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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (MSCs) derivadas da medula 6ssea tém se mostrado
como a grande promessa no reparo tecidual. Estas células apresentam notéveis
propriedades de auto-renovacdo e podem diferenciar em muitos tipos celulares que
dependem de fatores indutores especificos do microambiente. Neste sentido, é fato que
células indiferenciadas respondem a forcas externas e traduzem estes sinais em respostas
bioldgicas.

Em particular, sabe-se que uma série de fatores participa da cardiogénese embrionaria
e que o reparo de um coracdo adulto danificado requer ndo somente a substituicdo das
células que foram perdidas, mas também a integracdo celular eletromecanicamente
sincronizada.

Segundo a literatura, o potencial de diferenciacédo de células mesenquimais de medula
O0ssea em cardiomiécitos (CMs) em sistema de cultura ainda € controverso. Sendo assim,
neste trabalho interessamo-nos por analisar in vitro o potencial cardiogénico de células
mesenguimais adultas de medula 6ssea humana e murina. Para tal, consideramos o efeito
da eletroestimulacdo (ES) e de fatores envolvidos na cardiogénese, incluindo BMP2 (Bone
Morphogenetic Protein 2), FGF4 (Fibroblast Growth Factor 4) e &cido retindico (AR).

Utilizando um sistema de ES para mimetizar os fatores elétricos ao qual CMs sao
submetidos, culturas de células mesenquimais da medula éssea humana e murina foram
eletroestimuladas por 14 dias. No entanto, ndo houve diferenciacdo cardiogénica. As células
ndo se orientaram em relagdo ao campo elétrico, mas tiveram a expressao de proteinas
juncionais alterada. A adesao célula-célula foi aumentada em culturas murinas, enquanto a
adesao célula-matriz extracelular foi aumentada em culturas humanas. Ambas as culturas
celulares expressaram conexina 43, envolvida em jungGes comunicantes. A ES ainda
promoveu o0 aumento do crescimento celular nas culturas, como verificado com 7 e 14 dias
de tratamento. Para as analises dos efeitos de citocinas, culturas murinas foram tratadas por
21 dias e humanas por 14 dias com FGF4 50 ng/mL, FGF4+BMP2 50 ng/mL ou
FGF4+BMP2 100 ng/mL. Nenhum dos tratamentos promoveu a diferencia¢éo cardiogénica.
O crescimento celular foi regulado positivamente pela adicdo de 50 ng/mL de FGF4 e
verificou-se um efeito inibitério dependente de concentracdo usando as combinagfes
FGF4+BMP2 50 ng/mL e 100 ng/mL. No caso de culturas tratadas com AR 1 pM por 45
dias, também n&o se observou diferenciacao cardiogénica. Por outro lado, verificou-se um
efeito deste fator sobre o crescimento celular de culturas murinas, mas ndo de humanas. O
AR promoveu o0 acumulo de I6culos lipidicos nas culturas murinas, 0 que ndo ocorreu nas
humanas.

Nossos dados demonstram que células mesenquimais de medula 6ssea murina e
humana adultas em cultura apresentaram diversas respostas fisiologicas aos estimulos de
ES, BMP2, FGF4 e AR. No entanto, nas condic¢fes utilizadas, as células mesenquimais nédo
foram capazes de diferenciar em linhagens cardiacas.



ABSTRACT

Bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) have been shown to be promising in
tissue repair. They are auto-renewable and can differentiate into many cellular types that
depend upon specific inductive factors into microenvironment. The undifferentiated cells
respond to external inducers and translate these signals into biological responses.

It is known that a series of factors participates in embryonic cardiogenesis and that
repair of injured adult heart not only requires substitution of lost cells, but also synchronized
electromechanically cellular integration.

According to the literature, the differentiation potential of bone marrow mesenchymal
cells in cardiomyocytes (CMs) in culture system is still controversial. In this work our interest
was to analyze in vitro the cardiogenic potential of human and murine adult bone marrow
mesenchymal cells. Therefore, we studied the electrical stimulation (ES), and factors
involved in cardiogenesis, including BMP2 (Bone Morphogenetic Protein 2), FGF4
(Fibroblast Growth Factor 4) and retinoic acid (AR).

Using an electrical stimulation system that mimics electrical impulses to which CMs
are submitted, murine and human bone marrow mesenchymal cell cultures were electrically
stimulated for 14 days. However, there was no cardiogenic differentiation. Cells were not
guided in relation to electric field, but they had modified expression of junctional proteins.
Cell-cell adhesion was increased in murine cultures, while cell-extracellular matrix was
increased in human cultures. Both cell cultures expressed connexin 43, involved in
communication junctions. ES promoted the increase of cellular growth in cultures, as verified
with 7 and 14 days of treatment. For analyses of cytokine effects, murine cultures were
treated for 21 days and human for 14 days with cytokines FGF4 50 ng/mL, FGF4+BMP2 50
ng/mL or FGF4+BMP2 100 ng/mL. None of the treatments promoted cardiogenic
differentiation. Cellular growth was positively regulated by FGF4 50 ng/mL addition and a
dose dependent inhibitory effect using combinations FGF4+BMP2 50 ng/mL and 100 ng/mL
was observed. In the case of cultures treated with AR 1 uM for 45 days, we also did not
observe cardiogenic differentiation. On the other hand, this factor modified cell growth in
murine but not human cultures. AR promoted accumulation of lipid droplets in murine
cultures, which did not occur in human cultures.

Our data demonstrate that murine and human adult bone marrow mesenchymal cell
cultures presente diverse physiological responses to stimulations with ES, BMP2, FGF4 and
AR. However, in the used conditions, mesenchymal cells had not been able to differentiate
into cardiac lineages.
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1. INTRODUCAO

1.1. O coracéo

O coracdo é o primeiro 6rgdo a se formar durante a embriogénese em
vertebrados. Grande parte do seu desenvolvimento tem sido estudada através de
modelos de aves, anfibios, peixe-zebra e camundongo. Em todos estes sistemas, o
coracédo surge de células da mesoderme anterior da placa lateral do embrido, onde
elas estdo arranjadas em campos bilaterais em cada lado da placa pré-cordal e
notocorda rostral. Estes campos incluem o0s precursores tanto de células
miocardicas como endocardicas. Em aves e mamiferos, os campos bilaterais da
mesoderme cardiogénica se fundem para formar o crescente cardiaco (figura 1.1)

(ZAFFRAN & FRASCH, 2002).
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Figura 1.1. Células que originam o coracdo em embrido de galinha. (A) Modelo para a
especificagcdo da mesoderme cardiogénica. As rotas da migracdo mesodérmica de varias regides
da linha primitiva sdo representadas por setas. Sinais que induzem a miogénese cardiaca sédo
representados pelo sinal positivo (+), inibidores da indugdo cardiaca pelo sinal negativo (-). A
mesoderme migrando da regido 1 ndo encontra indutores nem repressores. Células migrando da
regido 3 encontram ambos. Somente células migrando da regido 2 encontram o indutor sem o
inibidor. (B) Este processo produz uma regido em forma de ferradura de mesoderme cardiogénica.
(C) A mesoderme cardiogénica contém os precursores dos trés tipos celulares do endocardio e
miocardio. (extraido de GILBERT, 2000)

Estudos recentes identificaram um segundo tipo de campo cardiaco adjacente

ao crescente cardiaco. Mostrou-se que ha duas fontes distintas de células



progenitoras miocardicas. Além do crescimento de células miocardicas dentro do
tubo cardiaco, estudos em galinha e camundongo indicaram que também ocorre o
recrutamento de células progenitoras cardiacas no polo arterial do tubo. Identificou-
se na mesoderme faringea a segunda fonte de células miocardicas: o campo
cardiaco secundario ou anterior (figura 1.2) (revisado em BUCKINGHAM et al.,

2005).
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Figura 1.2. Fontes de células miocardicas no coragdo de embrido de camundongo.
A localizacdo e a contribuicdo do campo cardiaco secundario sdo mostradas em
verde, com o subdominio do campo cardiaco anterior em verde escuro, e sdo
comparadas com as células miocéardicas derivadas do campo cardiaco primario (em
vermelho). E: dia embrionario. Vistas frontais (E7.5 e E10.5) e vistas laterais (E8 e
E8.5). Trato de fluxo de saida (OFT) distal (DOFT) e proximal (POFT); arcos
faringeos (PhA); ventriculos esquerdo (LV) e direito (RV); atrios esquerdo (LA) e
direito (RA). (extraido de BUCKINGHAM et al., 2005)

Logo apés a gastrulacdo desenvolvem-se os primordios cardiacos paralelos
qgue se fundem para formar o tubo cardiaco primitivo ao longo da linha média ventral
do embrido. Eventos subsequentes de torcdo e maturac&o originam o coracdo multi-

camaras adulto (figuras 1.3 e 1.4) (ZHENG et al., 2002).
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Figura 1.3. Visdes ventrais das principais transicdes que ocorrem no
desenvolvimento cardiaco precoce (eventos baseados no desenvolvimento
de camundongo). E: dia embrionario. O embrido inteiro ou o coragéo isolado
€ mostrado a esquerda, enquanto a direita € mostrada uma secgdo
representativa (transversal em b e d; longitudinal em f e h). O miocérdio e
seus progenitores séo indicados em vermelho. Os progenitores cardiacos
surgem formando o crescente cardiaco no embrido (a, b). Em seguida,
movem-se ventralmente para formar o tubo cardiaco linear (c, d). O tubo
linear sofre uma torcdo e adota um formato de espiral (e, f). Durante a fase
de remodelamento (g, h), a divisdo das cadmaras cardiacas € completada e
os ventriculos esquerdo (LV) e direito (RV) e os atrios esquerdo (LA) e direito
(RA) sao evidentes. EC: camaras endocardicas; AV: atrioventricular; T:
trabécula; Cr: cranial (superior); Ca: caudal (inferior); R: right (direita); L: left
(esquerda). (extraido de HARVEY, 2002)
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Figura 1.4. O coracao adulto. O atrio direito (RA) recebe sangue venoso
do corpo e passa-o0 através da valvula tricispide para o ventriculo direito
(RV), o qual o bombeia através da artéria pulmonar para os pulmdes. O
sangue oxigenado dos pulmdes retorna ao atrio esquerdo (LA) através
das veias pulmonares e passa para o ventriculo esquerdo (LV) através da
vélvula mitral. Do LV, o sangue & bombeado através da aorta para o
corpo. O batimento cardiaco € controlado por células especializadas para
a conducao elétrica que estdo organizadas em nodos ou tratos. O
batimento € iniciado no nodo sinoatrial localizado na juncdo entre o atrio
direito e a veia cava superior. O pulso elétrico é propagado através do
atrio e para o nodo atrioventricular (AVN), que é o condutor para o pulso
passar, apds um breve atraso, para os ventriculos. Uma rapida conducédo
ocorre ao longo do feixe de His e seu ramos para o apice ventricular e
entdo para os ventriculos pelas fibras de Purkinje. (extraido de HARVEY,
2002)

O coracdo € composto principalmente de um tecido muscular contratil, o
miocardio, que € essencial para a sua acdo como bomba. O miocardio é um sincicio
funcional de fibras musculares estriadas cardiacas (atriais, ventriculares,
especializadas excitatorias e condutoras). As células miocardiacas sao cilindricas,
ramificadas e com um unico nucleo localizado centralmente. Dentro delas estdo
estruturas repetitivas contrateis, os sarcomeros (figura 1.5) (KIERSZENBAUM,

2004).
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Figura 1.5. Estrutura de um sarcbmero. Cada sarcémero é constituido de filamentos espessos, que
formam a banda A, e filamentos delgados que formam a banda I. Os filamentos delgados contém
actina, troponina (I, C e T), tropomiosina e nebulina. Os filamentos espessos contém miosina e titina.
O sarcomero é delimitado por duas linhas ou discos Z, onde um de seus componentes, a a-actinina,
ancora as extremidades dos filamentos de actina. (adaptado de ALBERTS et al., 2002)

No miocérdio, as células musculares cardiacas estdo unidas umas as outras
através de complexos juncionais especializados, os discos intercalares. O
componente transversal dos discos intercalares € constituido por desmossomos e
juncbes aderentes. A porcao longitudinal € constituida por jungdes comunicantes,
que permitem a ligagéo elétrica das células (KIERSZENBAUM, 2004).

Quando um potencial de acdo (PA) inicia-se em uma Unica célula muscular
cardiaca, ele é propagado ao longo da célula e inicia o PA na célula vizinha gracas a
presenca dos canais comunicantes, que permitem a passagem de ions. O PA do

musculo cardiaco se espalha célula a célula, levando o coracédo a contrair.

" PA é um fendmeno eletroquimico onde correntes ibnicas sdo liberadas através de canais
especificos, fazendo com que a célula se despolarize até perder quase totalmente a diferenca de
potencial elétrico entre os meios interno e externo. E desencadeado por um estimulo na membrana
celular que reduz o potencial elétrico até um nivel critico chamado de potencial limiar. Atingido o
potencial limiar o PA é disparado. Apés a fase de despolarizacdo a célula recupera seu potencial de
repouso, fendbmeno chamado de repolarizacao, completando o ciclo do PA.



Qualquer célula cardiaca que desencadeie um PA pode levar a contracao
cardiaca. No entanto, a regido que exibir a maior freqiiéncia intrinseca comandara o
ritmo cardiaco. No coracdo normal, estas células estdo localizadas no nodo
sinoatrial e representam 0 marcapasso do coracdo, pois iniciam o batimento
cardiaco e determinam a frequéncia dos batimentos (figura 1.4) (PENNISI et al.,
2002).

O coracdo primordial inicia sua funcdo logo apds a mesoderme bilateral
cardiogénica se fundir para formar o tubo cardiaco. Nos estagios precoces do
funcionamento e desenvolvimento do coragdo, o sistema de conducdo cardiaco
ainda nao esta desenvolvido. O coracdo embrionario desenvolveu estratégias para
capacitar a propria condugcao e coordenar a contracdo sem um sistema condutor
maduro. Deste modo, o coracado tubular dispara PAs periddica e espontaneamente

antes mesmo que as células miocardicas possam contrair (PENNISI et al., 2002).

1.2. Complicagles, regeneracao e estratégias derep aro

Danos isquémicos ao miocéardio e suas complicacdes séo a principal causa de
morbidade e mortalidade nos paises em desenvolvimento e industrializados. Cerca
de 7,2 milhdes de pessoas nos EUA ja sofreram de infarto do miocardio (IM) e
aproximadamente 865 mil novos casos sao registrados a cada ano, sendo que a
mortalidade atingiu 171 mil no ano de 2003 (American Heart Association, 2006). No
Brasil, o infarto agudo do miocardio e as doencas isquémicas do coracdo ocuparam
o segundo lugar no ranking de mortes em 2004. Foram mais de 86 mil registros

(Painel de indicadores do SUS, 2006).



Um IM ocorre quando um ou mais vasos sanguineos que suprem o coragao, as
artérias coronarias, sao repentinamente ocluidos, levando a uma diminuicdo no
suprimento de nutrientes e oxigénio na porcdo do musculo cardiaco suprido pela(s)
artéria(s). Se o fluxo sangiineo ndo € recuperado rapidamente, o resultado é a

morte celular irreversivel dentro da parte afetada do musculo cardiaco (figura 1.6).
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Figura 1.6. Estagios histologicos do IM. Devido a sua alta taxa metabdlica, o0 miocardio (a) comega a
sofrer danos irreversiveis com 20 minutos de isquemia e subseqiientemente uma onda de morte
celular surge das camadas miocardicas interiores em direcdo as exteriores em um periodo de trés a
seis horas. Embora CMs sejam a populagao mais vulneravel, a isquemia também causa a morte de
células vasculares, fibroblastos e nervos no tecido. A necrose miocardica (b) desencadeia uma
resposta inflamatoria vigorosa. Leucocitos derivados da medula dssea, inicialmente compostos de
neutréfilos e posteriormente de macréfagos, entram no infarto. Os macréfagos fagocitam os restos de
células necréticas e geralmente direcionam as fases subsequlientes de cicatrizagdo. Concomitante
com a remoc¢do do tecido morto, um tecido de reparo provisorio hidrofilico rico em fibroblastos
proliferantes e células endoteliais, denominado tecido de granulacdo (c), invade a zona do infarto a
partir da area circundante. Ao longo do tempo, o tecido de granulacdo se remodela para formar um
tecido de cicatrizacdo densamente colagenoso (d). Na maioria dos infartos humanos, este processo
de reparo requer dois meses para se completar, sendo que em animais experimentais pequenos, tais
como camundongos ou ratos, completam-se mais rapidamente. No érgéo, o IM resulta no afinamento
da parede afetada e dilatacdo da cavidade ventricular, um processo denominado remodelamento
ventricular (e). Estas mudancas estruturais aumentam notavelmente o estresse mecénico na parede
ventricular e promovem a disfuncdo contratil progressiva. A extensdo de uma falha cardiaca apés um
IM é diretamente relacionada a quantidade de perda miocardica (LAFLAMME & MURRY, 2005).

O coracdo adulto ndo pode reparar o tecido danificado, pois os CMs séao
incapazes de se dividir significativamente. Apesar de conter uma populacdo de
células precursoras, tronco ou reservas que tém capacidade de reparo endogeno,
fica claro para a maioria dos casos que, apO0s uma injaria cardiaca, qualquer

demanda para o reparo excede a capacidade autdégena de resposta do coracéo



(TAYLOR, 2004). A perda de CMs apos um IM, combinada com a limitacdo de
mecanismos enddgenos de reparo, € um fator responsavel pela progressdo do mau
funcionamento do coracdo (PITTENGER & MARTIN, 2004). O resultado do IM € a
formacdo de um tecido fibroso que ndo tem propriedades contrateis, mecanicas e
elétricas de um miocardio normal.

As opcbes comuns de tratamento para coragdes passando por esses
processos pos-infarto incluem administracdo de medicamentos, transplante
cardiaco, equipamentos de assisténcia circulatoria mecanica (LVADs) ou outras
técnicas experimentais como a terapia génica e os coracoes artificiais. Todas séao
tentativas de manter o miocardio remanescente saudavel ou, quando isso néo é
possivel, substituir o 6rgédo danificado (TAYLOR, 2004).

Tendo em vista a eficacia limitada desses tratamentos correntes, novas
estratégicas terapéuticas sao necessarias.

A terapia ideal minimizaria a perda de CMs por reduzir a morte celular,
promoveria o retorno do miocardio bloqueado e hibernante a funcdo normal,
estimularia a revascularizagdo da regido isquémica por aumentar a angiogénese e
disponibilizaria CMs viaveis para substituir aqueles perdidos, dessa forma
preservando a funcdo contratil e reduzindo a possibilidade de fibrose (FRASER et
al., 2004). Para isso, as células inseridas devem se integrar com o0 miocardio
circundante, expressar proteinas cardiacas e contrair em sincronia com o tecido
hospedeiro.

A tabela 1.1 mostra os tipos de estratégias de engenharia tecidual utilizadas

para o reparo celular cardiaco.



Tabela 1.1. Estratégias para o reparo celular cardiaco.

Estratégias para o reparo celular cardiaco

(1) Transplante direto de células no local danificado (cardiomioplastia ou cardiomiogénese celular)

(2) Técnicas de engenharia tecidual para o desenvolvimento de tecido de substituicdo
» Arcaboucos semeados com células
» Arcaboucos ndo semeados e recrutamento de células endégenas
» Arcaboucos injetaveis com ou sem células
* Filme celular a partir de células cardiacas e folhas de biomateriais

(3) Terapias que levem o coracédo a regenerar os tecidos danificados
 Citocinas

(adaptado de LEOR et al., 2005)

A cardiomioplastia fundamenta-se no principio de que a disponibilizacdo de
determinados tipos celulares no local da injuria cardiaca pode recuperar o fluxo
sangiineo e a contratilidade prévia ao coracao infartado, fibrosado ou nao-funcional.

O reparo cardiaco utilizando células comecou com o transplante de mioblastos
esqueléticos (revisado em LAFLAMME & MURRY, 2005), mas outros tipos celulares
estdo sendo explorados. Varias fontes celulares ja foram transplantadas
experimentalmente em miocardio danificado: CMs embrionarios, fetais e adultos,
células cardiomiociticas tumorais, CMs derivados de células-tronco embrionérias,
mioblastos esqueléticos, células musculares lisas, mioblastos imortalizados,
fibroblastos, células-tronco embrionarias, células-tronco mesenquimais e
hematopoéticas, células estromais da medula &ssea, células mononucleares,
progenitores de linhagens endoteliais e mesenquimais (revisado em TAYLOR, 2004;
PITTENGER & MARTIN, 2004; LEOR et al., 2005; SOLLOWAY & HARVEY, 2003).
Testes clinicos utilizando mioblastos esqueléticos autélogos e células da medula
0ssea estdo em andamento (LAFLAMME & MURRY, 2005).

Em um primeiro momento, os CMs fetais parecem ser a célula ideal para a
cardiomioplastia pois sdo proliferativos, mas devido a complicacdes éticas, seu uso

torna-se dificultado. Os CMs adultos seriam a proxima escolha. No entanto, diversos
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obstaculos inviabilizam o uso dessas células in vivo. Primeiro, para que os CMs
sejam usados em transplante celular, devem estar disponiveis prontamente como
uma fonte celular. Dada sua inabilidade de replicar em um grau significativo in vitro
ou in vivo, isso permanece improvavel até o presente. Segundo, para os CMs
sobreviverem em um coracéao infartado, é necessario um suprimento vascular maior
do que o requerido pelos miocitos sobreviventes e em um nivel maior do que esta
disponivel na area do infarto. Isto sugere que os CMs somente sao utilizaveis se em
conjuncgao com revascularizacao ou angiogénese (TAYLOR, 2004).

Diante de todas as complicacbes para o uso de CMs como fonte para a
cardiomioplastia, a alternativa mais viavel acaba sendo a aplicacdo de células com
potencial para diferenciar em CMs mas que sejam de facil obtencédo e tenham alto

grau de crescimento.

1.2.1. As células-tronco mesenquimais (MSCs) no rep  aro cardiaco

A medula 6ssea é uma das fontes mais abundantes de células-tronco adultas e
células progenitoras. Células-tronco hematopoéticas (HSCs), células progenitoras
endoteliais (EPCs) e células-tronco mesenquimais (MSCs) podem ser isoladas da
medula 6ssea (PARK et al., 2007). As MSCs podem também ser encontradas no
sangue do corddo umbilical, sangue periférico e varios tecidos, incluindo tecido
adiposo e vasos sangtineos (PARK et al., 2007).

