cortes histolégicos corados em HE dos
coragGes mostraram-se sem lesbes para 0s
grupos controle (n=8) e CS (n=8) e
alterados em diferentes graus para 0s
demais grupos (n=3 em cada grupo) (Figura
19).

De forma geral, nos animais do grupo doxo
detectaram-se areas de fibrose e diversas
regides  acidofilicas indicativas  de
degeneracgdo hialina importante (Figura 19,
C). No grupo doxo+CTM foram observados
apenas pequenos pontos de degeneragédo
hialina (Figura 19, D). No grupo doxo+CS
as lesdes encontradas foram hemorragia,

dilatacdo de vasos e dissociacdo das fibras
musculares indicativo de edema intersticial
(Figura 19, E). Foi possivel observar que
nos grupos doxo e doxo+CS as lesGes
estavam presentes quase na totalidade das
areas avaliadas, ao contrario do observado
no grupo doxo+CTM onde as alteragdes
estavam restritas a uma pequena area do
miocardio.

Contudo, € importante ressaltar as
limitacGes de uma avaliacdo comparativa,
pois apenas parte do coracdo, retirada
aleatoriamente, foi destinada ao exame
histopatoldgico.
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Figura 19: Cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina de coracdo de ratos Wistar obtidos ao
final do periodo experimental. Auséncia de leses em animais dos grupos controle (Al corte longitudinal,
A2 corte transversal) e CS (B corte longitudinal). No grupo doxo (C corte transversal) foram detectadas
areas de degeneracgdo hialina (setas) e de necrose (regides destacadas em preto). No grupo doxo+CTM (D
corte transversal), pequenos focos de degeneracdo hialina (setas). No grupo doxo+CS (E corte
longitudinal), hemorragia (setas) e edema intersticial, representado pelo padréo de dissociacéo das fibras
musculares. Imagens obtidas em aumento de 60x. CS: Camellia sinensis; CTM: célula-tronco
mesenquimal; doxo: doxorrubicina.



A presenga no tecido cardiaco das CTM
portadoras do gene eGFP foi avaliada por
meio de PCR ao final das quatro semanas
de experimento, em todos 0s grupos, ndo
somente naquele que recebeu as células. Os
resultados de PCR indicaram que 14 dias
apos a ultima injecdo de CTM as células
estavam presentes no miocardio de animais
e s el A 22

tratados (Figura 20). Desta forma, o efeito
benéfico da injecdo sistémica de CTM pode
ser explicado, dentre outros, pela presenga
das células no tecido cardiaco dos animais

tratados.

animaldo

grupo
doxo+CTM

Figura 20: Deteccdo do gene eGFP no coracdo por meio da técnica de PCR. Na terceira canaleta
encontra-se material genético de animal transgénico heterozigoto, usado como controle positivo da
reacdo, mostrando amplificacdo de duas bandas, a de 129 pb e a de 438 pb. As canaletas quatro e cinco
contém DNA de coracdo de animais utilizados no experimento, respectivamente dos grupos controle e
doxo+CTM, que ndo sdo animais transgénicos. Animais ndo transgénicos s6 amplificam a banda de 438
pb (quarta canaleta). Notar que o animal ndo transgénico tratado com CTM (quinta canaleta), além de
amplificar a banda de 438 pb também é capaz de amplificar a de 129 pb que é exclusiva de material
genético transgénico, confirmando a presenga das CTM no coragdo. CS: Camellia sinensis; CTM: célula-

tronco mesenquimal; doxo: doxorrubicina.

5.3 Ensaios experimentais ex vivo

O teste de viabilidade celular detectou
resultados estatisticamente semelhantes
para ambos 0s grupos, sendo 0,226
(controle) e 0,227 (doxo) os valores de
absorbéncia detectados. Houve menor
producéo de fosfatase alcalina pelas células
do grupo doxo (0,119) se comparadas as do
controle (0,143) (p<0,05). Por esses dados

observou-se que embora as células do grupo
doxo estivessem viaveis, sua capacidade de
produzir  fosfatase  alcalina  estava
diminuida. A curva de crescimento celular
(Figura 21) demonstrou diferenca entre os
grupos, sendo que as células do grupo doxo
apresentaram taxas de proliferacdo menores
que o controle aos cinco e sete dias
(p<0,05).
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Figura 21: Curva de crescimento mostrando o nimero de células ao longo do tempo, avaliando a cinética
de proliferacdo das células-tronco mesenquimais extraidas de ratos submetidos a tratamento com
doxorrubicina (linha inferior) e grupo controle (linha superior) nos dias 3, 5 e 7. n=3; *p<0,05.

A caracterizagdo das CTM  por
imunofluorescéncia indicou que as células
de ambos 0s grupos apresentavam o mesmo
padrdo e que este era o esperado para CTM
indiferenciadas, ou seja, expressdo de
CD54, CD73 e CD90 e a ndo expressao do
CD45, indicativo de células-tronco da
linhagem hematopoiética. Na Figura 22

encontra-se o resultado obtido para células
extraidas do grupo doxo, mostrando que as
células mantem o padrdo esperado, nao
tendo  ocorrido  nenhuma  alteracéo
decorrente do uso da doxo. As CTM
indiferenciadas extraidas do grupo controle
apresentaram resultado semelhante.



Figura 22: Marcacdo para as moléculas de superficie CD45, CD54, CD73 e CD90 (coloragéo verde) em
células-tronco mesenquimais indiferenciadas extraidas da medula 6ssea de ratos Wistar do grupo
doxorrubicina, indicando manutencdo do padrdo para esse tipo celular. A coloragcdo em azul marca os
nucleos celulares. Imagens obtidas em microscépio confocal.

Apos inducéo a diferenciacdo
cardiomiogénica, as CTM foram avaliadas
por imunofluorescéncia para expressdo de
a-actinina sarcomérica e por Western
blotting para expressdo de conexina-43 e
troponina T cardiaca. Como esperado, ndo
houve marca¢do de a-actinina sarcomérica
nas CTM indiferenciadas, de ambos os
grupos. Contudo, esta proteina também néo
foi detectada em nenhum dos dois grupos,
mesmo apoés inducao a diferenciacao.

A troponina T cardiaca, como esperado,
quase ndo foi detectada nas CTM
indiferenciadas e ap6s inducdo a
diferenciagdo somente as CTM do grupo
controle apresentaram expressao
significativa (Figura 23).

A expressdo de conexina-43 apresentou
diferenca entre os grupos controle e doxo
para as CTM indiferenciadas, sendo menor
nas células do grupo doxo (Figura 23).
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Figura 23: Expresséo de troponina T cardiaca e conexina-43 por meio de Western blotting realizado em
células-tronco extraidas de ratos dos grupos controle e doxorrubicina (doxo). As células indiferenciadas
de ambos os grupos ndo expressaram troponina T (canaletas 1 e 2, primeira linha) e as do grupo doxo
produziram menor quantidade de conexina-43 (canaletas 1 e 2, segunda linha). As células induzidas a
diferenciacdo apresentaram padrdo semelhante para conexina-43, considerando-se ambos 0S grupos
(canaletas 3 e 4, segunda linha). Por outro lado, as células do grupo doxo, mesmo induzidas a
diferenciacdo, ndo foram capazes de produzir troponina T, diferentemente das células do controle
(canaletas 3 e 4, primeira linha). Amostra de tecido cardiaco de rato adulto foi utilizada como controle
positivo (quinta canaleta) e o GAPDH, como normalizador. Doxo: doxorrubicina; Dif: inducdo a

diferenciacéo; Indif: indiferenciado.

