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RESUMO

INTRODUGAO: O modelo de co-cultivo de células musculares esqueléticas e
de células-tronco mesenquimais no transplante em miocardio demonstrou
efetividade funcional e regeneragao angio-muscular nas Miocardiopatias: Isquémica
Crénica e Chagasica em roedores.

OBJETIVO: analisar por citometria de fluxo, a imunofenotipagem das células-
tronco mononucleares e das células musculares esqueléticas pré-cultivo e pds seu
co-cultivo.

METODOS: seis experimentos, em ratos Wistar, machos, consistindo do
isolamento de células musculares esqueléticas (Delaporte, 1994) e de células-
tronco mononucleares de medula 6ssea (Boyum, 1968). Seguindo-se do co-cultivo
por 21 dias (Carvalho, 2004). As trés populagdes celulares foram submetidas a
analise imunofenotipica por citometria de fluxo (MMWR, 1997) para os marcadores
de superficie: CD31, CD44H, CD45, CD49d, CD54, CD73, CD90, CD105, CD106,
Myo-D, M-Caderina e Conexina-43. A analise estatistica dos percentuais marcados
nas trés populacdes celulares foi realizada através de testes nao-paramétricos:
Friedman e Wilcoxon.

RESULTADOS: CD31(p=0,2489), CD34(p=0,3114), CD44H(p=0,1730),
CD45(p=0,094), CD49d(p=0,4631), CD54(p=0,5488), CD73(p=0,0277),
CD90(p=0,0422), CD105(p=0,0277), CD106(p=0,3114), Myo-D(p=0,0695), M-
Caderina (p=0,0302) e Conexina-43(p=0,0150). Observou-se grande variabilidade
entre os trés grupos celulares quanto a interpretagdo dos resultados da intensidade
de expressao, comprometendo o real valor deste parametro. Os grupos celulares
mostraram significancia estatistica para: CD73, CD90, CD45, CD105, M-Caderina e
Conexina-43 (p<0,05).

CONCLUSOES: A populagdo celular obtida no co-cultivo sugeriu ser
heterogénea, sobretudo de celulas aderentes, com interacdo celular e
diferenciacao, caracterizando mudanga do perfil imunofenotipico inicial ao produto
final.

Descritores: Célula-tronco mesenquimal. Células musculares esqueléticas.
Co-cultivo. Cardiomioplastia. Citometria de fluxo.



SUMMARY

INTRODUCTION: The co-culture of bone marrow mesenchymal stem cells and
skeletal muscle cells showed improvement of heart function and induced both
angiogenesis and myogenesis when transplanted in injured heart tissue, using
murine models of ischemic myocardiopathy and Chagas’s disease.

OBJECTIVE: To analise the immunophenotype profile of cellular subsets of
bone marrow mononuclear stem cells and skeletal muscle cells after isolation and
the product of co-culture by flow cytometry.

MATERIALS AND METHODS: Six experiments were done, in Wistar male rats;
bone marrow mononuclear stem cells and muscle skeletal cells were isolated
(Boyum, 1968 and Delaporte, 1994, respectively), then co-cultived for 21 days
(Carvalho, 2004). We performed flow cytometry analysis (MMWR, 1997) before and
after co-culture, in order to characterize the immunophenotypic profile of cellular
subsets, using the surface markers: CD31, CD34, CD44H, CD45, CD49d, CD54,
CD73, CD90, CD105, CD106, Myo-D, M-Cadherin and Connexin-43. The three
cellular groups utilized Friedman and Wilcoxon'’s tests to statistical analysis.

RESULTS: CD31(p=0,2489), CD34(p=0,3114), CD44H(p=0,1730),
CD45(p=0,094), CD49d(p=0,4631), CD54(p=0,5488), CD73(p=0,0277),
CD90(p=0,0422), CD105(p=0,0277), CD106(p=0,3114), Myo-D(p=0,0695), M-
Cadherin(p=0,0302) and Connexin-43(p=0,0150). The cellular subsets showed
statistically significance for: CD73, CD90, CD45, CD105, M-Caderin and Conexin-
43 (p<0,05). The results of intensity fluorescence showed a great variability between
cell subsets, compromising the real value of this parameter.

CONCLUSION: The product of co-culture showed a heterogeneous cell
population, suggesting similarity to adherent cells. We have demonstrated
immunophenotypic differences between cell subsets prior to and after co-culture,
suggesting cellular differentiation and interaction.

Key words: bone marrow mesenchymal stem cell, skeletal muscle cells, co-
culture, cardiomioplasty, flow cytometry.



1. INTRODUGAO

As doencas cardiacas sao importante causa de morbi-mortalidade em todo
mundo e com o aumento da longevidade da populagédo, a expectativa é que as
doencas cardiovasculares tornem-se dominantes neste século. E estimado que no
Brasil 350.000 pacientes sofram infarto agudo do miocardio ao ano ".

O principal objetivo do tratamento, durante um infarto agudo do miocardio, é
restabelecer a perfusdao e recuperacdo do tecido o mais rapido possivel. Se a
reperfusdo nao for obtida da forma adequada, ocorrera perda de cardiomidcitos e,
eventualmente, resultando em disfungdo sistdlica ventricular esquerda,
remodelamento ventricular e insuficiéncia cardiaca congestiva, elevagdo do stress
sistdlico e diastdlico e liberacdo de mediadores e neuro-horménios deletérios 2.

Apesar das técnicas mecanicas e farmacologicas de revascularizagdo, ndo ha
terapia efetiva que restaure a regiao infartada do miocardio (cicatriz miocardica) com
tecido funcionante e viavel 3. Os tratamentos cirGrgicos visam a recuperacgdo da
funcao ventricular esquerda através da reconstrugdo geométrica do coragéo para sua
forma eliptica, o que pode favorecer a melhora de sua fungéo, porém existem algumas
limitagbes inerentes ao procedimento, além de n&o tratar a causa basica, que € a
perda dos cardiomiocitos adultos. Deve-se considerar também o fato de que este tipo
de tratamento n3o pode ser proposto a todos os potenciais candidatos * °.

O desenvolvimento de novas e efetivas opcdes de tratamento para pacientes
com insuficiéncia cardiaca congestiva é imperativo, dado o aumento de casos e seu
impacto social e econdmico na satide mundial % ©.

O dogma de que o coragao € um orgao pos-mitdtico diferenciado, incapaz de
auto-regeneragdo tem sido atualmente questionado” ® °. Em estudos recentes ' "',
observaram-se evidéncias de proliferagao de cardiomidcitos onde células precursoras
musculares quiescentes sdo ativadas, proliferam, diferenciam-se e dao origem a
cardiomidcitos jovens. Estes sofrem diferenciacdo e quando maduros, formam fibras
musculares funcionais.

Porém, esta capacidade regenerativa € limitada para repopular a area lesada.
Também a angiogénese normal é insuficiente para suprir a grande demanda por
oxigénio e nutrientes e para previnir a apoptose de cardiomidcitos hipertrofiados e o

remodelamento ventricular "% 12,



Estudo pré-clinico em modelo animal sugeriu que a transferéncia de células-
tronco aumentou a regeneragao miocardica e a neovascularizagdo pés infarto do
miocardio *2.

Baseado neste estudo e no reconhecimento da plasticidade de células-tronco
adultas (diferenciacdo em tipos celulares nao relacionados ao tecido de origem), tem
sido proposto que células-tronco podem ser usadas para regeneragao miocardica em
pacientes com infarto do miocardio e diversas outras cardiopatias, j4 que possuem
capacidade de proliferagdo, auto-regeneracéo e diferenciagdo em tecidos e 6rgaos
especializados, eventualmente cardiomidcitos '* 1% 16,

Sob analise funcional, os requisitos fundamentais para que as células possam
ser enxertadas sdo: a capacidade proliferativa, a colonizagcdo do miocardio, sua
integracdo anatdbmica, o restabelecimento da angiogénese, a diferenciagdo em
cardiomiocitos e a eficacia da contratilidade, criando um acoplamento eletromecanico
com o tecido miocardico circundante e conseqiiente melhora funcional & 7+ '8,

Diferentes tipos celulares podem ser utilizados para a regeneragcédo do tecido
miocardico. Técnicas para coleta, isolamento e expansao também tém sido
exploradas. Entre as potenciais células doadoras encontramos cardiomiocitos fetais,
cuja vantagem é sua identidade imunofenotipica com o cardiomidocito, porém com as
desvantagens de requerer imunosupressdo, possuir curta sobrevivéncia, limitado
suprimento e questdes de ordem ética °.

Com base em evidéncias experimentais, observou-se que varios tipos de
células-tronco podem ser utilizadas com funcdes terapéuticas. Estas incluem células-
tronco mononucleares de medula Ossea, células progenitoras endoteliais e células-
tronco mesenquimais, entre outras. A selecdo de um tipo celular especifico requer
tecnologias altamente sofisticadas. As células-tronco embrionarias estdo envolvidas
em problemas éticos, embora tenham a vantagem de serem totipotentes e altamente
expandl'veis 6, 10, 16, 19,20, 21 ,22, 23, 24, 25, 26.

Outro tipo celular em estudo é a célula satélite (mioblasto esquelético), que
possui a vantagem de permitir o transplante autélogo por apresentar resisténcia a
isquemia, seu alto potencial para divisdo em cultivo, além de facil acesso. Suas
desvantagens, até o momento, sdo a possivel presenga de arritmias ventriculares pos
transplante, auséncia de gap junction (comunicagcdo célula-célula para permitir a
passagem de ions e outras moléculas pequenas, através de poros proteicos

intercelulares) e o fato de requerer expansao in vitro °.



As células-tronco mesenquimais de adulto também estdo sendo estudadas e
possuem como vantagens a baixa imunogenicidade, sua pluripoténcia, a facilidade de
isolamento, purificacdo, expanséao in vitro e a possibilidade de criopreservagao. Sua
desvantagem reside no fato das propriedades eletrofisiolégicas e funcionais nao
estarem completamente conhecidas >.

Para promover a miogénese, alguns autores sugerem a utilizacdo de células
satélites, células de musculo liso, células-tronco mesenquimais e células multipotentes
de medula éssea de adultos. Para angiogénese e vasculogénese, os tipos celulares
propostos s&o: células endoteliais, células-tronco de medula Ossea, células
progenitoras de sangue periférico e células mesoteliais. Para a regeneracao
miocardica, as células principalmente investigadas sao as células satélites e células
de medula éssea 2728293031

Uma linha de pesquisa sugere a associagao de dois tipos celulares, as células
satélites (miogénicas) e as células-tronco mesenquimais (angiogénica), com o objetivo
de obter-se regeneracdo angio-muscular. Os modelos de doengas utilizados nos
experimentos foram Miocardiopatia Isquémica Crénica e e Doenca de Chagas, por
possuirem alguns aspectos fisiologicos em comum: diminuicdo de suprimento
vascular, fibrose e conseqiiente diminuicdo da contratilidade e da fungdo cardiaca 3
33

O avango nas técnicas de cultivo celular em modelos animais possibilitou o
estudo dos sinais quimicos e fisicos (citoquinas e outros sinais soluveis) que
influenciam o desenvolvimento e diferenciagao celular, direcionando-os para os tipos
celulares de interesse *. Além de moléculas sinalizadoras soltveis, o contato direto
célula-célula parece ser obrigatorio para o controle externo do microambiente e a
diferenciagao de células-tronco. Dados ja demonstrados indicam que células-tronco

22 o podem ser reprogramadas, in vitro, para

mesenquimais possuem plasticidade
linhagem cardiomiogénica e serem usadas em terapias celulares para tratamento de
doencas cardiacas =.

Todos os individuos ao nascerem sao dotados de um status genético
relativamente fixo, em combinacdo com fatores ambientais os quais determinariam a
propensao para uma enorme variedade de doencas. Até recentemente, o conceito do
status genético fixo e inalteravel do individuo era amplamente aceito e todas as
terapias em uso foram desenvolvidas partindo destes principios. Durante os ultimos

anos, avangos na genética humana, na biologia celular e terapia génica resultaram em



mudancas fundamentais neste paradigma terapéutico. Dentre as novas modalidades
de tratamento, a terapia génica e o transplante de células-tronco sao considerados os
mais promissores 2°.

O desenvolvimento de estratégias para melhorar a sobrevivéncia e
diferenciagao celular é de grande interesse dos pesquisadores. Nas técnicas de co-
cultivo, onde tipos celulares distintos sao cultivados, observou-se aumento na
multiplicacdo e diferenciacdo celular 2. Observou-se ainda, em modelos animais, que
este procedimento pode ser utilizado para pré-condicionar células-tronco antes de sua
implantagdo, o que traria beneficios para a regeneracdo do miocardio 2" 3",

A possibilidade das células-tronco serem manipuladas in vitro torna importante
a caracterizacao precisa das populagdes celulares. Os instrumentos para a analise e
caracterizagcao dos tipos celulares sao varios, dentre estes esta a analise por
citometria de fluxo 3°36:37:38,

A citometria de fluxo € um método moderno do estudo de células, através do
qual podem ser determinadas multiplas propriedades fisicas e biolégicas de uma
célula. A linhagem celular e suas sub-populagdes podem ser determinadas pelo
numero e tipo de antigeno de superficie, intracitoplasmatico ou mesmo intranuclear, o
que propicia a quantificagcao e classificagdo ontogénica (imunofendtipo) das células. A
citometria permite, além do rastreamento rapido de inUmeras populagdes celulares, a
quantificacdo de pequenas populagdes com extrema especificidade, e sua separagao
para posteriores estudos *°.