Existem dados demonstrando que células-tronco da medula 6ssea (BMSCs)
tém a habilidade de diferenciar em CMs e que o transplante de BMSCs no coragéo
isquémico poderia levar a regeneracdo de CMs e a recuperacdo do coracao

isquémico (LIU et al., 2004).
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As MSCs derivadas da medula O0ssea tém se mostrado como a grande
promessa no reparo tecidual. Estas células induzem pouca resposta imune,
apresentam notaveis propriedades de auto-renovacdo e podem diferenciar em
muitos tipos celulares. Evidéncias recentes mostram que fatores mecanicos tais
como tenséo de cisalhamento, elasticidade mecanica e rigidez da matriz extracelular
(MEC) podem regular a proliferacéo e diferenciacdo de MSCs através de varias vias
de sinalizacao (PARK et al., 2007).

As MSCs oferecem muitas vantagens em relacdo as varias outras ceélulas-
tronco em termos da facilidade de acesso, manuseio e potencial multilinhagem.
Apesar de constituirem uma populacao rara de células presentes na medula 6ssea,
representando de 0,001% a 0,01% das células nucleadas, cerca de dez vezes
menos abundantes que as HSCs, as MSCs podem crescer rapida e facilmente em
cultura (PITTENGER & MARTIN, 2004).

Para purificar as MSCs da medula éssea, as células sédo plaqueadas e as
aderentes sdo cultivadas enquanto as ndo-aderentes, constituidas na maioria por
células hematopoéticas, sdo descartadas atraves de repetidas lavagens (PARK et
al., 2007; BIANCO et al., 2001). Para maior purificacdo, as MSCs podem ser
isoladas através de centrifugacdo por densidade usando um gradiente de Percoll
antes do plagueamento. Entretanto, a adesdo a uma placa de cultura é o que
realmente separa as MSCs dos outros tipos celulares da medula 6ssea (PARK et al.,
2007).

Embora nenhum marcador de superficie Unico para MSCs exista, elas sdo em
geral positivas para STRO-1 (um antigeno de superficie de célula estromal), CD105
(endoglina, receptor para TGF- e integrinas), CD29 (B1-integrina), CD44 (receptor

para &cido hialurénico) e CD166 (molécula de adesdo celular) e negativas para



12

CD14 (antigeno de superficie de mondcito), CD34 (antigeno de superficie de HSC) e
CD45 (antigeno de superficie de leucdcito). Esses e outros marcadores celulares de
superficie, embora nao exclusivos de MSCs, sdo amplamente utilizados para isola-
las e caracteriza-las (PARK et al., 2007).

As MSCs parecem possuir uma ampla capacidade de diferenciacdo e podem
ser estimuladas a diferenciar em uma variedade de tipos celulares. A pluripoténcia
das MSCs tem sido demonstrada por seu potencial osteogénico, condrogénico,
miogénico e adipogénico em resposta a diferentes coquetéis de fatores de
crescimento (PARK et al., 2007). Evidéncias experimentais sugerem que MSCs
também expressam caracteristicas fenotipicas de células endoteliais, neurais,
musculo liso, mioblastos esqueléticos e CMs (PITTENGER & MARTIN, 2004). MSCs
ainda podem se diferenciar em componentes celulares cardiacos e se desenvolver
em fenotipos funcionais de células miocéardicas dentro do microambiente do coracéo

(XU et al., 2004).

1.3. Fatores envolvidos na cardiogénese

O desenvolvimento embrionario do coracao requer a coordenacgdo de diversas
vias de sinalizacdo que atuam nos movimentos e interagbes célula-célula
necessarios para a cardiogénese propriamente dita. O crescimento e o
desenvolvimento cardiaco apresentam uma seqléncia de eventos altamente
organizada que requer a expressao espacial e temporal correta de uma série de
fatores. Muitos dos mecanismos moleculares que sdo necessarios durante este

processo podem ser considerados para analises de desenvolvimento cardiogénico in
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vitro a partir de células mesenquimais. Particularmente, neste trabalho,

consideramos alguns desses fatores que serdo descritos a seguir.

1.3.1. Bone Morphogenetic Protein  (BMP) e Fibroblast Growth Factor (FGF)

A especificacdo das ceélulas mesodérmicas cardiogénicas é induzida pela
endoderme adjacente ao coracao, através das vias de sinalizacdo BMP e FGF. O
coracdo nao se forma se a endoderme anterior € removida. Além disso, a
mesoderme isolada dessa regido formara musculo cardiaco quando combinada com
a endoderme anterior, mas ndo formara se combinada com a endoderme posterior

(figura 1.7) (GILBERT, 2000).
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Figura 1.7. InteracBes que levam a geracdo do coracao e de linhagens sangiineas a partir da placa
mesodérmica lateral. Proteinas Wnt do tubo neural inibem a formacdo do coracdo e promovem a
formagdo sangiinea. A endoderme anterior, entretanto, produz inibidores Wnt, tais como Cerberus,
Dickkopf e Crescente, que impedem as proteinas Wnt de se ligarem a seus receptores. BMPs da
endoderme promovem tanto o desenvolvimento cardiaco como sangiiineo e podem ser bloqueados
por Noggin e Cordina provenientes da notocorda. BMPs endodérmicos também induzem a sintese de
FGF8 na endoderme diretamente através da mesoderme cardiogénica. Assim, células precursoras
cardiacas sdo especificadas em locais onde BMPs (mesoderme lateral e endoderme) e antagonistas
de Wnt (endoderme anterior) coincidem. (adaptado de GILBERT, 2000)

BMPs sdo membros da superfamilia de Transforming growth factor 8 (TGF-p),

que inclui também activinas e inibinas. A subfamilia BMP exerce uma ampla faixa de
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respostas bioldgicas com efeitos diretos no crescimento celular, proliferacao,
diferenciacao e apoptose (MARTINOVIC et al., 2004). Cerca de vinte membros da
familia BMP ja foram identificados e caracterizados, e pelo menos seis BMPs séo
expressos no coracao (2, 4, 5, 6, 7 e 10), com distribuicbes distintas mas
parcialmente sobrepostas (CHEN et al.,2004; SCHNEIDER et al., 2003).

FGFs constituem uma grande familia de fatores de crescimento polipeptidicos.
Vinte e dois FGFs ja foram identificados e a maioria deles € expressa ubiquamente.
Durante o desenvolvimento embrionario, FGFs tém diversas fun¢cdes na regulacéo
da proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular. No organismo adulto, FGFs séo
fatores homeostaticos e funcionam no reparo tecidual e resposta a injuria (ORNITZ
& ITOH, 2001).

Experimentos realizados in vitro em explantes de galinha sugerem que a
sinalizacdo BMP é requerida para a especificacdo cardiaca e formacéo do coracéo
durante estagios de gastrulacdo cardiaca ou néurula precoce (LOUGH et al., 1996;
SCHULTHEISS et al., 1997). No momento em que células cardiogénicas de galinha
tornam-se comprometidas para a linhagem muscular cardiaca, elas estdo em
contato com tecidos expressando BMP2, BMP4 e BMP7. A aplicacdo de BMP2 in
Vivo promove a expressao ectopica dos fatores de transcricdo cardiacos Nkx2-5 e
GATA-4. Além disso, a administragdo de BMP2 ou BMP4 soliveis em culturas de
explantes induz a completa diferenciacdo cardiaca na mesoderme medial anterior,
um tecido que é normalmente n&do-cardiogénico. A competéncia em sofrer
cardiogénese em resposta a BMPs é restrita a mesoderme localizada na regiao
anterior dos estagios gastrula a néurula do embrido (SCHULTHEISS et al., 1997).

A proteina secretada Noggin, que se liga a BMPs e antagoniza a atividade

BMP, inibe completamente a diferenciacdo da mesoderme pré-cardiaca, indicando
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que a atividade BMP é requerida para a diferenciacdo miocardica nesse tecido
(SCHULTHEISS et al.,, 1997). Também ja se demonstrou que o blogueio da
sinalizacdo BMP regula negativamente a expressao de Nkx2-5 (SHI et al., 2000).

Juntos, esses dados sugerem que um campo cardiogénico existe na
mesoderme anterior e que a expressao localizada de BMPs seleciona quais células
nesse campo entram na linhagem cardiomiocitica.

Assim, a via BMP, na auséncia de sinais Wnt, é critica em induzir a sintese do
fator de transcricdo Nkx2-5 na mesoderme cardiogénica. Nkx2-5 é o mais precoce
marcador do desenvolvimento do coracao de vertebrados conhecido, expresso muito
cedo no desenvolvimento, precedendo o0s outros genes cardiacos especificos
(ZHENG et al., 2002). Nkx2-5 € critico em instruir a mesoderme a se tornar tecido
cardiaco e ativar a sintese de outros fatores de transcricdo (especialmente membros
da familia GATA-4 e MEF2). Trabalhando juntos, estes fatores de transcricdo ativam
a expressao de genes codificadores de proteinas especificas do musculo cardiaco

(figura 1.8) (GILBERT, 2000).
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Figura 1.8. Cascata do desenvolvimento cardiaco. Uma correlacdo é feita entre o estagio
morfolégico e os fatores de transcricdo presentes no nucleo das células precursoras cardiacas.
(extraido de GILBERT, 2000)

Como se tem sugerido que a endoderme secreta fatores indutores cardiacos,
diversos grupos tém utilizado células endodérmicas em suas condi¢bes de culturas
para direcionar a cardiogénese. Estudos foram realizados com células P19 (uma
linhagem de carcinoma embrionario utilizada como modelo para estudo da
cardiogénese) co-cultivadas com linhagens celulares endodérmicas viscerais. Esse
sistema de cultura levou a agregacdo espontdnea de células precursoras
pluripotentes, as quais diferenciaram em CMs contrateis. O mesmo efeito foi
observado usando mESCs (célula-tronco embrionaria murina) nesse sistema de co-
cultivo. Co-culturas utilizando uma linhagem celular visceral endodérmica também
aumentaram a diferenciacdo cardiaca de hESCs (célula-tronco embrionéria humana)
(revisado em PANDUR, 2005).

Mais recentemente, células endodérmicas pré-cardiacas dissecadas de

embrides de galinha foram utilizadas simultaneamente como feed layer para mESCs
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e como indutoras do programa de diferenciacao cardiaca. Isto levou a ocorréncia de
aproximadamente 65% de CMs contrateis. Quando a mesoderme cardiogénica foi
incluida na feed layer, todos os EBs (Embryoid Body) tornaram-se contrateis. Além
disso, cultivar mMESCs em meio condicionado por culturas de tecido pré-cardiaco
endodérmico/mesodérmico foi suficiente para induzir a cardiogénese, 0 que aponta
para a presenca de fatores cardiogénicos secretados (revisado em PANDUR, 2005).

O efeito combinado do BMP2 e FGF4 na inducdo cardiaca da mesoderme
embrionéria ndo-cardiogénica de galinha foi mostrado por LOUGH et al. (1996).
Quando presente como o Unico suplemento no meio, o BMP2 ndo promoveu a
viabilidade da mesoderme cardiogénica nem da nao-cardiogénica. Enquanto o FGF4
pdde conduzir a cardiogénese em mesoderme cardiogénica, o fator ndo induziu a
cardiogénese em mesoderme ndo-cardiogénica, embora o crescimento do explante
tenha sido mantido. Entretanto, o tratamento de mesoderme ndo-cardiogénica com a
combinagcdo de FGF4 e BMP2 induziu a cardiogénese, indicando que esta
combinacéo de fatores de crescimento € capaz de redirecionar células embrionarias
para linhagens cardiacas.

Similarmente aos achados em modelos animais, em mESCs os FGFs também
cooperam com BMPs em aumentar a diferenciacdo cardiaca. Um estudo detalhado
foi realizado por KAWAY et al. (2004), que tratou mESCs com concentracdes
definidas de FGF2 e BMP2 em diferentes tempos durante a fase de diferenciagéo. A
inducdo de CMs mais eficiente foi atingida através da adicdo dos fatores de
crescimento durante os trés primeiros dias de diferenciacdo quando as células ainda
eram cultivadas em suspensao, como agregados. Esse é o periodo que as células
comecam a diferenciar nas trés camadas germinativas. Quando o BMP2 foi

adicionalmente acrescentado nos estagios tardios, apresentou um efeito inibitério na
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diferenciacdo cardiaca. Embora cada fator separadamente tenha aumentado a

diferenciacéo cardiaca, o efeito mais proeminente foi atingido pela acdo combinada.
A partir destes estudos tem-se sugerido que a sinalizacdo BMP e FGF exerce

multiplas funcdes na inducdo mesodérmica e diferenciacdo 6rgdo-especifica e que

suas expressoes temporais e espaciais sao criticas na inducdo cardiomiogénica.

1.3.2. Acido Retinoico (AR)

Evidéncias da funcdo de retindides no desenvolvimento cardiaco vém
inicialmente de estudos dos efeitos de dietas deficientes em vitamina A em filhotes
de ratas gravidas descritos por WILSON & WARKANY em 1949, que relataram a
hipoplasia ventricular apds a dieta deficiente.

Os retindides possuem uma ampla funcdo em direcionar a morfogénese
cardiovascular normal. O desenvolvimento do coragdo é extremamente sensivel a
perturbacdo da sinalizacéo por retindides, seja excessiva ou restritiva.

As pro-vitaminas A e o retinol da dieta sdo convertidos e estocados como
ésteres de retinila. O retinol possui essencialmente a funcdo de precursor
metabolico. Reacdes sucessivas oxidativas convertem retinol a retinaldeido e entdo
a AR (KUBALAK & SUCOV, 1999). Sob circunstancias normais, tecidos
embrionérios sintetizam AR endogeno a partir do metabolismo da vitamina A
(WOBUS et al., 1997). Tem-se demonstrado que o AR é critico na modelagem e
desenvolvimento do coragcédo (COLLOP et al., 2006).

O AR liga-se aos receptores de AR (RARaq, B e y, Retinoic Acid Receptor) que,
por sua vez, associam-se aos receptores X de retinéides (RXRa, B e y, Retinoid X

Receptor) para formar heterodimeros. Este complexo age como um fator de
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transcricdo ativado por ligante, acoplando-se aos elementos responsivos a AR
(RARES) de genes alvos, sendo essencial para muitos aspectos do desenvolvimento
embrionario. No coracdo embrionario, a sinalizacdo por AR € mediada
primariamente por receptores RARa, com um componente menor de sinal
proveniente do receptor RAR[B. A enzima responsavel primariamente pela sintese de
AR, a retinaldeido dehidrogenase 2 (RALDH2), é expressa adjacente a regido
sinoatrial em desenvolvimento durante a cardiogénese precoce, sugerindo que um
gradiente de AR deva ser gerado ao longo do eixo anterior-posterior do tubo
cardiaco (COLLORP et al., 2006).

O AR se liga com alta afinidade em outro receptor nuclear expresso quase que
ubiqguamente, chamado PPARB/d (Peroxisome Proliferator Activated Receptor),
membro de uma subclasse de receptores, que também funciona como um
heterodimero com RXR. Assim, em algumas células o AR pode ativar a transcricdo
nao somente através de RAR, mas também através de PPARB/d (SCHUG et al.,
2007).

Ha consideraveis evidéncias de que o AR é critico na diversificacdo inicial da
linhagem cardiaca em fendtipos atriais e ventriculares. Em galinha e camundongo, o
excesso de AR leva camaras ventriculares a adquirirem caracteristicas atriais. Este
efeito ocorre somente se 0 AR & administrado muito cedo no desenvolvimento do
coracdo, sugerindo uma funcdo para o AR nos estidgios mais precoces da
modelagem do tubo cardiaco (revisado em SOLLOWAY & HARVEY, 2003).

Estudos in vitro utilizando AR como agente indutor da diferenciacéo
cardiogénica tém sido realizados em ESCs e P19. Trabalhos utilizando estes
modelos demonstraram que o all-trans-AR influencia a eficiéncia da diferenciacao

cardiogénica de uma maneira dependente de tempo e concentracdo. O tratamento
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com altas concentracdes de AR (107 e 10® M) durante os dois primeiros dias ou
entre o dia 2 e 5 da formacdo de EBs derivados de ESCs inibiu significativamente a
cardiogénese, enquanto o tratamento entre os dia 5 e 7 resultou em uma
diferenciacao cardiomiogénica aumentada (WOBUS et al., 1997).

Posteriormente, WOBUS et al. (1997) mostraram que o tratamento de EBs
derivados de ESCs com all-trans-AR e 9-cis-AR, tanto na concentragéo de 10" como
10® M, acelerou a diferenciacdo de ESCs em CMs e aumentou o desenvolvimento

de CMs ventriculares.

1.4. Inducéo da cardiogénese em MSCs in vitro

Tem-se mostrado que diversas moléculas regulam os processos de
cardiogénese. Os efeitos atribuidos as moléculas com potencial cardiogénico ja foi
demonstrado ser estritamente dependente de sua concentragcdo, tempo de
exposicao e, em alguns casos, do sinergismo com outros fatores.

Tendo em vista o potencial cardiogénico das MSCs, além do uso na
cardiomioplastia, estas células podem também ser utilizadas nas construcdes
teciduais de substituicdo (figura 1.9). Neste sentido, estudos indicam que as MSCs
respondem a sinais do microambiente do tecido hospedeiro e se diferenciam em

células maduras, o que deve contribuir para a regeneracao do IM.
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Figura 1.9. Estratégias para o uso de MSCs
no reparo celular cardiaco (adaptado de
LEOR et al., 2005).

A pré-diferenciacdo para uma linhagem cardiaca definida previamente ao
transplante pode ser mais vantajosa que transplantar células ndo comprometidas
que podem nao diferenciar ou seguir outra via de diferenciacdo nao-cardiogénica.
Para isso, as MSCs podem ser corretamente pré-induzidas para a via cardiogénica
atraves de fatores especificos.

O primeiro relato que MSCs podem diferenciar in vitro em CMs foi de MAKINO
et al. (1999). Em seus estudos, uma linhagem celular cardiomiogénica foi
estabelecida a partir de MSCs imortalizadas por repetidos tratamentos com 5-
azacitidina (um analogo de citosina capaz de alterar a expressdo de certos genes
que devem regular a diferenciacdo) e selecdo de colbnias com células
espontaneamente contrateis. Em seguida, TOMITA et al. (1999) mostraram que
apos a exposicdo a 5-aza por 24h, culturas primarias de MSCs também podiam
diferenciar em CMs. Entretanto, essa conversao in vitro ndo p6de ser confirmada
nos estudos de LIU et al. (2003) sendo que, posteriormente, ZHANG et al. (2005)
mostraram uma restricdo na diferenciacdo de MSCs em CMs dependente da

passagem.
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Recentemente SHIOTA et al. (2007) demonstraram que mMSCs derivadas de
esferdides e tratadas com 5-aza-dC por 24h originavam CMs espontaneamente
contrateis, embora a porcentagem de CMs formados tenha sido extremamente
baixa.

Também ja se demonstrou que o PDGF-AB (Platelet-Derived Growth Factor)
aumenta a diferenciacéo cardiogénica in vitro de mMSCs em culturas que promovem
a geracéo espontanea de CMs funcionais (XAYMARDAN et al., 2004).

No entanto, para nosso conhecimento ndo existem estudos publicados
utilizando AR, BMPs ou FGFs para a inducéo cardiogénica em MSCs, apesar de ja
ter sido demonstrado que esses fatores afetam a cardiogénese.

Embora seja provavel que um conjunto adequado de fatores e/ou condicfes de
cultura promovam a diferenciacdo cardiaca de MSCs in vitro de uma maneira 6tima,

tal receita até o momento ndo existe.

1.5. Eletroestimulacdo (ES) " em cultura de células

O sucesso do reparo de um coracdo danificado requer ndo somente a
substituicdo das células que foram perdidas, mas também a integracdo
eletromecanicamente sincronizada in situ. Para melhorar a contratilidade do coracéo
infartado, as células implantadas devem sobreviver e contrair ou relaxar em
sincronia, ou seja, devem acoplar com o tecido. Neste sentido, estudos de ES em
culturas de MSCs seriam importantes.

O comportamento de uma membrana celular pode ser modificado pela

aplicacéo de corrente elétrica através de dois eletrodos. No caso de membranas

" Vide anexo | — Fundamentos da Eletroestimulacéo
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excitaveis, como de células musculares e nervosas, a passagem de corrente entre
os eletrodos pode causar uma despolarizacdo da membrana se o limiar de
excitabilidade for atingido, desencadeando um PA.

Como a estimulacgéo elétrica induz a hiperpolarizacdo da terminacdo anodica e
despolarizacdo da extremidade catédica da célula, as células alinhadas com as
linhas do campo elétrico sdo sujeitas a maior diferenca de voltagem e sao
frequentemente as primeiras a gerar PA e contrair (RADISIC et al., 2004).

Se a amplitude de um estimulo elétrico € fraca demais para produzir uma
despolarizacdo limiar, um PA nédo ocorrera. Se a corrente aplicada despolariza a
membrana até o limiar, um PA serd desencadeado. A membrana atinge o limiar
dependendo da amplitude do estimulo, e isso varia de membrana para membrana e
mesmo de minuto para minuto na mesma membrana. Uma célula exposta a um nivel
continuo de despolarizacdo pode eventualmente se acomodar ao estimulo e se
tornar inexcitavel a menos que a amplitude do estimulo seja aumentada (DACKO,
1999).

A duragdo do pulso de estimulo também determina se a membrana atinge o
limiar. O tempo que a corrente leva para mudar a voltagem da membrana celular é
diretamente relacionado a capacitancia e resisténcia da membrana. Membranas com
capacitancia maior levam mais tempo do que as com menor capacitancia. Se a
duracdo do estimulo é curta demais, a voltagem de membrana néo atingira o limiar,
nao importa quao alta seja a amplitude do estimulo (DACKO, 1999).

Mesmo se os estimulos sdo de duragdo e amplitude suficientes, a membrana
pode ndo descarregar em um segundo estimulo se ele ocorrer muito em seguida ao
primeiro estimulo. A membrana necessita de aproximadamente 0,5ms para

recuperar sua excitabilidade ap6s um PA. Este tempo de recuperacédo é chamado de
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periodo refratario absoluto. Um estimulo de maior amplitude pode ser necessario
para a membrana possa descarregar novamente em um periodo de tempo entre 0,5
e 1ms apos ter desengatilhado um PA (DACKO, 1999).