6. DISCUSSAO

Os extratos ricos em flavonodides extraidos
de C. sinensis e A. chica foram eficazes na
prevencdo da  morte  celular de
cardiomidcitos, sem interferir na acédo
deletéria da doxo sobre células de tumor de
mama, nos experimentos in vitro. Esse
conjunto de resultados é o ideal, pois além
de cardioprotetores, 0s tratamentos ndo
comprometeram a eficacia do
quimioterapico frente as células tumorais.
Na literatura acerca de diferentes agentes
usados como cardioprotetores contra a acdo
da doxo (Chuah et al., 2007, Balestrieri et
al., 2008, Chacko et al., 2010), nem sempre
se avalia a interferéncia desses agentes no
mecanismo de acdo anti-tumoral da doxo,
diferentemente do reportado. Porém, os

mecanismos pelos quais 0s extratos de
planta protegeram os cardiomidcitos e ndo
as células de tumor de mama ndo foram
investigados na presente pesquisa.

A eficacia dos extratos nos cultivos de
cardiomidcitos comprova os ja reportados
efeitos cardioprotetores de flavonodides
extraidos de outras fontes naturais (Sato et
al., 2001; Chuah et al. 2007; Balestrieri et
al., 2008). Em um estudo onde avaliaram
isoladamente a epigalocatequina,  foi
demonstrado significativo efeito
cardioprotetor contra a doxo (Li et al.,
2010). De maneira semelhante, o extrato de
C. sinensis aqui utilizado apresenta elevada
concentracdo deste flavonoide (superior a
45%), podendo ser este um dos principais
responsaveis  pela  manutencdo  da

60



viabilidade dos cardiomi6citos quando
incubados com a doxo. O extrato de C.
sinensis, devido ao seu alto teor de
catequinas e  distribuicdo  geogréfica
mundial, é amplamente utilizado no
tratamento ou prevengdo de diversas
afeccBes como infarto do miocardio (Hsieh
et al., 2009), obesidade (Basu et al., 2010),
glaucoma (Chu et al., 2010), diabetes (Qin
et al., 2010) e doenca de Alzheimer (Smith
et al., 2010). Diferentemente, encontram-se
menos relatos sobre o uso terapéutico da A.
chica talvez, em parte, por apresentar certa
limitagdo geogréfica, se comparada a C.
sinensis. Contudo, a terapia com extratos da
A. chica vem sendo mais pesquisada,
inclusive pelo presente grupo de pesquisa
(Ribeiro et al., 2012).

O extrato comercial de C. sinensis utilizado
apresentava conhecido teor de polifendis
(minimo de 80%). Os compostos fendlicos
podem ser classificados em flavonodides e
ndo flavondides. Do grupo dos flavonoides
fazem parte os flavonodis (catequina,
camferol) e antocianinas. No extrato
utilizado, a concentracdo de catequinas
totais era elevada (superior a 80%), o que
pode justificar a eficiéncia do extrato em
manter viaveis os cardiomidcitos incubados
com a doxo. Embora ndo tenham sido feitas
analises quantitativas do extrato de A.
chica, sabe-se que a extracdo das folhas em
etanol 70% resulta em alto teor de
flavondides (Pinto, 2004 citado por Barbosa
et al., 2008).

De acordo com a analise realizada no
extrato de A. chica, observou-se um pico
gue provavelmente se refere a massa do
canferol mais um préton (H) [M + H]".
Para confirmar a atribuicdo desse pico ao
canferol, tem-se como perspectiva realizar
fragmentacdes desse ion e dos demais, pela
técnica de massa/massa (EM/EM). Essa
técnica permite fazer fragmentacGes desses
jons e, a partir dessas fragmentacdes
caracteristicas, é possivel confirmar a

presenca do canferol bem como de outros
metaboiltos ja descritos na literatura que
possivelmente estejam presentes no extrato.
Em estudo onde avaliaram isoladamente o
flavonoide canferol em modelo in vitro com
cultura de cardiomiocitos de ratos, foi
demonstrado significativo efeito protetor
contra a doxo (Psotova et al., 2010). Dessa
forma, uma provavel explicacdo para o
efeito cardioprotetor do extrato de A. chica
seja a presenca do canferol.

Devido ao maior conhecimento sobre a C.
sinensis foi feita pesquisa da A. chica,
alternativamente, confrontando 0s
resultados obtidos de ambas as plantas.
Apesar de C. sinensis ter apresentado
resultados estatisticamente superiores a A.
chica, esta se mostrou significativamente
eficaz, sinalizando seu uso terapéutico
como agente cardioprotetor e estimulando
outras pesquisas para avaliar seu potencial
em modelos experimentais in vivo. Até o
presente momento, ndo foram encontrados
na literatura estudos sobre o uso de extrato
rico em flavonéide de A. chica, com
finalidade cardioprotetora. E, considerando-
se os resultados preliminares obtidos nesta
pesquisa, Seu UsO Se MOStrou promissor.

Deve-se ressaltar a importancia da
avaliacdo correta das doses a serem
utilizadas com finalidade terapéutica. As
plantas podem apresentar substancias
potencialmente perigosas a saude e por esta
razdo devem ser utilizadas com cautela,
respeitando  seus riscos toxicoldgicos
(Ferro, 2006). A toxidade de plantas
medicinais ¢ um sério problema de salde
publica. Os efeitos adversos dos
fitomedicamentos, interacdo com outras
drogas e a toxicidade ocorrem comumente.
A associacdo de estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos torna-se cada vez mais
importante para a definicdo dos potenciais
terapéuticos e toxicos de extratos vegetais
(Ferro, 2006). Diferentemente do efeito
benéfico protetor atribuido aos extratos,
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guando utilizados nas doses de 12,5; 25 e
50 pg/ml detectou-se acdo deletéria dos
mesmos em doses elevadas, de 100 e 200
png/ ml. Por esse motivo, essas duas
concentracbes mais elevadas ndo foram
consideradas nos estudos.

E sabido que as catequinas do ch& verde
sofrem biotransformacéo havendo
alteracbes na sua biodisponibilidade e
distribuicdo no organismo (Lambert et al.,
2007) o que ressalta a importancia de se
proceder com os estudos em modelos in
vivo. Por esse motivo, a fim de avaliar se os
efeitos cardioprotetores reportados por C.
sinensis in vitro se comprovam in vivo,
foram realizados ensaios utilizando o rato
(R. norvegicus albinus) como modelo
experimental.

Outro importante resultado obtido nos
ensaios in vitro foi a constatacdo de que as
celulas de tumor de mama apresentaram
maior viabilidade que as CTM, gquando
incubadas com a doxo. Esse resultado
indica toxicidade significativamente maior
para CTM que para células de tumor de
mama, que sdo o alvo da acdo da doxo. Por
esse motivo, antes de se pensar em terapia
celular com transplante autélogo de CTM
para o reparo de lesdo cardiaca tdxica
decorrente da doxo, é preciso investigar a
biologia das CTM de individuos
submetidos a quimioterapia com tal
medicamento. Uma vez comprovada
estarem biologicamente estaveis e normais,
o transplante autélogo de CTM pode ser
indicado. Por outro lado, caso haja algum
prejuizo biolégico e/ou funcional dessas
células, o transplante autélogo deixa de ser
Opcao nesses pacientes que receberam
doxo. Tais hipoteses cientificas levaram a
execucdo dos ensaios ex vivo reportados
nesta pesquisa.