Diante de um cenario tdo promissor na area de terapia para doencgas cardiacas
e dando seqUéncia a estudos anteriores que comprovaram a relevancia da utililizagcao
de técnicas de co-cultivo, o objetivo principal deste trabalho € a analise
imunofenotipica das células satélites e células-tronco mononucleares pré-cultivo e as
células obtidas como produto do co-cultivo dessas células, em modelo animal, com o

auxilio da citometria de fluxo.



2.

REVISAO DE LITERATURA

Historicamente, grande parte das pesquisas basicas e descobertas sobre as
células-tronco foi realizada em modelos animais, particularmente camundongos. A
presenca de células-tronco ndo hematopoéticas na medula éssea foi primeiro
sugerida pelo patologista alemao Cohnhein, em 1867, e corroborada por Friedenstein,
1970, demonstrando a capacidade de aderéncia de células estromais da medula
dssea cultivadas em placas de plastico *°.

Estas células aderentes possuiam pluripotencialidade e rapidamente
diferenciavam-se em osteoblastos, condroblastos, células de tecido adiposo e células
musculares *'.

Em 1981, pesquisadores relataram métodos para o cultivo de células-tronco
embrionarias de camundongos em laboratério, levando-se cerca de 20 anos para que
o mesmo fosse realizado com células-tronco embrionarias humanas “°.

Muito do conhecimento desenvolvido sobre células-tronco embrionarias teve
origem em dois campos de pesquisa: a biologia reprodutiva aplicada , ou seja,
tecnologias de fertilizacdo in vifro, e a pesquisa basica em embriologia de
camundongos. Em 1998, James Thomson, da Universidade de Wisconsin-Madison,
isolou células da massa celular interna do blastocisto e desenvolveu a primeira
linhagem de células-tronco embrionarias humanas. Paralelamente, John Gearhart, na
Universidade Johns Hopkins, relatou a primeira derivagdo de células germinais
embrionarias humanas de uma populagao celular isolada de tecido fetal das gbnadas,
conhecida como célula germinal primordial, a qual origina évulos e esperma “°.

Varios autores, levantaram questionamentos que ainda necessitam de
respostas: Qual seria o tipo celular que melhor se adaptaria ao transplante celular com
0 objetivo de reparar o miocardio lesado; quais as células precursoras (célula-tronco
hematopoética, célula progenitora endotelial, célula mesenquimal, célula adiposa,
célula satélite) envolvidas; qual a melhor via de acesso: injegdes endovenosas,
administragcao intracoronariana, aplicagao trans-endocardica e trans-pericardica; quais
as linhagens mais eficientes em relagdo a area cicatricial, zona peri-infartada, area

isquémica; quais os meétodos para sua caracterizagdo; quais as vantagens em



favorecer a introducado e migragao destas células no miocardio; quais as cardiopatias
que se beneficiariam desta terapéutica 1% 16:20. 4243

Uma das propostas terapéuticas sendo desenvolvida € o uso de células-tronco
da medula éssea para recuperacdo de cardiomiopatias. Esta proposta consiste na
introducdo destas células no tecido miocardico lesado, as quais possuem uma
eventual capacidade de atuar sobre a causa basica, a destruigdo do cardiomiocito,

regenerando e restaurando a funcdo do musculo cardiaco *44°4°.

Células-tronco

As células-tronco sao células que podem dar origem a todos os tecidos e
possuem a habilidade em passar, in vivo, de um estado quiescente, indiferenciado,
para a auto-replicagdo. Estas células foram inicialmente caracterizadas como sendo
totipotentes ou pluripotentes. Durante a embriogénese normal, as células-tronco
totipotentes sdo originarias de embrides humanos (encontradas na massa interior do
blastocisto, 4 a 5 dias apds fecundagao) ou de tecido fetal, destinados a serem parte
das gbnadas. Estas células possuem o potencial para desenvolver-se em qualquer

tipo de célula e, em Ultima instancia, sdo derivados das trés camadas germinais %> **

47, 48, 49, 50, 51, 52

A maioria dos pesquisadores faz uso do termo pluripotente para descrever
células-tronco que sao originarias das trés camadas germinais embrionarias:
mesoderma, endoderma e ectoderma. Estas trés camadas germinais sdo a fonte
embrionaria de todas as células do corpo e os mais diferentes tipos de células
especializadas sao derivadas de uma destas trés camadas (Figura 1). As células
pluripotentes também d&o origem a qualquer tipo celular no organismo, porém nao
possuem a capacidade de formar um organismo completo “°.

Células multipotentes séo células-tronco que originam diferentes tipos
celulares, porém possuem certo comissionamento linhagem-especifico. Células
precursoras unipotentes sédo definidas como células no organismo adulto, capazes de
diferenciar-se somente em uma linhagem “%*’.

O uso de células-tronco, independente de sua origem (hematopoética,
estromal), em transplantes autdlogos, além da vantagem de evitar o uso de terapias
imunosupressoras nao-especificas, proporciona facilidade de coleta, de manipulagéo,



e permite a reconstituicdo mais rapida do tecido lesado do que que no transplante
alogénico & 134,

Vérias fontes de células-tronco tém sido estudadas: células tronco-embrionarias
e fetais, as quais possuem vasto potencial de desenvolvimento, retendo a capacidade
de diferenciar-se em inumeros tipos celulares, incluindo cardiomiécitos 5 e células-
tronco mesenquimais adultas, que sao derivadas de medula éssea adulta e in vitro
parecem possuir capacidade de diferenciacdo em multilinhagens.

Muitos estudos ainda sdo necessarios na area de biologia celular, no
isolamento, cultivo e regulacdo de diferenciacdo de células-tronco humanas e nos
aspectos éticos envolvidos antes que o completo potencial destas abordagens possa

ser conhecido 1% 2% 51:53.54
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Figura 1: Diferenciacao dos tecidos humanos (NIH, 2001).



Células-tronco adultas

Células-tronco adultas, assim como todas as células precursoras, compartilham
no minimo duas caracteristicas: podem fornecer cépias idénticas delas mesmas por
longos periodos de tempo e esta habilidade em proliferar-se é dita auto-renovagao; e
podem dar origem a varios tipos celulares maduros que possuem caracteristicas
morfologicas e fungdes especializadas. Células-tronco adultas séo raras. Sua fungéo
primaria € manter o estado funcionante do organismo, denominado homeostasia e,
com certas limitacdes, repor células destruidas por lesdo ou doencga. Além disso,
células-tronco adultas estdo dispersas em tecidos maduros e comportam-se de
formas diversas, dependendo de seu local de desenvolvimento 24°.

Dois estudos relataram dois tipos gerais de estratégias pelas quais as células-
tronco geram progenitores diferenciados: em um extremo, ha o mecanismo que pode
ser descrito como invariavel, no qual a célula-tronco da origem, dentro de uma divisao
assimétrica, a uma célula-tronco filha e outra célula-filha que segue a diferenciagao.
No outro extremo, um mecanismo altamente regulatério pelo qual a célula-tronco da
origem a células-filhas com uma probabilidade finita de originar células-tronco ou
progenitores comissionados. A maioria dos tecidos auto-regenerativos de mamiferos
se encaixa nesta categoria. Ainda que as duas estratégias sejam extremamente
diferentes, ambas envolvem controle de retro-alimentagdo multiplo e interagdes
intercelulares reciprocas °°*°.

Os controles intrinsecos do destino das células-tronco incluem fatores de
transcricdo e de expressdo génica, que determinam e controlam as mudangas no
nivel de promotores ou inibidores do ciclo celular.

Os controles externos estdo relacionados ao conceito de nicho celular. Sobre
os nichos das células-tronco, os estudos discorrem sobre a importancia do
microambiente que envolve a célula-tronco (nicho), envolvendo uma complexidade de
sinais de curta e longa-distancia entre as células-tronco, suas células-filhas
diferenciadas e células vizinhas *°.

Os sistemas que apoiam a proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia de
populagdes progenitoras diversas dependem de fatores secretados por outros tipos
celulares. Uma ampla gama de fatores secretores regula o destino e proliferagdo das
células-tronco; duas familias demonstram sua importancia funcional nos processos

envolvidos: TGF-B e Wnts. Além destes controles, ha o controle homeostatico,



realizado por mecanismos de retroalimentacdo que podem envolver os fatores de
transcricdo especificos induzindo uma resposta para um sinal externo ou atuando

como antagonista de diferentes sinais externos > °’.

Outro conceito introduzido por varios autores diz respeito a plasticidade: ha
evidentes demonstragcdes de que algumas populagdes de células-tronco isoladas de
tecidos adultos podem mostrar uma inequivoca plasticidade quando transplantadas
em receptores, ou seja, células-tronco poderiam diferenciar-se em tipos celulares nao
relacionados ao seu tecido de origem #° 5% %8,

Diversos estudos propuseram que uma célula-tronco adulta deveria ser capaz
de originar células diferenciadas com fendétipos maduros e inteiramente integradas ao
tecido, sendo capazes de executar funcdes especializadas proéprias do tecido. O termo
fendtipo referiu-se a todas as caracteristicas observadas nas células ou organismo:
morfologia, interagdes com outras células e ambientes ndo-celulares, proteinas que
estdo presentes na superficie celular e comportamento celular (secregao, contragao,
transmissao sinaptica). Esta capacidade das células-tronco adultas, somada ao
conceito da plasticidade, tornaria estas células candidatas viaveis para o reparo da
lesdo do coragao 2% 26.48.58.59

Trés recentes descobertas tém revolucionado a biologia de células-tronco e
demonstrado seu potencial em um amplo leque de doencas humanas **.

Primeiro: o isolamento de células-tronco de érgaos onde se pensava nao haver
potencial regenerativo. Por exemplo, células satélites (células-tronco musculares
esqueléticas) podem ser cultivadas in vitro e transplantadas em musculos receptores
onde se diferenciam em miotubos e fundem-se com fibras musculares enddgenas
regenerando o musculo danificado.

Segundo: células-tronco adultas o6rgao-especificas demonstram maior
plasticidade do que se pensava, ou seja, células-tronco isoladas de um determinado
tecido podem diferenciar-se em varios tipos celulares nio relacionados ao seu tecido
de origem.

Terceiro: células-tronco embrionarias humanas podem ser isoladas de fetos em
estados muito precoces e proporcionar sua diferenciagao in vitro em ampla variedade
de tipos celulares.

As células-tronco tém sido estudadas pelo seu uso potencial em doencas
degenerativas. Uma série de estudos sugeriu que células-tronco adultas possuem um

novo padrao de desenvolvimento, um processo denominado transdiferenciagao ou



plasticidade. Estas descobertas suscitaram um periodo de excitagcido e alta expectativa
seguida pela controvérsia surgida, sugerindo tratar-se de fusao célula-célula como
uma interpretacao alternativa para a transdiferenciacdo. Contudo, estudos posteriores
demonstraram que a existéncia da plasticidade das células-troncos ndo poderia ser

descartada 15, 22, 26, 44, 60

Células satélites

Outra fonte de células-tronco cogitada seria o musculo esquelético adulto. O
musculo esquelético adulto € um tecido unico, do ponto de vista estrutural, consistindo
predominantemente de miofibras altamente especializadas, destinadas a conduzir
funcdes teciduais especificas. O conceito de célula satélite (célula-tronco de musculo
esquelético) € fundamental para a homeostasia muscular pds-natal, em resposta a
recuperacao, demanda de crescimento ou lesdes. Cada miofibra & intimamente
associada a células satélites que repousam sob a lamina basal, estritamente acoplada
ao plasmodemma. Nos musculos normais, células satélites sao mitoticamente
quiescentes, mas tornam-se ativas em resposta a sinais liberados apos lesdes ou em
resposta a um estimulo. Apods divisdo, células satélites ativadas, denominadas
mioblastos, sofrem diferenciacdo terminal e sdo incorporadas as fibras musculares
adultas, como microntcleos pds-mitéticos 1% 29 4. 61.62.63

Células satélites sao, todavia, uma populagdo de células-tronco que
proporciona capacidade de reposicdo de células pds-mitdticas diferenciadas
necessarias para as fungdes do musculo esquelético adulto. O potencial clonogénico
destas células é ilustrado por sua capacidade em gerar coldnias de diferenciagao
progénie-competente in vitro. Quando plaqueadas em densidade clonal, elas
proliferam formando coldnias, sendo que uma proporgao destas retém a capacidade
de diferenciar-se. A habilidade das células satélites em gerar tipos celulares
diferenciados é inequivoca, tanto in vivo como in vitro. Contudo, de que forma esta
auto-renovacgao seria mantida ainda ndo esta bem esclarecida 2° ©'.

Vaérios estudos mostraram que cardiomidcitos alogénicos sobrevivem apés
implantagcdo em miocardio normal, quando submetido a criolesdo e na area atingida
pelo infarto, integrando-se ao tecido miocardico receptor e melhorando a funcgéo

contratil. Uma vez isto estabelecido, as pesquisas foram focadas nos tipos celulares
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autdélogos facilmente disponiveis: células satélites. Tais células progenitoras de
musculo esquelético foram isoladas de uma amostra de musculo esquelético e
expandidas em cultura. Os estudos demonstraram que a implantacédo de um grande
numero de células satélites na regido infartada melhorou a contratibilidade regional
em roedores e outros modelos animais *> . Contudo, relatos recentes indicaram o
desenvolvimento de arritmias ventriculares em alguns experimentos 2% °.

