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Resumo X

A hipertenséo arterial sistémica, uma sindromeoaimuito frequente em seres
humanos, esta associada a um aumento da resigp@niééaica total (RPT), decorrente de
uma intensa vasoconstriccdo periférica. Outra méecalteracdo apresentada tanto por
seres humanos hipertensos como por modelos anmheaisipertensdo, como 0s ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), é a rarefag@@vascular, definida como uma
reduzida densidade espacial de vasos de pequahcecakendo decorrente de destruicdo
vascular e de angiogénese deficiente. Células dranesenquimais (MSCs), extraidas
principalmente de medula 6ssea, entre as suassvAngdes, parecem possuir uma
importante acdo angiogénica. Em adicdo, estasaselapresentam uma semelhanca
funcional muito grande com os pericitos, célulasvasculares presentes na camada sub-
endotelial dos vasos sanguineos, e que participarhotheostase da parede vascular.
Considerando estes novos aspectos da funcdo das M&®Giologia vascular e que na
hipertenséo arterial rarefacdo microvascular ecgyégiese defeituosa séo observadas, um
possivel papel das MSCs na fisiopatogénese da 88 ger postulado. Entretanto, para o
nosso conhecimento, a fisiologia das MSCs no comtda hipertensao ainda nao foi
investigada. Assim sendo, o presente estudo visaliaa alguns aspectos funcionais
destas células no modelo experimental de hipereagarial espontanea em ratos SHR.
Para tal, foram utilizados ratos normotensos (Wistto-WKY) e ratos
espontaneamente hipertensos (“spontaneously hygeserats” -SHR) pareados pela
idade (entre 16 e 24 semanas). Apos a confirmagadifdrenca de pressao arterial (PA)
entre os animais das duas linhagens, as MSCs dalanésisea de cada animal foram
extraidas, isoladas e fenotipadas por citometrifiute, sendo a seguir realizados ensaios
in vitro de quantificacdo de unidades formadoras de caateafibroblastos (CFU-F), de
proliferacdo celular, de capacidade de expansaa aénescéncia e de capacidade de

diferenciagdo em linhagens osteogénica e adipogéwis células obtidas dos animais
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Resumo Xi

WKY formaram uma média de 4,7+2,3 CFU-F a cadacBlulas plaqueadas no ensaio,
enquanto as células dos animais SHR formaram undéardé 4,9+1,8 CFU-F a cada®10
células plaqueadas no ensaio, ndo havendo difeestgtisticamente significativa entre os
dois grupos (p = 0.952). A analise da taxa de f@m@l¢cdo das MSCs demonstrou uma
significativa elevacdo do numero de células comecoder do tempo. Em adicao,
observou-se que a partir do oitavo dia de culturdimero de células de WKY foi maior
que o numero de células de SHR, indicando uma roafmacidade proliferativa das MSCs
dos animais WKY em relacdo aos animais SHR. A se@la capacidade destas células de
duplicar sua populacdo em cultura revelou que a€M& SHR sofreram 27 passagens
em cultura, enquanto que as MSCs de WKY sofrerampassagens em cultura até
adquirirem um fendtipo senescente. A analise gaaidade de diferenciacdo vitro das
MSCs foi analisada qualitativa- e quantitativameiteservando-se que a capacidade de
diferenciacdo das MSCs de WKY, tanto em osteoldagt@nto em adipocitos, foi maior
que aquela observada ap6s a inducédo de diferenciasgAMSCs de SHR sob as mesmas
condicdes. Os resultados encontrados neste egpodtaa para uma deficiéncia funcional
das MSCs obtidas de medula 6ssea de ratos SHRIapdaeaquelas obtidas da medula
O0ssea de ratos WKY. As possiveis causas e as eiemansequéncias desta deficiéncia
funcional observada nas MSCs de medula 6ssea dep8&ttRam ser melhor investigadas

em estudos futuros.
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Abstract xiii

Systemic arterial hypertension (SAH), a clinicahdgome that affects about 15-
20% of people around the world, is associated tmarease in total peripheral resistance,
due to a marked arteriolar vasoconstriction. Anothejor alteration presented by
hypertensive human beings, as well as animal mafetypertension like spontaneously
hypertensive rats (SHR), is the microvascular eatédn, defined as a lower small caliber
vessels spatial density provoked by vascular detstru or defective angiogenesis.
Mesenchymal stem cells (MSC), usually extractednfrbone marrow, play several
physiological roles, including angiogenesis indmati In addition, these cells present
functional properties quite similar to the pericytperi-vascular cells which play a marked
role in vascular biology. Taking into consideratibiese new aspects of MSC biology and
the observation of defective angiogenesis and mégoular rarefaction in hypertensive
states, it could be hypothesized that MSCs couldigqaate in the pathogenesis of
systemic arterial hypertension. However, to ounidedge, the physiology of MSCs in the
SAH context has not been yet investigated. Theeefihie aim of the present study was to
evaluate some functional aspects of bone marroweteMSCs in SHR comparing with
normotensive control Wistar-Kyoto (WKY) rats. WeedsWKY rats and SHR matched by
age (16 - 24 weeks). After confirmation of higheadl blood pressure in SHR and
normotension in WKY rats, bone marrow-derived MS@sre obtained, cultured,
phenotypically characterized by flow cytometry ah@n submitted to some functional
assays: a) colony-forming unit-fibroblastic (CFU-B¥say, b) proliferation assay, c)
doubling-populationsin vitro assay and d) differentiation assay in osteogemd a
adipogenic lineages. MSCs from WKY formed an averafj4,7+2,3 CFU-F/10platted
cells, while the MSCs from SHR formed 4,9+1,8 CFE platted cells, without any
significant difference (p=0,952). MSCs proliferatianalysis show a great rise in cells