Com relagdo ao experimento in vivo, a
toxicidade da doxo foi constatada ndo
somente no sistema cardiovascular, mas

sistemicamente, comprovada pelas mais
diversas alteracGes reportadas nos ratos que
receberam o quimioterapico. Uma vez que
as condi¢bes ambientais foram as mesmas
em todos os grupos e que no controle e CS
ndo houve Obitos, os animais ganharam
peso e apresentavam aparéncia saudavel,
pode-se inferir que os efeitos adversos
apresentados pelos animais foram causados
pela doxo. Estudos utilizando o mesmo
modelo experimental também relataram
ocorréncia de Obitos entre 0s animais que
receberam doxo (Xiang et al., 2009; Kenk
etal., 2010).

A perda de peso com o uso da doxo é
demonstrada por outros pesquisadores
(Karagoz et al., 2008; Chandran et al.,
2009; Hazari et al., 2009; Xiang et al.,
2009; Kenk et al., 2010) sendo um achado
recorrente  quando se faz uso do
quimioterapico associado ou ndo a algum
tratamento. De modo semelhante ao
observado nesta pesquisa, animais que ndo
receberam doxo ganharam peso ao longo do
periodo experimental e aqueles que
receberam doxo, sozinha ou em associagdo
com algum tratamento, tiveram perda
significativa de peso. Mesmo associada aos
tratamentos com CTM e extrato de C.
sinensis, a doxo foi capaz de promover
perda de peso, indicando certo efeito toxico,
mesmo havendo preservacdo na funcéo
cardiaca nesses dois grupos. Tal fato deve
ser considerado na pratica clinica durante o
monitoramento de pacientes em uso da
doxo, pois além de cuidados na preservagdo
da fungdo cardiaca, o paciente deve ser
constantemente monitorado, buscando-se
qualidade de vida e condicédo clinica geral
satisfatoria. Somado ao efeito tdéxico da
doxo, deve-se ter em mente que o paciente
em uso desse medicamento é oncopata e a
perda de peso é sinal frequente na sindrome
paraneoplésica podendo agravar ainda mais
0 quadro clinico.
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Na presente pesquisa, deve-se salientar que
0s ratos que receberam doxo apresentaram
gueda no consumo de racdo. Diariamente,
pela manhd, avaliava-se a necessidade de
fornecer racdo e agua aos animais. Notava-
se que nas gaiolas dos animais dos grupos
tratados com doxo sempre havia muita
racdo sobrando, ao contrério das demais
gaiolas (grupos controle e CS), onde era
necessario repor a quantidade de alimento.
Assim, tornou-se evidente o fato de que
esses animais apresentaram queda no
consumo, apesar de ndo ter sido feita a
pesagem da racdo para avaliacdo
quantitativa do consumo. Os animais que
receberam doxo e foram tratados com
extrato de planta, contudo, apresentaram
perda de peso ainda mais significativa que
aqueles que receberam doxo sozinha ou os
gue foram tratados com CTM. Além disso,
0s animais que receberam extrato de planta
(grupo CS) ganharam menos peso que 0
controle. Talvez a perda de peso
(Doxo+CS) e o menor ganho de peso (CS)
desses animais possa ser devido a elevacéao
do metabolismo basal ou incremento no
débito urinario decorrentes do uso do cha
verde (Basu et al., 2010) apesar de nenhum
desses mecanismos terem sido estudados.

Ainda com relacdo a toxicidade sistémica,
0S animais que receberam  doxo
apresentaram  anemia e linfopenia,
semelhante a outros relatos na literatura
(Hou et al.,, 2009). Alguns dos animais
submetidos a doxo apresentaram também
diminuicdo das proteinas totais com queda
da fracdo gama-globulina, que é composta
pelas imunoglobulinas.  Sabe-se  que
diminuicdo de gama-globulinas ocorre em
imunodeficiéncias de diversas causas (Silva
et al., 2008). Dessa forma, atribui-se a
toxicidade da doxo a ocorréncia desses
achados que se complementam linfopenia e
gamaglobulinemia.

O perfil eletroforético pode sugerir a
ocorréncia de processos inflamatorios

agudos e crénicos, disfuncdes hepaticas,
perdas proteicas, sindromes nefréticas e
alteracBes das globulinas que ajudam o
entendimento da resposta imunoldgica
(Kaneco et al., 2008). A gama-globulina é
uma fragdo composta por imunoglobulinas,
IgA, 1gG, IgM, IgE e IgD, porém algumas
delas (IgM e 1gA) podem se extender para a
regido de B-globulinas, especialmente
guando na resposta imunoldgica héa
predominio de IgM. Essas proteinas sao
sintetizadas nos tecidos linféides em
resposta a um estimulo antigénico (Kaneco
et al., 2008).

Segundo os valores de referéncia para ratos,
mencionados por Kaneco et al. (2008), os
valores de glicose, ureia e creatinina de
todos os animais estavam normais.

As lesGes de miocardio podem ser
identificadas laboratorialmente por meio de
dosagens de enzimas de origem muscular,
como LDH, CK e principalmente sua
isoenzima MB  (CK-MB), liberada
especificamente pelo musculo cardiaco
lesado (Kaneco et al., 2008). Os valores de
CK e LDH de todos os grupos estdo acima
de valores de referéncia citados por Kanco
et al. (2008). Considerando-se apenas 0s
dados do presente experimento, 0s animais
dos trés grupos que receberam doxo,
comparados ao controle, apresentaram
valores semelhantes de CK e CK-MB, e
diminuicio de LDH. Esses ndo eram
resultados esperados, uma vez que Sao
reportados aumentos dessas enzimas
guando da ocorréncia de lesdo muscular
cardiaca em ensaios avaliando semelhante
modelo experimental (Hou et al., 2009).
Contudo, sabe-se que elevacdes de CK e
CK-MB sdo detectadas entre seis e oito
horas e 12 horas a 24 horas,
respectivamente, apds a injaria celular, o
gue pode justificar o fato de ndo terem sido
encontradas alteracGes nessas enzimas, uma
vez que a coleta de sangue so foi realizada
48 horas ap6s a ultima doxo, momento da
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eutanasia dos animais. Embora tenham sido
encontrados resultados conflituosos de
bioquimica sérica, a lesdo cardiaca
decorrente da toxicidade da doxo, bem
como a melhora decorrente dos tratamentos
com CTM e extrato de C. sinensis foram,
de fato, comprovadas na presente pesquisa
uma vez que foram detectadas por outras
técnicas mais especificas, tais como ECG,
ecocardiografia em modo-M e speckle-
tracking e o0 exame histopatolégico.

As alteragoes microscopicas
frequentemente associadas a
cardiotoxicidade da doxo sdo perda de
miofibrilas, vacuolizacdo citoplasmatica,
infiltrado inflamatério e fibrose (Albini et
al., 2010). Contudo, relatos de alteracoes
ecocardiograficas, associadas a exames
histopatoldgicos cardiacos normais nao sdo
incomuns (Hazari et al., 2009; Oliveira et
al., 2013). Porém, em casos graves de
intoxicacgdo €é de se esperar achados
microscopicos como vacuolizacéo
citoplasmética e perda de miofibrilas ao
exame histopatolégico e vacuolizagdo de
mitocondria e danos ao  sistema
sarcotubular ao exame ultraestrutural por
microscopia eletronica (Xiang et al., 2009).
Na presente pesquisa, apenas uma parte do
coragdo era destinada a avaliacdo
histopatoldgica havendo  fragmentos
destinados a outros fins, como extracdo de
material genético. Assim sendo, pode-se
supor que algumas alteragdes possam ndo
ter sido observadas.