Além disso, se o limiar de despolarizacado exceder certos valores (amplitude de
pulso muito alta ou duracdo de pulso muito longa), as células sao irreversivelmente
permeabilizadas e perdem sua viabilidade.

Portanto, a eficacia do uso da corrente elétrica e suas aplicacbes dependem de
muitos parametros que podem ser divididos em parametros de forca elétrica
(amplitude, duracédo, frequéncia de repeticdo, formato e intervalo de pulso) e
parametros que definem o estado da célula, seus arredores e sua geometria
(temperatura, pressao osmotica, tamanho e formato celular) (PUC, et al., 2004).

A maioria dos estudos in vitro realizando a ES de células animais em cultura
envolve CMs e células musculares esqueléticas. O uso de outros tipos celulares
ainda é pouco explorado. Muitos desses estudos analisam as consequéncias do
estimulo elétrico nas culturas enquanto outros analisam o desempenho dos
equipamentos eletroestimuladores desenvolvidos. Os parametros e a metodologia
utilizados sao muito diversificados e, muitas vezes, ndo s&o completamente

especificados (tabela 1.2).
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Tipo celular/cultivo Voltagem ou Frequéncia Duracéo Duracao
Campo de repeticdo de pulso maxima
elétrico ou (Hz) (ms) da ES
Corrente
JOHNSON et CM ventricular de rato 50V (<8V/icm) 3 5 4 dias
al. (1994) neonatal -
monocamada
KATO et al. CM adultos de felino - 4V/cm 1 5 7 dias
(1995) monocamada
HOLT et al. CM ventricular de rato 5V/icm 1 5 24h
(1997) adulto - monocamada
YONEMOCHI CM de rato neonatal - 50V (<8V/cm) 2a3,3 24h
et al. (2000) monocamada
KUBIS et al. Células musculares de  Ajuste visual 1,50u10 2,5 7 ou
(2002) coelho - microcarreador até atingir a l4dias
contracao
(PC)
MAROTTA et Células musculares 50V 3 30 90min
al. (2004) esqueléticas C2C12 -
monocamada
RADISIC et al. CM ventricular de rato 5V/icm 1 2 5 dias
(2004) neonatal - arcaboucgos (PC)
de esponjas Ultrafoam
de colageno e matrigel
PEDROTTY et Mioblastos esqueléticos 1,56mA --- 1 14 dias
al. (2004) adultos de coelho -
arcaboucos de PGA
BOKENES et CM ventricular de rato - --- 1 5
al. (2005) monocamada
STERN- Mioblastos de rato - 6,8mA 250 8 dias
STRAETER et arcaboucos de fibrina (PC)
al. (2005)
SUN et al. MSC da medula 6ssea  10V/cm 60min
(2006) x fibroblastos de rato (DC)

CM: cardiomidcito; MSC: célula-tronco mesenquimal; ES: eletroestimulacédo; PC: corrente pulsada; DC: corrente
direta; ---: ndo especificado.

Em alguns dos estudos que tém investigado como as células respondem ao

serem expostas a correntes elétricas foram observados efeitos migratorios

(galvanotaxia).

A galvanotaxia € a migracdo de células em direcdo ao catodo ou anodo. Na

maioria dos casos, a célula se move em direcdo ao cétodo, por exemplo, células

epiteliais da cornea bovinas, células endoteliais vasculares aodrticas bovinas, células

epiteliais pigmentadas da retina humanas, células da crista neural de anfibios,
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fibroblastos de embrido murino, células epidérmicas de peixe, células de cancer de
prostata metastaticas humanas, neutrofilos ativados, miofibroblastos, queratinécitos
e leucdcitos. Entretanto, alguns tipos celulares se movem em dire¢cdo ao anodo, por
exemplo, granulocitos humanos, células endoteliais da cornea de coelho, células
endoteliais vasculares humanas (HUVECSs), células de cancer de mama
metastaticas humanas, macréfagos e neutrofilos. A diferenca entre espécies e/ou
subtipos celulares pode alterar a galvanotaxia. Por exemplo, HUVECs movem-se em
direcdo ao anodo, enquanto células endoteliais vasculares bovinas movem-se em
direc@o ao catodo (MYCIELSKA & DJAMGOZ, 2004; KLOTH, 2005).

Atribui-se a ES uma variedade de efeitos benéficos que induzem o crescimento
(JOHNSON et al., 1994; KATO et al., 1995), a diferenciacdo e o acoplamento de
CMs (RADISIC et al., 2004).

JOHNSON et al. (1994) mostraram que a ES, através da contracdo mecanica,
acelera o crescimento de CMs e o acumulo de RNA e que a geracdo de tensdo
durante a contracdo é provavelmente mais relevante para estimular o crescimento
de CMs do que a frequéncia de contragdo. A importancia do estabelecimento dos
contatos intercelulares foi verificada, pois CMs cultivados em baixa densidade por
periodos prolongados exigiram um limiar de voltagem significantemente maior para
desencadear a contracao, ja que estes contatos estavam minimizados.

RADISIC et al. (2004) aplicaram pulsos elétricos caracteristicos de miocardio
nativo por 5 dias em construgbes 3D semeadas com CMs. Verificaram que o
estimulo induziu o alinhamento e acoplamento celular, aumentou a amplitude de
contracdes sincronizadas das construgcbes e promoveu um notavel nivel de
organizacao ultraestrutural. Interessantemente, as miofibras alinharam-se na direcéo

das linhas do campo elétrico. A ES proporcionou um progressivo desenvolvimento
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das propriedades condutivas e contrateis nas construcbes cardiacas com forte
dependéncia do inicio e duracdo do estimulo elétrico aplicado. Além disso, a
melhora das propriedades contrateis ndo foi refletida em qualquer diferenca
aparente na celularizacdo da construcdo, dano ou metabolismo celular, mas, ao
contrario, foi relacionada a diferenciacéo celular, sugerindo a maturacédo dos CMs.

Estudos mostram que células pluripotentes inseridas no coracao sdo capazes
de adquirir um fenétipo cardiaco (possivelmente em resposta a estimulos do meio) e
gue CMs se encontram em um ambiente sujeito a estimulos elétricos. Baseado
nisto, perguntamos se seria possivel o estimulo elétrico afetar o processo de
diferenciacao de células pluripotentes para um fenétipo cardiaco.

Embora os resultados de RADISIC et al. (2004) tenham apontado para a
maturacdo dos CMs submetidos a ES, estudos da ES de mioblastos constataram a
auséncia da diferenciagdo para linhagens esqueléticas (PEDROTTY et al., 2005 e
STERN-STRAETER et al., 2005) ou cardiacas (PEDROTTY et al., 2005).

Para nosso conhecimento, existe somente um trabalho publicado envolvendo a
ES de MSCs. SUN et al. (2006) estudaram os efeitos da ES na adesao e orientacao
de rMSCs (célula-tronco mesenquimal de rato) em arcaboucos de colageno.
Entretanto, os autores ndo analisaram a diferenciagcdo celular das células

submetidas a ES.

1.5.1. Juncgdes celulares

Considerando que as jungdes celulares sdo importantes no acoplamento

cardiaco mecéanico e elétrico e também que sao, entre outros mecanismos, 0S

sensores da célula em relacdo ao meio circundante, é de interesse saber quais 0s
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efeitos de fatores externos (neste trabalho, da ES) sobre a expresséao de proteinas
juncionais e se estes afetam a orientacéo e a adeséo celular.

As juncdes ancoradouras conectam mecanicamente as ceélulas e os seus
citoesqueletos as células adjacentes ou a MEC. Sdo amplamente distribuidas em
tecidos animais e sdo mais abundantes em tecidos que estdo sujeitos a diversos
estresses mecanicos, tais como cardiaco, muscular e epidérmico. A tabela 1.3

resume os tipos de junc¢des ancoradouras (ALBERTS et al., 2002).

Tabela 1.3. Tipos de junc¢des ancoradouras.

Proteina de : Fixacéo .
~ L . Ligante : Proteinas de
Juncao ligacédo intracelular do S
extracelular . ligacdo intracelular
transmembrana citoesqueleto
Ligacdo célula-célula
Aderente Caderina Caderina na Filamentos de a- e B-cateninas,

(figura 1.10A) (E-caderina) célula vizinha actina vinculina, a-actinina,
placoglobina (y-
catenina)

Desmossomo Caderina Desmogleinas e  Filamentos Desmoplaquinas,

(desmogleina e desmocolinas intermediarios placoglobina (y-
desmocolina) na célula vizinha catenina)
Ligacéo célula-MEC

Adeséo/contato Integrina Proteinas da Filamentos de Talina, vinculina, o-

focal MEC actina actinina, paxilina,

(figura 1.10B) filamina, FAK

Hemidesmossomo Integrina agPa, Proteinas da Filamentos Plectina, BP230

BP180 MEC

intermediarios

(adaptado de ALBERTS et al., 2002)
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Figura 1.10. (A) Juncéo aderente. Partes extracelulares de caderinas da membrana plasmética da
célula 1 interagem de uma maneira homofilica com as caderinas da vizinhancga da célula 2. O dominio
citoplasmatico de uma molécula de caderina se liga a B-catenina, que por sua vez se liga a a-
catenina. A a-catenina interage com filamentos de actina, ou diretamente, ou através de vinculina ou
a-actinina. (B) Contatos focais. As proteinas ligantes de integrina - paxilina e talina - recrutam a FAK e
a vinculina para os contatos focais. A a-actinina é fosforilada pela FAK, liga-se a vinculina e faz a
ligacdo cruzada de fibras de estresse actina-miosina, prendendo-as nos contatos focais. Assim, um
recrutamento hierarquico altamente ordenado de componentes de adeséo focal ocorre durante a
formagdo do complexo focal. As proteinas mencionadas sdo encontradas na maioria dos contatos
focais. A ativacdo de FAK mediada por integrina € em parte mediada pela ligacdo a MEC ou por
mudancas dependentes de forca nas ligacdes do citoesqueleto. A composi¢cdo de um contato focal,
portanto, varia constantemente dependendo de estimulos externos e de respostas celulares (A:
extraido de BERSHADSKY, 2004; B: MITRA et al., 2005).

As células formam juncbes, mas ndo sdo necessariamente estaticas, sendo
capazes de se movimentar. A migracdo celular € um processo coordenado que
envolve mudancas rapidas na dinadmica dos filamentos de actina, junto com a
formacdo e a desmontagem de sitios de adesdo celular. Uma interacdo complexa
entre o citoesqueleto de actina e os sitios de adesado celular leva a geracdo de
protrusdes de membrana e forcas de tracao (MITRA et al., 2005).

Estimulos externos que controlam a migragcdo celular sdo transduzidos em
sinais bioguimicos através: da interacdo de integrinas que se ligam a proteinas da

MEC; de fatores de crescimento que se ligam a seus receptores de superficie celular




30

cognatos; ou estimulos mecanicos tais como tenséo de cisalhamento que promovem
a deformacgéao do citoesqueleto de actina (MITRA et al., 2005).

Imagina-se que as integrinas sejam 0s sensores primarios para transmitir sinais
fisicos ou mecanicos do meio circundante para o interior da célula, que levam,
entdo, a resposta celular apropriada (CARSON & WEI, 2000). Durante a adeséo
celular a MEC, as integrinas se tornam ativadas e se aglomeram na membrana
plasmética (CARRAGHER & FRAME, 2004).

As integrinas compreendem uma grande familia de receptores transmembrana
qgue funcionam como heterodimeros, consistindo de subunidades a e B distintas que
sado ligadas ndo-covalentemente para formar sitios de ligacdo para componentes
especificos da MEC. A combinacdo das subunidades a e (3 altera tanto a afinidade
da integrina por proteinas de MEC como quais cascatas internas de sinalizacao sao
ativadas. O dominio citoplasmatico da subunidade B, em vez da subunidade a, &
requerido primariamente para a interacdo com o citoesqueleto (CARSON & WEI,
2000). As cadeias B1l-integrina, que formam dimeros com no minimo 9 cadeias q,
sdo encontradas em quase todas as células de vertebrados (ALBERTS et al., 2002).

Junc¢des comunicantes medeiam a passagem de sinais elétricos ou quimicos
de uma célula a outra em interagdo. Exercem func¢des regulatdrias importantes no
desenvolvimento embrionario, acoplamento elétrico, transporte de metabdlitos,
apoptose, diferenciacdo, homeostasia tecidual e carcinogénese (KING & LAMPE,
2005). A maioria das células em tecidos animais estdo em comunicagdo com as

vizinhas via jun¢des comunicantes do tipo fenda (figura 1.11).
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Figura 1.11. (A) Juncdes do tipo fenda. Constituidas por estruturas denominadas
conexons ou hemicanais, formam um canal aquoso continuo conectando os dois
interiores celulares. Cada conexon é formado por seis subunidades de conexina. Dois
conexons se ligam para formar um canal aquoso. (B) Cada conexon & composto por seis
subunidades protéicas, as conexinas. Estas sdo proteinas transmembranares com 25 a
62kDa (a diferenca de tamanho é usada para nomea-las). Os conexons podem ser
homomeéricos ou heteroméricos e os canais intercelulares podem ser homotipicos ou
heterotipicos, de acordo com a capacidade de oligomerizacdo das conexinas. Tais
juncbes permitem a passagem de pequenas moléculas citoplasmaticas de até 1kDa
(ALBERTS et al., 2002; EVANS et al., 2006).

As conexinas sdo expressas diferentemente em tecidos, com algumas sendo
expressas significantemente em somente determinados tecidos e outras, como a
conexina 43 (Cx43), sendo mais amplamente distribuidas. A maioria dos tipos
celulares expressa mais que um tipo de conexina. Entre as diversas conexinas
expressas no tecido cardiaco esta a Cx40, Cx45 e, a mais abundante, Cx43, que &
altamente expressa nos estagios embrionarios e continua a ser expressa no tecido
adulto (KING & LAMPE, 2005). Até 200 mil conexons se organizam em placas nos
discos intercalares cardiacos (KOVAL, 2006).

Os conexons na membrana plasmatica estdo fechados sob condicbes de
repouso, mas podem ser ativados para abrir sob a influéncia de estimulos tais como
concentracdo de Ca®* extracelular baixa, despolarizacdo da membrana, estresse
mecanico da membrana e inibicdo metabdlica. Além disso, 0os conexons sao
influenciados por numerosos outros fatores, tais como pH extra e intracelular, estado

de fosforilacéo e estado redox (EVANS et al., 2006).



32

2. OBJETIVOS

Considerando os efeitos conhecidos de FGF4, BMP2 e AR e a relevancia da
ES na cardiogénese embrionaria, interessamo-nos por analisar a possivel atividade
desses fatores como indutores da diferenciacdo cardiogénica de culturas de células

mesenquimais humanas e murinas de medula 6ssea adulta em cultura.

2.1. Objetivos especificos

Investigar os efeitos de FGF4, FGF4 conjuntamente com BMP2, AR e ES
sobre:

* A morfologia de células mesenquimais em cultura;

* A capacidade de promover a diferenciacdo cardiogénica em células
mesenquimais pela verificacdo da presenca de marcadores caracteristicos de

CMs;
* O crescimento de células mesenquimais em cultura;

» A expressédo de proteinas de juncdes celulares em células mesenquimais em

cultura.
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3. METODOLOGIA

A lista de solucdes e meios de cultura utilizados encontra-se em anexo (Anexo

1)

3.1. Tipos celulares

3.1.1. Células mesenquimais de medula 6ssea humana
Foram utilizadas células mesenquimais de medula 6ssea humana, gentilmente
cedidas pelo Dr. Alex Balduino do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia

(INTO).

3.1.2. Células mesenquimais de medula 6ssea murina

Foram utilizados de 4 a 6 camundongos BALB/c adultos (3 a 4 meses de
idade). Os animais foram sacrificados por asfixia em camara de CO, seguida de
deslocamento cervical, conforme 0s manuais nacionais e internacionais para
utilizacédo de animais para fins experimentais.

Fémures e tibias foram coletados, o tecido conjuntivo foi removido, deixando
apenas 0s 0ss0s. As epifises foram entdo cortadas e, utilizando uma seringa de
10mL conectada a uma agulha de 0,70x25mm com salina, foi feita a extracao,
empurrando a medula éssea para dentro de um tubo de 15mL contendo meio de
cultura suplementado com SFB. A medula foi dissociada utilizando uma pipeta
Pasteur. Centrifugou-se a suspensao a 1500rpm durante 5 minutos a 10<C.

Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o0 pellet em 10mL de meio. A

contagem das células foi feita em camara de Neubauer utilizando liquido de Turk.
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Foram plaqueadas 2.10° células em garrafas de 25cm2 Apoés trés dias, a
cultura foi lavada trés vezes com salina para a retirada da fracdo ndo aderente. A
tripsinizacao foi realizada antes de se iniciar a confluéncia, sendo o meio trocado a

cada trés dias.

3.1.3. Células utilizadas como controle experimenta |

Culturas primarias de CMs murinos, gentilmente cedidas pela Dra. Luciana
Garzoni, foram utilizadas como controle positivo para proteinas cardiacas nas
imunomarcacdes. A linhagem celular A549 (ATCC CCL185), isolada de um
carcinoma pulmonar humano, foi utilizada como controle positivo para a analise da
expressdo de Nkx2-5. Fibroblastos de pele humana foram utilizados como controle

negativo.

3.2. Tratamento das culturas de células mesenquimai s da medula 6ssea com

citocinas

As combinacdes de citocinas recombinantes humanas (R&D Systems) testadas
foram:

* FGF4 50ng/mL;

* FGF4 50ng/mL + BMP2 50ng/mL

e FGF4 100ng/mL + BMP2 100ng/mL

Foram plaqueadas 2.10* células/poco em placa de 24 pocos. Apds 24h as
células foram lavadas com salina e o meio (OPTIMEM suplementado com SFB 2% e
PSA 1X com ou sem citocinas) adicionado. Trocou-se metade do meio trés vezes

por semana durante 14-21 dias.
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3.3. Tratamento das culturas de células mesenquimai s da medula 6ssea com

all-trans -acido retindico

Uma solucéo-estoque foi constituida dissolvendo-se o all-trans-acido retindico
(Sigma) em etanol absoluto na concentragcdo de 1mM, armazenada no escuro a -
20C. A determinacéo da concentracdo foi realizada utilizando espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 350nm.

As células foram plagueadas em DMEM suplementado com 10% SFB e PSA
1X. Apos 24h as culturas foram lavadas com salina e os meios (controle ou com
AR) foram, entdo, adicionados. Inicialmente foram testadas algumas concentracdes
de AR, mas na maioria dos experimentos a concentracdo utilizada foi de 1uM. A
cultura controle foi realizada adicionando-se somente etanol na maior quantidade
entre as utilizadas na diluigdo do AR.

Metade do meio de cultura foi trocada trés vezes por semana durante o periodo

da cultura.

3.3.1. Marcacdo com Oil Red O das culturas de células tratadas com AR

Para a identificacdo de Ioculos lipidicos nas culturas tratadas com AR foi usada
a marcacao com Oil Red O.

As células cultivadas em laminulas foram fixadas com formalina 10% por 10
minutos. Apds, foram lavadas com agua destilada trés vezes, retirou-se 0 excesso
para colocar propileno glicol, duas trocas de 5 minutos cada e entéo a solucéo de Oill
Red O por uma hora sob suave agitacdo. Apos esse tempo, retirou-se a solucéo e

colocou-se propileno glicol 85% por trés minutos. As laminulas foram enxaguadas
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em agua destilada, coradas com hematoxilina por 30 segundos, lavadas em agua
corrente e em seguida com agua destilada. O corante Oil Red O tem afinidade por

compostos lipidicos corando-os de vermelho.

3.3.2. Identificacéo de linhagens monociticas

Utilizou-se um kit (91A-KT, Sigma-Aldrich) para a identificacdo da a-naftil
acetato esterase, que é encontrada em células da linhagem monocitica. Para a
realizacdo do teste, as preparacdes foram incubadas com o substrato enzimatico o
a-naftil acetato na presenca do sal diazonium. A hidrélise enzimatica das ligacdes
ésteres libera compostos de naftol livres, os quais se ligam ao sal diazonium
formando depdsitos coloridos no local de atividade enzimatica. A enzima é detectada
primariamente em mondcitos e macrofagos. Mondcitos apresentam coloracao
escura. Linfécitos e granulécitos podem ocasionalmente exibir atividade enzimatica.

As laminulas foram fixadas por 30 segundos em solucdo fixadora de citrato-
acetona-formaldeido (CAF) a temperatura ambiente (TA). Para o preparo da solucao
CAF, 5mL de solucéo citrato (acido citrico 18mM, citrato de sodio 9mM, cloreto de
sédio 12mM, pH 3,6) foram adicionados a 13mL de acetona e 1,6mL de formaldeido
37%.

Apbs a fixacdo, as laminulas foram enxaguadas em agua destilada por 45-60
segundos, colocadas na solugéo de reacéo e incubadas por 1h a 37<C, protegidas
da luz. Para o preparo da solugcao de reacao, inicialmente diluiu-se 250uL de nitrito
de sodio 0,1M em 250uL de Fast blue BB base (15mg/mL de Fast blue BB base em
0,4 mol/L de &cido hidroclorico). Em seguida, misturou-se a solugdo e apds 2
minutos a coloragdo mudou de marrom escuro para amarelo escuro. Adicionou-se a

solucdo em 10mL de agua destilada pré-aquecida a 37C. A esta ultima, foi
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adicionado 1,25mL de tampé&o Trizmal (maleato trizma 1M, pH 7,6) e 250uL da
solucdo de a-naftil acetato. A solucdo tornou-se esverdeada. Misturou-se bem e
colocou-se no banho a 37<C.

ApoOs o periodo de reacgdo, as laminulas foram enxaguadas por 2 minutos em
agua destilada antes de serem contrastadas por 2 minutos em solucdo de
hematoxilina de Gill e enxaguadas em agua destilada. Utilizou-se meio aquoso

Aquatec para montagem em laminas.

3.4. Eletroestimulacao

3.4.1. Sistema marcapasso

Inicialmente o sistema utilizado para a ES consistiu de um marcapasso externo
de demanda VVI (Med-100, Cardio System). O marcapasso permitia regulagem de
frequéncia de repeticdo (40 a 120 bpm) e voltagem (5 ou 9V). Como parametros
nominais de saida foram utilizados: frequéncia de repeticdo de 120bpm (equivalente
a 2Hz) e amplitude de voltagem de 9V.