Os marcadores de superficie celular sdo poderosas ferramentas, mas tém suas
limitacdes: eles ndo sao ideais para a identificacdo de células satélites in vivo por sua
expressdo em células-tronco e outros tipos celulares presentes no tecido muscular ®®
67

Ainda que a predominancia seja de células satélites e miofibras, o tecido
muscular esquelético também contém uma ampla gama de outros tipos celulares,
incluindo tecido conjuntivo, tecido adiposo, terminagdes nervosas, células de suporte
e um extenso sistema vascular. Até o0 momento, a conclusdo é que nem todas as
células satélites seriam equivalentes e que o comportamento regenerativo do musculo

esquelético contém diferentes tipos de precursores, fenotipica e funcionalmente %% €,

Foram sugeridos varios marcadores para identificacdo de células satélites ' ©,
sendo que um dos mais considerados é a M-Caderina, presente na interface das
células satélites e repousando sob miofibras. Uma ampla gama de marcadores de
superficie celular tem sido utilizada em analises por FACS (Fluorescent actived cells
sorting) de células-tronco hematopoéticas, mesenquimais, células SP (pequena
populacdo lateral de células denominadas SP, que sdo negativas com o corante
Hoechst), e também investigados para células satélites.

Células miogénicas sao CD45(-) e a maior parte € CD34(+), ainda que o CD34
nao seja um marcador util para identificar células satélites em cortes de tecidos uma
vez que esta presente em outras células do tecido vascular e hematopoético.

Estes estudos foram realizados em cortes de tecido e, com o constante
aprimoramento das técnicas de separacdo celular e o descobrimento de novos

anticorpos monoclonais, este panorama pode ser modificado.
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Células progenitoras endoteliais

Os angioblastos ou células progenitoras endoteliais, encontrados no sangue
periférico e medula 6ssea, quando cultivados e expandidos in vitro, mostraram grande
potencial terapéutico em casos de neovascularizagdo miocardica, demonstrando um
impacto favoravel na preservacao da funcéo ventricular .

As células progenitoras endoteliais sdo identificadas com base na expressao de
antigenos de superficie tais como CD133 e VEGFR-2(receptor-2 para fator de
crescimento de célula endotelial vascular), também encontrados em células-tronco
hematopoéticas. Em modelos utilizando camundongos, os progenitores endoteliais
foram mobilizados da medula 6ssea e contribuiram para a neo-angiogénese da regiao
isquémica. Da mesma forma, em modelos de isquemia cardiaca em ratos, as células
mobilizadas CD34+, CD117(+) de forte intensidade, CD133+ e VEGFR2+ contribuem
para reparar o coragao do rato apos infarto do miocardio por sua impressionante

capacidade de gerar novos capilares na zona infartada > 2" %% 70. 71,

Células-tronco mesenquimais

O consenso em diversos estudos € que as células-tronco mesenquimais
diferenciam-se em cardiomidcitos in vitro e in vivo '* 21 %% 72,

Ao contrario das células-tronco hematopoéticas e endoteliais, células-tronco
mesenquimais sdo originarias do mesoderme somatico, e demonstram seu potencial
em diferenciar-se em tecidos funcionais mesodérmicos: osteoblastos, condrocitos,

adipdcitos e mioblastos esqueléticos > 2241 737475 (Figura 2).
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Figura 2: Diferenciagao das células mesenquimais.

Células-tronco mesenquimais sdo raras em medula Ossea, representando
0,001% a 0,01% das células nucleadas, porém, podem ser facilmente isoladas,
cultivadas e expandidas, tém estabilidade genética e caracteristicas reproduziveis,
tornando-se ideais para a manipulagao in vitro, gerando novas células contrateis e
tornando seu uso em terapias celulares de grande interesse 2.

Em um estudo realizado com o auxilio da citometria de fluxo, foi tragado um
perfil das células-tronco mesenquimais. Partindo do principio de que a medula 6ssea
adulta contém, no minimo, dois tipos de células tronco: células tronco-hematopoéticas
e células-tronco mesenquimais (também denominadas células estromais da medula),
ambos os tipos celulares poderiam ser isolados da fracdo mononuclear da medula
Ossea aspirada. Células-tronco hematopoéticas podem ser isoladas com base em
marcadores de membrana especificos e, apesar da auséncia de um marcador unico
para células-tronco mesenquimais, algumas estratégias para o enriquecimento da
fracdo dessas células sao baseadas nas suas caracteristicas de adesao a material
plastico "°.
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A simples distingdo de que células-tronco hematopoéticas sdo CD45(+) e
CD34(+), enquanto células-tronco mesenquimais sdo CD45(-) e CD34(-) ja indicaria
um caminho a ser tracado '°. Na Tabela 1 demontra-se um resumo de estudos sobre
a caracterizacao por citometria de fluxo das diversas populacdes celulares.

Células-tronco mesenquimais, in vitro, se apresentam como uma populagcao
homogénea de células aderentes que expressam proteinas especificas em sua
superficie (marcadores de membrana), os quais incluem CD29, CD44, CD73, CD90 e
CD105. Muito embora estes marcadores ndo sejam especificos para células-tronco
mesenquimais, eles sao principalmente caracterizados por sua habilidade em
diferenciar-se em multiplas linhagens mesenquimais, as quais incluem osteécitos,
condrdcitos, células adiposas e células de musculos esqueléticos, sob condi¢des
controladas, in vitro. Todavia, as células-tronco mesenquimais preenchem todos os
critérios para serem consideradas células-tronco de fato: auto-regeneracao,
diferenciacdo em multiplas linhagens e reconstituico de tecidos in vivo *°.

No estudo citado, as células foram cultivadas e apds procedimentos técnicos
apropriados, foram incubadas com anticorpos monoclonais contra CD34, CD44,
CD45, CD73, CD90, VE-Caderina, VCAM-1, CD105, CD117, CD133, KDR e FLT-1.
Os resultados obtidos mostraram que células-tronco mesenquimais tipicamente
expressam os antigenos CD73 e CD105, conforme ja descrito em trabalhos
anteriores. Também apresentaram positividade para CD44, CD90 e CD166 e foram
negativos para marcadores hematopoéticos tipicos, como CD14, CD34, CD45 e
CD133. Células-tronco mesenquimais indiferenciadas ndo apresentaram positividade
para os receptores KDR e FLT-1, ou para VE-Caderina e VCAM "7 78,

Uma das conclusbes desta pesquisa diz respeito a principal vantagem das
células-tronco mesenquimais, que é possuir facil acesso por puncao de medula 6ssea,
além da facilidade de cultivo e expansao. Células-tronco mesenquimais demonstraram
ser geneticamente estaveis apds longo tempo de cultivo *°.

Embora ndo exista um unico marcador especifico, os marcadores mais comuns
expressos em células-tronco mesenquimais de humanos sao: CD10, CD13, CD44,
CD56 de baixa intensidade de fluorescéncia, CD61, CD90, CD105, CD109, CD140b,
CD164 e CD172a, sendo negativos para CD15, CD34, CD45, CD117, CD133,
CD167a 12, 20, 34, 51, 78,79,80,81.

Outros autores ja definem as células-tronco mesenquimais humanas isoladas

como constituindo uma populagdo imunofenotipicamente distinta, uniformemente
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positiva para CD44, CD54, CD71, CD73, CD90, CD105, CD106, CD120a e CD124 e
negativa para CD14, CD34 e CD45; podendo ser induzidas a diferenciar-se em
células adiposas, condrdcitos e ostedcitos 3+ 77+ 78 79.82

As células-tronco mesenquimais nédo séo definidas por sua origem e, mesmo
dentro de um tecido definido como a medula dssea, podem haver microambientes
(nichos) onde células idénticas ou intimamente relacionadas expressam diferentes

moléculas em sua superficie 2% 8% 8,

Outros tipos celulares

Outros tipos celulares ainda sob investigacdo de seu potencial para a
regeneracdo miocardica foram relacionados a seguir 2"+

Células endoteliais vasculares, que podem ser coletadas da membrana interna
de arteriolas autdlogas ou veias periféricas. Apos expansao in vitro, estas células
seriam transplantadas no miocardio isquémico. Células endoteliais induzem a
formagao de uma extensa rede capilar, mas podem nao ser suficientes para regenerar
o tecido lesionado *'.

Células mesoteliais, obtidas por excisdo e digestdo do epiploon ou do fluido
peritoneal de pacientes humanos, sdo facilmente cultivadas e podem ser modificadas
geneticamente. Esse tipo celular seria, provavelmente, o precursor das artérias
coronarias durante a embriogénese secretando um amplo espectro de citoquinas
angiogénicas. Essas células tém sido utilizadas para criar neoangiogénese em
modelos experimentais de infarto do miocardio, por apresentarem semelhancgas
morfolégicas e funcionais as células endoteliais e conservarem caracteristicas de
transdiferenciacao.

Células estromais de tecido adiposo despertam grande interesse, em razéo de
sua grande e reversivel capacidade para expansido, o que parece ser permanente
durante toda a vida adulta. Contudo, seria necessario o desenvolvimento de uma rede
capilar para assegurar o remodelamento do tecido adiposo. Apesar deste fato, parece
haver uma ligagao importante entre células adiposas e a rede vascular. Estas células
representam uma heterogéna populagdo que inclui células endoteliais
microvasculares constituindo uma fonte de células pluripotentes conveniente e néao-

restritiva. O entendimento entre o desenvolvimento do tecido adiposo e plasticidade
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abre novas perspectivas para a terapia angiogénica baseada na administragao de
células-tronco derivadas de tecido adiposo no tratamento de doencas
cardiovasculares. Outro fato interessante foi a constatacdo da diferenciacao
espontanea de cardiomidcitos a partir de células de estroma de tecido adiposo *'.
Células-tronco provenientes de polpa dental parece ser fonte viavel de células

com potencial para o desenvolvimento de terapias de transplante celular autélogo %"
31

Co-Cultivo

O cultivo celular tem por objetivo principal possibilitar a oferta de um numero
maior de células. Ja a associacao de tipos celulares distintos, denominado co-cultivo,
favorece as interagdes célula-célula in vitro, previamente ao transplante, objetivando a
adeséo celular ao tecido transplantado e otimizagdo das taxas de sobrevivéncia das
células ap6s a implantagao, além de diminuir os custos do procedimento.

A idéia da utilizacdo de células musculares esqueléticas, as quais realmente
recolonizam o tecido miocardico infartado com novas fibras musculares de origem
esquelética, e células-tronco derivadas da medula Ossea, as quais estimulam a
formagdo de novos vasos na regiao de fibrose foi baseada no conceito de
proporcionar regeneragao angiomuscular e ndo somente regeneragao angiogénica ou
muscular isoladas. Além disso, a opcado pelo transplante de células musculares
esqueléticas e células-tronco mesenquimais da medula Ossea foi baseada na
fisiopatologia das miocardiopatias: Isquémica Crénica e Chagasica, caracterizadas por
isquemia, perda de cardiomidcitos e fibrose %> 2.

Foi demonstrado, em resultados clinicos de fase |, que células musculares
esqueléticas sao capazes de aumentar a funcao ventricular, mas com a ocorréncia de
arritmias ventriculares. Existem alguns questionamentos sobre esse efeito prejudicial
estar relacionado a auséncia de gap-junctions entre as células transplantadas e o
tecido miocardico integro. A quantidade de células transplantadas e a inflamacéao
decorrente do transplante poderiam ser outras causas de arritmias em transplante de
mioblastos. Outra possivel explicagdo seria de que, quando sao proporcionadas

somente novas fibras musculares (transplante de mioblastos), estas estruturas

16



poderiam sofrer isquemia pela falta de vascularizagao, tornando o tecido mais sujeito
a arritmias 2 897,

Outro experimento sugeriu que células-tronco de medula 6ssea possuem
potencial angiogénico, cogitou-se, entdo, que alguns desses problemas poderiam ser
eliminados, proporcionando células angiogénicas e células contrateis .

Foi demonstrado recentemente, em modelo experimental de miocardiopatia
isquémica crbnica, que o transplante de células musculares esqueléticas e células-
tronco mesenquimais proporciona células contrateis e vasos, respectivamente; no
entanto, ndo proporcionam remodelamento ventricular a despeito da melhora de
funcdo ventricular. Os achados histologicos neste modelo apds tratamento
assemelharam-se ao encontrado no modelo experimental de miocardiopatia
chagasica: identificagdo de novas fibras musculares e novos vasos na regiao de
fibrose miocardica 2.

No modelo de miocardiopatia isquémica crénica e utilizando o co-cultivo de
células musculares esqueléticas e células-tronco mesenquimais, mas em comparagao
com os efeitos em ambas as células separadamente, observou-se que o transplante
de mioblastos esqueléticos resulta em miogénese e melhora da fungao ventricular. Em
contraste, terapias com células-tronco mesenquimais resultaram em neo-
angiogénese, porém, sem efeito funcional no tecido miocardico .

No transplante destas células co-cultivadas, em miocardiopatia chagasica,
observou-se melhora funcional significativa, porém, as células ndo foram avaliadas
isoladamente, portanto, ndo houve como identificar qual das células transplantadas,
sendo ambas, sdo responsaveis pela melhora da fragdo de injecdo no ventriculo
esquerdo %.

Outros autores descreveram que este transplante celular também reduz o
volume sistdlico e diastdlico do ventriculo esquerdo demonstrando efeitos positivos
semelhantes no remodelamento ventricular quando células-tronco mononucleares da
medula 6ssea foram administradas por injec&o intracoronaria em paciente chagasico,
contudo, as células foram administradas somente na parede anterior do ventriculo
esquerdo, de forma focal, diferentemente de outros modelos, onde células sao
injetadas em area mais difusa ( paredes anterior e lateral do ventriculo). Portanto, o
efeito de remodelamento ventricular parece estar mais relacionado "a patologia de
base e a forma de distribuicdo das células transplantadas do que com o tipo de

células transplantadas %.
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Citometria de fluxo

FUNDAMENTOS E APLICACOES DA CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo constitui uma tecnologia relativamente recente, porém,
suas caracteristicas especiais como técnica de analise celular, tém feito com que sua
utilizacdo tenha se extendido de forma rapida dos laboratérios de investigagcéo basica
ao laboratorio clinico na ultima década. Isto se deve em grande parte, ao carater
multidisciplinar desta técnica °.