A cardiopatia decorrente da toxicidade da
doxo tende a um comprometimento global
da funcdo ventricular, diferentemente do
que pode ser observado no infarto do
miocérdio onde, na maioria das vezes, SO
uma area é afetada (Mias et al., 2009). Por
esse motivo preferiu-se a administragéo
intravenosa como veiculo das CTM, ao
invés de aplicagcdo local intramiocérdica
como feito por nossa equipe em modelo

experimental de infarto (dados aceitos para
publicacéo).

As alteracdes eletrocardiograficas
observadas nas ondas P, R e S, sugestivas
de sobrecarga atrial e ventricular cardiaca,
comprovadas pelo ecocardiograma, podem
ter sido causadas pelos efeitos cardiotoxicos
da doxo, uma vez que foram observadas em
animais que receberam o quimioterapico e
que apresentaram exames normais antes do
inicio do experimento. Contudo, arritmias
cardiacas ndo foram diagnosticadas no
presente  estudo, mediante avaliacdo
eletrocardiogréafica durante 20 minutos.
Hazari et al. (2009), avaliando ratos
submetidos a mesma dose de doxo,
encontraram arritmias ventriculares, atriais
e bloqueios, porém por meio de
monitoramento continuo com equipamento
de radiotelemetria, ao longo de todo o
periodo experimental. Da mesma forma,
cdes tratados com doxo e que apresentaram
alteracdes ecocardiograficas compativeis
com cardiomiopatia dilatada, apresentaram
arritmias supraventriculares e ventriculares
guando avaliados com Holter durante 24
horas (Pereira Neto et al., 2006). Assim
sendo, supBe-se que o periodo de avaliacdo
eletrocardiogréafica explique a diferenca
entre os resultados encontrados uma vez
que as arritmias cardiacas apresentam
cardter intermitente, podendo ndo ser
detectadas em avaliagdes de menor duracao.
Outro importante fator a ser considerado é
gue na presente pesquisa 0s animais foram
avaliados sob anestesia, o0 que pode
justificar a auséncia de arritmias, ao
contrério dos relatos de Pereira Neto et al.
(2006) e Hazari et al. (2009) que avaliaram
animais acordados.

E sabido que a cardiotoxicidade pela doxo
leva a um quadro de cardiomiopatia com
diminuicdo da fungdo ventricular o que
pode ser diagnosticado tanto no homem,
quanto em pacientes veterinarios. Contudo,
h& resultados conflituosos na literatura de
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modelos experimentais de cardiotoxicidade,
alguns reportando significativa diminuicéo
da funcéo contratil do VE, enquanto outros
ndo relatam nenhuma alteracdo (Karagoz et
al., 2008; Xiang et al., 2009; Kenk et al.,
2010). Dada a diversidade de resultados,
pode-se supor que tais diferencas resultem
do tempo decorrido entre o término do uso
da doxo e o momento da avaliagdo dos
animais, da via de administracdo (sendo
intravenosa e intraperitoneal as mais
reportadas),  fracionamento da  dose
cumulativa (ou seja, 0 nimero de injecdes e
intervalo entre elas) e a pureza do agente
utilizado. Esse Gltimo parece ter sido o
ponto chave entre a presente pesquisa € 0
experimento piloto, uma vez que a Unica
diferenca entre eles foi a procedéncia do
medicamento utilizado. No caso do piloto,
utilizou-se medicamento similar, dose
cumulativa de 20 mg/kg administrados via
I.P., em quatro doses semanais e apenas
detectaram-se algumas alteracdes
ecocardiograficas pelo modo  strain
(Oliveira et al., 2013). Na presente
pesquisa, onde o medicamento utilizado foi
0 de referéncia, foi possivel detectar
inimeras alteragdes, considerando os mais
diversos tipos de exames. Diferengas entre
resultados também podem ser decorrentes
da dose cumulativa total, apesar de que a
maioria das pesquisas envolve a utilizacao
de 15 mg/kg ou 20 mg/kg. Além disso,
diferentes grupos de pesquisa, usando a
mesma dose cumulativa, encontraram
resultados bem diversos entre si, sugerindo
a interferéncia de outros fatores além da
dose per si.

Animais submetidos & dose cumulativa de
15 mg/kg de doxo, avaliados uma e trés
semanas ap6s término do tratamento, ndo
apresentaram alteracfes ecocardiograficas,
tendo seus parametros semelhantes aos do
grupo controle (Kenk et al., 2010). Em
outra pesquisa, animais também submetidos
a dose cumulativa de 15 mg/kg de doxo,
avaliados logo ap6s término do tratamento,

apresentaram  diminuicdo  significativa
apenas nos parametros de didmetro final do
VE, débito cardiaco e frequéncia cardiaca
(Xiang et al., 2009). Esses mesmos animais
s6 foram apresentar diferenca estatistica
com relacdo ao controle, quanto a
parametros funcionais do VE (F.Ej.) cinco
semanas apos o0 término do tratamento com
a doxo. Isso pode indicar que a medida de
F.Ej. ndo é indicada para deteccdo precoce
de disfuncdo ventricular, ou gque a disfuncéo
ventricular decorrente da doxo s6 se dé a
longo prazo, a medida que o coracdo fica
exposto ao agente toxico por maior periodo
de tempo.

Por outro lado, em quadros mais
estabelecidos de disfuncdo ventricular, os
pardmetros do modo-M sdo capazes de
detectar alteracGes. Migrino et al. (2009),
gue também estudaram a cardiotoxicidade
da doxo em ratos, reportaram valores de F.
Enc. semelhantes aos encontrados na
presente pesquisa, sendo 37,6% no controle
(36,9% na presente pesquisa para 0 mesmo
grupo) e 30,2% no grupo doxo (28,8% na
presente pesquisa para 0 mesmo grupo).

A ndo deteccdo de disfungdo ventricular
imediatamente ap6és o término das
aplicagBes de doxo, quando avaliada pelo
modo-M, reportada na literatura estd em
acordo com o observado pelo Laboratério
de Toxicologia da UFMG no experimento
piloto  (Oliveira et al, 2013).
Diferentemente de Xiang et al. (2009) e
Kenk et al. (2010) que apenas avaliaram 0s
animais com o modo-M, nossa equipe
estudou a funcdo ventricular por meio da
ecocardiografia de strain sendo possivel, no
mesmo tempo experimental, detectar
alteracBes funcionais precocemente com
essa técnica, no experimento piloto.

Kenk et al. (2010) contudo, discutem a
possibilidade de se detectar alteracGes
cardiovasculares precoces por meio do
estudo de pardmetros neuro-hormonais.
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Possibilidades para tal avaliacdo sdo a
mensuracdo plasmatica de noradrenalina e a
avaliacdo da variabilidade da frequéncia
cardiaca que indica alteracfes no controle
autdbnomo do coragdo. Ja foi reportado,
tanto no homem (Kleiger et al., 2005)
guanto no cdo (Oliveira et al., 2012) uma
diminuicdo na variabilidade da frequéncia
cardiaca antes da deterioracdo da funcéo
ventricular. Da mesma forma que em outras
causas de insuficiéncia cardiaca, é de se
esperar que no caso daquela decorrente da
intoxicacdo por doxo haja 0 mesmo
comportamento, ou seja, alteracdes neuro-
hormonais prévias a disfuncéo contrétil do
VE. Assim sendo, a despeito da avaliacdo
de alteragbes neuro-hormonais, os achados
reportados na literatura, bem como o0s
resultados encontrados por nossa equipe no
experimento piloto, podem refletir um
qguadro precoce de cardiotoxicidade ndo
diagnosticado pela ecocardiografia.