Dois fios de marcapasso descartaveis de aco (Ethicon, Johnson&Johnson),
utilizados como eletrodos, foram colocados dentro de uma placa de Petri de
poliestireno (60x15mm, Corning), arranjados conforme a figura 3.1 e conectados ao

marcapasso.
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Figura 3.1. Sistema marcapasso.

3.4.2. Equipamento eletroestimulador

Tentando mimetizar o ambiente cardiaco e eliminar possiveis distor¢des
inerentes ao sistema marcapasso, um equipamento (figura 3.2) foi especialmente
construido para o processo de ES pelo Laboratério de Instrumentacdo Biomédica

(LIB)/COPPE-UFRJ, sob orientacdo do Dr. Marcio Nogueira de Souza.

Figura 3.2. Equipamento eletroestimulador com
uma camara Lab-Tek acoplada.

O equipamento permite regulagem de amplitude de corrente (0,2 a 22 mA),
frequéncia de repeticdo (0,1 a 7,5 Hz) e duracdo de pulso (1 a 7 ms), possuindo

guatro saidas independentes, mas com controle Unico. O tipo de corrente produzido
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pelo eletroestimulador € alternado com pulso bifasico balanceado a fim de impedir a
eletrolise.

Como parametros de ES foram utilizados: freqiiéncia de repeticdo de 2Hz,
corrente de 16 ou 22mA e duracdo de pulso de 1ms.

O funcionamento do equipamento foi monitorado através de um led que,
conectado aos cabos, acendia quando havia passagem de corrente elétrica.

Foram utilizadas camaras de poliestireno com dimensdes de 43x19x9mm (Lab-
Tek Chamber Slide, Nunc). Cada camara possuia dois eletrodos localizados em
extremidades opostas, conectados através de fios ao eletroestimulador. Como o
campo elétrico é uma funcdo do formato do eletrodo, para torna-lo homogéneo
foram utilizadas chapas de aco inoxidavel 304, recortadas conforme a Figura 3.3A e
dobradas para se adaptarem as placas de modo que formassem duas placas
paralelas em cada extremidade da placa de cultura (figuras 3.3B e 3.3C).

A disposicéo final das culturas ES é mostrada na figura 3.4, onde quatro

camaras Lab-Tek estédo arranjadas duas a duas dentro de placas de Petri.
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Figura 3.3. (A) Dimensbes do eletrodo de acgo inoxidavel. (B) e (C)
Disposicao dos eletrodos na camara Lab-Tek e a conex@o com os fios.

Figura 3.4. Disposicdo das camaras Lab-Tek em placas
de Petri.

3.4.3. Eletroestimulacdo das culturas de células me senquimais de medula
0ssea
Foram plaqueadas de 1 a 2.10° células mesenquimais murinas ou 4 a 6.10*
células mesenquimais humanas em cada placa Lab-Tek. Apds 24h, a cultura foi

lavada com salina e, nas culturas ES, os eletrodos foram adaptados e conectados
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ao eletroestimulador, iniciando-se, assim, a ES. Para cada experimento foram
realizadas culturas controle nas mesmas condi¢des, ndo havendo ES. A duracao
padrao dos experimentos foi de 14 dias, a 37C em 5% de CO,, sendo o0 meio de
cultura trocado duas vezes por semana. O meio utilizado foi DMEM suplementado

com 10% de SFB e PSA1X.

3.5. Imunocitoquimica

3.5.1. Fixacéo das culturas para imunofluorescéncia

As culturas foram primeiramente lavadas trés vezes com PBS durante 5
minutos cada, sempre sob suave agitacéo. Fixou-se com paraformaldeido (PFA) 4%,
deixando agir durante 15 minutos. Seguiram-se trés lavagens com PBS de 5 minutos

cada. A cultura fixada foi mantida em PBS a 4C até a realizacdo da imunoreacao.

3.5.2. Imunofluorescéncia

A cultura fixada foi lavada duas vezes com PBS e incubada com PBS/triton
0,5% por 30 minutos a TA, sem agitar. Em seguida, lavou-se trés vezes com PBS,
agitando-se suavemente por 5 minutos.

O bloqueio foi feito com PBS/BSA 5% ou PBS/BSA 5% + leite em p6 desnatado
Molico 5% por 1h a TA agitando-se suavemente. A cultura foi entdo lavada duas
vezes com PBS a TA agitando-se suavemente por 5 minutos.

Em seguida, a cultura foi incubada com o anticorpo primario diluido em
PBS/BSA 1% por 1h a 37C, em camara umida. Lavou-se trés vezes com PBS a TA

agitando-se levemente por 5 minutos.
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Incubou-se com o anticorpo secundario diluido em PBS/BSA 1% por 1h a 37<C.
Lavou-se trés vezes com PBS a TA agitando-se levemente por 5 minutos.

Quando se realizou a marcacdo de filamentos de actina, incubou-se com
faloidina diluida em PBS durante 30 minutos, a 37<C . Lavou-se trés vezes com PBS
a TA agitando-se levemente por 5 minutos;

Para a marcacdo dos nucleos, a cultura de células foi incubada com DAPI
diluido em PBS durante 5 minutos a TA. Lavou-se trés vezes com PBS a TA
agitando-se levemente por 5 minutos.

O excesso de liquido foi retirado e as laminulas foram montadas sobre laminas
com o auxilio do meio de montagem Vectashield.

A lista de anticorpos e marcadores utilizados encontra-se em anexo (Anexo llI).

3.6. Western Blotting

3.6.1. Dosagem de proteinas totais — Método de Brad ford

O método de Bradford € um dos mais sensiveis e usados para dosagem de
proteinas totais. A intensidade da cor, medida através da absorbancia em
espectofotbmetro, varia entre solu¢cdes com diferentes concentragbes, mas com as
mesmas proteinas.

Uma curva de calibragcdo de absorbancia a 595nm versus concentracdo de
proteina padrdo em mg/mL foi construida reagindo diferentes concentracbes de
soroalbumina bovina (BSA) com o reagente de Bradford.

O resultado da absorbancia a 595nm gerado pela amostra analisada foi

convertido em concentrag&o utilizando como referéncia a curva de calibragéo.
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3.6.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida

As culturas foram lavadas trés vezes com PBS e depois tratadas com 1 volume
de tampéo de amostras para eletroforese (SDS 4%, Tris-HCI| 125mM pH 6.8, glicerol
20% e DTT 0,2M) e fervidas por 5 minutos a 100C. G éis de corrida desnaturantes
de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) foram preparados e as amostras, com a
mesma quantidade de proteinas (60ug), foram aplicadas nos pocos de eletroforese.

As eletroforeses foram realizadas a corrente constante (cerca de 25mA).

3.6.3. Immunoblotting

A revelacdo imunolodgica da transferéncia eletroforética de proteinas em gel
desnaturante de poliacrilamida para folha de PVDF (Millipore, S&o Paulo, Brasil), ou
immunoblotting, foi feita de acordo com o descrito por TOWBIN et al. (1979), com
modificacdes.

Ao final da eletroforese, o gel foi colocado no tampao de transferéncia (Tris
25mM, glicina 191mM e metanol 20%), por 20 minutos. A folha de PVDF foi lavada
por 10 segundos em metanol absoluto, colocada em agua destilada por 5 minutos
(sob agitacdo) e depois por 10 minutos em tampao de transferéncia. A seguir, as
proteinas foram transferidas eletroforeticamente para esta folha, durante 19 horas, a
25mA e a 4C. A PVDF foi, entéo, corada pela solucd o de Vermelho Ponceau VP
(VP 0,1% e acido acético 5%) para se analisar a eficiéncia da transferéncia.

As proteinas imobilizadas na membrana foram bloqueadas com uma solucao
de 5 % de leite em p6 desnatado Molico em tampéao TBS/Tween 0,001% por 1 hora
a TA e em seguida a membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos cada com
TBS/Tween. A PVDF foi, entdo, incubada com o anticorpo primario, diluido

adequadamente neste mesmo tampéo, durante a noite, a 4°C e sob agitacdo. Apos
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a incubacao, a PVDF foi lavada mais 5 vezes, por 3 minutos cada, com TBS/Tween.
A seguir, incubou-se com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase
devidamente diluido, por 1h, a TA e sob agitacdo. Apos 4 lavagens de 10 minutos
cada, com TBS/Tween, a PVDF foi submetida a revelacéo pelo Kit ECL (Amersham,
Buckinghamshire, UK).

Para verificar a presenca de outra proteina na mesma folha de PVDF, esta foi
tratada com tampéao de Striping (SDS 2%, 2-mercaptoetanol 100mM e Tris 62,5mM
pH 6.7) por 40 minutos & 60°C, lavada 4 vezes em TBS-Tween e bloqueada
novamente. Depois a PVDF foi incubada com anticorpo primario devidamente diluido
em TBS/Tween e o procedimento seguiu a forma descrita anteriormente.

A lista de anticorpos e marcadores utilizados encontra-se em anexo (Anexo llI).

3.6.4. Quantificacdo de bandas de immunoblotting

O programa Image J foi utilizado para a quantificacdo da densidade das
bandas. Foram utilizadas imagens escaneadas do gel. Os valores de cinza das
bandas foram checados para confirmar se estavam maiores que os do fundo e, caso
necessario, invertidos através do comando <lookup tables>, <invert LUT> e entdo
<edit>, <invert>. As imagens foram coloridas de vermelho através do comando
<image>, <ajust> e <threshold>. Na janela <threshold> ajustou-se de forma que
somente as bandas ficassem vermelhas e o fundo do gel ndo, mexendo com a seta
de cima, mas deixando a seta de baixo no valor maximo (255) e entédo <apply>.

Para a obtencdo dos valores da quantificacdo, clicou-se em <set
measurements> e marcaram-se 0s parametros de interesse (integrated density). Em

<set scale> foi definido o valor de distancia para 1 e a unidade em pixels.
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Em <analyze>, <analyze particles> foi gerada uma tabela com os valores de
densidade integrada correspondentes a cada uma das bandas a partir da qual foram

construidos os gréaficos apresentados.

3.7. Estimativas de crescimento celular

Os métodos utilizados para a estimativa de proliferacéo celular foram: método

do MTT e contagem do numero de células em campos aleatorios.

3.7.1. Método do MTT

O meétodo do MTT envolve a conversao, por enzimas mitocondriais, do MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i)-2,5 difenil brometo tetrazolio) solivel em agua em formazan
insolivel. O formazan € entdo solubilizado, e a concentracdo determinada por
densidade otica a 570nm. Quanto maior é a quantidade de células (ou de
mitocondrias), maior a conversao e maior a absorbancia a 570nm.

O meio de cultura foi substituido por meio fresco sem vermelho de fenol - 2mL
nas placas de ES ou 400uL nas placas de 24 pocos - e adicionou-se 200uL ou 40uL,
respectivamente, de uma solugédo estoque de 12mM de MTT ao meio. Foi incluido
um controle negativo de somente meio com a solugéo de MTT.

As culturas foram incubadas a 37C por 2h. Em seguida, adicionou-se a
solucdo de SDS-HCI (2mL ou 400uL) e misturou-se completamente. Incubou-se a

37T por 4h. Posteriormente, misturou-se e efetuou- se a leitura de absorbancia a

570nm.
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3.7.2. Contagem do numero de células em campos alea  torios

Imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia, quando se realizou a
marcacdo com DAPI, ou em microscopio 6tico, quando se realizou marcacdo com
hematoxilina. DAPI € um marcador azul fluorescente de bases nitrogenadas AT ou
AU de acidos nucléicos. Hematoxilina € um corante que tem afinidade por moléculas
carregadas negativamente revelando, portanto, a distribuicio de DNA, RNA e
proteinas acidas na ceélula. Vinte campos aleatérios foram fotografados com
objetivas no aumento de 10x ou 20x. A cada nucleo marcado com DAPI ou

hematoxilina foi associada a existéncia de uma célula.

3.8. Andlise estatistica

Os dados, a ndo ser quando explicitado, foram apresentados como meédia +
desvio padrdo. A significancia das diferencas experimentais foi determinada usando
o teste ANOVA (Teste de Tukey) quando eram comparadas mais de duas situacoes
e 0 Student’s t-test ndo-pareado através do software GraphPad Prism 4.02. A

significancia foi definida como P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise dos efeitos das citocinas BMP2 e FGF4 sobre a morfologia de

culturas de células mesenquimais de medula 0ssea

Atribui-se a suplementos para o meio de cultura sinais que determinam a
diferenciacdo de células multipotentes em linhagens especificas. Assim, estudamos
o efeito da adicdo das citocinas BMP2 e FGF4 na inducéo cardiogénica de culturas
de células mesenquimais humanas e murinas.

Considerando que a combinacdo de BMP2 e FGF4 favorece a inducéo
cardiaca, foram analisadas culturas de células mesenquimais murinas tratadas
durante 21 dias e humanas tratadas durante 14 dias com FGF4 50ng/mL,
FGF4+BMP2 50ng/mL ou FGF4+BMP2 100ng/mL.

Nas culturas de células mesenquimais murinas que receberam qualquer um
dos tratamentos com citocinas houve um aumento no crescimento de células
arredondadas que se destacavam das placas de cultura, como verificado

visualmente por microscopia de contraste de fase (figura 4.1).
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Figura 4.1. Aspectos morfologicos de células mesenquimais murinas em cultura tratadas com
FGF4 ou FGF4+BMP2. As imagens observadas por microscopia de contraste de fase foram
obtidas de culturas de células mesenquimais murinas apds 21 dias de tratamento com as
citocinas. (A) Controle. (B) FGF4 50ng/mL. (C) FGF4+BMP2 50ng/mL. (D) FGF4+BMP2
100ng/mL. Imagens obtidas com objetiva no aumento de 20x. Barra = 50pum.

Nas culturas de células mesenquimais humanas, com poucos dias ja se
constatou visualmente por microscopia de contraste de fase que as tratadas com
citocina apresentavam um maior crescimento quando comparadas as controles.
Enquanto as culturas controles apresentavam muitos fragmentos celulares, as

tratadas com citocinas apresentavam um melhor aspecto (figuras 4.2 e 4.3).
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Figura 4.2. Aspectos morfologicos de células mesenquimais humanas em cultura tratadas com
FGF4 ou FGF4+BMP2. As imagens observadas por microscopia de contraste de fase foram
obtidas de culturas de células mesenquimais humanas apoés 4 dias de tratamento com as citocinas.
(A) Cultura controle. (B) Cultura tratada com FGF4 50ng/mL. (C) Cultura tratada com FGF4+BMP2
50ng/mL. (D) Cultura tratada com FGF4+BMP2 100ng/mL. (1) Imagens obtidas com objetiva no
aumento de 10x; (2) Imagens obtidas com objetiva no aumento de 20x. Barra = 100um em 1 e
50um em 2.
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Figura 4.3. Aspectos morfolégicos de células mesenquimais humanas em cultura tratadas com

FGF4 ou FGF4+BMP2. As imagens observadas por microscopia de contraste de fase foram

obtidas de culturas de células mesenquimais humanas apds 14 dias de tratamento com as

citocinas. (A) Cultura controle. (B) Cultura tratada com FGF4 50ng/mL. (C) Cultura tratada com

FGF4+BMP2 50ng/mL. (D) Cultura tratada com FGF4+BMP2 100ng/mL. (1) Imagens obtidas com

objetiva no aumento de 10x; (2) Imagens obtidas com objetiva no aumento de 20x. Barra = 100um
em 1 e 50umem 2.
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4.1.1. Analise dos efeitos do FGF4 e BMP2 no potenc ial de diferenciacao

cardiogénico de culturas de células mesenquimais da medula éssea

Para analise da diferenciacdo cardiomiocitica, culturas de células
mesenquimais humanas e murinas tratadas com as citocinas FGF4 50ng/mL,
FGF4+BMP2 50ng/mL ou FGF4+BMP2 100ng/mL foram submetidas a
imunofluorescéncia com os anticorpos anti-Nkx2-5 (figura 4.4) ou anti-troponina |
(imagens ndo mostradas) apds o periodo de tratamento. Ndo houve marcacao
positiva em nenhum dos grupos. Por outro lado, como esperado, foi possivel
observar marcacao positiva para a-actinina sarcomérica, troponina | e Nkx2-5 em
culturas primarias de CMs. A expressédo de Nkx2-5 também foi observada em células
da linhagem A549 (figura 4.5).

Foi testado o efeito do uso de 10% de meio condicionado por CM humano no
cultivo de células mesenquimais humanas na indugéo cardiogénica, ainda utilizando
0 sistema marcapasso. No entanto, as culturas ndo apresentaram indicacbes de

diferenciacdo cardiomiocitica (dados ndo mostrados).



FGF4 + BMP2 FGF4 50ng/mL Controle
50ng/mL

FGF4 + BMP2
100ng/mL

Figura 4.4. Analise da expressao de Nkx2-5 em células mesenquimais murinas cultivadas por
14 dias na presenca de FGF4 ou FGF4+BMP2. Imagens das imunofluorescéncias com
anticorpo anti-Nkx2-5 em células mesenquimais murinas cultivadas por 14 dias. Nas figuras
maiores observa-se a presenca de células através da marcacdo com DAPI e nos insertos sao
mostradas as negatividades das reacBes com anti-Nkx2-5. (A) Controle. (B) FGF4 50ng/mL.
(C) FGF4+BMP2 50ng/mL. (D) FGF4+BMP2 100ng/mL. Barra = 15um em 1 e 25um em 2.
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Figura 4.5. Expressdo de Nkx2-5, a-actinina-sarcomérica e troponina | em culturas priméarias de CMs
murinos e de Nkx2-5 na linhagem A549. Estas células foram utilizadas como controles positivos para
as analises realizadas nas células mesenquimais em cultura. (A1, A2, A3 e SA) CMs marcados com
anti-a-actinina-sarcomeérica (Al), anti-troponina | (A2), DAPI (A3) e a sobreposi¢do das trés imagens
em SA. (B1, B2, B3 e SB) CMs marcados com anti-a-actinina-sarcomérica (B1), anti-Nkx2-5 (B2),
DAPI (B3) e a sobreposicédo das trés imagens em SB. (C-E) CMs marcados com anti-a-actinina-
sarcomérica em verde e DAPI em azul (C); anti-troponina | em verde e DAPI em azul (D e E). (F)
Linhagem A549 marcada com anti-Nkx2-5. Barra = 30um em Al, A2, A3, AS, B1, B2, B3 e SB; e
15umem C,D,EeF.
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4.1.2. Andlise dos efeitos do FGF4 e BMP2 no cresci mento de células

mesenquimais da medula 6ssea em cultura

O aumento do crescimento celular dos grupos tratados com citocinas era
perceptivel. Para confirmacéo, foi realizada a contagem de campos aleatérios de
células marcadas com DAPI.

Culturas de células mesenquimais humanas foram analisadas apés 14 dias de
tratamento com as citocinas FGF4 50ng/mL, FGF4+BMP2 50ng/mL ou FGF4+BMP2
100ng/mL. O numero de células foi significativamente maior nas culturas tratadas,
sendo 128% maior na cultura tratada com FGF4 50ng/mL, 112,7% maior na tratada
com FGF4+BMP2 50ng/mL e 63,4% maior na tratada com FGF4+BMP2 100ng/mL
em comparacao a cultura controle (figura 4.6A). O aumento na dose de FGF4+BMP2
de 50 para 100ng/mL diminuiu de modo significativo o nimero de células, o que
sugere um efeito inibitério dose-dependente.

Nas culturas de células mesenquimais murinas que receberam qualquer um
dos tratamentos com citocinas foi verificado um aumento no crescimento de células
arredondadas, que se destacavam da placa (ver figura 4.1). Quando foram
analisadas e comparadas as culturas controles, culturas tratadas com FGF4
50ng/mL apresentaram um numero de células 13,5% menor, no entanto, a diferenca
nao foi significativa; nas tratadas com FGF4+BMP2 50ng/mL foi 21,3% maior e 8,5%

maior nas tratadas com FGF4+BMP2 100ng/mL (figura 4.6B).
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Figura 4.6. Crescimento celular de culturas de células mesenquimais humanas e murinas tratadas
com FGF4 ou FGF4+BMP2. (A) Células mesenquimais humanas tratadas por 14 dias com citocinas
foram fixadas e marcadas com DAPI. Vinte campos aleatérios (n=3) foram fotografados com a
objetiva no aumento de 10x e contados (* P<0,01; ** P<0,001). (B) Células mesenquimais murinas
tratadas por 21 dias com citocinas foram fixadas e marcadas com DAPI. Vinte campos aleatorios
(n=3) foram fotografados com a objetiva no aumento de 20x e contados (* P<0,05; ** P<0,001).

4.2. Andlise dos efeitos do AR sobre a morfologia d e culturas de células

mesenquimais de medula 6ssea

Como se tém demonstrado que o AR influencia o desenvolvimento do coragao
e favorece a diferenciagdo de ESCs em CMs, analisamos o efeito dessa molécula
em culturas de células mesenquimais humanas e murinas.

Um experimento foi realizado para determinar qual seria a concentragcéo
méaxima suportada pelas células. Verificou-se que, entre as concentracdes testadas -
3, 6, 12, 24 e 48uM - as células mesenquimais murinas suportaram uma
concentracdo de até 24uM, mas nao resistiram a concentracdo de 48uM, o que
corrobora com informacgdes prévias que estimam em 50uM a concentracdo maxima
suportada por qualquer célula.

Em paralelo foi realizado um experimento para avaliar o possivel efeito

dependente de concentracdo do AR sobre as culturas. Com base em dados da
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literatura, foram testadas as concentracdes de 1uM, 0,1uM, 10nM e 1nM em células
mesenquimais murinas. Como ndo se observou diferenca morfolégica nas culturas
tratadas com as diferentes concentracdes, adotou-se a maior dentre elas, ou seja,
1uM.