Do ponto de vista pratico, a citometria de fluxo permite a analise e separacao
de células, assim como de outras estruturas intra-celulares (nucleos, cromossomas,
mitocdndrias, granulos de zimogénio) em suspensdao, com grande objetividade,
sensibilidade e rapidez, analisando de forma simultadnea varias caracteristicas em um
grande numero de particulas. Diferente dos métodos bioquimicos de analise celular,
nos quais se obtém um resultado médio para toda a amostra, a citometria de fluxo
proporciona uma informacéo qualitativa e quantitativa sobre cada célula em particular,
permitindo a identificacdo de sub-populagcdes de células diferentes, inclusive quando

estas estdo escassamente representadas > 9",

O CITOMETRO DE FLUXO

O principio no qual se fundamenta esta tecnologia é simples: fazer passar
células ou outras particulas em suspensao, alinhadas uma a uma por uma fonte de
luz, realizando uma analise multiparamétrica destas células, podendo incluir uma
separagao fisica (ou purificacdo) de uma das populagdes celulares presentes na
amostra, se o citdbmetro possuir fungdes separadoras (sorting).

A funcdo de analise celular € comum a todos os citbmetros de fluxo. Para isto,
estes instrumentos dispdéem de cinco compartimentos bem definidos: 1. uma fonte de
luz, geralmente um LASER (light amplification by stimulated emission of radiation) de
argbnio que emite luz azul a 488 nm; 2. um compartimento de fluidos cuja fungéo é
a criagdo de um fluxo laminar, mediante um sistema regulavel de pressdes que fazem
com que as ceélulas permanegam no centro de um liquido isotbnico caudal e
atravesse, perpendicularmente, alinhadas uma a uma, a fonte de luz; 3. um sistema

otico constituido por um conjunto de lentes, espelhos e filtros que permitem separar
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luzes de diferentes cores, portadoras de informagdes sobre as distintas caracteristicas
de cada célula analisada; 4. um conjunto de detectores, amplificadores e
processadores de sinal luminoso, elétrico e analégico que reconhecem e
transformam a luz em sinal digitalizado, susceptivel a ser processada por um
computador; e 5. um sistema informatizado para a aquisicdo, analise e
armazenamento dos resultados. Além disso, existem outros componentes que,
mesmo nao imprescindiveis, podem adaptar-se ao citbmetro de fluxo para o
desenvolvimento de fungdes especificas. Este € o caso dos preparadores e
processadores automaticos das amostras, as unidades de deposicdo de células
39, 91

separadas ou os sistemas de video para visualizacdo de fluxo, entre outros
(Figura 3).

amostra

camara de
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de fluido |
laser O
2 colar de = dispersor de luz
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tubos € < @
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Figura 3: Representagao esquematica do FACS (ROITT, 1997)
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PARAMETROS ANALISADOS

A passagem de uma célula em frente a um raio laser faz com que a luz deste
se disperse em todas as diregcdes. A quantificacdo da luz dispersada frontalmente em
angulos préximos a 0° e lateralmente, em angulos préximos a 90 °, constituem dois
dos parametros analisados. Ambos integram informagdo sobre um conjunto de
diferentes caracteristicas da célula. No caso da luz dispersada frontalmente (forward
scatter-FSC), a quantidade de luz reconhecida é relacionada entre outras
caracteristicas celulares, com o tamanho, a opacidade, a assimetria, a viabilidade e a
presenca, no interior da célula de determinadas substancias capazes de absorver luz.
Por sua vez, a magnitude de luz dispersada lateralmente (Side scatter-SSC), depende
de um conjunto de fatores integrados pela presenca e tipo de granulos, a membrana
celular e a composi¢cado interna da célula, englobados genericamente no termo
“‘complexidade interna”. A luz correspondente as diferentes emissdes fluorescentes
(FL1, FL2, FL3...) se reconhece assim mesmo ortogonalmente, ou seja, em angulos
proximos a 90°, junto com a luz dispersada lateralmente e reflete a existéncia, na
célula, tanto de luz na forma natural (auto-fluorescéncia) quanto artificial (Anticorpos
Monoclonais-AcMo) conjugados com fluorocromos .

Para o entendimento e boa aplicagcdo das técnicas baseadas em citometria de
fluxo, faz-se necessario uma firme compreensao do conceito de imunofluorescéncia.

Imunofluorescéncia € uma técnica que permite a visualizagao de estruturas ou
caracteristicas celulares por ligacao destas a uma molécula que emite luz quando
estimulada por uma luz de comprimento de onda distinto. As técnicas de
imunofluorescéncia podem tanto utilizar corantes que se ligam diretamente a
estruturas intra-celulares ou sob a membrana celular, ou fluorocromos conjugados a
ligantes como anticorpos monoclonais, lecitinas ou citoquinas. A caracteristica em
comum destes corantes e fluorocromos € que absorvem a energia luminosa em um

comprimento de onda e emitem luz em outro comprimento de onda .
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ANTICORPOS MONOCLONAIS

Anticorpos monoclonais (AcMo) conjugados a diferentes fluorocromos reagem
com os epitopos especificos (determinantes antigénicos) na superficie ou no interior
das células e s&o usados rotineiramente na citometria de fluxo.

Marcadores de membrana celulares podem ser definidos como proteinas
especializadas, que cobrem a superficie de cada célula e que tém a capacidade de
seletivamente ligar-se ou aderir-se a outras moléculas sinalizadoras. Existem muitos
tipos de receptores, que diferem em sua estrutura e afinidade pelas moléculas
sinalizadoras.

Normalmente, a célula utiliza estes receptores e as moléculas que se ligam a
eles como um meio de comunicagao com outras células e entre suas proéprias fungdes
no organismo. Em muitos casos, a combinagao de multiplos marcadores é usada para
identificar um tipo particular de célula-tronco.

Varios laboratorios tém desenvolvido anticorpos monoclonais utilizando células-
tronco de medula 6ssea como um imunégeno, com a finalidade de identificar um ou
mais marcadores aptos para a identificacdo e separacdo de células estromais.
Contudo, o isolamento de uma populacdo “pura” de células-tronco estromais
multipotente permanece indefinida. E importante salientar que os marcadores
fenotipicos em cultivo, detectados por expressdo de RNA mensageiro (RNAm) e
técnicas de imunohistoquimica, ndo refletem o grau de pluripotencialidade ou um
clone selecionado, in vivo ".

Em analises por citometria de fluxo, a definicdo de célula-tronco hematopoética
baseia-se principalmente na presenca de um marcador da membrana celular,
denominado CD34, o qual é uma glicofosfoproteina transmembranica do tipo I,
altamente glicosilada. Outros marcadores de membrana podem ainda ser utilizados
com a finalidade de tornar a analise mais acurada, como o CD45, para definir a
origem hematopoética das células em questdo, ou outros marcadores que auxiliam na
caracterizagcao de células mesenquimais, endoteliais, epiteliais, dendriticas, satélites
ou outras quaisquer de interesse do pesquisador. A identificacdo imunofenotipica
também pode auxiliar na evidenciagcdo da transdiferenciacdo das células-tronco em
cardiomidcitos funcionalmente ativos "% 2% 93 94,

A Tabela 1 reune um resumo de estudos sobre a caracterizacdo por citometria de
fluxo das diversas populagbes celulares. Uma compilagdo mais abrangente esta
demonstrada no Anexo 02.
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Tabela 1: Perfil geral da caracterizagao celular por citometria de fluxo:

Tipo de células Perfil imunofenotipico Referéncias bibliograficas
Células-tronco CD34(+), CD45(+), CD117 (+). 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100.
hematopoéticas

Células  satélites | Myod(+), Myf-5(+), miogenina (+), MRF4(+), 34, 42, 51, 63 100, 101, 102,
(céls musculares | M-Caderina(+). 108, 109, 110, 129, 130.
esqueléticas)

Células endoteliais | CD31(+), CD34(+), CD133(+), 12, 15, 71, 93, 98, 100, 111.

VE-Caderina (+), E-Selectina (+),
VEGFR-2(+), CD140b(+), KDR (+).

Células CD13(+), CD14(-), CD34(-), CD29(+), | 12, 36, 37, 38, 51, 75, 76, 77,
mesenquimais CD44(+), CD45(-), CD54(+), CD73(+), | 78, 81, 94, 98, 112, 113, 114,
CD90(+), CD105(+), CD106(+), CD117(-), | 115, 116, 117,118, 119, 120.
CD120a(+), CD124(+), CD166(+), CD140b(+),
VWEF(+).

Células aderentes | CD44(+), CD54(+), CD106(+), CD164(+), | 98, 112, 114, 128.
CD172a(+), VE-Caderina (+).

Cardiomidcitos Conexina-43. 15, 77, 98, 103, 104, 105,
106, 107. .

Em negrito: estudos em humanos. Em vermelho: estudos em modelos animais

Aplicagoes Clinicas: Transplante celular em Infarto do Miocardio

Muitas das terapias disponiveis aos clinicos atualmente podem
significativamente melhorar o prognéstico de pacientes com infarto agudo do
miocardio. Embora a angioplastia e agentes tromboliticos possam aliviar as
consequéncias do infarto, o tempo entre a ocluséo até a reperfusdo determina o grau
dos danos irreversiveis ao miocardio. Nenhuma medicagao ou procedimento usado
clinicamente tem mostrado eficacia em repor a area de cicatriz miocardica com tecido
contratil funcional. Sdo necessarias novas terapéuticas para regenerar cardiomidcitos
normais.

Recentes esforgos em reparar infartos de miocardio agudos induzidos
experimentalmente tém proporcionado sucesso limitado, porém encorajador, em
modelos animais. Os resultados mais promissores tém sido obtidos apds transplante e

mobilizacdo de células da medula 6ssea para a area do infarto. A perda de
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cardiomdcitos, secundaria a uma isquemia, provoca disfungdo contratil regional,
mudangas na geometria e remodelamento da parede ventricular, onde cardiomidcitos
necrosados sdo substituidos por deposicdo de tecido fibroso na parede ventricular,
formando tecido cicatricial e diminuindo a eficiéncia do musculo cardiaco "> '3,

Varias propostas para a recuperagao da massa contratil tém sido apresentadas
e 0 recente progresso de novas tecnologias apontam o transplante celular como
perspectiva terapéutica: o transplante de células, cultivadas ou ndo, em tecido
cardiaco lesado, tem sido proposto para o tratamento da insuficiéncia cardiaca poés-
infarto, uma vez que células transplantadas limitam a extens&o do tecido cicatricial *>.

Outra proposta € o uso de angioblastos autélogos derivados da medula éssea
humana, mobilizado por citoquinas e diversos fatores de crescimento, como GM-CSF
(fator de estimulagao granuldcitos-macréfagos), SCF (fator de células tronco), G-CSF
(fator de estimulacdo de colbnias de granulécitos) e CFU-F (unidade formadora de
colonia-fibroblastos) para revascularizagdo do tecido miocardico infartado. Em
conjungao com as terapias convencionais, oferece também potencial para reduzir a
morbidade e mortalidade associada ao remodelamento ventricular pds infarto do
miocardio 1% %% 72102,

Um estudo propds o cultivo e a diferenciacdo de células-tronco mesenquimais
humanas com a finalidade de proporcionar entendimento desta linhagem de
progenitores de multiplos tipos celulares e seu potencial para novas abordagens
terapéuticas na restauracgéo de tecidos danificados *’ .

A regeneracédo do miocardio €, talvez, o mais estudado e debatido exemplo da

plasticidade das células-tronco. Dois estudos ** ©°

enfatizaram o conceito que
qualquer célula-tronco pode reparar tecidos danificados, dando énfase as doencas
cardiacas isquémicas. A funcao sistolica regional e o metabolismo regional decrescem
com poucos batimentos cardiacos e ha um subito decréscimo na perfusdo miocardica.
A extensao do infarto depende da duracio e severidade da deficiéncia da perfusio.
Contudo, a extensdo do infarto pode ser modulada por um numero de fatores
incluindo o suprimento colateral de sangue, medicagbes e pré-condicionamento
isquémico. Além da contracdo e fibrose da cicatriz miocardica, o remodelamento
ventricular progressivo do miocardio n&o-isquémico pode reduzir a fungédo cardiaca
nas semanas e meses apds o evento inicial. Varias fontes de células tém sido
estudadas, incluindo cardiomiocitos fetais, mioblastos e células-tronco embrionarias e

adultas para o restabelecimento da funcéo cardiaca °" %
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Outro estudo deu énfase ao uso da terapia de reposicao celular como forma de
repor cardiomidcitos perdidos de forma irreversivel por necrose e apoptose °’.