Outro fator a ser considerado na diferenca
de resultados reportados na literatura
quanto a avaliacdo funcional do VE ¢é a
limitagdo da técnica do modo-M. As
medidas funcionais de F.Ej. e F.Enc.
consideram apenas um plano de um corte
feito no coracdo. Dessa forma, em casos de
lesdo localizada ou precoce, a avaliagdo
pode ser conduzida em uma por¢do do
coracdo que ainda esteja preservada (Sahlen
& Winter, 2011). Nesse caso, o resultado
seria “falso negativo”, ou seja, constatacdo
de normalidade em um coracdo ja
deficiente.

Buscando-se contornar essa importante
limitag&o, foi desenvolvida a
ecocardiografia Doppler tecidual, que
promove a avaliacdo global da funcéo
cardiaca, ndo mais apenas segmentada. Essa
técnica, contudo, apresenta como grande
limitagdo a dependéncia da angulagdo do
feixe Doppler com a imagem obtida.
Embora o estudo da funcdo cardiaca seja
global, os resultados podem ser sub ou

super estimados em funcdo de angulacdes
imprecisas (Sahlen & Winter, 2011).

Nesse contexto, surgiu a ecocardiografia
speckle-tracking bidimensional, que realiza
0 estudo global e segmentado da funcdo
ventricular e é independente  do
alinhamento entre o feixe Doppler e a
imagem. Tal técnica se baseia no estudo de
algoritmos resultantes da deformacédo, do
movimento e do deslocamento realizados
pelo tecido cardiaco durante a sistole e a
diastole (Motoki et al., 2010).

No experimento piloto (Oliveira et al.,
2013) conseguiu-se a deteccdo da disfungéo
ventricular somente com a técnica de
speckle-tracking, sendo que a avaliagéo
com o modo-M mostrou-se normal. Nesse
caso, constata-se a limitacdo da técnica do
modo-M, com um diagnostico “falso
negativo”, uma vez que, embora estivesse
normal por essa avaliagdo, a disfuncéo
contrétil existia, tendo sido detectada pelas
medidas de strain. Por outro lado, na
presente pesquisa, foi possivel detectar
alteracdes ecocardiograficas no grupo doxo
tanto pelo speckle-tracking, quanto pelo
modo-M, indicando maior grau de
comprometimento da funcéo cardiaca.

As medidas de funcdo ventricular, tanto do
modo-M quanto do  speckle-tracking,
demonstraram eficacia das terapias com
CTM e com flavondides, uma vez que 0s
resultados dos grupos que receberam esses
tratamentos estavam  significativamente
superiores aos do grupo que sO recebeu
doxo e ainda mais importante, estavam
estatisticamente semelhantes aos do grupo
controle. Esses resultados obtidos in vivo
corroboram e engrandecem o0s resultados
obtidos nos experimentos in vitro sobre
utilizacdo de extratos ricos em flavondides
obtidos de C. sinensis. Além disso, 0s
resultados promissores com o uso das CTM
sinalizam a possibilidade de se instituir a
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terapia celular para recuperacdo de injurias
toxicas do miocardio.

Considerando-se 0s grupos doxo+CTM e
doxo+CS é possivel, ainda, inferir maior
efeito cardioprotetor as CTM,
considerando-se seus melhores resultados
nas avaliacGes de strain longitudinal e de
histopatologia.

Apesar de ndo se conseguir uma
diferenciagdo completa de CTM em
cardiomiocitos, como se observa com CTE
e iPS, as CTM mostraram-se eficazes na
prevencéo da cardiotoxicidade,
demonstrada pelos resultados
ecocardiogréaficos de preservagdo da funcéo
ventricular. O sucesso da utilizacdo das
CTM ganha importancia & medida que esse
tipo celular é melhor estabelecido e seu uso
ndo acarreta em questdes éticas, politicas e
religiosas.

E sabido que a lesdo cardiaca causada pela
doxo envolve a formacdo de espécies
reativas do oxigénio e foi demonstrado que
certo grau de estresse oxidativo induz
migracdo de CTM em ensaios in vitro
podendo ser uma das razOes para 0S
resultados encontrados (Li et al., 2009).
Dessa forma, as CTM ap0s injecdo
intravenosa se orientaram para o local da
injuria e provavelmente por efeitos
paracrinos foram capazes de promover uma
melhora no local lesado contribuindo para o
restabelecimento de uma adequada funcéo
contratil.

O ensaio de PCR demonstrou a presenca
das células eGFP injetadas sistemicamente
no coracdo de animais intoxicados com
sucesso. Como documentado, mesmo apds
semanas da injecdo das CTM, foi possivel
demonstrar que estas chegaram ao tecido
lesado (coracédo) e ali permaneceram pelo
periodo de observacdo. A presenca das
células-tronco nos tecidos lesados constitui
um dos principais e primeiros parametros a

serem analisados em pesquisas de terapia
celular, e contribui para a confirmagéo de
sua participacdo nos eventos de melhora
clinica, como os observados no presente
trabalho. Além disso, a demonstracdo da
presenga das CTM no tecido lesado
contribui para a discusséo e elucidacdo dos
mecanismos pelos quais as células atuam.
Uma vez confirmada a presenca e
permanéncia das CTM nos Orgdos de
interesse, a investigacdo dos mecanismos
envolvidos nesta observacéo clinica se faz
pertinente. Este passo, contudo, constitui
uma das perspectivas do presente trabalho.
Entre 0s mecanismos ja descritos na
literatura acerca dos beneficios das CTM na
terapia celular, destacam-se:
imunomodulagdo, inibicdo da apoptose,
promogdo de vascularizacdo, dentre outros.
Alguns destes eventos sdo considerados
paracrinos ou dependentes do contato
célula-célula. Apesar de varios desses
mecanismos envolvidos com os efeitos
benéficos das células-tronco ja terem sido
elucidados, o estudo da terapia celular em
modelos de intoxicacdo ainda € pouco
pesquisado e, portanto, extremamente
relevante.

Finalmente, a avaliagdo da biologia das
CTM extraidas de pacientes em uso de
doxo alerta para o fato de se repensar o
transplante autologo dessas células. Isso
porque foi demonstrado que as CTM
extraidas de animais que receberam doxo,
embora viaveis e mantendo o padrdo de
expressdo de marcadores de superficie,
apresentaram importantes alteracGes como
producdo de fosfatase alcalina e diminuida
taxa de crescimento. Somado a esses
fatores, essas mesmas células, quando
induzidas a diferenciacdo cardiomiogénica
apresentaram comprometimento na
producdo de troponina T cardiaca, e quando
indiferenciadas, = comprometimento  na
produgéo de conexina-43.
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Pensando-se na utilizacdo terapéutica para
reparo de dano ao miocardio, ndo é
aconselhavel o emprego de células que nédo
apresentem  producdo  adequada  de
conexina-43, essencial para a adesao célula-
célula, nem de troponina T, fundamental
para a manutencdo  estrutural do
cardiomidcito.