As culturas de células mesenquimais humanas mostraram-se homogéneas no
decorrer do experimento. Tanto o grupo controle quanto o tratado com AR 1uM
apresentaram células morfologicamente semelhantes, com formato fibroblastoide

(figura 4.7).
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Figura 4.7. Aspectos morfolégicos de células mesenquimais humanas em cultura tratadas com AR.
As imagens observadas por microscopia de contraste de fase foram obtidas de culturas de células
mesenquimais humanas apds 2 dias (A e B) e 45 dias (C e D) de tratamento na auséncia ou
presenca de AR. (A e C) Cultura controle. (B e D) Cultura tratada com AR 1uM. (1) Imagens obtidas
com objetiva no aumento de 10x; (2) Imagens obtidas com objetiva no aumento de 20x. Barra =
100pm em 1 e 50pum em 2.
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A morfologia das culturas de células mesenquimais murinas foi muito variada,
com ceélulas fibroblastoides, arredondadas, ramificadas, bipolares ou espraiadas.
Uma analise realizada em culturas murinas tratadas com AR foi a marcacdo de a-
naftil acetato esterase para a identificacdo de linhagem monocitica. Verificou-se que
na passagem 3 (p3), com 23 dias de tratamento, havia muitas células marcadas.
Outra reacdao foi realizada com a mesma cultura na p5, com 38 dias e a presenca de
monaocitos/macrofagos foi rara (dados ndo mostrados). Assim, verificou-se que a
presenca de linhagem monocitica diminui com as passagens, 0 que esta de acordo
com dados prévios publicados na literatura.

Com 14 dias de tratamento com AR 1uM foi observado o surgimento de I6culos
no citoplasma de células mesenquimais murinas em cultura (figura 4.8A). Houve um
pequeno aumento dessas células com o passar do tempo. Na maioria das células o
acumulo de léculos aumentou progressivamente, no entanto, ndo foi observada a
fusdo em um Unico léculo, como ocorre na diferenciacdo adipocitica. Para analisar a
composicado destes loculos, foi realizada a marcacdo com Oil Red O, que tem
afinidade por compostos lipidicos neutros corando-os de vermelho (figura 4.8B-D).

Em culturas de células mesenquimais humanas nao foi observado o surgimento
de células com l6culos lipidicos durante o periodo de cultura, exceto com 45 dias de
tratamento quando se detectou a presenca de raras células marcadas com Oil Red
O (figura 4.8F,G). A proporcao de células Oil Red O positivas foi semelhante entre
0S grupos controle e tratado com AR 1uM. Nas poucas células marcadas, a
distribuicdo das gotas lipidicas foi diferente daquela observada nas células murinas.
Enquanto nas culturas murinas as gotas formavam aglomerados no citoplasma, nas

humanas estavam dispersas e mais préximas da membrana plasmatica.
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Nas culturas de células mesenquimais murinas verificou-se que com 21 dias
havia um numero baixo de células marcadas com o corante (dados ndo mostrados).
Ja em culturas mantidas sob tratamento por 45 dias houve marcacédo positiva
significativa, ressaltando que foram realizadas passagens ao longo desse periodo,
pois as culturas entraram em confluéncia e estavam se destacando das placas de
cultura. O numero de células contendo gotas lipidicas foi 4,4% significantemente

maior (P=0,0136) no grupo tratado com AR 1uM (figura 4.8E).
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Figura 4.8. AR induz células mesenquimais de medula 6ssea a acumularem lipidios. Culturas de
células mesenquimais murinas (A-D) e humanas (F-G). (A) Imagem em contraste de fase de células
mesenquimais murinas em cultura apés 14 dias de tratamento com AR 1uM. Marcacdo com Oil Red
O de culturas mesenquimais murinas (B-D) e humanas (F e G) tratadas na auséncia ou presenca de
AR 1uM por 45 dias. (B e C) Culturas murinas tratadas com AR 1uM. (D) Culturas murinas controle.
(E) Gréfico da porcentagem de células contendo gotas lipidicas em culturas mesenquimais murinas
com 45 dias de tratamento com AR 1uM (* P=0,0136). (F) Culturas humanas tratadas com AR 1uM.
(G) Culturas humanas controle. Barra =50um em A, C e D; 100um em B e 25umem F e G.
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4.2.1. Analise dos efeitos do AR no potencial de di  ferenciagéo cardiogénico de

culturas de células mesenquimais da medula 6ssea

Para analise da diferenciacdo cardiomiocitica, culturas de células
mesenquimais humanas e murinas tratadas com AR 1puM foram submetidas a
imunofluorescéncia com anticorpo anti-Nkx2-5 (figura 4.9) ou anti-troponina | (dados
nao mostrados) apd0s o periodo de tratamento de 45 dias. Nao houve marcacao
positiva em nenhum dos grupos, mas a eficiéncia da reacdo foi comprovada através

dos controles positivos, ja mostrados de forma representativa na figura 4.5.

Controle AR 1pM

Humano

Murino

Figura 4.9. Anadlise da expressdo de Nkx2-5 em células mesenquimais humanas e murinas na
auséncia ou presenca de AR. Células mesenquimais humanas (H) e murinas (M) tratadas ou ndo com
AR por 45 dias foram marcadas com anticorpo anti-Nkx2-5. (1) Culturas controle. (2) Culturas tratadas
com AR 1uM. Nas figuras maiores observa-se a presenca de células através da marcacdo com DAPI
e nos insertos sdo mostradas as negatividades das reacdes com anti-Nkx2-5. Barra = 60um.
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4.2.2. Analise dos efeitos do AR no crescimento de células mesenquimais da

medula 6ssea em cultura

A analise do efeito do AR no crescimento celular de culturas de células
mesenquimais humanas e murinas foi realizada através do méetodo de MTT ou da
contagem de campos aleatorios.

As culturas de células mesenquimais murinas tratadas com AR 1uM por 45 dias
analisadas pelo método de MTT apresentaram 35,5% mais células do que a cultura
controle, sendo a diferenca significativa (P<0,0001) (figura 4.10A). Através da
contagem de campos aleatérios (figura 4.10B), também se verificou que a
quantidade de células mesenquimais murinas foi maior na cultura tratada com AR
1uM por 45 dias, sendo 58,7% maior em relacdo a controle, com diferenca
significativa (P=0,0058).

Para células mesenquimais humanas, apesar do crescimento ter sido 7,7%
menor nas culturas ES, a diferenca néo foi significativa (P=0,1705) apos 45 dias de

tratamento com AR 1uM (figura 4.10C).
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Figura 4.10. Crescimento celular de células mesenquimais de medula 6ssea murina ou humana na
presenca de AR. Células mesenquimais murinas (A e B) e humanas (C) ap6s 45 dias de tratamento
com AR 1uM. (A) Crescimento celular de culturas mesenquimais murinas analisado através do
método de MTT (***P<0,0001). (B) Crescimento celular de culturas mesenquimais murinas analisado
através de contagem de campos aleatérios. Vinte campos de culturas coradas com hematoxilina
(n=3) foram fotografados com a objetiva no aumento de 20x e contados (**P=0,0058). (C)
Crescimento celular de culturas mesenquimais humanas analisado através de contagem de campos
aleatdrios. Vinte campos aleatérios de culturas marcadas com DAPI (n=3) foram fotografados com a
objetiva no aumento de 20x e contados (ns: ndo significativo; P=0,1705).

4.3. Analise e caracterizacdo do sistema marcapasso e do equipamento
eletroestimulador utilizados na ES de culturas de ¢ élulas mesenquimais

de medula 6ssea

O ambiente fisico que a célula se encontra é um dos fatores que interferem no
comportamento e na diferenciacdo celular. Assim, estudamos o efeito da ES, que

consistiu em uma reproducdo aproximada do ambiente cardiaco em relacdo aos
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estimulos elétricos ali presentes, e a influéncia que as células mesenquimais
humanas e murinas sofrem quando submetidas a esse estimulo.

Para a realizacdo da ES foram utilizados sistemas que produzissem pulsos
elétricos, que no caso consistiram de um marcapasso externo ou um equipamento
eletroestimulador (ver figuras 3.1 e 3.2). Analises foram efetuadas através de
osciloscopio para a caracterizacdo dos sistemas.

O marcapasso possuia saida de voltagem, ou seja, a voltagem (U) era a
variavel independente e a corrente () variava em funcao da voltagem: | = f(U).

Os parametros nominais selecionados no marcapasso para a ES das culturas
foram: frequéncia de repeticdo de 120bpm (0 que equivale a 2Hz) e amplitude de
pulso de 9V. No entanto, para verificar os parametros reais, foram realizadas
analises no marcapasso utilizando um osciloscépio. Com carga, ou seja, com 0 meio
de cultura (DMEM 10%) e os fios de marcapasso, a frequéncia de repeticdo foi de
1,35Hz e o intervalo interpulso foi de 750ms (figura 4.11A). O pulso de voltagem foi
monofésico, com duragdo de pulso de aproximadamente 0,5ms e amplitude de
voltagem de 3,88V (figura 4.11B).

Como o0 marcapasso tem saida de voltagem e o osciloscOpio mostra o pulso de
voltagem, ndo se conhece a real corrente aplicada, ndo sendo possivel calcular a

impedancia do sistema.



65

Tek JL @ Stop M Pos: 25.80ms MEDIDAS  ||Tek JL @ Stop M Pos: 25.80ms MEDIDAS
¥ CH1 ¥ CH1
Pico a Pico Pico a Pico
3.96Y 3.88Y
A CH1 B CH1
Médio Médio
=7.33mV 62.5mV
CH1 | CH1
Frequéncia Freqiéncia
+ 1351H:z | * ?
CH2 DESL | CH2 DESL
1 ) Pico a Pico (|4, Pico a Pico
CH2 DESL CH2 DESL
Freqiéncia Freqiéncia
CH1 1.00% M 250ms CH1 /7 1.44¢ CH1 1.00% M 10.0ms CH1 /7 1.44¢
22-Set-07 02:00 <10Hz 22-Set-07 01:59 <10Hz

Figura 4.11. Caracterizagdo do sistema marcapasso. Medigbes obtidas em osciloscopio quando a
carga consistiu dos fios de marcapasso e da placa com meio de cultura. (A) Pulsos de voltagem do
marcapasso. (B) Detalhe do pulso de voltagem do marcapasso.

Como ja mencionado anteriormente, visando melhorar o sistema de ES, um
equipamento eletroestimulador foi construido.

Enquanto o marcapasso possuia saida de voltagem, o equipamento
eletroestimulador foi projetado com saida de corrente, ou seja, a corrente era a
variavel independente e a voltagem variava em funcdo da corrente: U = f(l). Assim, a
corrente utilizada nos experimentos foi mantida constante e ficou entre 16 e 22mA.

Os parametros nominais selecionados no equipamento para a
eletroestimulacéo das culturas foram frequéncia de repeticdo de 2Hz, corrente de
16-22mA e duragéao de pulso de 1ms.

Com carga, ou seja, eletrodos e meio de cultura, a frequéncia de repeticéo foi
de 1,43 Hz e o intervalo interpulso foi pouco maior que 500ms (figura 4.12A). O
pulso de voltagem (figura 4.12B) era bifasico, assimétrico e balanceado. Sendo o
pulso bifasico e balanceado, ndo havia a polarizacdo permanente do sistema,
evitando-se assim a eletrélise. Verificou-se que a amplitude foi de 5,76V e a duracdo
de pulso de 1ms.

A patrtir da lei de Ohm (Z = U / 1), calcula-se a impedancia a partir da voltagem

(5,76V) e da corrente (22mA), obtendo-se uma resisténcia de =262Q).
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Figura 4.12. Caracterizacdo do equipamento eletroestimulador. Medicdes obtidas em osciloscépio
quando a carga consistiu do par de eletrodos e da placa com meio de cultura. Pulsos de voltagem do
equipamento eletroestimulador. (B) Detalhe do pulso de voltagem do equipamento eletroestimulador.

Alguns dados foram obtidos para a caracterizacdo do equipamento
eletroestimulador (figura 4.13). A frequéncia foi plotada em funcéo da resisténcia de
uma placa redonda de 35mm contendo 8mL de DMEM com 10% de SFB (figura
4.13A) ou em funcédo da resisténcia de uma camra Lab-Tek 43x19x9mm contendo
3mL de DMEM com 10% de SFB (figura 4.13B) em junc¢&o ao par de eletrodos de
aco inox. Os graficos demonstram que em faixas de frequéncia acima de 2kHz a
resisténcia permanece praticamente constante.

Os graficos também mostraram que a resisténcia diminui conforme se aumenta
a frequiéncia e que guanto menor a area (area da placa retangular menor que a da
placa redonda) maior a resisténcia. Estes resultados ja eram esperados e
corroboram com as medicdes técnicas, realizadas na placa redonda na presenca de
cultura celular, que apontaram uma resisténcia média de 290-322Q

(frequéncia=1/periodo, no caso, 1/0,5ms=200Hz).
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Figura 4.13. Comportamento da resisténcia em funcéo da frequiéncia do
equipamento eletroestimulador. (A) Dados obtidos utilizando uma placa
redonda de 35mm de didmetro contendo 8mL de DMEM 10%. (B) Dados
obtidos em placa Lab-Tek de 43x19x9mm contendo 3mL de DMEM 10%.

4.3.1. Analise dos efeitos da ES sobre a morfologia

mesenquimais de medula 6ssea

de culturas de células
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Devido as vantagens ja apresentadas (ver item 4.3), bem como a possibilidade

de varias culturas serem realizadas simultaneamente, assim que construido, o

equipamento eletroestimulador foi adotado para a realizacdo dos experimentos e o

sistema marcapasso foi completamente abandonado. Nos resultados mostrados na

seqUéncia, quando ndo explicitado, utilizou-se 0 equipamento eletroestimulador.

Como mudancas de pH podem causar

0 aquecimento eletroquimico

indesejado, o pH das culturas foi verificado a cada 2 ou 3 dias, antes da nova troca
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de meio. Nao houve variacdo notavel do pH durante o periodo de tratamento (14
dias) quando se comparou 0 meio de culturas ES e controle (ndo mostrado). Deste
modo, a aplicacdo do estimulo elétrico permitiu o desenvolvimento normal das
culturas celulares, ndo sendo observada, através de analise visual em microscopio
de contraste de fase, morte celular exarcebada nas culturas ES em relacdo as
controles.

A figura 4.14 mostra imagens representativas de culturas de células
mesenquimais humanas, ES ou néo, apos 1 dia (A e B) e 14 dias (C e D). Ambos os
grupos apresentaram um aspecto fibroblastéide tipico. Durante o periodo de
tratamento, que consisitiu geralmente de 14 dias, tanto o grupo controle quanto o ES
apresentaram células morfologicamente semelhantes. A aplicacdo da ES néo

provocou mudancas na orientacdo das células mesenquimais.
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Figura 4.14. Aspecto morfolégico de células mesenquimais humanas em cultura. Por imagens de
microscopia de contraste de fase observam-se culturas mesenquimais humanas controle (A e C) ou
ES (B e D). As imagens foram obtidas de culturas mesenquimais humanas com 1 e 14 dias de
tratamento. (A) e (B): 1 dia de cultura; (C) e (D) 14 dias de cultura. (1) Imagens obtidas com
objetiva no aumento de 10x; (2) Imagens obtidas com objetiva no aumento de 20x. Barra = 100um
em 1 e 50um em 2.
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A morfologia das culturas de células mesenquimais murinas foi muito variada
(figura 4.15), apresentando formato fibroblastéide, arredondado, ramificado, bipolar
ou espalhado. Em ambos os grupos houve a formacéo de colbnias celulares, como
apontado na figura 4.15B1. Um aspecto tipico das culturas era a presenca de uma
célula maior se sobrepondo a varias menores (figura 4.15B2). As células murinas
também ndo mostraram diferenca de aspectos morfolégicos ou de orientacédo
guando submetidas a ES. Este mesmo comportamento foi observado nas células

mesenquimais humanas (figura 4.14).
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Figura 4.15. Aspectos morfologicos de células mesenquimais murinas em cultura. Imagens
obtidas por microscopia de contraste de fase de culturas mesenquimais murinas apés 7 dias. As
culturas, controle (A) ou ES (B), foram heterogéneas. A morfologia fibroblastdide ¢ mostrada em
Al e A2 pelas setas menores. As células com morfologia grande e achatada, apontadas pelas
setas maiores em Al, comumente se sobrepunham as células menores, como apontado pelas
setas em B2. Uma colbnia é apontada em B1. (1) Imagens obtidas com objetiva no aumento de
10x; (2) Imagens obtidas com objetiva no aumento de 20x. Barra = 100um em 1 e 50um em 2.
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4.3.2. Analise dos efeitos da ES no potencial de di  ferenciacéo cardiogénico de

culturas de células mesenquimais da medula 6ssea

O efeito da ES na diferenciacdo das células mesenquimais para linhagens
cardiacas foi analisado verificando-se a expressédo do fator de transcricdo Nkx2-5,
um dos fatores precoces que direcionam a diferenciacéo cardiogénica, e a presenca
de proteinas caracteristicas de CMs, como a troponina | e a a-actinina sarcomérica.

Culturas de células mesenquimais humanas e murinas ES foram submetidas a
imunofluorescéncia com os anticorpos anti-Nkx2-5 (figura 4.16), anti-troponina | e/ou
anti-a-actinina sarcomerica (imagens nao mostradas) apos o periodo de tratamento,
que geralmente consistiu de 14 dias, mas em alguns experimentos chegou a 21
dias. Nao houve marcacao positiva no grupo ES ou no controle, mas a eficiéncia da
reacao foi comprovada através dos controles positivos, ja mostrados de forma
representativa na figura 4.5.

Estes dados sugerem que a ES ndo é capaz de induzir a expressdo de
marcadores de linhagem cardiogénica em células mesenquimais adultas mantidas

em cultura.
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Figura 4.16. Andlise da expressédo de Nkx2-5 em células mesenquimais humanas e murinas.
Imagens das imunofluorescéncias com anticorpo anti-Nkx2-5 em células mesenquimais
humanas (H) e murinas (M) cultivadas por 14 dias. (1) Grupo controle. (2) Grupo ES. Nas
figuras maiores observa-se a presenca de células através da marcacdo com DAPI e nos
insertos sdo mostradas as negatividades da expressao de Nkx2-5 nestas células. Barra =
25um em H e 30pm em M.

4.3.3. Analise dos efeitos da ES no crescimento de células mesenquimais de

medula 6ssea em cultura

Através da andlise do crescimento em células mesenquimais humanas pelo
método MTT, o qual avalia através da medida de absorbancia a capacidade de
conversdo mitocondrial de células vivas, constatou-se que a aplicacdo da ES
promoveu maior crescimento celular (figura 4.17). Como mostrado na figura 4.17A,
com 1 dia de tratamento ndo houve diferenca significativa no crescimento celular de
culturas ES em relacdo as controles, considerando que a mesma quantidade de

células foi plaqueada nos grupos ES e controle. Com 14 dias, o crescimento celular
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foi 12,5% maior e significativo (P<0,001) na cultura ES em comparacao a cultura
controle. Como mostrado na curva de crescimento de culturas mesenquimais
humanas (figura 4.17B), ndo houve diferenca significativa (P=0,7166) no
crescimento entre os grupos controle e ES apdés 1 dia de cultivo. No entanto,
constatou-se que no dia 7 e no dia 14 o crescimento foi significativamente maior nas
culturas ES em comparacéo as controles, com P<0,0001 em ambos os dias, sendo
gue o crescimento celular foi 13% maior com 7 dias e 18,4% maior com 14 dias no
grupo ES em relacdo ao grupo controle. O crescimento celular foi praticamente
estabilizado entre os dias 7 e 14, tanto para o grupo controle como para o grupo ES.

Conclui-se, entdo, que a aplicacdo da ES em culturas mesenquimais humanas

promoveu um maior aumento do crescimento celular.
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Figura 4.17. Andlise do crescimento celular pelo método de MTT de culturas
mesenquimais humanas submetidas ou ndo a ES. (A) Grafico do crescimento
celular de culturas mesenquimais humanas com 1 e 14 dias. (B) Curva do
crescimento celular de culturas mesenquimais humanas com 0, 1, 7 e 14
dias, ES ou nado. Dados apresentados como a média + desvio padrdo. (ns:
ndo significativo; ** P<0,001).
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4.3.4. Analise dos efeitos da ES na expressdo de pr oteinas de juncdes

celulares de culturas de células mesenquimais de me  dula 6éssea

E fato que as células respondem a forcas externas e traduzem estes sinais em
respostas bioldgicas. Uma das maneiras que as ceélulas captam e transformam
essas forcas fisicas em sinais bioquimicos € através das interacfes das células com
a MEC, envolvendo também mudancas nas interacfes entre as células.

Assim, analisamos os efeitos da ES na expressao de proteinas constituintes de
juncbes celulares ancoradouras, através de immunoblotting. Foi analisada a
expressdo de Bl-integrina, paxilina, FAK, vinculina e a-actinina em culturas de
células mesenquimais murinas cultivadas durante 14 dias, e a expressdo de [1-
integrina, FAK e vinculina em culturas de células mesequimais humanas, também
cultivadas por 14 dias (figura 4.18).

A Bl-integrina, um receptor transmembrana de 125kDa, medeia a adesao
célula-MEC. As culturas mesenquimais murinas ES expressaram 34% menos (B1-
integrina do que as culturas controle (figura 4.18A). A presenca de duas bandas é
devido provavelmente a acdo de alguma protease que resultou em uma segunda
banda a partir da molécula original. De modo divergente, em culturas mesenquimais
humanas somente culturas ES marcaram para Bl-integrina, como mostrado na
figura 4.18G. Como a B1l-integrina nao foi detectada por immunoblotting nas culturas
controle, ndo se realizou a quantificagao relativa.

A paxilina é uma fosfoproteina de 68kDa localizada em adesfes focais. Em
culturas mesenquimais murinas, a expressao de paxilina foi cerca de 11,1% menor

no grupo ES em relagéo ao controle (figura 4.18B).
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A FAK, uma proteina de 125kDa, também esta localizada em adesdes focais.
Sua atividade € regulada pela quantidade de tens&do no sitio de adeséao celular. A
expressdo de FAK em culturas mesenquimais murinas foi 80,6% menor na cultura
ES em relacdo a cultura controle (figura 4.18C). A FAK néao foi detectada através de
immunoblotting em culturas mesenquimais humanas controle ou ES cultivadas por
14 dias. O anticorpo tem reatividade para FAK de origem humana, portanto,
provavelmente a proteina néo foi detectada por estar em concentracdo muito baixa
ou estar defosforilada, ja que o anticorpo marca preferencialmente FAK fosforilada.