O transplante de cardiomidcitos na regido de cicatriz miocardica tem sido
proposto como uma nova abordagem para o tratamento de doengas cardiacas pos-
infarto do miocardio. Alguns resultados tém mostrado melhora da fungdo do miocardio
infartado apds o transplante de cardiomiécitos. Para melhorar a fungdo cardiaca é
necessario que os cardiomiocitos transplantados possuam contragdes mecanicas
sincronizadas com o tecido hospedeiro. Este estudo mostrou a formagao de discos
intercalados entre cardiomidcitos transplantados e do tecido hospedeiro e também
entre os proprios cardiomidcitos transplantados, além da formacdo de juncdes
celulares, sugerindo a localizagdo de gap junctions, desmossomas e moléculas
aderentes possuem um papel importante na maturacdo de funcdes eletromecanicas
70,103

A adesdo e comunicacdo intercelular sdo componentes essenciais do
remodelamento e diferenciagcdo tecidual. As jungdes aderentes intercelulares
mediadas por Caderinas sao importantes para o desenvolvimento tecidual e sao
cruciais para a manutencao de tecidos solidos, bem como para o reconhecimento e
separacgao celular durante o desenvolvimento. Igualmente, a comunicagéo intercelular
através de canais gap junction tem seu papel ndo somente na coordenacao de sinais
elétricos em células contrateis, mas também facilitando a sinalizagcao de células nao
contrateis durante o desenvolvimento, a regulacdo do crescimento e diferenciagao
celular "%,

Para implantar células que realmente contribuam para as contragdes
sincronizadas do coragao, contudo, elas devem ser anatomicamente integradas com
as fibras miocardicas nativas existentes. Células-tronco do estroma da medula 6ssea
de modelo animal foram isoladas, expandidas, marcadas com 4',6-diaminodino-2-
phenylindole e injetadas no miocardio dos receptores. Em intervalos pré-
determinados, amostras foram obtidas e coradas com hematoxilina e eosina e
imunohistoquimicamente contra Conexina-43, para identificar gap junctions. A
conclusao foi de que células-tronco implantadas podem ser integradas as estruturas

66

miocardicas nativas e contribuirem para a funcdo miocardica Resultados

semelhantes foram obtidos por outros pesquisadores ' '?'.
Outro estudo referiu-se a Conexina-43, presente na medula 6ssea, timo, baco e

outros tecidos linféides e seu papel nestes tecidos, proporcionando a formacao de gap
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junctions e sugerindo que a comunicagdo entre células hematopoéticas e células
mesenquimais € mediada por gap junctions, contudo, parece tratar-se de um evento
raro. Consideraveis evidéncias sugerem que a expressdo de Conexina-43 possa ser
de grande importancia durante o estabelecimento ou regeneragdo do sistema
hematopoético '%°.

O papel fisiolégico das gap junctions em varios tecidos foi elucidado pela
descoberta de conexinas mutantes associadas a doengas genéticas e pela geragao
de camundongos com ablagbes marcadas de genes especificos de conexinas. Muito
se estudou sobre a estrutura das gap junctions, suas subunidades proteicas, sua
regulacao farmacolégica e caracteristicas funcionais dos canais, assim como o seu
papel em varios tecidos e 6rgéos, incluindo o tecido vascular, musculos lisos
urogenitais, coragdo e sistema cardiovascular, pancreas, glandulas enddcrinas,
sistema nervoso e sistema imune. Gap junctions entre midcitos cardiacos sao
encontrados em regides especializadas da membrana plasmatica conhecidas como
juncdes aderentes a discos intercalados, os quais facilitam o acoplamento mecanico
entre as células. Os canais de gap junctions no coragao parecem ter um papel critico,
permitindo a passagem intercelular de ions, faciltando a propagacédo de acgdes
potenciais. Diferencas na quantidade, no tamanho e na localizacdo de gap junctions
em distintas regides cardiacas podem contribuir para diferenciar suas propriedades de
conducéao elétrica. Mais ainda, por serem constituidos de diferentes conexinas, os

canais de gap junction podem diferir em suas propriedades de condutancia "% %7,
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3.

MATERIAL E METODOS

Todos os animais receberam cuidados profissionais em concordancia com os
“Principios Eticos na Experimentacdo Animal e o Manual sobre cuidados e uso de
animais em laboratério®, formulado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
— COBEA (1991).

Foram utilizados para o experimento seis ratos Wistar, machos, de peso médio
200 g

Isolamento de células satélites (Delaporte, 1984) %2

O isolamento das células satélites, precedido de anestesia do animal com
administracao intramuscular de ketamina (50mg/kg) e xilazina (1mg/kg), foi realizado a
partir da retirada do musculo tibial anterior por bidépsia muscular: Em seguida, numa
placa de Petri contendo meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
— Gibco BRL, Life Technologies, Inc, Rockville, Md)) com 1% de antibidtico(ATB):
penicilina 100U/mL e estreptomicina 100 pg/mL, retiraram-se os vasos e os tecidos
conjuntivos: aponeuroses, tecidos gordurosos e cutaneos. Na sequéncia os
fragmentos foram colocados em outra placa de Petri em meio de cultura DMEM a 1%
de ATB.

A etapa seguinte consistiu na limpeza e macerado muscular: os musculos
foram cortados em pequenos fragmentos, quase secos e triturados com o auxilio de
uma tesoura. Apds esse procedimento, o macerado muscular foi lavado em
aproximadamente 15 mL de meio de cultura DMEM, centrifugado a 1000 rpm por seis
minutos. Em seguida, o meio foi aspirado, desprezado e realizou--se a pesagem do
material (cerca de um grama de musculo).

ApoOs a pesagem, realizou-se a digestdo enzimatica do musculo recuperado
com o auxilio de dez mL de Colagenase tipo IA (Sigma, USA), na concentracéo de 1,5
mg/mL, por uma hora a 37° C em estufa de CO:, sendo agitado a cada dez minutos.
As células foram posteriormente centrifugadas a 1000 rpm durante seis minutos.

Seguiu-se a recuperac¢ao do botdo de células de musculo, com dez mL de Tripsina-
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EDTA a 0,05% (Gibco, USA), por 20 minutos, sendo agitado manualmente a cada 10
minutos. Interrompeu-se a digestdo enzimatica com a adicdo de Soro Bovino Fetal
(SBF — Gibco, USA) a 10% de volume. Procedeu-se a filtragdo, na qual o material foi
filtrado utilizando-se filtros de 100 um e 40 pum sucessivamente. Apos centrifugagéo a
1200 rpm por sete minutos, o botdo de células foi recuperado e diluido em dez mL de
meio de cultura DMEM. Realizou-se a contagem das células com auxilio de Camara

de Neubauer e verificou-se a viabilidade celular com Azul de Trypan.

Isolamento de células tronco mesenquimais (Boyiim, 1968) '?*:

A coleta da medula dssea foi realizada através de técnica de pungao-aspiragao
da medula 6ssea da crista iliaca postero-superior de ratos Wistar. A técnica de
escolha foi precedida de anestesia do animal com administracdo intramuscular de
ketamina (50mg/kg) e xilazina (1mg/kg). N&o foram utilizadas substéncias inalatorias
para este fim, pois interferem no isolamento das células que serao utilizadas para o
co-cultivo. Imediatamente as células mononucleares foram isoladas de acordo com a
técnica de Boyum (1968), baseada no principio de centrifugacdo em barreira de
densidade, utilizando-se solugéo de Ficoll-Hypaque(FH), densidade 1,077.

O procedimento técnico foi realizado centrifugando-se a amostra, previamente
homogeneizada e diluida na propor¢ao de 1:2 com meio IMDM (Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium — Gibco, USA), em tubo cbdnico graduado, de 15mL. Num segundo
tubo cbnico de 15mL, colocou-se trés mL de FH, com auxilio de pipeta graduada.
Acrescentou-se lentamente a amostra diluida. Inclinou-se o tubo contendo o FH para
gue nao ocasionasse mistura da medula éssea com o FH. Em seguida, centrifugou-se
a 1400 rpm por 40 minutos. Apds a centrifugagdo, formou-se um anel de células
mononucleares na interfase, o qual foi retirado com auxilio de pipeta graduada,
plastica. Esta suspenséao foi transferida para novo tubo cénico, acrescentou-se cerca
de um mL de meio IMDM e centrifugou-se a 1500 rpm por dez minutos. Retirou-se o
sobrenadante, ressuspendendo o botdo de células em meio IMDM. O dltimo
procedimento foi repetido e realizou-se a contagem de células, com auxilio de Camara

de Neubauer e avaliagcado da viabilidade celular com o corante Azul de Trypan.
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Co-cultivo (Carvalho, 2004)

ApOs o isolamento das células satélites e mononucleares, estas foram
inicialmente distribuidas em placas de 75 cm2 na seguinte proporgédo: células
satélites/células mononucleares: 2/1, mantendo-se a concentragdo de cerca de 5 x
105mL em frascos de cultivo de 75 cm? Foram observadas diariamente em
microscopio de inversao quanto a sobrevivéncia das células, adesao e confluéncia ao
substrato. As células foram distribuidas e cultivadas por 21 dias. Durante o periodo do
co-cultivo, realizou-se a fase de manutencao: a partir da primeira troca de meio de
cultura, que ocorreu em 48 horas de cultivo, as células-tronco de linhagem
hematopoética e as demais células ndo aderentes foram eliminadas e permaneceram
em cultivo as células: células satélites, fibroblastos e células tronco mesenquimais, ou
seja, células que aderiram ao substrato. O meio de cultivo utilizado foi o DMEM
suplementado com 15% de SBF, 1% de ATB e 10 ng/mL de IGF-l (fator de
crescimento de insulina)(Gibco BRL, Life Technologies, Inc, Rockville, Md) e 10-7"M de
dexametasona. As culturas foram mantidas em estufa de CO2 a 370C. O meio foi
trocado duas a trés vezes por semana durante 21 dias. Em seguida, realizou-se a
tripsinizagdo, para retirada das células®*, as quais foram mantidas em suspenséo, a

temperatura ambiente, para realizagao da técnica de citometria de fluxo.

Citometria de fluxo (MMWR, 1984) '?*:

Foram utilizadas suspensdes celulares obtidas da etapa inicial (células satélites
e células mononucleares de medula 6ssea) e final do co-cultivo.

A técnica utilizada em imunofenotipagem por citometria de fluxo baseou-se no
principio: Corar, depois lisar , ou seja, primeiro realizou-se a incubagao da suspensao
celular com os anticorpos pertencentes ao painel previamente estabelecido, em
seguida, procedeu-se a destruicdo (lise) das hemacias, com o uso de tampao
hemolitico.

A primeira etapa foi a identificagdo dos tubos com os controles e anticorpos a serem
utilizados. Em seguida, pipetou-se em tubos plasticos 12X75mm, 100ul da suspenséao
celular. Apods, acrescentaram-se os anticorpos monoclonais de escolha, cuja titulagao
dependeu do fabricante e de controles de qualidade internos, proprios do citbmetro
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em uso e do laboratorio. Homogeneizou-se com auxilio de vortex e incubou-se por 15
minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. Em seguida, pipetou-se, em cada
tubo, um mL de solugéo de lise de hemacias, homogeneizou-se em vortex e incubou-
se durante dez minutos, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. Seguiu-se nova
centrifugacao dos tubos na rotagao de 1500 rpm por cinco minutos. Apds, desprezou-
se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o material em um mL de PBS (Phosphate
Buffered Saline) e realizou-se nova homogenizagdo. Procedeu-se a leitura no
citbmetro marca FACScalibur, BD, coletando 10.000 eventos de cada tubo.
Entretanto, alguns autores utilizaram um numero de eventos diferenciado, devido a
quantidade celular em modelo animal ser menor: de 1.000 a 10.000 eventos ** "°'.
Em seguida, realizou-se a analise dos dados obtidos no software CELL QUEST.

As células foram coradas com anticorpos monoclonais (AcMo) conjugados com
isotiocianato de fluoresceina (FITC): CD44H, CD49d; ficoeritrina (PE): CD31, CD54,
CD73, CD90, CD106; ficoeritrina-cianina 5 (PE-Cy5): CD45 e aloficocianina (APC):
CD34. Outros AcMo do painel foram utilizados em sua forma purificada: Conexina-43,
Anti-Myo-D, M-Caderina e CD105 e foram marcados com anticorpo secundario ligado
ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) (PharMingen-BD  Biosciences
www.bdbiosciences.com). Seguindo as instru¢gdes do fabricante, uma vez que existem
diversas aplicacbes para os AcMo, cada pesquisador deve determinar as dilui¢gdes
apropriadas para seus experimentos. Apds testes, com excegdao do CD90, cuja
diluicio foi de 1:100, os demais AcMo, foram diluidos em 1:50. O anticorpo secundario
teve sua diluicdo determinada em 1:5.

Segundo caracteristicas de moléculas de superficie e de ades&o das células
envolvidas no experimento *” % 3% 40 demonstradas na Tabela 2, foi definido o painel

de anticorpos monoclonais de escolha neste estudo (Tabela 3).
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Tabela 2: AcMo e suas caracteristicas de funcao e expressao.

AcMo

Clone

Funcgéaol/expressao

CD31

TDL-3A12

Fortemente expresso em células endoteliais, virtualmente presente em
mondcitos, plaquetas e granulécitos. O CD31 esta envolvido nos

mecanismos da angiogénese, em ratos e camundongos.

CD34

581

Marcador de células-tronco (precursoras), presente também em
progenitores hematopoéticos, endotélio vascular e em fibroblastos de alguns

tecidos. E uma glicofosfoproteina transmembranica altamente glicosilada.

CD44 H

0OX-49

Fator de adeséao celular. Amplamente expresso em células hematopoéticas
e nao-hematopoéticas, presente em células endoteliais e epiteliais, também

no sistema nervoso.

CD45

OX-1

Marcador de leucdcitos, as proteinas CD45 sdo encontradas em todas as
células de origem hematopoéticas, exceto eritrdcitos.

CD49d

MRa4-1

Expresso em linfécitos T e B periféricos, timécitos e mondcitos. Esta
integrina intermedia uma variedade de interacdes célula-célula e célula-

matriz, estando envolvida na adesao celular.

CD54

1A29

Ampla distribuicao tecidual, sendo expresso no endotélio vascular de
tecidos linféides, células estromais timicas, mondcitos do sangue periférico,
macrofagos e mastdcitos peritoniais, células dendriticas e células néo-
hematopoéticas. A expressdo no endotélio é fortemente regulada por

mediadores inflamatadrios.