7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, concluiu-
se quanto a cardiotoxicidade pela doxo que:

- extratos ricos em flavondides obtidos de
A. chica e C. sinensis apresentaram
potencial cardioprotetor, sem alterar a
atividade antitumoral da doxo em ensaios in
vitro;

- CTM indiferenciadas e extrato de C.
sinensis se mostraram  eficazes na
prevencdo da lesdo cardiaca toxica em
modelo experimental in vivo, uma vez que
mantiveram a fungdo ventricular em niveis

semelhantes aos de animais ndo expostos a
doxo;

- as CTM extraidas de ratos em uso de doxo
apresentaram alteracoes bioldgicas
indicando que a doxo apresenta efeito
toxico em CTM, desaconselhando o
transplante autélogo das mesmas, como
alternativa terapéutica, em individuos
submetidos a quimioterapia.

8. PERSPECTIVAS

Avaliar os efeitos da utilizacdo de CTE no
tratamento da cardiotoxicidade induzida
pela doxo, a fim de se verificar se as células
pluripotentes, que sdo capazes de gerar
células espontaneamente contrateis,
promoverdo uma preservacdo da funcéo
ventricular mais eficiente que a observada
com o uso de CTM.
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Capitulo 2

Atividades desenvolvidas na UNIVERSITY OF WISCONSIN

RESUMO

Obijetivou-se a diferenciacdo cardiomiogénica de CTE e a caracterizacdo das células derivadas
desse processo a fim de se obter populagdes celulares ricas em cardiomidcitos para futuras
utilizacBes em ensaios de terapia celular. Primeiro procedeu-se ao treinamento com o cultivo
dessas células, identificacdo morfoldgica das colbnias, aprendizado de cultivos em
alimentadores (feeder) e sem esses (feeder free) e a caracterizagdo fenotipica e padronizagdo da
diferenciagdo cardiogénica, utilizando-se o protocolo que resultasse em maior rendimento de
cardiomidcitos espontaneamente contrateis. Em seguida a essa etapa de treinamento, iniciou-se
0 ensaio experimental. Dados da literatura, que indicam ser o signal regulatory protein alpha
(SIRPA) um marcador ideal para isolamento de populagdes de cardiomidcitos derivados de
CTE ou células iPS, reportam a existéncia de uma populagdo (aproximadamente 10%) que ndo
expressa SIRPA. Dessa forma, buscou-se o isolamento e a identificagdo dessa populagdo
celular. Foi utilizada uma linhagem geneticamente modificada da CTE H9. Essa linhagem
(cTnT**™) contem um construto por meio do qual as células se tornam fluorescentes ao
expressarem a proteina troponina T cardiaca (cTnT). Apds padronizagdo do protocolo de
diferenciacdo que resultasse em maior quantitade de cardiomiocitos contrateis a partir dessas
células transgénicas, procedeu-se a citometria de fluxo para isolamento da populagdo que ndo
expressasse SIRPA. Os resultados encontrados ndo se assemelharam aos reportados na
literatura, havendo maior quantidade de cardiomidcitos negativos para expressao de SIRPA,
indicando a necessidade de se repensar nessa proteina como marcador especifico a ser
empregado para obtencdo de populacéo rica em cardiomidcitos, apos diferenciacdo de CTE ou
iPS.

Palavras-chave: célula-tronco embrionéria, diferenciacdo cardiogénica, SIRPA
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ABSTRACT

The aim was to differentiate embryonic stem cells (ESC) into the cardiomyogenic lineage and
characterize the cells derived from this process in order to obtain an enriched cell population
that is suitable for future cell therapy applications. Firstly it was allowed to learn the basics on
culturing human pluripotent stem cells, either embryonic stem cells (ESC) or induced
pluripotent stem cell (iPS) lines, either on mouse embryonic fibroblasts (MEF) or on feeder free
conditions. Moreover, cells were characterized by morphology and cell surface specific antigens
and different cardiac differentiation protocols were performed. Following this training period
the experimental protocol was indeed started. Literature reports that signal regulatory protein
alpha (SIRPA) is a specific cell surface marker for isolating cardiomyocytes derived from
hPSC. However they also identified a population of cardiomyocytes which do not express
SIRPA (around 10%). For this reason, we aimed to isolate and identify this population. For this
purpose, the H9 cells (hESC cell line) were engineered resulting in the reporter cell line
cTnT*®™. The reporter cell line becomes fluorescent meanwhile expresses cardiac troponin T
(cTnT). After standardization of the more suitable cardiac differentiation protocol (high yield),
flow cytometric analysis of SIRPA showed a significant cardiomyocyte-cell population which
does not express SIRPA. This data suggest that, although SIRPA may be useful for isolating
cardiomyocytes derived from hPSC, it is not a specific cell marker.

Keywords: embryonic stem cell, cardiac differentiation, SIRPA
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1. INTRODUCAO

Conforme salientado por Kamp e outros
pesquisadores, em  recente  revisdo
(Mummery et al., 2012), as pesquisas com
células-tronco ndo devem se restringir ao
estudo delas como possibilidade
terapéutica, uma vez que existem muitos
desafios, como producdo em larga escala de
tipos celulares especificos em condigdes
seguras a saude da populagdo e com custo
acessivel.

Mais que isso, as pesquisas com células-
tronco devem ser utilizadas em varias areas
das ciéncias, como a toxicologia e
farmacologia (realizacdo de testes de
eficacia de medicamentos, por exemplo) e a
embriologia, com o estudo de enfermidades
especificas através do desenvolvimento de
modelos experimentais mais precisos.

Deve-se, ainda, buscar o entendimento dos
mecanismos que possibilitam a ocorréncia
da diferenciacdo in vitro, buscando-se
protocolos que proporcionem condigdes
seguras de cultivo, tendo-se em mente que
tais  células  serdo posteriormente
transplantadas para um organismo Vivo.
Nesse contexto, tem-se 0 desenvolvimento
de pesquisas onde, por exemplo, busca-se 0
aprimoramento de ferramentas seguras de
reprogramacdo  genetica de  células
somaticas para producéo de iPS.

No contexto da medicina regenerativa,
considerando a necessidade de se ter
grandes quantidades do tipo celular de
interesse, Kamp (2011) ressalta que as
pesquisas  tém  enfocado  ou 0
desenvolvimento  de  protocolos  de
diferenciagdo que resultem em alto
rendimento de células especializadas, ou a
bioengenharia com a producéo de linhagens
celulares  capazes de sinalizar a
diferenciagdo em tempo real.

E dentro dessa perspectiva que foram
realizadas as atividades do Programa de
Doutorado no Brasil com Estagio no
Exterior (PDEE) promovido pela CAPES.

2. DESCRICAO DAS ATIVIDADES

Além do projeto de pesquisa, foram
realizadas atividades como participacdo
(ouvinte) nas reunides semanais do Centro
de Pesquisa de Células-Tronco da
Universidade de Wisconsin, apresentacdo
de seminarios na reunidao semanal do grupo
de pesquisa e participacdo (prelecionista)
em dois projetos de popularizacdo da
producdo cientifica sobre células-tronco, o
Summer Science Camp e o Grandparents
University.

Antes de serem iniciadas quaisquer
atividades no laboratério, foi realizado
treinamento  visando aprendizado dos
principios bésicos do cultivo de células
pluripotentes, tanto as CTE, quanto as iPS,
no WiCell Institute. Além do cultivo das
células indiferenciadas, trabalhou-se com a
diferenciacao cardiogénica segundo
protocolo recentemente desenvolvido pelo
proprio grupo de pesquisa (Zhang et al.,
2012).