A vinculina é uma proteina de 130kDa que esta presente tanto em juncdes
célula-célula como célula-MEC. Em culturas murinas, a expressao de vinculina foi
153% maior no grupo ES em relacdo ao grupo controle (figura 4.18D). Em culturas
mesenquimais humanas, ndo houve marcacao para vinculina nas culturas controle,
somente nas culturas ES, como mostrado na figura 4.18H. Como a vinculina néao foi
detectada por immunoblotting nas culturas controle, ndo realizamos a quantificacédo
relativa.

A a-actinina, uma proteina de 100kDa, medeia tanto ligacbes célula-célula
como célula-MEC. Em culturas mesenquimais murinas, a expressao de anti-a-
actinina foi 180% maior no grupo ES do que no grupo controle (figura 4.18E).

Na figura 4.18F € mostrada a dupla marcacdo com faloidina (em vermelho)
para os filamentos de actina e vinculina (em verde) em uma célula mesenquimal
murina em cultura apos 14 dias de ES. Os filamentos de actina apresentam suas
extremidades terminando na membrana plasmatica, onde se sobrepdem a vinculina,

dispostas na periferia celular.
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Figura 4.18. Efeito da ES na expressao de proteinas de jun¢des celulares ancoradouras de
células mesenquimais humanas e murinas. (A-E) Immunoblotting e grafico comparativo de
densidade integrada das bandas de immunablotting, obtido através do programa Image J, de
culturas mesenquimais murinas cultivadas por 14 dias. Expressdo de (A) Bl-integrina, (B)
paxilina, (C) FAK, (D) vinculina, (E) a-actinina. (F) Marcacdo de uma célula mesenquimal
murina em cultura com faloidina (em vermelho) e anti-vinculina (em verde) ap6s 14 dias de
ES. Na figura a esquerda, as setas apontam para as terminacdes dos filamentos de actina,
que se sobrepbem a marcacdo para vinculina apontada pelas setas na figura a direita.
Observar que a vinculina esta localizada preferencialmente na periferia da célula. Barra =
10um. Expressdo de (G) Bl-integrina e (H) vinculina em culturas mesenquimais humanas
cultivadas por 14 dias. (n = 1, logo, néo foi possivel o calculo do desvio padréo).
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Os dados dos immunoblottings estdo resumidos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Expressédo de proteinas de jun¢cdes ancoradouras em células mesenquimais de medula
O0ssea humana e murina em cultura analisada por immunoblotting.

Murino Humano Presenca em juncdes:
Controle ES Controle ES Célula-célula Célula-MEC
B1l-integrina ++++ ++ 0 +* N S
Paxilina ++++ +++ NR NR N S
FAK +++++ + 0 0 N S
Vinculina ++ +++++ 0 +* S S
a-actinina ++ +++++ NR NR S S
Diferencas:
+* positivo, mas nao quantificado
0 marcacao nula
NR néo realizado
S sim (presente)
N nao (ausente)

Entre outros efeitos ja descritos provocados pela ES esta a alteracdo no
acoplamento celular, determinado pelas jun¢gbes comunicantes. A andlise de
juncdes comunicantes em culturas de células mesenquimais murinas e humanas,
ES ou controle, foi realizada através de reacdes de imunofluorescéncia com
anticorpo anti-Cx43. Ambos o0s grupos ES e controle de culturas de células
mesenquimais humanas e murinas foram positivos para Cx43 (figura 4.19). A figura
4.19C mostra células mesenquimais humanas em cultura com 14 dias marcadas
com anticorpo anti-Cx43. Nela podem ser vistas duas células grandes espalhadas,
com nucleos maiores (apontadas pelas setas largas), uma delas mais ramificada,
com aspecto estrelado, com multiplos prolongamentos citoplasmaticos aderidos ao
vidro, outra mais alongada, com aspecto fibroblastéide, e outras células com

dimensdes e nucleos menores (apontadas pelas setas estreitas).
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Sendo assim, pode-se afirmar que Cx43 esta presente nas células e estas
possivelmente devam formar juncdes comunicantes. No entanto, ndo se pode

afirmar que os canais sao funcionais somente atraves destes resultados.
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Figura 4.19. Expressao de Cx43 por células mesenquimais humanas e
murinas em cultura. Imagens de imunofluorescéncias de culturas de
células mesenquimais humanas e murinas, ES ou ndo, com anticorpo
anti-Cx43 foram obtidas apés 14 dias de tratamento. (A-C) Culturas de
células mesenquimais humanas controle (A) ou ES (B e C); em B o
inserto mostra o controle de marcagdo inespecifica nas células
mesenquimais humanas. (C) Na figura, duas células grandes
espalhadas, com nucleos maiores sdo apontadas pelas setas largas,
enquanto as setas estreitas apontam para células de menor tamanho
(D-F) Culturas de células mesenquimais murinas controle (D) ou ES (E);
(F) Controle de marcacao inespecifica nas células mesenquimais
murinas. (G) CMs, utilizados como controle positivo, marcados com
anticorpo anti-Cx43. Barra = 25um em A-C e 60um em C-G.

80
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5. DISCUSSAO

5.1. Efeitos das citocinas BMP2 e FGF4 e do meio co ndicionado nas culturas

de células mesenquimais de medula 6ssea

* O meio condicionado por CMs néo foi capaz de promov  er a diferenciacéo

cardiogénica de células mesenquimais em cultura.

O uso de 10% de meio condicionado por CMs humano ndo ocasionou a
diferenciacdo das células mesenquimais humanas em CMs. Isso esta de acordo
com o observado por PEDROTTY et al. (2005), que utilizaram 80% de meio
condicionado por CM em suas culturas de mioblastos, ES ou nédo ES, e verificaram
que néo houve diferenciacado dos mioblastos em células cardiacas.

Alguns estudos demonstraram a insuficiéncia do meio condicionado em induzir
a diferenciacao celular. De modo similar, FUKUHARA et al. (2003) e XU et al. (2004)
mostraram que somente a presenca de fatores solUveis ndo foi suficiente para a
transdiferenciacdo de MSCs da medula 6ssea em CMs. Quando cultivadas com CMs
em um sistema de cultura de cémara dupla separado por uma membrana
semipermeavel, as MSCs permaneceram inalteradas, mesmo com o meio contendo
fatores soluveis liberados pelos CMs. Quando co-cultivadas com CMs, as MSCs
diferenciaram para fenoétipos cardiacos e formaram juncdes comunicantes com 0s
CMs. Ou seja, a comunicacdo entre MSCs e CMs era requerida para a
transdiferenciacao.

Assim, 0s nossos dados conjuntamente com outros estudos mostram que 0s

fatores soluveis dos CMs nado sao suficientes para induzir a transdiferenciacado dos
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MSCs em CMs. Estes resultados estdo também de acordo com diversos estudos in
vivo de cardiomioplastia celular, onde a conversao para um fenotipo cardiaco nao foi

claramente demonstrada.

* As citocinas BMP2 e FGF4 nédo foram capazes de promo ver a diferenciagao

cardiogénica de células mesenquimais em cultura.

Nenhuma das combinacbes e concentracbes analisadas (FGF4 50ng/mL,
FGF4+BMP2 50ng/mL ou FGF4+BMP2 100ng/mL) foi capaz de promover a
diferenciacéo cardiogénica das células mesenquimais humanas ou murinas.

Como, em geral, o efeito das citocinas € dependente da concentracdo, do
tempo de aplicacdo e, em certos casos, do sinergismo entre as citocinas, seria
interessante a realizagao futura de um screening apurado que considerasse todas
estas variaveis.

Alguns estudos demonstraram que diferentes concentracdes de BMP e FGF
podem ocasionar efeitos variados, muitas vezes diminuindo a cardiogénese.

BARRON et al. (2000), ao estudarem os efeitos cardiogénicos do BMP2/4 e do
FGF2/4 em explantes ndo pré-cardiacos de galinha, mostraram que a concentracao
otima de BMP2 entre as testadas (0-500ng/mL) ficou em 50ng/mL. Quando os niveis
foram aumentados para 100-500ng/mL, a porcentagem de explantes cardiogénicos
declinou. Determinacdes similares para o FGF4, na presenca de um nivel constante
de 50ng/mL de BMP2 revelaram resultados essencialmente idénticos.
Concentracdes de 250ng/mL de BMP2 levavam a osteogénese (BARRON et al.,

2000).
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Além do efeito da concentracdo, o efeito sinérgico do FGF e do BMP foi
demonstrado. Utilizando explantes de galinha, LOUGH et al. (1996), partindo de
resultados obtidos em estudos prévios de seu grupo, mostraram que a proteina
BMP2 (200ng/mL) ndo promove a sobrevivéncia nem de mesoderme pré-cardiaca
nem de mesoderme nao pré-cardiaca. Ja o FGF4 (200ng/mL) provoca a
cardiogénese em mesoderme pré-cardiaca, mas nao induz a cardiogénese em
mesoderme nao pré-cardiaca, embora a viabilidade do explante fosse mantida. Ao
contrario dos efeitos isolados dos fatores de crescimento, o tratamento de
mesoderme nado pré-cardiaca com a combinacdo BMP2 e FGF4 (100ng/mL cada)
induziu a cardiogénese na maioria dos explantes. Sugeriram, entdo, que o BMP2 e o
FGF4 possuem respectivas atividades diferenciativas e proliferativas, sendo que a
combinacdo induz a cardiogénese em células que ndo sdo direcionadas para a
linhagem cardiaca. Em seus experimentos, o meio foi trocado diariamente e a
cultura teve duracao de 48 horas.

Foi demonstrado também que uma breve exposi¢cao de 15 minutos ao BMP2 no
inicio da cultura, enquanto o FGF2 estava sempre presente, foi suficiente para
induzir a cardiogénese nos explantes e que, aumentando a duragcédo da exposicao,
aumentava-se a incidéncia de diferenciacdo. Similarmente, mantendo o BMP2
sempre presente na cultura, foi constatado que, para o FGF2, 15 minutos de
exposicdo ja foram suficientes para a cardiogénese, mas 30 minutos levaram a
diferenciacdo 100% dos explantes. Verificou-se também que a exposicdo ao FGF2 e
ao BMP2 por somente 30 minutos na cultura levou a incidéncia cardiogénica de
somente 40%, sugerindo que o tratamento prolongado com BMP era requerido para

atingir 100% de explantes cardiogénicos (BARRON et al., 2000).
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Um estudo realizado por BEHFAR, et al. (2002) mostrou que o tratamento com
5ng/mL de BMP2 por 24h promoveu a cardiogénese em mESCs.

KAWAI et al. (2004) utilizaram mESC como modelo de estudo dos efeitos de
FGF2 e BMP2 na diferenciacdo cardiogénica. Inicialmente foram testadas
concentracdes de 0,2, 1,0, 5,0 e 20ng/mL de FGF2 ou 0,04, 0,2, 1,0 e 5,0ng/mL de
BMP2, cada fator em separado. As concentracfes 6timas entre as testadas foram
1ng/mL de FGF2 e 0,2ng/mL de BMP2, e levaram a regulacao positiva de Nkx2-5
tanto no 7° como no 14° dia de tratamento. Isso foi contrario ao relatado por
BARRON et al. (2000) em embrides de galinha, onde o FGF2 ou o BMP2
administrados sozinhos falharam na inducdo do desenvolvimento cardiaco,
sugerindo um efeito cooperativo necessario.

Ainda, ao analisarem os receptores para FGF2 e BMP2, KAWAI et al. (2004)
verificaram que a adicdo destes fatores em concentragcdes mais baixas aumentou a
expressdo dos receptores, enquanto que em concentragdes mais altas diminuiram,
implicando em uma possivel relacdo com seus efeitos reduzidos na diferenciacéo
cardiogénica. Em uma etapa seguinte, 0os autores analisaram a eficacia do uso
combinado comparado ao uso isolado dos fatores por 7 e/ou 14 dias, a partir das
concentragbes Otimas determinadas (1ng/mL de FGF2 e 0,2ng/mL de BMP2).
Verificaram entdo que o aumento da expressao de Nkx2-5 (no 7° e 14° dia) e a-MHC
(7° dia) foi 1,5 a 2 vezes maior no grupo combinado que no grupo com cada fator
isolado, exceto o menor aumento no Nkx2-5 no caso da adicdo de ambos os fatores
em cada um dos 14 dias. Portanto, parece que o tempo de adicdo do FGF2 e/ou
BMP2 apés a formagdo de EB né&o foi o fator definitivo para a efetividade deles.
Também testaram se a indugéo cardiogénica era maior quando os fatores eram

aplicados somente nos trés primeiros dias de formac¢do dos EBs ou também apos o
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plagueamento (3+14 dias). Verificaram que a melhor condi¢cdo foi a aplicacdo de
ambos os fatores nos trés primeiros dias, 0 que sugere que o BMP2 e o FGF2 sao
cruciais no estagio precoce de diferenciacdo cardiomiogénica de ESCs, mas néo
através de todos os estagios. Houve um aumento de 1,5 vezes de células positivas
para miosina sarcomeérica em relacdo ao grupo nao tratado. Isso foi similar ao
relatado em embrido de galinha por BARRON et al. (2000), onde a exposi¢do a
FGF2 e BMP2 por somente 30 min foi suficiente para induzir o desenvolvimento
cardiaco.

No entanto, YUASA et al. (2005) relataram que a simples estimulacdo com
BMP2/BMP4 ndo aumentou ou suprimiu a inducédo cardiomiocitica de ESCs (dados
nao foram mostrados) e, contrariamente, ao estimularem culturas de mESCs com
Noggin, um antagonista de BMP, desenvolveram um protocolo que otimiza a
diferenciacdo cardiomiogénica. Também verificaram que o uso de outros fatores de
crescimento, entre eles o FGF2, usando o mesmo protocolo ndo fez aumentar a
inducdo cardiomiogénica. Sugeriram a partir destes resultados que a inibicdo da
sinalizacdo BMP na fase indiferenciada ou imediatamente precoce da diferenciagéo
de ESC é crucial para a diferenciacao cardiomiocitica.

As concentragbes Otimas dos fatores FGF e BMP que promovem a
cardiogénese sdo muito diferentes entre os estudos existentes. Isto pode ser devido
a diferenca entre os modelos e as espécies utilizados ou mesmo as citocinas
usadas, que muitas vezes sdo recombinantes ou diferentes das encontradas na
espécie utilizada como modelo de estudo. Enquanto no modelo de explante de
galinha de BARRON et al. (2000) a concentracéao 6tima foi de 50ng/mL de BMP2 e
FGF2, no modelo de EBs de KAWAI et al. (2004) as concentracdes otimas foram de

1ng/mL de FGF2 e 0,2ng/mL de BMP2, muito inferiores as previamente relatadas.
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Uma técnica muito interessante desenvolvida recentemente para direcionar a
diferenciacdo de hESCs em CMs envolve o tratamento sequencial de culturas néo
diferenciadas em monocamada de alta densidade com activina A e BMP4. No
estudo, foi suposto que a activina induziria a mesendoderme especifica e 0 BMP4
especificaria o alvo cardiaco e, assim, o meio foi suplementado com 100ng/mL de
activina A por 24h e em seguida com 10ng/mL de BMP4 durante 4 dias. Este
protocolo rendeu mais de 30% de CMs (LAFLAMME et al., 2007).

Verifica-se que existem controvérsias entre o0s resultados disponiveis na
literatura, o que pode ser devido as diferencas entre os modelos. Apesar do
potencial cardiogénico ja descrito nestes modelos, o BMP2 e o FGF4 nao
promoveram a diferenciacdo cardiogénica em células mesenquimais murinas e

humanas em cultura.

* As citocinas BMP2 e FGF4 influenciaram o cresciment o celular de células

mesenquimais em cultura.

Houve diferenca no comportamento frente a aplicacdo de citocinas entre as
células mesenquimais humanas e murinas. Nas culturas humanas, as tratadas com
FGF4 50ng/mL aumentaram significativamente em numero quando comparadas as
controles, enquanto que nas culturas murinas, houve uma diminuicdo, embora néo
significativa.

Como foi sugerido por LOUGH et al. (1996), o BMP2 parece ter uma atividade
diferenciativa enquanto o FGF4 possui atividade proliferativa. Explantes cultivados

somente com o BMP2 se destacaram da placa de cultura e ndo sobreviveram; e,
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embora o tratamento com somente FGF4 mantivesse o crescimento celular, a
diferenciacdo nao foi observada.

Portanto, em nosso estudo, 0 aumento significativo no crescimento celular
observado nas culturas mesenquimais humanas tratadas com FGF4 50ng/mL,
FGF4+BMP2 50ng/mL e FGF4+BMP2 100ng/mL quando comparadas as culturas
controle esta de acordo com a funcgéo proliferativa do FGF4 sugerida por LOUGH et
al. (1996). Em nosso caso, a presenca do BMP2 no meio de cultura parece nao ter
favorecido o crescimento celular. Quando se dobrou a concentracdo das citocinas
FGF4+BMP2 de 50 para 100ng/mL, o aumento no crescimento caiu de 112,7% para
63,4%. Assim, pode-se se sugerir um efeito inibitério dependente de concentracao.

Entretanto, ao se analisar o efeito das citocinas nas culturas mesenquimais
murinas, a cultura tratada com somente FGF4 50ng/mL parece ter tido uma
diminuicdo no crescimento celular. Uma possivel explicacdo esta na metodologia
utilizada que consistiu na contagem de campos aleatérios, onde somente sao
consideradas células aderidas. Como houve aumento das células arredondadas que
estavam se destacando da placa de cultura e como também visualmente se
constatava o aumento do numero de células em todas as culturas tratadas com
citocinas em relacdo as controles, a cultura tratada com somente FGF4 pode na
realidade ter apresentado um aumento no crescimento celular.

Além disso, o fato de células arredondadas estarem se destacando da placa
pode ser comprovado pelo menor crescimento das culturas murinas quando
comparadas as humanas. Nas humanas, as culturas tratadas com FGF4+BMP2
50ng/mL e FGF4+BMP2 100ng/mL apresentaram um aumento de 112,7% e 63,4%

respectivamente, enquanto as murinas, 21,3% e 8,5% respectivamente.
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Assim como nas culturas humanas, as culturas murinas parecem ter
apresentado um aumento no crescimento celular na presenca de FGF4, enquanto a
presenca de BMP2 parece nado ter favorecido o crescimento celular. Tambéem
parecem ter apresentado um efeito inibitério dependente de concentracdo quanto ao
tratamento com FGF4+BMP2, onde se verificou que o aumento de crescimento caiu

de 21,3% para 8,5% quando a concentracdo dobrou de 50 para 100ng/mL.

5.2. Efeitos do all- trans -acido retindico nas culturas de células mesenquima is

de medula 6ssea

* O AR promoveu o acumulo de lI6culos lipidicos nas cu lturas de células

mesenquimais murinas, mas nao nas humanas.

Interessantemente, o AR promoveu o acumulo de lipidios nas culturas
mesenquimais murinas, mas nao nas mesenquimais humanas, o que sugere uma
diferenca relacionada as espécies frente ao AR. As células mesenquimais murinas
estavam acumulando lipidios e, na maioria delas, o acumulo aumentou
progressivamente, no entanto, em nenhuma houve fusdo em um anico léculo, como
ocorre na diferenciacao adipocitica.

A lipogénese envolve o0 processo de sintese de acidos graxos e triglicerideos
por induzir proteinas que transportam e acumulam acidos graxos. A adipogénese
corresponde a diferenciacdo de células adiposas pela expressdo de genes
adipociticos especificos (GUIMARAES et al., 2007). O retinol induz um fenotipo
lipocitico in vitro na linhagem GRX de células estreladas hepéticas, com uma

diminuic&o na proliferacdo e actimulo progressivo de gotas lipidicas (GUIMARAES et
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al., 2007). Também j& foi demonstrado que o AR induz a formacao de gotas lipidicas
em uma linhagem celular humana mielocitica com somente 3 dias de cultura,
levando a diferenciacao mieldide (INAZAWA et al., 2003).

No grupo de células mesenquimais murinas tratado com AR, o numero de
células contendo l6culos foi baixo, aproximadamente 6%, e o tratamento aumentou
em somente 4,4% o numero de células positivas no grupo tratado em comparacéo
ao controle (ver figura 4.8). Considerando que o periodo de tratamento foi longo, de
45 dias, pode-se atribuir este acumulo a alguma populacdo especifica presente na
cultura e ndo por todas as células ali presentes. Estes resultados requerem maior
investigacdo para a identificacdo dos processos envolvidos nesse acumulo de

lipidios.

* O AR ndo foi capaz de promover a diferenciagdo card iogénica de células

mesenquimais humanas e murinas em cultura.

Em nossos estudos o0 uso de AR na concentracdo de 1uM ndo ocasionou a
diferenciacdo cardiogénica das células mesenquimais humanas ou murinas em
cultura.

Apesar de WOBUS et al. (1997) terem mostrado que o tratamento com AR
durante a diferenciacdo de mESCs aumenta o numero de CMs de uma maneira
dependente de tempo e concentracdo, nossos resultados foram contrarios. No
entanto, estudos realizados por XU et al. (2002) com hESCs onde foi analisado o
efeito do AR, entre outras moléculas, na inducdo da diferenciacdo cardiomiogénica,
também demonstraram a ineficiéncia do AR. Assim, verifica-se uma contradicédo

entre os resultados obtidos nestes dois estudos, WOBUS et al., (1997) e XU et al.
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(2002), a qual pode ser atribuida a diferenca entre os tipos celulares (murino versus

humano, respectivamente).

* O AR aumentou o crescimento celular de células mese  nquimais murinas em

cultura, mas ndo de humanas.

O AR provocou aumento no crescimento celular de células mesenquimais
murinas com 45 dias. Quando a metodologia utilizada foi o MTT, verificou-se um
aumento de 35,5% nas culturas tratadas com AR 1uM; quando foi realizada
contagem de campos aleatorios, a diferenca subiu para 58,7%. Contrariamente, nédo
houve diferenca significativa entre grupos tratado e controle de células
mesenquimais humanas. Essa diferenca de comportamento pode ser relacionada
aos efeitos que o AR provoca em relacdo ao crescimento celular dependendo da via
de sinalizacao envolvida e que parecem ser intrinsecos ao tipo celular.

Como foi descrito no item 1.3.2, o AR pode se ligar tanto ao RAR como ao
PPARB/d. A ligacdo do AR com as suas proteinas ligantes intracelulares cognatas
regula a ativacdo de seus receptores: CRABP-II (Celular Retinoic Acid-Binding
Protein 1l) se liga ao AR e entdo ao RAR enquanto FABP5 (Fatty Acid-Binding
Protein 5) encaminha o AR ao PPAR[B/d. Enquanto o AR inibe o crescimento celular
pela sinalizacdo através de RAR, as atividades favorecendo a proliferacdo parecem
ser mediadas pelo PPAR[B/d (figura 5.1) (SCHUG et al., 2007).