CD73

5F/B9

Encontrado numa variedade de 6rgdos e tecidos, incluindo figado, rins,
cortex adrenal, bago, musculos, tecido nervoso e tecido cardiaco. Em ratos,
o CD73 tem sido detectado em sub-tipos de linfocitos B e T periféricos, em
células NK e granulécitos, bem como em células mieldides e células

estromais da medula éssea.

CD90

OX-7

A sua expressdo varia consideravelmente entre diferentes espécies.
Expresso em células-tronco hematopoéticas, células mieldides e eritréides
precoces, em linfécitos B imaturos da medula 6ssea e 6rgaos linféides
periféricos, pro-timécitos humanos, neurbnios, células glomerulares
mesangliais, no endotélio de locais de inflamagdo, mastécitos e células
dendridicas. Também presente em todos os timécitos de ratos e
camundongos, nas células T de camundongos mas n&o nas células T dos

ratos. Nas trés espécies, o antigeno & expresso no cérebro.
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AcMo Clone Funcaol/expressao

CD105 266 Modulador de respostas celulares do complexo receptor TGF-1. E
fracamente expresso em fibroblastos estromais; a expressdo do CD105 se
apresenta aumentada em endotélio ativado, nos tecidos sob intensa
angiogénese, tais como em tumores ou inflamagoes.

CD106 MR106 Expresso em moléculas de adesdo vascular. Em células endoteliais, sua
expressdo € induzida por citoquinas inflamatérias sob certas condi¢des
patologicas. Na medula 6ssea de ratos, o CD106 é expresso em células
dendridicas e sub-tipos de linhagem mieldide, porém n&o é detectado em
leucécitos periféricos.

Conexina- 2 Associado a presenga de gap junctions. (comunicagdo célula-célula para

43 permitir a passagem de ions e outras moléculas pequenas). Presente em
células endoteliais, epiteliais, linfécitos T e/ou B de humanos.
Cardiomidcitos expressam conexina-43.

M- 5 Envolvida na adesdo celular. Esta presente em musculos esqueléticos

Caderina embriondrios e adultos, e em baixos nives nas células satélites.

MyoD MoAb5.8A | Fator regulatério miogénico. Expresso exclusivamente em musculos
esqueléticos. Esta presente em células satélites ativadas durante todo o
processo da diferenciacdo de mioblastos.

Anticorpo G28-5 Anticorpo  monoclonal conjugado com FITC. Utilizado como reagente

secundario secundario nas coloragdes por imunofluorescéncia.

Tabela 3: Painel de AcMo utilizado para analise de células mononucleares

e células do produto do co-cultivo:

Tubos AcMo

1 Controle isotipico

2 CD44H/CD90/CD45/CD34

3 MyoD/CD90/CD45/CD34

4 CD105/CD31/CD45/CD34

5 M-Caderina/CD106/CD45/CD34
6 CD49d/CD73/CD45/CD34

7 Conexina 43/CD54/CD45/CD34
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O painel de anticorpos utilizado para analise das células satélites pré-cultivo foi
reduzido (Tabela 4), devido as interferéncias técnicas encontradas para obtencéo do
numero de células adequado para analise imunofenotipica e a presenga de residuos
(o isolamento das células satélites se utiliza de maceragao e dissociagdo enzimaticas,
gerando muitos residuos que nao sao destruidos no decorrer do procedimento técnico
utilizado para imunofenotipagem), interferindo na aquisicdo e analise dos dados de

citometria.

Tabela 4: Painel de AcMo para células satélites pré-cultivo:

Tubos AcMo

1 Controle isotipico

2 MyoD/CD90/CD45/CD34

3 M-Caderina/CD106/CD45/CD34
4 Conexina 43/CD54/CD45/CD34

Tabela 5: Desenho do estudo

Momento zero Momento final
(21 dias)

Caracterizacdo das células satélites

— - Caracterizagdo das células obtidas no co-cultivo
Caracterizacao das células i .
das células satélites e mononucleares.
mononucleares
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ANALISE ESTATISTICA

O objetivo da analise estatistica foi comparar o percentual marcado nas trés
populagdes celulares e o grau de positividade observado, e a analise foi baseada na
comparacgao dos trés tipos celulares em relacdo ao valor percentual utilizando o teste
nao-parameétrico de Friedman.

A comparagao entre dois tipos de células foi realizada utilizando-se o teste néo-
parameétrico de Wilcoxon.

O nivel de significancia considerado foi de 0,05. Nas comparag¢des multiplas
das células duas a duas, valores de p<0,017 indicaram significancia estatistica

(correcao de Bonferroni).

Analise complementar

A associagao entre idade e total de células isoladas foi avaliada estimando-se o
coeficiente de correlagdo de Spearman e testando-se a hipétese nula de inexisténcia

de associagao entre estas variaveis, versus a hipétese alternativa de existéncia de

associacao.
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5. RESULTADOS

A Tabela 6 mostra uma compilagdo dos resultados obtidos pela analise

imunofenotipica do percentual de positividade dos AcMo.

Tabela 6: Percentual de positividade dos AcMo

AcMo Percentual de Percentual de Percentual de Células Valor de p
Células mono Células satélites do produto do
nucleares pré-cultivo co-cultivo
pré-cultivo (mediana) (mediana)
(mediana) (Min-Max) (Min-Max)
(Min-Max)
CD31 4,26 NR 1,94 0,2489
(2,07-8,56) (1,51-12,28)
CD34 0,26 0,61 1,85 0,3114
(0,00-6,58) (0,00-2,92) (0,47-4,53)
CD44 H 25,44 NR 1,81 0,1730
(5,98-79,88) (0,17-42,65)
CD45 89,49 3,58 4,74 0,0094 *
(49,13-93,73) (0,94-10,72) (0,17-6,14)
CD49d 5,59 NR 0,55 0,4631
(0,00-49,08) (0,11-16,18)
CD54 8,43 5,29 4,48 0,5488
(0,55-19,50) (0,92-13,69) (1,39-56,37)
CD73 7,21 NR 28,99 0,0277 *
(0,37-16,69) (4,56-84,90)
CD90 36,18 6,01 48,94 0,0422 *
(18,24-56,16) (0,99-36,18) (10,28-95,36)
CD105 18,46 NR 2,79 0,0277*
(5,27-67,93) (0,79-19,42)
CD106 12,31 8,84 4,49 0,3114
(8,60-18,42) (3,66-19,22) (0,66-25,03)
M- 21,24 6,01 3,02 0,0302*
Caderina (12,01-68,19) (3,49-24,54) (0,16-18,16)
MyoD 17,98 10,35 2,58 0,0695
(7,45-68,30) (1,75-32,33) (1,47-12,97)
Conexina- 24,12 7,51 2,33 0,0150*
43 (4,98-68,14) (1,89-17,80) (1,32-13,32)

Os valores de p em negrito (*) correspondem as comparagdes em que foram
encontradas diferengas significativas entre as populagbes celulares avaliadas (nivel

de significancia de 0,05).
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Na tabela 7, abaixo, sao apresentados os valores de p das comparagdes das
trés populagdes celulares, duas a duas, em relagdo ao percentual dos marcadores
CD45, CD90, M-Caderina e Conexina-43.

Tabela 7: Valores de p em comparagoes das populagoes celulares:

Populagoes CD45 CD90 M-Caderina Conexina-43
celulares Valor de p Valor de p Valor de p Valor de p
comparadas

Células 0,0143 0,0143 0,1025 0,1797
mononucleares X

células satélites

Células 0,0143 0,4142 0,0143 0,0143
mononucleares X

células de co-cultivo

Células satélites x 0,4142 0,1025 0,4142 0,0253
células de co-cultivo

Valores de p<0,017 indicam significancia estatistica (correcdo de Bonferroni).
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Figura 4: Grafico: valores de medianas das células-tronco mononucleares.
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CELULAS SATELITES PRE-CULTIVO
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Figura 5: Grafico: valores de medianas das células satélites.
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Figura 6: Grafico: valores de medianas do co-cultivo.
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ESTUDO COMPARATIVO DAS POPULACOES CELULARES
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Figura 7: Grafico comparativo das populagoes celulares.

Foi avaliada, em analise complementar, a associacao entre a idade e o numero
total de células obtidas no isolamento de células-tronco mononucleares e células
satélites. Os dados obtidos e os resultados sdo apresentados nas Tabelas 8 e 9:

Tabela 8: Dados de idade versus numero total de células isoladas:

Variavel N Média Mediana Minimo Maximo Desvio

padrao

Idade do 6 2,98 x 10’ 2,00 x 10’ 0,93 x 10’ 6,00 x 10’ 2,39 x 10’
rato/meses

N” total de 6 4,33 x 10’ 3,71 x 10’ 1,88 x 10’ 9,00 x 10’ 2,46 x 10’
células-tronco

mononucleares
N° total de 6 18,16 x 10" 2,79 x 10’ 2,35 x 10’ 86,00 x 10" | 33,47 x 10’
células satélites
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Tabela 9: Associacao idade versus numero total de células isoladas

Variaveis N° de Coeficiente de correlagao Valor de p

experimentos

Idade x células-tronco 6 0,24 0,6483
mononucleares
Idade x células satélites 6 -0,84 0,0378

Em outra analise, observaram-se os marcadores com relagdo a intensidade
de expressédo (Anexo 03), sugeriu-se o perfil das células-tronco mononucleares e
células satélites pré-cultivo e células do produto do co-cultivo utilizando classificagao

modal.
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6. DISCUSSAO

O pensamento inicial sobre células do estroma da medula éssea baseava-se no
conceito de que sua fungao principal era proporcionar suporte estrutural para células-
tronco hematopoéticas e células progenitoras na medula. Desde entdo, foi
estabelecido que o estroma medular constitue-se de uma populacao celular
heterogénea, incluindo células endoteliais, fibroblastos, adipdcitos e células
osteogénicas. Acredita-se que a populagao celular estromal aderente pode conter
outras células nao-hematopoéticas que seriam capazes de auto-regeneracdo e
diferenciagdo em tecido 6&sseo, cartilagem, musculo, tenddo e gordura. Muitos
pesquisadores referiam-se a estas células cultivadas como células-tronco
mesenquimais %*.

As células-tronco podem também ser coletadas e cultivadas de outras fontes
autdlogas como a medula dssea, o sangue de corddo umbilical e tecido adiposo. E
importante, porém, o conceito de quantidade de células necessarias para obter um

efeito satisfatorio 2.
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Recentemente, CLARKE (2004) relatou a caracterizagdo de células
mesenquimais humanas cultivadas com um painel de anticorpos: CD34(-), CD45(-),
CD73 (+), SH3(+), CD105(+). Apesar disso, o exato fendtipo das células-tronco
mesenquimais € ainda debatido. Embora utilizando modelo animal, nossos resultados,
apos o co-cultivo, sugeriram concordancia com o autor em relagdo ao CD45 e CD73,
porém, diferem em relagdo aos marcadores CD34 e CD105 '*%. Os resultados obtidos
foram relacionados nas Tabelas 6 e 7, e a representagao grafica foi demonstrada nas
Figuras 5,6 e 7.

Um estudo realizado com células de medula éssea administradas em modelo
experimental (ratos Fisher isogénicos), teve como parte de seu desenho a
identificacdo da populagao celular injetada em ratos infartados. Para identificar a
populagao celular que migrou para a regiao afetada, foram utilizados dois marcadores
para células progenitoras hematopoéticas: CD34 e CD90 (Thy-1), cujas positividades
foram observadas na regido infartada *. Neste caso, como o perfil avaliado referiu-se
as células hematopoéticas, houve concordancia com os resultados obtidos em nosso
experimento para os dois marcadores, nas células hematopoéticas pré-cultivo.

Em estudo sobre as células-tronco mesenquimais humanas multipotentes, as
células demonstraram um fendétipo estavel e permaneceram como camada unica in
vitro. Estas células foram cultivadas, isoladas e caracterizadas por citometria de fluxo.
Os resultados da analise imunofenotipica demonstraram, apés 14 dias de cultivo, que
a populagao celular foi de 95 a 99% homogénea, e apresentou reatividade negativa
para CD14, CD34 e CD45, enquanto os marcadores CD29, CD44, CD71, CD73,
CD90, CD105, CD106, CD120a, CD124 foram positivos. Células hematopoéticas nao
foram identificadas entre células cultivadas *’. Embora existam diferencas entre os
marcadores para humanos em relagdo a modelos animais, percebeu-se que alguns
marcadores tiveram um padrao semelhante, tanto em humanos quanto em animais,
como é o caso do CD34(-), CD45(-), CD44 H(-/+), CD73(+), CD90(+) e CD106(+).

As células mesenquimais demonstram ser diferentes de células fibroblasticas
da medula porque estas ultimas permanecem positivas para o antigeno de superficie
CD34 '?". Nossos resultados em relagcdo ao produto do co-cultivo foram negativos
para o marcador CD34, o que sugeriu a possibilidade do produto do co-cultivo néo ter
constituicdo de fibroblastos.

Nas células-tronco mesenquimais expandidas por cultivo, o fenétipo obtido foi
semelhante em todos os tecidos fetais humanos: CD73(+), CD90(+), CD105(+),
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CD166(+), SH4(+) e HLA ABC(+). Os marcadores CD14, CD31, CD34, CD45 e HLA-
DR foram negativos. As conclusdes dos experimentos foram de que, embora
fenotipicamente semelhantes, células-tronco mesenquimais expandidas por cultivo
exibem heterogeneidade em seu potencial de diferenciagéo e estas diferengas podem
ter relevancia para a aplicagao clinica de células-tronco mesenquimais obtidas por
cultivo. Nosso experimento mostrou concordancia em relagcdo aos marcadores:
CD31(-), CD45(-), CD73(+) e CD90(+), porém, foi discordante em relagédo ao CD34 e
CD105. Os outros marcadores nao fizeram parte do nosso painel de anticorpos
estudados. Como o proprio autor comenta, as células mesenquimais cultivadas
exibem heterogeneidade em seu potencial de diferenciacdo, o que poderia explicar as
diferencas observadas entre os experimentos .