Com relacdo ao projeto de pesquisa,
objetivou-se  avaliar a eficacia de
cardiomidcitos originados da diferenciacéo
de CTE em preservar a funcdo ventricular
de ratos submetidos & intoxicagéo
experimental por doxo. Para tanto, seria
necessaria a obtencdo de grande quantidade
de células. Além disso, era de fundamental
importancia que a populagéo a ser utilizada
nos experimentos fosse a mais homogénea
possivel. Assim, preconizou-se que as
células obtidas da diferenciacdo deveriam
ser caracterizadas, a fim de se obter uma
populacdo rica em cardiomidcitos.

Com esse propdsito escolheu-se a proteina
signal regulatory protein alpha (SIRPA),
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que foi recentemente reportada como um
marcador especifico para o isolamento de
cardiomidcitos derivados de CTE ou células
iPS (Dubois et al., 2011), para selecionar as
células que seriam utilizadas nos ensaios.
Considerando-se, contudo, que a literatura
reporta a existéncia de populacdes celulares
com perfil Nkx_2,5(-)/SIRPA(+), ou seja,
células que expressam SIRPA mas que nao
podem ser consideradas cardiomidcitos por
ndo expressarem Nkx 2,5, optou-se por
selecionar células que expressassem, além
de SIRPA, outra proteina caracteristica de
cardiomidcitos adultos.

No caso do Laboratorio, foi produzida uma
linhagem celular geneticamente modificada
(dados ainda ndo publicados), a partir da
embrionaria H9, que contém um gene
reporter que permite as células a emissao
de fluorescéncia (expressdo de GFP em
intensidade passivel de nitida visualizacdo
por  microscopia  convencional)  ao
expressarem a proteina troponina T
cardiaca (cTnT). Vantagens dessa linhagem
(cTnT**™) é que se consegue tracar, em
tempo real, a diferenciagdo cardiogénica e
gue se podem selecionar células vivas, uma
vez que a deteccdo da expressdo de ¢TnT se
d& por meio da presencga de fluorescéncia,
ndo havendo a necessidade de se fixar a
célula para marcacdo com anticorpos para
realizacdo de citometria de fluxo. Dessa
forma, ao se obterem células
espontaneamente contrateis em cultura
bastaria selecionar aquelas duplamente
positivas SIRPA(+)/cTnT(+) em sorting e
utiliza-las nos ensaios experimentais com
animais. Para tanto, haveria a necessidade
de se padronizar a diferenciacdo dessa
linhagem celular, uma vez que quando ela
foi originada o Laboratério realizava o
protocolo de diferenciacdo por corpo
embrioide.

Atualmente, dado o desenvolvimento de
novos  protocolos de  diferenciagéo,
inclusive por parte da prépria equipe (Lian

et al., 2012; Zhang et al., 2012), com alto
rendimento de cardiomiécitos e sem o
emprego de SFB, era de interesse do
Laboratério que fosse feita a padronizacao
da diferenciacdo cardiogénica  dessa
linhagem, utilizando-se um desses métodos
e ndo mais o de corpo embrioide que utiliza
SFB e apresenta baixo rendimento de
cardiomidcitos.

Assim, foi proposto o projeto de pesquisa
no qual seriam feitos (1) a diferenciacdo
cardiogénica de uma linhagem celular
especifica e (2) posterior isolamento e
caracterizacdo dos cardiomidcitos, para
entdo, (3) proceder-se a utilizagdo desses
em modelo in vivo de cardiotoxicidade
induzida por doxo. Contudo, o periodo do
estagio de doutorado chegou ao fim antes
de se ter conseguido o isolamento de uma
populacdo homogénea de cardiomidcitos.
Dessa forma, uma vez que o projeto ainda
se encontra em fase de execucdo e nenhum
resultado foi publicado, ndo serdo
fornecidas informacdes detalhadas sobre a
metodologia, nem resultados paralelos e
complementares  obtidos por  outros
pesquisadores. Serdo abordados apenas 0s
aspectos referentes as proposices 1 e 2
anteriormente  citadas neste  mesmo
paragrafo.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Cultivo celular

Foram utilizadas CTE geneticamente
modificadas, produzidas pela propria
equipe de pesquisa (dados ndo publicados)
e que se encontravam congeladas em
nitrogénio liquido. Essas células (cTnT®®™)
foram geradas a partir da linhagem H9
(WicCell Institute), utilizando-se
metodologia com lentivirus. As células
cTnT**™ contém um construto que as
tornam fluorescentes ao expressarem a
troponina T cardiaca (cTnT). Para
confirmacdo da insercdo do gene humano
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da cTnT procedeu-se a realizacdo de PCR
do DNA gendmico nessas células.

Ap6s descongelamento, as células cTnT*cF
foram plaqueadas em placas de seis pocos
previamente tratadas com 8,7 pg/cm? de
Matrigel® (GFR, BD, Biosciences) e
utilizou-se 1pM de inibidor Rock (Y-
27632, CalBiochem). As células eram
mantidas em meio MmTeSR-1® (WiCell
Institute) o qual era trocado diariamente. A
passagem das células era feita com
Versene® (Invitrogen), 1 ml/poco da placa
de seis, a cada cinco dias na razdo 1:18.

3.2 Caracterizacdo celular

As células cTnT®™ indiferenciadas foram
caracterizadas por imunofluorescéncia para
a expressio de Oct-4 e Nanog. Os
anticorpos utilizados foram monoclonal
anti-Oct-4  (diluicdo 1:100, Santa Cruz
Biotechnology), policlonal  anti-Nanog
(diluico 1:100, Cosmo Bio Co Ltda). Os
anticorpos secundarios foram Alexa Fluor
488 ou 594 (diluigdo 1:1000, Invitrogen).
Os nucleos foram corados com DAPI
(diluicdo 1:1000, Invitrogen).

Resumidamente, as células foram fixadas
em paraformaldeido 4% durante 15 min em
temperatura ambiente, lavadas com PBS e
permeabilizadas em solucgéo 0,1% de Triton
X-100 durante 60 min em temperatura
ambiente. O bloqueio foi feito com solugéo
de leite desnatado (5%) em 0,2% Triton X-
100, durante 2 horas a temperatura
ambiente em agitador. Posteriormente, as
células foram lavadas com PBS, incubadas
com os anticorpos sendo feitas lavagens
com PBS e solucdo 0,2% de Tween 20 em
PBS ap6s cada anticorpo.

3.3 Padronizagdo da diferenciacéo
cardiogénica

Foram testados trés diferentes protocolos,
sendo dois j& publicados (Lian et al., 2012;

Zhang et al., 2012) e um terceiro que se
encontra em fase final de desenvolvimento
por laboratérios vinculados ao grupo de
pesquisa.

3.4 Deteccéao de fluorescéncia

Desde o0 inicio do protocolo de
diferenciacdo, procedeu-se ao
acompanhamento diario da cultura celular
por microscopia, tanto em microscépio
invertido, quanto em microscopio de
fluorescéncia. O intuito era detectar a
fluorescéncia quando fossem observados
cardiomidcitos contrateis, ou seja, a partir
da obtencdo de células que produzissem a
proteina  ¢TnT e, consequentemente,
expressassem fluorescéncia.

3.5 Citometria de fluxo

Ap6s 20 dias de inducdo a diferenciacdo
cardiogénica, as células foram submetidas a
citometria de fluxo para avaliacdo das
expressdes GFP e SIRPA. Para tanto,
utilizou-se o anticorpo PE/Cy7 anti-human
CD 172a (SIRPo) (BioLegend®, clone
SESA5, # catdlogo 323808) e seu
respectivo controle, o PE/Cy7 Isotype Ctrl
(BioLegend®, clone MOPC-21, # catalogo
400126).