A afinidade da via CRABP-II/RAR por AR excede a da via FAB5/PPARf/d.
Pode-se predizer que na maioria das células, a sinalizacdo por AR através do RAR
predominara. Em células que expressam muito mais CRABP-II do que FABP5, o AR

tende a se ligar ao RAR, frequentemente resultando em inibicdo do crescimento
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celular através da interrupcdo do ciclo celular. A ativacdo de PPARP/d se tornara
aparente somente em células que exibam muito mais FABP5 que CRABP-II, 0 AR &,
entdo, direcionado para PPAR[/d, regulando positivamente as vias de sobrevivéncia
(SCHUG et al., 2007).

Em nossos estudos, o AR favoreceu o crescimento de células mesenquimais
murinas. Sugere-se que este efeito possa estar relacionado com a maior expressao
de FABPS5, que ligaria o AR ao PPAR/d. Ja nas mesenquimais humanas, como néo
houve crescimento celular significativo, o AR tenderia a se ligar ao RAR através do

CRABP-II, levando a inibi¢do do crescimento celular.

RA
CRABP-II FABPS
RAR PPARp/3 Figura 5.1. Efeitos opostos do AR no crescimento
celular dependentes de vias de sinalizacdo distintas
(extraido de SCHUG et al., 2007).
cell cycle arrest survival
apoptosis pathways
growth inhibition proliferation
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5.3. Efeitos da ES nas culturas de células mesenqui  mais de medula 0ssea

A ES néo foi capaz de promover a diferenciacdo card iogénica de células

mesenquimais em cultura.

O uso da ES néao promoveu a diferenciacédo celular de células mesenquimais
humanas ou murinas em CMs sob as condicbes testadas, como foi verificado pela
analise do fator Nkx2-5 e de proteinas caracteristicas de CMs nas culturas tratadas.

A diferenciagédo in vitro de MSCs da medula 6ssea de adultos em CMs tem sido
demonstrada através de tratamentos com 5-aza (MAKINO et al., 1999; TOMITA et
al., 1999). No entanto estes resultados ndo puderam ser repetidos posteriormente
(LIU et al., 2003).

O potencial de diferenciacdo de MSCs parece ser restrito a passagem das
células em cultura. ZHANG et al. (2005) mostrou que apds o tratamento com 5-aza
de rMSCs, somente a p4, e ndo a pl ou p8 formaram miotubos e expressaram
marcadores cardiomiociticos. A p4 possuia crescimento lento, enquanto pl e p8
possuiam um modelo de crescimento exponencial. Quando a proliferacédo de rMSCs
pl e p8 foi inibida com BrdU, um inibidor de mitose, somente pl, mas ndo p8
diferenciaram em CMs apo0s o tratamento com 5-aza. Estes resultados demonstram
que, ao menos em rMSCs, o potencial de diferenciacdo em CMs € relacionado a
capacidade de proliferacao e restrito a passagem.

Nossos resultados mostrando que a ES n&do promoveu a diferenciacéo
cardiogénica estdo de acordo com outros estudos de diferenciacdo utilizando a ES.
Neles foi demonstrado que a ES nao afeta a diferenciacdo dos mioblastos para a

linhagem esquelética (PEDROTTY et al., 2005 e STERN-STRAETER et al., 2005)
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nem estimula a diferenciacdo dos mioblastos para linhagens cardiacas (PEDROTTY
et al., 2005).

O periodo de 14 dias foi escolhido como padrdo para a analise das culturas
pois foi o tempo utilizado e demonstrado satisfatério para a diferenciacdo celular em
diversos outros estudos, sendo que no nosso caso, foram observadas culturas com
até 21 dias. Especialmente em relacdo a ES é valido considerar ainda que periodos
curtos de poucos minutos envolvendo a aplicagcdo de estimulo elétrico ja sdo
suficientes para provocar mudangas, como foi demonstrado por SUN et al. (2006)
onde 60 minutos de ES foram suficientes para 80% de fibroblastos cultivados em 3D
se alinharem perpendicularmente ao campo elétrico, ou por MAROTTA et al. (2004),
que relataram mudancgas no metabolismo celular apds estimular por 90 minutos uma
cultura muscular esquelética. Além desses, outros estudos demonstraram efeitos
positivos da ES em pouco tempo, variando de 24h a 14 dias, como foi exemplificado

na tabela 1.3.

* A ES estimulou o crescimento celular de células mes  enquimais em cultura.

Como foi demonstrado na figura 4.17, a ES estimulou o crescimento celular
quando se analisou 0 7° e 0 14° dias de cultura ES e controle, mas nédo houve
diferenca significativa com somente 1 dia. Estes resultados estdo de acordo com
dados similares obtidos através de técnicas diferentes por PEDROTTY et al. (2005),
onde mioblastos esqueléticos foram ES e comparados a culturas controle.
Verificaram que apdés 14 dias de crescimento o numero de células aumentou
significativamente nas culturas ES em relacdo as controles, correspondendo a um

aumento de duas vezes no numero de células. Apesar de também terem encontrado
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aumento apos 1 dia, a diferenca nao foi significativa. Em seus estudos, PEDROTTY
et al. também verificaram que essa diferenca se deveu ao aumento da proliferacédo
celular, e ndo a uma possivel diminuicdo da morte celular ou apoptose. SUN et al.
(2007) também relataram um aumento de quase trés vezes no crescimento celular
de hMSC em experimentos de osteodiferenciacdo quando foram ES.

Como existem evidéncias que a proliferacdo e a diferenciacdo sado eventos
mutuamente exclusivos, os resultados obtidos em nossos experimentos, onde se
verificou que as células aumentaram em namero, mas nao diferenciaram, estdo de

acordo com este principio.

* A ES néo afetou a orientagao celular, mas modificou as juncodes celulares

das células mesenquimais em cultura.

Ja4 se sabe que as atividades elétricas fisiologicas geradas em processos
bioldgicos, tais como o desenvolvimento embrionario e a cicatrizagao, influenciam
esses processos por guiar a direcdo do movimento e o alinhamento da célula.
Muitos tipos celulares, incluindo fibroblastos, osteoblastos, mioblastos e células da
crista neural sdo capazes de se reorientar em resposta ao estimulo elétrico (SUN et
al., 2006).

Em nossos estudos monitoramos se as células mesenquimais apresentavam
uma reorientacdo quando ES. No entanto, ndo houve uma aparente reorientacao
das células ES, o que também pode ser atribuido ao tipo de corrente utilizada, isto €,
PC bifasica balanceada, que nédo permite a polarizacdo do sistema nem o eventual

rearranjo das células submetidas ao pulso elétrico.
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Essa reorientacdo parece depender também do tipo celular. SUN et al. (2006)
ao eletroestimularem fibroblastos e MSCs de rato mostraram que em resposta a um
estimulo elétrico de 7V/cm (DC), os fibroblastos que inicialmente estavam orientados
ao acaso, tornaram-se elongados. Tais células mostraram uma clara reorientacao,
em sua maioria perpendicular ao campo. Ao contrario, as MSCs resistiram a
mudancas fisicas e mantiveram a orientacéo celular original mesmo com estimulos
maiores que 10V/cm. Somente uma pequena fracdo menor que 10% se tornou
contraida, reorientada e demonstrou mudancas na morfologia em resposta ao
estimulo elétrico.

Além disso, deve-se ter em mente que os parametros utilizados em nosso
trabalho podem nédo ter sido suficientes para que uma reorientacdo fosse
desencadeada. SUN et al. (2006) também demonstraram que fibroblastos expostos
a uma forca elétrica de 2 ou 4V/cm nao apresentaram uma reorientacao significativa,
sendo necessario um estimulo maior que 7V/cm para induzir uma reorientacdo
notavel.

Os fatores do estimulo elétrico (amplitude, duracgéo, frequéncia de repeticéo,
formato e intervalo de pulso) aos quais a célula estd submetida podem influenciar a
resposta celular. No entanto, em nossos experimentos, os parametros (tipo de
corrente, frequéncia de repeticdo e duracdo de pulso) foram pré-determinados e
fixados. Um possivel estudo comparativo onde os parametros pudessem variar iria
requerer um equipamento mais sofisticado e sensivel, e em nosso modelo foi
utilizado um protétipo com limitacdes destes parametros.

A adesdo celular é afetada por mudangas na concentracdo de calcio
intracelular ([Ca®*])). Para se mover, a célula deve aderir onde ela esta se projetando

e se destacar de onde ela esta retraindo. Mudancas na [Ca®']; podem causar estes
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efeitos. Assim, deve haver uma tendéncia para a célula se destacar onde a [Ca®']
aumenta e aderir onde ela diminui. A sensibilidade ao Ca®" sugere um mecanismo
potencial galvanotatico na maioria das células onde ela é evidente (MYCIELSKA et
al., 2004).

A aplicacdo de campo elétrico causa a hiperpolarizacdo da face da membrana
voltada para o anodo. Em células com poucos ou nenhum canal ibnico regulado por
voltagem, ocorre um influxo passivo de Ca2" para dentro da célula na parte
hiperpolarizada e uma consequente contracdo, levando ao movimento em direcao
ao catodo, como mostrado na figura 5.2A,B (MYCIELSKA et al., 2004).

Se canais de Ca?’ regulados por voltagem (VGCCs) estdo presentes, a
despolarizacdo da membrana (no lado catédico) deve abri-los e permitir o influxo de
Ca?*, que entdo tenderia a causar o0 movimento da célula em dire¢do ao anodo, na
direcdo oposta do efeito passivo do Ca2". O movimento final, se houver, dependeria
entdo do balanco entre as duas forcas opostas (figura 5.2C) (MYCIELSKA et al.,

2004).
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Figura 5.2. (A) Uma célula no estado de repouso tem
potencial de membrana negativo. (B) Uma célula com
quantidade negligenciavel de canais ibnico regulados por
voltagem exposta a um campo elétrico. (C) Uma célula
com canais de Ca?’ regulados por voltagem.
(extraido de MYCIELSKA et al., 2004)

Em fibroblastos, a reorganizacdo induzida por campo elétrico parece ser
mediada pela ativacdo de VGCCs e aumento na [Ca®*]; (CHO et al., 1996). Como o
canal de célcio do tipo L, um VGCCs, ja foi identificado em hMSC (HEUBACH et al.,
2004), o mecanismo descrito acima (figura 5.2C) poderia ser aplicavel as células
mesenquimais utilizadas neste trabalho. No entanto, como demonstrado por SUN et
al. (2006), as MSCs nao alteraram sua orientacdo quando submetidas & DC. Em
NOsSso caso, por se tratar de PC bifasica balanceada, ndo ha polarizacédo do sistema
nem a eventual reorientacao das células.

Embora mecanismos de eletroacoplamento responsaveis por mudancas na
adeséo celular e reorientacéo celular precisem ainda ser completamente elucidados,

diversos fatores sao freqlientemente considerados. Primeiro, imagina-se que as
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respostas galvanotéaticas sao responsaveis por tais acdes celulares. Geralmente, a
reorientacdo celular perpendicular € comum para minimizar o efeito perturbante de
um estimulo elétrico no potencial de membrana. Segundo, como se sabe que o Ca?*
esta envolvido na resposta das células ao estimulo elétrico, mudancas no potencial
de membrana devem regular a [Ca®*],. Assim, estimulos suficientes ativam VGCCs e
regulam processo subcelulares dependentes de Ca?", incluindo a reorganizagéo do
citoesqueleto que frequientemente provoca mudancas na morfologia celular e vias de
reorientacdo celular (SUN et al., 2006).

A elevacdo da [Ca®"]

ativa proteinas ligantes de actina, tais como a-actinina e
vinculina, e assim causa mudancas na estrutura do microfilamento (CHO et al.,
1996).

Neste sentido, como a presenca de canais VGCCs, que permitem o influxo de

), ativa

Ca?*, ja foi identificada ao menos em hMSCs e como a elevacdo da [Ca
proteinas ligantes de actina, ao considerar os resultados encontrados, onde
vinculina e a-actinina foram superexpressas nas culturas de células mesenquimais

murinas ES, supde-se que a elevacdo [Ca®"] seja a responsavel por esta mudanca.

*);, também se

Como se atribui o destacamento da célula da MEC a elevacao do [Ca
sugere gue as células mesenquimais murinas ES estejam menos aderidas a MEC e
formando menos contatos focais que as células ndo ES.

De acordo com a suposi¢do, em células mesenquimais murinas ES, a vinculina
e a a-actinina, presentes em juncdes célula-célula e célula-MEC, foram
superexpressas. Contudo, a Bl-integrina, paxilina e FAK, presentes em juncdes
célula-MEC, tiveram sua expressdo diminuida com a ES. Pode-se sugerir, entéo,

que a aplicagdo da ES promoveu o aumento da adesdo entre as células

mesenquimais murinas, e diminuiu a intera¢éo das células com a MEC.
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A superexpressao de vinculina reduz a migracdo celular, enquanto a sua
diminuicdo aumenta a motilidade celular. Além disso, células que ndo expressam
vinculina sdo menos aderentes, menos espalhadas, mais mdéveis e tém poucas e
menores adesdes focais do que as células normais, e a sinalizagcéo tanto atraves da
FAK como da paxilina sdo elevadas, uma caracteristica de células moveis (ZIEGLER
et al., 2006). Em nossos estudos, verificamos que as células mesenquimais nao se
orientaram, e, como tanto as mesenquimais humanas como as murinas
superexpressaram vinculina, isto poderia sugerir que essas células sejam menos
moveis. Além disso, FAK e paxilina foram menos expressas em células
mesenquimais murinas ES.

Como a vinculina esta presente tanto em juncdes célula-célula como célula-
MEC, a superexpressao da vinculina pode também estar relacionada ao aumento
das ligacdes entre as células. Na figura 4.18F verifica-se a presenca de vinculina
nas extremidades celulares, o que pode ser mais um indicativo do aumento da
adesdo célula-célula.

Ao monitorar a formacdo de contatos focais, descobriu-se que a FAK era uma
das primeiras proteinas sinalizadoras a ser recrutada para estes sitios. Embora o
recrutamento da FAK para os contatos focais esteja associado com aumento da
fosforilacdo da tirosina da FAK, os contatos focais se formam prontamente em
fibroblastos que ndo expressam FAK, o que indica que a atividade FAK nao é
essencial para o processo de formacao de adeséao focal (MITRA et al., 2005). Deste
modo, o fato das células mesenquimais humanas nao terem expressado FAK nao
significa que ndo sejam capazes de formar contatos focais.

De acordo com a maioria dos relatos que atribuem a FAK e a paxilina uma

regulacdo positiva da mobilidade celular (SCHALLER, 2004), nossos resultados
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sugerem que a menor expressao de FAK e paxilina em células mesenquimais
murinas ES pode levar a menor mobilidade celular.

No entanto, nossos resultados relativos ao comportamento das células
mesenquimais murinas ES parecem ser contrarios aos de SUN et al. (2006), que,
baseados em imagens, mostraram uma adeséo forte incomum entre rMSCs e fibras
de colageno, aglomeracdo de integrinas e falta de adesdo em resposta ao
tratamento com anticorpo anti-integrina, sugerindo que as adesdes mediadas por
integrina encontradas em MSCs diferem daquelas tipicamente observadas em
células diferenciadas.

Interessantemente, em nossos experimentos, a B1-integrina foi a Unica proteina
que apresentou niveis de expressao contrastantes quando se compararam as
culturas de células mesenquimais humanas e murinas submetidas a ES. Sua
expressao diminuiu em culturas de células mesenquimais murinas ES em relacéo as
culturas controle. Ja em culturas de células humanas, foi expressa nas ES, mas ndo
foi detectada nas controle. No caso das culturas de células humanas, como houve a
expressao de vinculina e Bl-integrina somente nas culturas ES, sendo que a
vinculina é encontrada tanto em ades@es célula-célula como célula-MEC e que a B1-
integrina € encontrada somente em adesdes célula-MEC, sugere-se que a aplicacao
da ES possa estar promovendo um aumento da adesao célula-MEC em humanas.
Assim, o efeito da ES na expressdo de proteinas de junc¢des aderentes é diferente
nas culturas mesenquimais humanas e murinas. Portanto, nossos resultados obtidos
com culturas de células mesenquimais humanas, estariam de acordo com os de
SUN et al. (2006).

Outros achados de SUN et al. (2006) sugerem que a membrana de rMSC pode

nao estar firmemente acoplada ao citoesqueleto. Este postulado oferece uma
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explicacdo que, como uma intima interacdo entre a organizacdo da membrana e do
citoesqueleto € requerida para mediar mudancas na morfologia e reorientacéo
celular, a conexdo frouxa entre a membrana e o citoesqueleto observadas nas
rMSCs, mas nao nos fibroblastos, pode impedir respostas celulares induzidas
eletricamente. Os autores sugeriram que, devido a forte adesdo mediada por
integrina e as fracas propriedades de membrana, 0os mecanismos comuns de
eletroacoplamento que séo suficientes para explicar as respostas galvanotaticas de
células completamente diferenciadas teriam que ser modificados para a adeséao e
reorientacdo das MSCs.

A Cx43, presente nas juncbes comunicantes, foi detectada tanto no grupo
controle como no ES de células mesenquimais murinas e humanas apos 14 dias de
tratamento. Contrariamente, FUKUHARA et al. (2003) n&o detectou a presenca da
Cx43 em suas culturas de mMSCs, embora a marcacdo tenha sido realizada com
somente 5 dias de cultura. Em nossos estudos, embora a Cx43 estivesse presente
nas células mesenquimais de medula 6ssea, nao € possivel afirmar que as células
estavam acopladas funcionalmente, o que futuramente poderia ser confirmado
através de microinjecdo de corante.

A importancia do estabelecimento de jun¢des comunicantes em culturas ES foi
demonstrada por RADISIC et al. (2004). A ES de construcdes de CMs iniciada muito
cedo substancialmente diminuiu a quantidade de Cx43 e a-MHC (a-myosin heavy
chain) e as constru¢cdes ndo puderam ser induzidas a contrair sincronicamente
durante a cultura. A ES tardia permitiu o estabelecimento de jun¢gbes comunicantes,
mas falhou em aumentar a organizacao funcional do aparato contratil de modo que a
atividade contratil péde ser induzida somente em pequenas areas. I1sso ocorre, pois

durante o isolamento a partir do tecido cardiaco, as células perdem muitos dos seus
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canais e receptores de superficie desmontando seu aparato miofibrilar e adquirindo
um formato arredondado. A Cx43, inicialmente, est4 presente somente no citosol,
sugerindo a auséncia de conexons funcionais. Durante a pré-cultura, as células
rearranjam as proteinas condutivas e contrateis. Quando aplicada cedo, a ES inibe o
acumulo de proteinas cardiacas e rende um baixo comportamento contratil. Se
aplicada tarde, a ES tem menos efeito devido as quantidades reduzidas de Cx43 e
proteinas contrateis disponiveis nas células (RADISIC et al., 2004).

A ES em CMs, mesmo sem atividade contratil (bloqueada pelo uso de drogas)
estabeleceu e manteve juncdes comunicantes funcionais, mas as células néo
estavam nem alinhadas nem elongadas, achados estes consistentes com a falta de
atividade contratil (RADISIC et al., 2004). Portanto, em nossos experimentos, apesar
de néo se ter observado atividade contratil das células em cultura submetidas a ES,
pode ter existido a formacé&o de juncdes comunicantes funcionais.

Levando em consideracdo dados prévios e de outros tipos celulares, os
mecanismos moleculares especificos que estdo envolvidos na regulacédo da adeséo
e orientacdo de células mesenquimais em resposta ao estimulo elétrico precisam ser

identificados pois parecem diferir dos demais tipos celulares ja estudados.



103

6. CONCLUSOES

Apesar dos dados relatados na literatura cientifica, nenhum dos fatores por nos
investigados (citocinas FGF4 e BMP2, meio condicionado por CMs, AR ou ES,) foi
capaz de induzir a diferenciacdo das células mesenquimais da medula 6ssea
humana ou murina em linhagens cardiacas.

O crescimento de células mesenquimais em cultura foi influenciado
positivamente pelos tratamentos com as citocinas FGF4, FGF4+BMP2 50ng/mL ou
FGF4+BMP2 100ng/mL e pela ES. O AR 1uM também aumentou o crescimento
celular nas culturas de células mesenquimais murinas, mas néo influenciou o de
culturas de células mesenquimais humanas. Além disso, o tratamento com AR 1uM
promoveu o0 acumulo de léculos lipidicos em culturas de ceélulas mesenquimais
murinas, o que ndo ocorreu em humanas.

A ES ndo modificou a orientagdo celular, mas alterou a expresséo de proteinas
de juncles celulares. Nas culturas de células mesenquimais murinas ES, a adeséo
das células com a MEC foi diminuida e a adeséo entre as células foi aumentada. Ja
nas culturas de células mesenquimais humanas, sugere-se um aumento da adesao

célula-MEC proporcionado pela ES.
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ANEXO |

Fundamentos da eletroestimulacéo

Ao realizar a eletroestimulacéo, deve-se entender o mecanismo pelo qual o estimulo
elétrico afeta o sistema biolégico, seja ele uma célula, um tecido ou um individuo. Assim, a
compreensdo de determinadas propriedades torna-se necessaria tanto para a correta
aplicacdo do estimulo, como para o entendimento dos equipamentos utilizados com este
objetivo. As informacfes seguintes foram transcritas ou adaptadas de: DACKO (1999);
GERLEMAN & BARR (1999) e KLOTH (2005).

Carga
A carga elétrica é uma propriedade fundamental da matéria. Quando dois objetos que
tém cargas similares sao aproximados, eles se repelem; dois objetos com cargas opostas se

atraem quando se aproximam. Os dois tipos de carga sdo chamados de positivo e negativo.

Elétrons e ions

Todo material é feito de atomos contendo nucleos carregados positivamente e elétrons
carregados negativamente dispostos em orbitais ao redor deles. Um atomo € eletricamente
neutro quando ha uma igualdade de carga entre 0 nucleo e os elétrons nos orbitais. Quando
influenciado por uma forca externa (tal como reag6es quimicas, campos eletrostaticos, calor,
luz e campos magnéticos), um atomo pode perder ou ganhar elétrons, alterando, desta
maneira, sua carga neutra e levando-o a adquirir propriedades elétricas. Um atomo que néo
esta mais no seu estado neutro original € chamado de ion, e o processo de mudanca de
estado elétrico de um atomo é chamado ionizagéo .