Em outro experimento, com células humanas, alguns antigenos (CD90, CD164
e CD172a) eram compartilhados por células de origem mesenquimal e nervosa, além
disso, nenhum destes antigenos estaria limitado a estas duas populagdes. O CD90 foi

128 Nossos resultados mostraram a

também encontrado em células endoteliais
presenca de CD90(+) em 48,94% das células obtidas no co-cultivo, porém, outros
marcadores de células endoteliais foram testados, CD31, CD106, e mostraram
negatividade no produto do co-cultivo.

Em um estudo sobre moléculas sinalizadoras nas células-tronco mesenquimais
da medula éssea e sua relevancia para a biologia destas células, tendo em vista seu
envolvimento na regulagao da proliferacéo e diferenciagao, destacou-se o conceito de
célula-tronco mesenquimal, inicialmente identificada na medula 6ssea como uma
célula progenitora, multipotente, nao-hematopoética, que se diferenciava em
osteoblastos e adipdcitos, condrdcitos, células de tendao, midcitos esqueléticos e em
células da mesoderme visceral. Recentemente, um pool de células-tronco
mesenquimais foi demonstrado em outros tecidos, e células-tronco mesenquimais
circulantes foram detectadas em sangue periférico, sugerindo que o tecido
mesenquimal pode ser suportado por células-tronco mesenquimais circulantes, como
acontece com células-tronco hematopoéticas ''8.

Ainda que as células-tronco mesenquimais sejam raras na medula 6ssea de
individuos adultos (1/10°), elas constituem aproximadamente um terco das coldnias
estromais aderentes derivadas da medula éssea in vitro. Elas expressaram um padrao
especifico de moléculas, tais como CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, em altos

niveis. O marcador CD106(VCAM-1) foi expresso em menor intensidade. Além destes
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marcadores, foi assegurada a auséncia de células hematopoéticas e endoteliais (com
os marcadores CD11c, CD14, CD31 e CD34, CD45, CD123). As células-tronco
mesenquimais humanas também foram marcadas com CD10 e CD56, para
diferenciagdo entre células adiposas e osteoblastos, respectivamente 8. Novamente,
embora nosso experimento tenha sido em modelo animal, alguns marcadores
sugerem possuir perfil semelhante: CD31(-), CD34(-), CD73(+), CD45(-), CD90(+) e
CD106(-/+).

Outro estudo investigou a diferenciagéo, in vitro, de células-tronco
mesenquimais. As células foram caracterizadas por citometria de fluxo e foi utilizado
um painel de anticorpos monoclonais para testar seu potencial de diferenciacdo. As
células-tronco mesenquimais isoladas foram positivas para os marcadores CD44,
CD73, CD90, CD166 e CD105; e foram negativas para marcadores tipicos
hematopoéticos e endoteliais (CD31, CD34, CD45, CD54, CD105). O autor ressaltou
que estes marcadores nao sao especificos para células-tronco mesenquimais, elas
sdo também caracterizadas por sua habilidade de diferenciar-se em multiplas
linhagens mesenquimais, incluindo ostedcitos, condrécitos, células adiposas e células
de musculos esqueléticos, sob condicdes controladas in vitro. Todavia, as células-
tronco mesenquimais preenchem todos os critérios de células-tronco “de fato”: auto-
regeneracao, diferenciagdo em multilinhagens e reconstituicao de tecidos in vivo °.

Em seu artigo, HORWITZ (2002) apresentou argumentos contrarios sobre o
fato de que, uma vez que nao ha uma definicdo universal de células-tronco
mesenquimais (em analogia com células-tronco hematopoéticas CD34+) e nenhum
ensaio universal; varios laboratérios desenvolveram novos métodos de isolamento de
uma célula mesenquimal levando em conta sua auto-regeneracédo e capacidade de
diferenciagdo. Porém, nenhum laboratdrio isolou células por multiplos métodos e
realizou estudos comparativos, o que criou dificuldades para correlacionar estas
células com outras '*°.

O conceito completo de célula-tronco mesenquimal é pouco claro. O que se
sabe sobre a morfologia das células-tronco mesenquimais € que seriam tipicamente
células de medula, ndo aderentes, geralmente fusiformes, mas algumas populagdes
celulares mais esféricas. Quanto aos determinantes antigénicos, ainda nao existe
nenhum aceito universalmente. Muitos pesquisadores exploraram o CD105 como um
importante determinante antigénico na identificagdo de células-tronco mesenquimais.

Em nosso experimento, o marcador CD105 teve sua positividade observada em
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18,46% das células-tronco mononucleares pré-cultivo, e em somente 2,79% das
células obtidas apds o co-cultivo, o que nos leva a concordar com o autor na questao
de ainda existirem inumeras variaveis que podem interferir na caracterizacéo definitiva
das células mesenquimais '*°.

Outro estudo relatou sobre células-tronco mesenquimais isoladas, cultivadas e
fenotipadas por citometria de fluxo apresentando resultados positivos para o marcador
CD90 e CD45(-) e CD34(-), o que foi concordante com nossos resultados °.

Outros estudos relacionaram os anticorpos monoclonais CD29, CD44 e CD90

como importantes determinantes *" % '

, enquanto outro autor relatou que células RS
(recycling cells) ndo podem ser claramente distintas de outras células mesenquimais
aderentes somente por expressao antigénica *1. Nossos dados sugerem positividade
para CD44H e CD90, o CD29 néo foi testado em nosso painel.

Como ja foi sugerido por outros autores, ndo existe, até o momento, um
marcador especifico para caracterizar as células mesenquimais. Acreditamos que,
como o surgimento de novos anticorpos monoclonais e aprimoramento das técnicas
de analise em citometria, num futuro préoximo poderdo ser caracterizados nao s6 as
células mesenquimais, mas também outros tipos celulares que se encontram em
situacado semelhante.

A diferenciacdo terminal das células musculares, na avaliagdo da linhagem
mioblastica, tanto in vitro quanto in vivo, € dependente de Fatores Regulatérios
Miogénicos (MRFs). Estes fatores incluem a familia MyoD, Myf5, miogenina e MRF4.
A expressao de qualquer um destes MRFs é suficiente para converter uma variedade
de tipos celulares para a rede de diferenciagcdo miogénica. Os mecanismos pelos
quais MyoD poderia induzir miogénese envolvem a ativagdo e expressao do gene
musculo-especifico, atuando sobre o ciclo celular. As fungbes do MyoD foram
reprimidas na proliferacao das células satélites, sendo o MyoD e Myf5 frequentemente
classificados como fatores determinantes, uma vez que eles sdo expressos em
células satélites (mioblastos proliferantes), enquanto a expressdo da miogenina e
MRF4 foi encontrada somente em miotubos maduros. A nao utilizagcdo do marcador
MYf5 em nosso estudo deveu-se a que suas fungdes sdo pobremente entendidas: é o
fator expresso mais prematuramente e sua expressao é transitdria, € regulado por
mecanismos pos-transcricionais, além de ser ciclo-celular dependente '%°.

Outros experimentos reforgaram estes conceitos. Células satélites sdo células

miogénicas encontradas entre a lamina basal e fibras de sarcolemma, em musculo
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esquelético adulto. Estas células sdo responsaveis pela habilidade de regeneragao
muscular. Apos ativacao, células satélites proliferaram e fundiram-se em miotubos, os
quais sofreram maturagdo originando fibras musculares. Sob injuria e ativagao,
fracbes de células satélites realizaram nova entrada no ciclo celular e comegaram a
expressar os fatores miogénicos regulatérios. Resultados obtidos por métodos
imunocitoquimicos e Western blott demonstraram que células satélites expressavam
primeiramente Myf5 e MyoD. A expressédo proteica de Myf5 permaneceu em nivel
inalterado nos mioblastos em divisdo e foi ausente em miotubos multinucleados. A
expressao da proteina MyoD inicia-se em mioblastos proliferantes e estava presente
durante todo o periodo de diferenciagédo (5° , 7° e 11° dia de cultivo), sendo que o
maior contetido proteico de MyoD foi observado no 11° dia de cultivo °" '?°. Em nosso
experimento, as células foram mantidas em co-cultivo por 21 dias, o que poderia
explicar o fato do marcador MyoD ter resultado negativo. Provavelmente houve perda
de sua expressdo antigénica, uma vez que seu pico de proliferagdo é no 11° dia de
cultivo.

Outro fator a ser levado em consideracdo em nosso estudo, com relagao a
marcagao das células satélites foi a dificuldade técnica ocasionada pelos inumeros
residuos que ocorreram quando do isolamento das células, que se utiliza de
maceragdo e dissociagdo enzimaticas, gerando muitos residuos. Estes residuos,
somados ao reduzido tamanho celular, impediram a correta aquisi¢ao e interpretagao
dos dados, criando um impedimento alostérico. Observou-se, em analise
complementar (Tabelas 8 e 9), que entre idade do animal e total de células no
isolamento de células satélites existe uma associagao significativa e negativa, ou seja,
valores baixos de idade estdo associados a valores altos do total de células isoladas.

Num outro estudo foram examinadas diferengas de comportamento e de
fendtipo em distintas sub-populagdes de precursores dentro do pool de células
satélites. Além disso, especulou-se sobre a possivel identidade, origem e relevancia
de células-tronco musculares, uma populacdo com potencial hematopoético e
miogénico e que pode ser isolada de musculo total. Células satélites quiescentes
expressavam Myf5, mas ndo MyoD. Quando MyoD estava ausente, células satélites
ativadas mostraram aumento de proliferagdo e retardo de diferenciagéo ©.

Outras investigagbes demonstraram o potencial de diferenciagdo de células-
tronco derivadas de musculos e células satélites e a relacdo entre estas duas
populagdes celulares. Primeiramente, foi examinada a expressao de marcadores da
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célula-tronco hematopoética, CD34, Sca-1 e CD45, em células satélites. Observou-se
CD34(+) e CD45 e Sca-1 negativos, o que foi concordante com analises prévias de

42,101, 1% Em nosso experimento, observamos negatividade para o

outros autores
marcador CD45 e para o marcador CD34. O marcador Sca-1 nao foi utilizado em
nosso estudo.

Outros marcadores foram expressos pelas células satélites quiescentes: M-
Caderina e CD34, o que sugeriu que estas células ja estavam comissionadas para a

linhagem miogénica, antes da ativacdo '°.

Nossos experimentos nido obtiveram
resultados concordantes em relacdo a M-Caderina e o marcador CD34 em células
satélites, devido as dificuldades técnicas ja relacionadas anteriormente.

Alguns pesquisadores demonstraram, tanto em modelo humano como em
modelos animais (caes e roedores), utilizando caderinas e conexina-43, a importancia
da interdependéncia entre a adesao intercelular e a formagao de gap junctions, como
um importante fator na maturagdo da funcéo eletromecanica em tecidos cardiacos de
mamiferos. Além disso, falhas na geometria normal das conexdes elétricas
intercelulares em desordens cardiacas estdo correlacionadas com disturbios de
condugao do impulso elétrico e arritmias % 1%,

Embora a Conexina-43 seja considerada um marcador de gap junctions, células
epiteliais e endoteliais expressam conexinas. Tem sido detectada a presenga de
conexina-43 e conexina-40 em linfécitos T e/ou B isolados de sangue humano a

fresco %7,

Nossos resultados identificaram positividade nas células-tronco
mononucleares (24,12%), o que sugere concordancia com o autor.

A presencga de vasos no interior do musculo, quando do isolamento das células
mioblasticas esqueléticas, apds a bidpsia do musculo esquelético (por maceragao e
digestdo enzimatica) justifica a positividade para a Conexina-43 nas células satélites
pré-cultivo (7,51%).

Analises da linfopoese em camundongos (estado embrionario e neonatos)
demonstraram uma clara necessidade de Conexina-43 para o estabelecimento e
regeneragao do sistema hematopoético. A maturacdo de timécitos duplo-positivos
CD4(+)CD8(+) em células expressando somente CD4 ou CD8 ¢é claramente
dependente da express&o de Conexina-43 %,

Nossos resultados encontrados para M-Caderina e Conexina-43 em células-

tronco mononucleares sugerem concordancia com o autor.
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Para investigar a possibilidade de células-tronco mesenquimais de doadores
diferenciarem-se em cardiomidcitos em tecido miocardico infartado, foi testado o
marcador anti-Conexina-43. Demonstrou-se que certa proporcao de células expressou
o marcador anti-Conexina-43 ””.

Nossos resultados mostraram positividade para a Conexina-43 no produto do
co-cultivo (2,33%), o que nos sugere ser favoravel a melhor integracédo no tecido

transplantado.
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7. CONCLUSOES

1. As anadlises dos marcadores propostos demonstraram significancia estatistica
(p<0,05) quando comparados os percentuais das populagdes iniciais de células-tronco
mononucleares pré-cultivo, células satélites pré-cultivo e células do produto final do
co-cultivo de ambas, para os marcadores CD73, CD90, CD105, CD45, M-Caderina e
Conexina-43.

2. Com base na amostra deste estudo, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente relevantes entre os trés tipos celulares avaliados para os
marcadores: CD31, CD34, CD44 H, CD49d, CD54, CD106 e Myo-D.