Resumidamente, as células foram isoladas
utilizando-se solucdo de tripsina/EDTA e
soro de galinha (2%) por seis minutos. As
células foram lavadas com PBS e
incubadas, no escuro, com 0 anticorpo
durante 30 minutos, no gelo.
Posteriormente, foram lavadas com uma
solucéo tampéo (0,5% BSA; 0,1% NaNsem
PBS sem Ca/Mg'"), permanecendo nessa
solucdo para a analise no citbmetro.

Previamente aos ensaios com
cardiomidcitos, testou-se o anticorpo na
concentracdo empregada por Dubois et al.
(2011)  (5ul  anticorpo/10°  células),
utilizando-se células sanguineas
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(granulécitos) que sdo  consideradas
positivas para a expressdo da proteina
SIRPA.

Em seguida, foram feitos os ensaios com
cardiomidcitos,primeiramente empregando-
se a mesma concentrac&o (5l anticorpo/10°
células). Uma vez que os resultados
encontrados ndo foram satisfatérios como
aqueles obtidos com o uso de granuldcitos
(para detalhes, consultar o item 7
“Resultados™), procedeu-se a investigacao
de uma concentragdo mais adequada,

testando-se, para tanto, 5ul, 10ul, 15ul e
20l de anticorpo para 1x10° células.

4. RESULTADOS

As células cTnT*"" indiferenciadas, como
esperado para células  pluripotentes,
mantiveram a expressao de Oct-4 e Nanog,
mesmo tendo sido modificadas

geneticamente, conforme representado na
Figura 24.

DAPI/Nanog

Figura 24: Marcagdo para Oct-4 (painel superior, coloragdo verde) e Nanog (painel inferior, coloracéo
vermelha) em células-tronco embrionarias geneticamente modificadas (linhagem c¢TnT®"), indicando
manutencdo do padrdo para esse tipo celular. A coloragdo em azul marca os nicleos celulares. Imagens

obtidas em microscépio confocal.

O protocolo de diferenciagcdo mais eficiente
para as células cTnT**™ foi aquele ainda
ndo publicado, mas que se assemelha a um
dos métodos propostos por Lian et al.
(2012). Li et al. (2012) propuseram dois
métodos, o de pequenas moléculas e 0 que
emprega uma associacdo de activina A,
BMP4 e BIO. Esse ultimo, com pequenas
modificacdes, foi 0 que apresentou éxito
para as células cTnT*c.

Entre os dias 10 e 13 foram observadas as
primeiras  células  com contragéo
espontanea. As células eram diariamente
monitoradas a0  microscopio e a
fluorescéncia detectada era coincidente com
as areas onde havia células com contracéo
espontanea (Figura 25).
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Figura 25: Células-tronco embrionarias geneticamente modificadas (linhagem cTnT*®™) apés 15 dias de
inducdo a diferenciacdo cardiogénica. A linhagem estudada se torna fluorescente ao expressar troponina T
cardiaca. Observagdo de um mesmo campo, em visualizacdo de campo claro por microscopio invertido (a
esquerda) e por microscépio de fluorescéncia (a direita). Imagens obtidas em aumento de 20x.

Quanto aos resultados da citometria de
fluxo, o anticorpo anti-SIRPA se mostrou
eficaz no isolamento da populacdo de
granulécitos (Figura 26). Contudo, ao
contrario da clara separacdo da populagéo
celular obtida para as células sanguineas,

ndo se conseguiu separacdo semelhante na
avaliagdo dos cardiomidcitos (Figura 27).
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Figura 26: Resultados de citometria de fluxo realizados em células sanguineas (granuldcitos) para
avaliacdo da expressdo de SIRPA. Gréfico a esquerda mostra resultado obtido para o controle (anticorpo
isotipo, 5l anticorpo/10° células) e & direita, para SIRPA (anticorpo anti-SIRPA, 5ul anticorpo/10°

células).
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Figura 27: Resultados de trés experimentos de citometria de fluxo realizados em células-tronco
embrionarias geneticamente modificadas (linhagem cTnT®®™) apés 20 dias de diferenciagdo para
avaliacdo da expresséo de SIRPA. Acima, no painel, os resultados para o controle (anticorpo isotipo, 5ul
anticorpo/10° células) e abaixo, para 0 SIRPA (anticorpo anti-SIRPA, 5pl anticorpo/10° células).

Devido a esse resultado, procedeu-se ao concentracdes do anticorpo, percebendo-se
estudo da marcacédo celular com SIRPA em que a mais adequada foi a de 15ul para 10°
cardiomidcitos,  testando-se  diferentes células (Figura 28).
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Figura 28: Resultados de citometria de fluxo em células-tronco embrionérias geneticamente modificadas
(linhagem cTnT**™) ap6s 20 dias de diferenciacdo para avaliacdo de diferentes concentragdes do

anticorpo anti-SIRPA.

Foram feitos, entdo, trés novos ensaios
independentes, utilizando-se  15ul do
anticorpo.  Novamente o0s  resultados
mostraram inadequada separagdo entre as
populagdes celulares e foram encontrados,
em média, 11,6% de cardiomiécitos que
expressam SIRPA (GFP+/SIRPA+), 23,5%
de outras células que expressam SIRPA
(GFP-/SIRPA+) e 15% de cardiomidcitos
gue nado expressam SIRPA (GFP+/SIRPA-)

(Figura 29). Esses resultados ndo s&o
semelhantes aos reportados por Dubois et
al. (2011). Esses autores utilizaram o Nkx-
2,5 para marcacdo dos cardiomidcitos e
detectaram, aos 20 dias de diferenciagéo,
média de 43% de cardiomidcitos que
expressam SIRPA e 10% de cardiomidcitos
gue ndo expressam SIRPA.
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Figura 29: Resultados de trés experimentos de citometria de fluxo realizados em células-tronco

embrionarias geneticamente modificadas (linhagem cTn

TCFP) apés 20 dias de diferenciacdo para

avaliacdo da expressdo de SIRPA. Acima, no painel, os resultados para o controle (anticorpo isotipo, 5ul
anticorpo/10° células) e abaixo, para 0 SIRPA (anticorpo anti-SIRPA, 15ul anticorpo/10° células).

A ndo concordancia entre os resultados
pode ser justificar pelas diferengas de
linhagem celular utilizada, escolha do
método de diferenciagdo e o marcador
usado para identificacdo dos
cardiomidcitos. Os dados publicados foram
obtidos de células diferenciadas a partir de
corpos embridides e selecionadas com base
na expressdio de Nkx-2,5 que é um
marcador  precoce da diferenciacdo
cardiogénica, ao contrario da cTnT que é
expressa mais tardiamente.

5. CONSIDERACOES

Devido ao término do periodo de estagio de
doutorado, o experimento foi interrompido.
Contudo, a equipe de pesquisa tem dado
andamento aos estudos, especialmente no

que se refere & padronizacdo da citometria
de fluxo para obtencdo de uma populagéo

celular homogénea e rica em
cardiomidcitos.
A proposta ap6s se conseguir clara

distingdo entre as populacbes é de se ter
conhecimento das caracteristicas dessas
células contrateis (GFP+/SIRPA+;
GFP+/SIRPA-) que sdo originadas da
diferenciagdo cardiogénica de células
pluripotentes, antes de serem utilizadas em
estudos com fins terapéuticos. Para tanto,
um dos ensaios que sera realizado envolve
0 rastreamento dos genes expressos por
essas células, por meio de PCR de células
isoladas, conforme técnica descrita por Citri
et al. (2012).
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