Um ion negativo € um atomo que ganhou um ou mais elétrons, adquirindo carga
negativa; um ion positivo € um atomo que perdeu um ou mais elétrons, resultando em carga
positiva. Os ions estdo presentes em solucdes eletroliticas de &cidos, bases e sais tais
como as que compdem as células e tecidos bioldgicos. Radicais acidos tendem a formar
ions negativos, enquanto alcaldides, bases e metais tendem a formar ions positivos. Um ion
tem 0 mesmo ndcleo que o atomo tinha antes da adi¢cdo ou perda de elétrons e assim ele

possui as caracteristicas basicas do atomo original. A carga de um elétron isolado é definida
como: —e=1,6.10"" coulombs

Assim, a carga de um objeto é uma medida do nimero de elétrons livres que ele
perdeu ou ganhou e é expresso como coulombs de carga. Um coulomb (C) de carga (q) é

igual a carga combinada de 6,25.10" elétrons.
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Corrente

O taxa de fluxo direcionado de carga (elétrons livres ou ions) de um lugar para outro
na matéria constitui a corrente. Materiais (principalmente metais) com somente um ou dois
elétrons de valéncia tendem a doar seus elétrons muito facilmente (condutores) e
prontamente permitem o movimento de elétrons, ou fluxo, através deles. Solucdes
eletroliticas permitem o movimento livre de ions positivos e negativos, bem como o
movimento livre de elétrons.

A fim de produzir um fluxo de corrente direcionado, deve haver uma fonte de elétrons
livres e ions positivos, um material condutivo que permita o fluxo de carga e uma forca
eletromotriz (FEM) que provoque 0 movimento ou a concentracdo da carga.

A unidade de corrente (I) € o ampere (A), que representa o movimento de 1 coulomb
de carga por segundo. Coulombs indicam o nimero de elétrons; amperes indicam a taxa de
fluxo de elétrons. Um ampere € uma unidade grande de corrente no contexto de estimulacdo
elétrica, unidades menores sdo comumente usadas (miliampere (mA) e microampere (LUA)).

Quando um fluxo de corrente unidirecional flui em um circuito, cargas positivas (Na*, K*
ou H") e células (fibroblastos e neutréfilos ativados) migram em diregédo ao catodo enquanto
cargas negativas (CI, HCO3; ou P) e células (epidermal, macréofago, neutrofilo) migram em

direcao ao anodo.

Densidade de corrente
Densidade de corrente é a quantidade de fluxo de corrente por unidade de &rea, ou

seja, € a medida da quantidade de ions carregados movendo-se através de uma area

seccionada transversalmente e é expressa em unidades de mA/cm?2 ou mA/in2.

Voltagem

A forca elétrica capaz de mover elétrons ou ions entre dois pontos de um condutor é a
voltagem ou diferenca de potencial (ddp) entre os dois pontos. A voltagem entre os dois
pontos - por exemplo, dois eletrodos em solucao - é criada pela separacdo de cargas entre
eles, tais que um eletrodo tem um excesso de elétrons ou ions carregados negativamente
em comparacao ao outro. Os dois eletrodos séo polarizados em relacdo ao outro, um sendo
negativo e o outro positivo.

A unidade de voltagem ou ddp € o volt (V), definido como joule/coulomb.
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Resisténcia

Resisténcia é a propriedade de um material resistir ou se opor ao fluxo de corrente
através dele. Os materiais tém diferentes resistividades intrinsecas baseadas na sua
guimica.

A resisténcia de um material agindo como um condutor de corrente direta pode ser
calculada a partir da lei de Ohm, que relaciona as propriedades de corrente, resisténcia e
voltagem. Se um volt de ddp leva uma corrente de um ampere a fluir em um circuito elétrico,
pela lei de Ohm, a resisténcia limitante € igual a um ohm (Q).

fesisténcigQ) =2 2genv)
CorrentgA)
Frequéncia e Fase

Toda forma de onda de voltagem que varia com o tempo pode ser descrita como
sendo composta de uma série de sendides periddicos de diferente amplitude, fase e
freqliéncia, que juntos definem a forma de onda. A freqiiéncia de um Unico sendide é
definida pelo seu periodo ou a quantidade de tempo que ele leva para completar um ciclo do
senoide, onde:

FreqUéncie(Hz):,;
Periodq(s)

Neste contexto, fase se refere a fracdo do ciclo fundamental que o ponto de referéncia
zero de cada componente senoidal € disposto a partir do ponto zero de referéncia da
frequiéncia fundamental. H4 360 graus elétricos em um ciclo de uma onda, comeg¢ando com
o ponto de referéncia zero e retornando ao mesmo ponto ap0s uma excursdo positiva ou
negativa de voltagem. Se dois sendides ndo comecam da voltagem de referéncia zero
juntos no mesmo ponto de tempo, os sendides séo ditos fora de fase. A diferenca de fase &
medida em graus elétricos. Juntos, os componentes senoidais de qualquer forma de onda
de voltagem constituem o espectro de freqiiéncia da forma de onda, desde a mais baixa
frequiéncia senoidal, a fundamental, até o mais alto componente de freqiéncia. O fluxo de
corrente que ndo varia ou alterna a polaridade é referido como corrente direta (DC) e Ihe é

atribuida frequiéncia zero (0 Hz).

Impedancia

Em um circuito elétrico, o caminho pelo qual ions carregados ou elétrons fluem
consiste de uma combinacdo complexa de elementos resistivos, capacitivos e indutivos.
Capacitores e indutores oferecem oposicdo ou reatancia ao fluxo de corrente que é

dependente de freqiiéncia. A impedancia € definida como a oposicéo total dependente da
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frequiéncia do fluxo elétrico e envolve tanto a reatédncia como a resisténcia, sendo também
expressa em ohms. Devido a natureza complexa das propriedades envolvidas, a impedancia
€ um vetor quantitativo. Este vetor resulta em uma diferenca de fase entre a voltagem
aplicada e corrente resultante em um circuito contendo componentes reativos.

O circuito composto de um estimulador elétrico e sistemas biol6égicos € complexo e
contém componentes resistivos e reativos. A impedéancia do biossistema estimulado tem
elementos resistivos e capacitivos, enquanto a impedancia do circuito de saida do
estimulador pode incluir todos os trés elementos (resistivo, capacitivo e indutivo). Assim, &

comum o circuito resultante variar de biossistema para biossistema.

Distinc&o de correntes

Comeca com a simples divisdo de todas as correntes em: corrente direta (DC),
corrente alternada (AC) e corrente pulsada (PC) (figura 1).

DC é o fluxo continuo de particulas carregadas em uma direcdo, sendo a direcéo
dependente da polaridade da FEM aplicada.

AC é o fluxo continuo bidirecional de particulas carregadas. Inclui tanto a AC simétrica
classica, na qual o fluxo de corrente em cada direcéo é igual, e a AC assimétrica, na qual o
fluxo de corrente em cada direcdo € desigual. Diferente da PC, AC nao tem intervalo de
tempo entre as fases de ciclos adjacentes.

PC é definida como o fluxo ndo continuo de corrente direta ou alternada. Cada pulso é
um evento elétrico discreto, separado dos outros pulsos por um periodo de tempo durante o
gual ndo existe atividade elétrica.

PC pode ter dois formatos de onda: monofésico ou bifasico. Um pulso monofasico
representa um breve movimento dos elétrons ou ions a partir da linha isoelétrica retornando
a linha zero ap6s um periodo finito de tempo. J& o pulso bifasico € bidirecional e consiste de
duas fases. Uma fase parte da linha isoelétrica e apés um breve tempo retorna a linha de
base e, na seqiéncia, a segunda fase deixa a linha isoelétrica na direcdo oposta e também
apos um breve periodo retorna a linha de base.

O formato da onda bifasica pode ser simétrico ou assimétrico em relacdo a linha
isoelétrica. No simétrico, as cargas de cada fase séo eletricamente iguais ou balanceadas,
assim, ndo ha polaridade. O assimétrico pode ser balanceado ou ndo balanceado

eletricamente.
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Figura 1. Exemplos de (A) corrente direta; (B)
¢ corrente  pulsada monofasica; (C) corrente
pulsada simétrica, bifasica, balanceada; (D)
corrente  pulsada simétrica, bifasica, néo
balanceada; e (E) corrente pulsada assimétrica,
bifasica, ndo balanceada.

v U

Polaridade

Polaridade é a propriedade de ter dois polos ou eletrodos carregados opostamente.
Em qualquer momento enquanto a corrente esta fluindo, um eletrodo é relativamente mais
positivo enquanto o outro é relativamente mais negativo. Quando o catodo e o anodo tém
carga suficiente, eles podem causar aquecimento eletroquimico indesejado devido a
mudancas do pH.

Com AC, cada eletrodo é alternadamente o catodo e o anodo. Se a forma de onda é
simetricamente bifasica, a percepg¢édo do estimulo € igual em ambos os eletrodos. No caso
de formas de onda ndo-balanceadas, a quantidade de carga liberada é desigual para as
fases negativa e positiva do sinal. Como resultado, com eletrodos idénticos, a estimula¢do

pode ser sentida mais fortemente em um dos eletrodos.

Amplitude

A amplitude de um estimulo em forma de onda é uma das diversas medidas da
magnitude do estimulo de corrente (ou voltagem) com referéncia a linha de base zero.

A amplitude de pico é a corrente maxima (ou voltagem) durante uma fase. Para uma
onda bifasica ndo balanceada, a amplitude de pico é diferente para cada fase e deve ser
especificada separadamente.

A amplitude pico-a-pico é a soma dos valores absolutos da corrente maxima (ou

voltagem) durante as duas fases de uma AC.
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Duracéao

A duragdo de um estimulo é dividida em um numero de periodos de tempo inter-
relacionados, que juntos fazem o tempo total entre o inicio e o fim de um pulso de estimulo.

A duracéo de fase é o periodo de tempo do inicio de uma fase de um pulso ou de um
ciclo de AC. Duracdes de fase tipicas sdo curtas para impedir o aquecimento significante de
sistemas biologicos e sdo, portanto, expressas em fracdes de segundos (ms ou ps).

Duragéo de pulso, intervalo interfase e intervalo interpulso referem-se a caracteristicas
de tempo de PC. Duracéo de pulso é o tempo total do inicio ao final de um pulso e inclui a
duracdo de fase de todas as fases mais o intervalo interfase. O intervalo interfase é o
periodo de nhenhuma atividade elétrica entre duas fases sucessivas de um pulso. O intervalo

interpulso é o periodo de nenhuma atividade entre dois pulsos sucessivos. O intervalo

interfase ndo pode exceder o intervalo interpulso. (figura 2)

Duragao Intervalo
de fase interpulso
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Figura 2 . Caracteristicas tempo-dependente de PC.

Frequéncia de repeticdo

AC ou PC na qual a forma de onda se repete a intervalos regulares sédo descritas como
tendo uma frequéncia de repeticdo, taxa de repeticdo de pulso ou freqiéncia de pulso. A
freqUéncia de repeticdo é o nimero de vezes por segundo que a forma de onda se repete. A
unidade de medida para PC é pulsos por segundo (pps) e € hertz (Hz) ou ciclos por segundo
(cps) para AC. O reciproco de frequéncia de repeticdo é o periodo. O periodo ¢é definido
como o tempo a partir de um ponto de referéncia arbitrario de um pulso (ou ciclo) ao ponto
idéntico do pulso seguinte (ou ciclo). Com referéncia a figura 2, o periodo de uma PC é igual
a duracédo de pulso mais o intervalo interpulso. Para AC, a duracdo de um ciclo € igual ao

periodo.
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A freqiéncia de repeticdo é capaz de influenciar a impedancia do sistema biolégico.
Em geral, verifica-se que quanto maior a frequéncia, menor é a impedancia ao fluxo de

corrente.

Eletrodos

Eletrodos sé@o os elementos condutivos de um circuito elétrico que sao utilizados com o
proposito de transferir carga elétrica para o sistema. No caso, 0s eletrodos sdo 0s meios
pelo qual o fluxo de elétron do circuito eletroestimulador é convertido em corrente ibnica no
meio de cultura. Um minimo de dois eletrodos é requerido para direcionar a corrente
estimuladora no sistema e completar o circuito elétrico. O eletrodo negativo ou céatodo (-)
atrai ions positivos (cétions), enquanto o eletrodo positivo ou anodo (+) atrai ions negativos
(anions).

Uma variedade de materiais € utilizada para a construcdo de eletrodos. A seguranca
do material deve ser considerada. A maioria dos eletrodos metalicos forma sais metalicos
sollveis que sdo téxicos. Entre os materiais metalicos que provocam a menor resposta
tecidual esta o ouro e 0 aco inoxidavel.

O tamanho e o formato de um eletrodo afetam a distribuicdo de carga no sistema
estimulado. A densidade de corrente € muito maior no perimetro do eletrodo do que no seu
centro. A corrente tende a se espalhar a partir do perimetro do eletrodo. Portanto, a
configuracado geométrica do eletrodo determina a intensidade e a uniformidade da densidade
de corrente. Em geral, quanto maior a densidade de corrente, maior € o efeito sobre o
sistema que esta no caminho da corrente. Os determinantes da densidade de corrente séo o
fluxo total de corrente no circuito de saida do estimulador e o tamanho da &rea de sua
aplicacéo.

A &rea de um eletrodo afeta a densidade de corrente de duas formas relevantes.
Aumentando a area de superficie de um eletrodo diminui-se a impedancia eletrodo-
biossistema. Assim, para qualquer nivel dado de corrente, a voltagem de polarizacdo no
eletrodo serd menor para um eletrodo de maior area de superficie. Além disso, eletrodos
maiores exibirdo médias de densidades de corrente mais baixas do que eletrodos menores,

pois, para uma dada corrente, a corrente sera dispersada por uma maior area.

Equipamentos estimuladores

Sob o ponto de vista elétrico, existem dois tipos de equipamentos estimuladores, onde
o controle do estimulo pode ser com saida de voltagem ou saida de corrente. Isto significa
gue a voltagem ou corrente de saida € diretamente proporcional ao sinal de entrada e nédo é
afetada por mudangas na impedancia do circuito eletrodo-sistema ao qual est4 conectada.

Ou seja, para equipamentos com saida de voltagem, se a impedancia é alterada, a corrente
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também mudara, mas a voltagem permanecera constante. Do mesmo modo, para
equipamentos com saida de corrente, qualquer mudanca da impedéancia durante a aplicagéo
de estimulagdo mudara a saida de voltagem, mas n&o afetara a corrente.

Se a impedéancia eletrodo-sistema fosse puramente resistiva, ndo haveria diferenca
entre a forma de onda da voltagem e da corrente. Entretanto, tanto a interface eletrélito-
eletrodo e o sistema biolégico tém componentes capacitivos e resistivos. O resultado desta
impedancia complexa é que para qualquer estimulo em forma de onda, exceto a onda sino,
o formato de onda da corrente e da voltagem ndo sera o mesmo.

Assim, para um equipamento com circuito de saida de voltagem, a forma de onda de
voltagem de saida é idéntica ao formato de onda da fonte. Para um equipamento com saida
de corrente, a forma de onda de corrente de saida é idéntica ao formato de onda da fonte

(figura 3).

. Impedancia
Estimulador eletrodo-sistema

©)

Z,< 50 ohm Figura 3. (A) Representacdo de um circuito

B ) A
AN de um estimulador conectado & carga
eletrodo-sistema de impedancia Zs. (B)

Formato de onda de voltagem e corrente

A @ 5 JL vettagem para um circuito com saida de voltagem. (C)
s Formato de onda de voltagem e corrente
T} comente para um circuito com saida de corrente.

Z,> 10K ohm
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Estimuladores de ambos os tipos sdo amplamente utilizados tendo suas vantagens e
desvantagens. Como o limite de sensibilidade e seguranca na aplicacdo de pulsos elétricos
€ definido por corrente, em nosso modelo de estudo utilizamos um eletroestimulador com
saida de corrente.

Provavelmente o0 maior problema no design de um eletroestimulador é a
caracterizacao da impedéancia, que a principio tem um componente resistivo e capacitivo. O
valor de cada componente é definido pela geometria e material dos eletrodos e pelas
propriedades quimicas e elétricas da amostra tratada. (PUC et al., 2004). In vitro, entre os
parametros que influenciam a carga de impedancia estdo os eletrodos (material e
geometria), 0 meio de cultura (composicdo e volume) e a prépria cultura (tipo celular e

densidade).



ANEXO I

Meios e Solucbes

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

DMEM 10g
NaHCO; 2,29
HEPES 29
Agua tridestilada gsp 1L

119

Ajustar pH para 7,4 com NaOH 1M ou HCI 1M. Avolumar e esterilizar por filtracdo em

sistema Millipore com poro de membrana de 0,22um. Manter a 4C.

Opti-MEM |
Opti-MEM | 13,69
NaHCO; 2,49
Agua tridestilada gsp 1L

Ajustar pH para 7,4 com NaOH 1M ou HCI 1M. Avolumar e esterilizar por filtracdo em

sistema Millipore com poro de membrana de 0,22um. Manter a 4<C.

Phosphate Buffered Saline (PBS)

1X 5X
NacCl 89 40g
KCI 0,29 1g
Na,HPO, 1,29 69
KH,PO, 0,29 19
Agua tridestilada gsp 1L gsp 1L

10X
80g

29

12g

29

gsp 1L

Ajustar pH para 7,4 com NaOH 1M ou HCI 1M. Avolumar e esterilizar por filtragdo em

sistema Millipore com poro de membrana de 0,22um. Manter a 4<C.

Balanced Saline Solution (BSS)

NaCl 8g

KCI 0,49
CaCl, 0,012g
MgSO,.7H,0 0,154g
Na,HPO,.12H,0 0,399

Glicose 1,19
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Phenol red 0,0025¢g
Agua tridestilada gsp 1L
Ajustar pH para 7,4 com NaOH 1M ou HCI 1M. Avolumar e esterilizar por filtragdo em

sistema Millipore com poro de membrana de 0,22um. Manter a 4C.

Balanced Saline Solution Calcium e Magnesium Free (  BSS.CMF)

NacCl 89

KCI 0,49
Na,HPO,.12H,0 0,399
Na,SO, 0,1g
Glicose 1,19
Phenol red 0,0025¢g
Agua tridestilada gsp 1L

Ajustar pH para 7,4 com NaOH 1M ou HCI 1M. Avolumar e esterilizar por filtracdo em

sistema Millipore com poro de membrana de 0,22um. Manter a 4<C.

Tris Base Solution (TBS)

Tris base 20mM
Na ClI 155mM
EGTA 2mM
MgCl, 2mM

Ajustar pH para 7,4 com NaOH 1M ou HCI 1M. Avolumar e filtrar em filtro de celulose.
Manter a 4.

Solucao de Tripsina
Tripsina 0,125¢g
EDTA 0,029
BSS.CMF gsp 100mL
Ajustar pH para 7,8 com NaOH 1M ou HCI 1M. Avolumar e esterilizar por filtracdo em

sistema Millipore com poro de membrana de 0,22um. Manter a 4C.

Paraformaldeido (PFA) 4%
Aquecer 20mL de 4gua destilada até 65, adicionar 2g de PFA a agua aquecida, sob
agitacdo. Adicionar 1mL de NaOH 0,5M. A solugcédo se torna transparente. Deixar o PFA

dissolver completamente sob agitacdo. Resfriar a TA e filtrar se ainda existirem particulas.
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Adicionar 5mL de PBS 10X, ajustar pH para 7,2 se necessario e completar com agua

destilada até 50mL. Manter a 4.

Penicilina/Estreptomicina (PS) 1000X
Penicilina G potassica ou sbédica
Sulfato de estreptomicina
BSS.CMF

1 000 000 U

19
gsp 100mL

Ajustar pH para 7,4 com NaOH 1M ou HCI 1M. Avolumar e esterilizar por filtracdo em

sistema Millipore com poro de membrana de 0,22um. Armazenar a 4C e estocar a -20TC.

Anfotericina (A) 1000X

Ressuspender 50mg em 5mL de CMF em condi¢cBes estéreis. Armazenar a 4C e

estocar a -20TC.

Trypan Blue Solution
Azul de tripan 400mg

PBS gsp 100mL

Ajustar pH para 7,2 com NaOH 1M ou HCI 1M.
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ANEXO IlI

Anticorpos e marcadores utilizados

Anticorpos Primarios

Anticorpo Fabricante/codigo Diluicdo utilizada

Anti-Nkx2-5 Santa Cruz 1:200
(policlonal, rabbit) (sc4033)

Anti-a-actinina sarcomérica Sigma 1:800
(monoclonal, mouse) (A7811)

Anti-troponina | Santa Cruz 1:400
(policlonal, rabbit) (sc15368)

Anti-conexina 43 Zymed 1:100
(monoclonal, mouse) (13-8300)

Anti-B1-integrina BD Transduction 1:3000
(monoclonal, mouse) (610467)

Anti-paxilina BD Transduction 1:3000
(monoclonal, mouse) (610051)

Anti-FAK fosfo-especifica BD Transduction 1:500
(monoclonal, mouse) (611722)

Anti-vinculina Sigma 1:3000
(monoclonal, mouse) (V4505)

Anti-a-actinina Sigma 1:3000
(antiserum, rabbit) (A2543)

Anticorpos Secundarios

Anticorpo Fabricante/codigo Dilui¢do utilizada

Alexa fluor 555 goat anti rabbit IgG Invitrogen 1:400
(A21430)

Alexa fluor 488 goat anti rabbit IgG Invitrogen 1:400
(A11070)

Alexa fluor 555 goat anti mouse IgG Invitrogen 1:400
(A21425)

Alexa fluor 488 goat anti mouse IgG Invitrogen 1:400
(A11017)

Alexa fluor 555 donkey anti goat IgG Invitrogen 1:400
(A21432)

Alexa fluor 488 donkey anti goat IgG Invitrogen 1:400
(A11055)

Peroxidase goat anti mouse 1gG Amersham 1:7500

Peroxidase goat anti rabbit IgG Amersham 1:7500

DAPI dilactate Invitrogen 1:18000
(D3571)

Faloidina 1:400
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