3. As analises dos marcadores utilizados sugerem grande variabilidade nos trés
grupos celulares avaliados, comprometendo a real valorizagdo da escala logaritmica
para intensidade de expresséo.

4. Os achados sugerem uma populacao heterogénea de células, sobretudo de células
aderentes, sugerindo interacao celular e diferenciagéo, caracterizando uma mudancga

do perfil inicial ao produto final, in vitro.
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GLOSSARIO

Blastocisto: o blastocisto consiste em uma esfera composta de camadas de
células (trofoderma), uma cavidade repleta de fluido (blastocele) e um conjunto de
células no interior(massa celular interior). Pré-implantagdo de embrido de 30-150
células .

CD: cluster of diferentiation - sistema de nomenclatura uniforme. De acordo
com este sistema, um marcador de superficie celular que identifique uma linhagem ou
um estagio particular, que tenha uma estrutura definida e que seja reconhecido por
um grupo de anticorpos monoclonais, € designado como um membro do grupo de
diferenciacgao.

Célula-tronco: células primitivas que possuem a capacidade de auto-
renovagao e a habilidade para se diferenciar em multiplos tipos celulares.

Células-tronco embrionarias: células pluripotentes derivadas da massa
celular interior do blastocisto; dao origem as células das trés camadas germinais.

Células-tronco adultas: presentes em todos os tecidos com renovagao, estas
células de dividem para auto-renovagao e diferenciagdo em multiplos tipos celulares
progenitores.

Células-tronco hematopoéticas: células precursoras adultas raras,presentes
no sangue periférico e medula éssea, dao origem a varias populagdes distintas de
células progenitoras formadoras das células sanguineas.

Células progenitoras: células precursoras multipotenciais intermediarias para
células maduras tecido-especificas.

Células progenitoras endoteliais: células que estdo presentes no sangue
periférico e medula éssea; estdo envolvidas na angiogénese e neovascularizagao pos-
natal.

Células-tronco mesenquimais: Também referidas como células estromais da
medula, estas células se diferenciam in vitro seguindo multiplos passos que incluem a
miogénese cardiaca.

Células RS: Recycling Stem cells. Sub-populacdo de células pequenas,

agranulares, presentes em cultivo de células-tronco mesenquimais.
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Células SP: Side Population cells. Populagao lateral de células, que se
apresentam negativas com o corante Hoechst, especifico para identificar células-
tronco hematopoéticas.

Citoquinas: termo genérico utilizado para uma grande variedade de proteinas
regulatérias produzidas e secretadas por células e usadas para comunicagdo com
outras células. Uma classe de citoquinas sao as interleucinas, as quais sao
mediadores intra-celulares na geragao de respostas imunes.

Fibroblastos: células que originam tecido conjuntivo.

Gap junction: comunicagao célula-célula para permitir a passagem de ions e
outras moléculas pequenas, do citoplasma de uma célula para o citoplasma da outra,
através de poros proteicos intercelulares. .

Imunofenotipagem: identificacdo de varios tipos de células por separagao de
acordo com seus marcadores de superficie celular.

Marcador de superficie: proteinas de superficie que s&o Unicas para
determinados tipos celulares, capazes de detecta-los por anticorpos ou outros
meétodos de deteccao.

Medula éssea: tecido que preenche a maioria das cavidades ésseas e contém
células precursoras hematopoéticas, das quais evoluem as células sanguineas
(leucdcitos, eritrocitos e plaquetas). A medula 6ssea também contém células
precursoras mesenquimais.

Transplante alogénico: dois ou mais individuos (ou linhagens celulares) sao
ditos alogénicos quando os genes de um ou mais loci ndo séo idénticos em sequéncia
NO Mesmo organismo.

Transplante autélogo: o tecido transplantado origina-se de receptor do
transplante. Tais transplantes evitam complicagdes de rejeicao imune.

Plasticidade: a capacidade de células precursoras adultas que, presentes em
um tecido, diferenciam-se em células maduras de um outro tecido, ndo-relacionado .

FACS: fluorescence activated cell sorting. Fundamento da tecnologia do
citbmetro de fluxo: fazer passar células ou outras particulas em suspensao, alinhadas,
por uma fonte de luz, realizando uma analise multiparamétrica, incluindo uma
separacao fisica de uma populacido previamente determinada, se o aparelho possuir
funcdes separadoras (sorting).

CD29 (integrina_1): Propriedade de ades&o celular. E expressado na maioria
das células.
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CD31 (PECAM-1): platelet endothelial cell adhesion molecule 1. Fortemente
expressado em células endoteliais, virtualmente presente em mondcitos, plaquetas e
granulécitos. O CD31 esta envolvido nos mecanismos da angiogénese, em ratos e
camundongos.

CD34 (HPCA-Il): marcador de células-tronco (precursoras), presente também
em progenitores hematopoéticos, endotélio vascular e em fibroblastos de alguns
tecidos. E uma glicofosfoproteina transmembranica altamente glicosilada.

CD44 H (OX-49): fator de adesao celular. Amplamente expressado em células
hematopoéticas e ndo-hematopoéticas, presente em células endoteliais e epiteliais,
também no sistema nervoso.

CD45 (T200, Ly-5, A20): marcador de leucdcitos, as proteinas CD45 séao
encontradas em todas as células de origem hematopoéticas, exceto eritrocitos.

CD49d: E espressada em linfécitos T e B periféricos, timdcitos e mondcitos.
Esta integrina intermedia uma variedade de interagbes célula-célula e célula-matriz,
estando envolvida na adesao celular.

CD54 (ICAM-1): Ampla distribuicdo tecidual, sendo expressado no endotélio
vascular de tecidos linfoides, células estromais timicas, monécitos do sangue
periférico, macréfagos e mastocitos peritoniais, células dendriticas e células n&o-
hematopoéticas. A expressao no endotélio é fortemente regulada por mediadores
inflamatorios.

CD73 (SH3): é encontrado numa variedade de 6rgaos e tecidos, incluindo
figado, rins, cortex adrenal, bago, musculos, tecido nervoso e tecido cardiaco. Em
ratos, CD73 tém sido detectado em sub-tipos de linfécitos B e T periféricos, em
células NK e granulécitos, bem como em células mieldides da medula 6ssea

CD90 (Thy-1): Sua expressao varia consideravelmente entre diferentes
espécies. Expressado em células-tronco hematopoéticas, células mieldides e
eritroides precoces, em linfocitos B imaturos da medula 6ssea e 6rgaos linféides
periféricos, pro-timocitos humanos, neurénios, células glomerulares mesangliais, no
endotélio de locais de inflamacao, mastécitos e células dendridicas. Também presente
em todos os timécitos de ratos e camundongos, nas células T de camundongos mas
nao nas células T dos ratos. Nas trés espécies, o antigeno é expressado no cérebro.

CD105 (endoglina/SH2): Modulador de respostas celulares do complexo
receptor TGF- 1. E fracamente expressado em fibroblastos estromais; a expressdo do
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CD105 se apresenta aumentada em endotélio ativado, nos tecidos sob intensa
angiogénese, tais como tumores ou inflamagdes.

CD106 (VCAM-1): Expressado em moléculas de adesao vascular. Em células
endoteliais, sua expressido € induzida por citoquinas inflamatérias sob certas
condigdes patoldgicas. Na medula éssea de ratos, o CD106 é expresso em células
dendridicas e sub-tipos de linhagem mieldide, porém n&o € detectado em leucdcitos
periféricos.

CD133 (AC 133): Célula precursora endotelial (CD34+CD133+).

CD140b (PDGFRb): Beta receptor de fator de crescimento derivado de
plaquetas.

CD164 (MUC-24, MGC-24v): mucina.

CD172a (SIRP, SHPS-1): molécula de adesdo da super familia das
imunogobulinas, expressada em neurénios, no SNS, na retina e em macréfagos. Nao
reage com plaquetas, células T e B.

Conexina-43: associado a presenca de gap junctions. (comunicagao célula-
célula para permitir a passagem de ions e outras moléculas pequenas).
Cardiomiécitos expressam conexina-43.

M-Caderina: envolvida na adesao celular. Esta presente em musculos
esqueléticos embrionarios e adultos, e em baixos nives nos mioblastos.

MyoD: Expressado exclusivamente em musculos esqueléticos. Esta presente
em células satélites ativadas durante todo o processo da diferenciagcao de mioblastos.

Sca-1 (Ly-6, TAP, MALA-1): Expressado em células progenitoras
hematopoéticas de camundongos.

TGF-B: fator beta de crescimento tumoral. E uma citoquina multifuncional,
responsavel pela imunossupressao, funciona como fator remodelador da matriz
celular, como agente formador de vasos e inibidor do crescimento celular.

VEGF: Fator de crescimento de célula endotelial vascular.

VEGFR-2: receptor-2 para VEGF.

Wnts: familia de genes envolvidos na regulagdo dos sistemas de adesao

celular.
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ANEXO 01 - ANALISES DE CITOMETRIA DE FLUXO

a. Células-tronco mononucleares
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ANEXO 02 - PERFIL GERAL DE CARACTERIZAGAO CELULAR POR
CITOMETRIA DE FLUXO:

Tipo de células

Perfil imunofenotipico

Referéncias bibliograficas

Células-tronco
hematopoéticas

CD34(+), CD45(+), CD117 (+).

94, 95, 96, 97, 98, 99, 100.

Musculos SP (side | Sca-1(-+), CD45(+). 101.

population)

Células  satélites | Myod(+), Myf-5(+), miogenina (+), MRF4(+), M- | 34, 42, 51, 63, 100, 101, 102,
(céls musculares | Caderina(+). 108, 109, 110, 129, 130.

esqueléticas)

Células
musculares de
origem

hematopoética

Sca-1 (),
CD45(+).

CD34(-), CD31(-) e CD31(+),

100, 131.

Células-tronco
derivadas de

musculo

Linhagem miogénica (-), CD34(+/-), Sca-1(+),
CD56(+),c-Kit (-) e CD45(-).

3, 27, 42, 83, 94, 101, 110
127.

Células endoteliais

CD31(+), CD34(+), CD133(+),
VE-Caderina (+), E-Selectina (+),
VEGFR-2(+), CD140b(+), KDR (+).

12, 15, 72, 93, 98, 100, 111.

Células

mesenquimais

CD14(-), CD45(-), CD34(-), CD13(+), CD29(+),
CD44(+), CD54(+), CD73(+), CD105(+),
CD106(+), CD117(-), CD120a(+), CD124(+),
CD166(+), CDI0(+), CD140b(+),

12, 36, 37, 38, 51, 75, 76, 77,
78, 81, 94, 98, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120.

VWF(+).

Células neurais CD34(+), CD45(+), CD56(+), CD90(+), | 81, 116, 132.
CD133(+), CD172(+), Nestina (+).

Células aderentes | CD44(+), CD54(+), CD106(+), CD164(+), | 98, 112, 114, 128.
CD172a(+), VE-Caderina (+).

cardiomidécitos Conexina-43. 15, 77, 98, 103, 104, 105,

106, 107.

Células
progenitoras

mesodermais

CD34(-), CD44(low), CD45(-),
CD117(-), HLA-classe I(-),
HLA-DR (-).

133.

Em negrito: estudos em humanos. Em vermelho: estudos em modelos animais.
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ANEXO 03 - CLASSIFICAGAO MODAL: INTENSIDADE DE
EXPRESSAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS:

AcMo Células mononu Células satélites pré- Produto
cleares pré-cultivo * cultivo* do
co-cultivo*

CD31 (+/++) NR )
CD34 (-1+) ) )
CD44 H (+/++) NR (-/+)
CD45 *+) Q) ()
CD49d (-1+) NR (-)
CD54 (+1++) *+) (+)
CD73 (+/++) NR (+/++)
CD90 (+++) (+) (++/+++)
CD105 (+) NR (-)
CD106 (+/++) (+/++) (-/+)
M-Caderina (+/++) (+) (-)
Myo-D (+) (+) )
Conexina-43 (+/++) (+) (-)

*Os resultados foram expressos segundo a intensidade de expressao (escala
logaritmica), conforme legenda a seguir: < 10 '=(-); 10" = 10*=(-/+); 10% =(+);

10% = 10°=(+/++); 10°=(++); 10° = 10*=(++/+++); > 10* =(+++).

NR: nao realizado.
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ANEXO 04 - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagéao

Curitiba, 25 de outubro de 2004.
PARECER N. 23/04/CEPA-PUCPR

Prezado (a) Pesquisador (a),

Venho por meio deste informar a Vossa Senhoria que o Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da PUCRPR, em reunido realizada no dia 25 de outubro do
corrente ano avaliou o Projeto Intitulado “Caracterizag@o por Citometria de Fluxo de
Celulas Precursoras para Transplante Cardiaco”, sob o registro no CEPA /PUCPR n°
02.

O experimento classificado como de categoria C sera realizado com o nimero de
10 ratos Wistar.

O colegiado do CEPA entendeu que o projeto avaliado estd de acordo com as

normas éticas vigentes no pais e por isso emite o seguinte parecer:
APROVADO

Lembramos o senhor (a) pesquisador (a) que & obrigatério encaminhar relatério

anual parcial e relatorio final da pesquisa a este CEPA.

Atenciosamente,

i

Prof. Dr. Paulo ll?ﬁﬁqﬂ@@oufoﬁouza

Secretario do Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUCPR

Sra. Leila de Oliveira

Rua Imaculada Conceigao, 1155 - Prado Velho - CEP 80215-801 - Caixa Postal 16.210 - CEP 81611-970
Telefone: (41) 271-1521 - Telefax: (41) 271-1661 - Curitiba - Parana - Brasil
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