number with the time, and we could observe thainduall the time the number of WKY
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cells was bigger than the number of SHR cells,catitig a higher proliferation function of
MSCs from WKY than these from SHR. According to diing-populationin vitro assay,
MSC from SHR were doubled 27 times in culture, @MSCs from WKY were doubled
42 times in culture until acquire a senescent ptygeo The osteogenic and adipogeinic
vitro differentiation assay revealed a lower abilityM$Cs from SHR to differentiate in
osteogenic and adipogenic lineages when compardiiStés form WKY rats, under the
same culture conditions. The results found in shisly showed a functional deficit of bone
marrow-derived MSCs from SHR compared to bone maderived MSCs from WKY
rats. The possible mechanisms and eventual conseegief this functional deficit of bone
marrow-derived MSCs in hypertensive state are mawk and deserve intensive future

investigation.
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Introducao 2

Nos ultimos anos, grandes avancos tém sido feadgenologia de reconstituicdo
de tecidos lesados através da terapia celular,sguéaseia na utilizacdo de células
indiferenciadas pluripotentes ou multipotenteshtddas de ceélulas tronco (“stem cells”).
Estas células sdo definidas pelo seu fendtipo @rglitiado e sua elevada capacidade
proliferativa, ou seja, sdo ceélulas que possuempaadade de diferenciar-se em muitos
tipos celulares especializados dos mais variadido® do organismo; e também possuem,
através de uma divisdo celular dita simétrica, pacialade de auto-renovacdo, o que
permite a manutencdo da quantidade de célulasotremcum determinado local (Blau e
cols., 2001; Donovan e Gearhart, 2001; Strauerrad@ski, 2003).

As células tronco utilizadas em terapias celulai@sto em carater experimental
quanto clinico, sdo classificadas, de acordo com capacidade proliferativa e de
diferenciacdo, em células tronco pluripotentes eltipmtentes. As células tronco
pluripotentes podem, teoricamente, dar origem dqgea tipo celular no organismo
adulto, sendo derivadas de tecidos embrionarioapa®lulas do carcinoma embrionario,
gue séo as células tronco dos tumores testiculareétulas tronco embrionarias, que sdo
as células derivadas do macico celular interno mibri&o em fase de blastocisto. As
células tronco multipotentes, por sua vez, possugra capacidade mais limitada de se
diferenciar em diferentes tipos celulares, estapdesentes em praticamente todos os
tecidos adultos e se diferenciando principalmeme células do tecido no qual estdo
inseridas, participando do processo de regeneragéilar e homeostase tecidual. As
células tronco multipotentes mais bem descritasiteetura incluem as células tronco
hematopoiéticas, células tronco mesenquimais dasélrogenitoras endoteliais, todas
presentes na medula 6ssea; células tronco cardf@esgntes no coracdo; células tronco
neurais, presentes no sistema nervoso centrallaséatélites, presentes no musculo

esquelético (Blau e cols., 2001; Donovan e Gear@afl).
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Introducéo 3

A cavidade Ossea de alguns ossos longos € preangbidmedula 6ssea e vasos
sanguineos. A medula 0ssea é a principal fonteldéas tronco hematopoiéticas, que sao
as responsaveis pela renovacao das células saagulra condicbes normais, as células
hematopoiéticas em desenvolvimento sdo retidas edula 0ssea e, uma vez que
completam sua maturacdo, sdo liberadas no sistas@ular. Além das células tronco
hematopoiéticas, existem na medula 0ssea outros dip células tronco; como as células
tronco mesenquimais, presentes em pequenas quietidea medula 6ssea, que dao
origem as células estromais da medula Ossea, ndcuicondrécitos, osteoblastos,
adipdcitos, fibroblastos e células endoteliais (&, 2006; Mugurama e cols., 2006).

A primeira evidéncia concreta de que células psmras mesenquimais nao-
hematopoiéticas estavam presentes na medula éssga stravés de trabalhos de
Friedenstein na década de 1970, que descreveu amdapao de células presentes na
medula 0ssea caracterizadas pelo seu formato riogfgoela sua aderéncia a superficie
plastica e pela formacdo de coldnias de célulaslbamtes a fibroblastos, chamadas de
unidades formadoras de colbénias de fibroblastodJ(E}; as quais possuiam a capacidade
de formar células que produziam pequenos depddiossso e cartilagem. Nos anos
seguintes, varios estudos demonstraram que asaséigbladas pelo método de
Friedenstein eram multipotentes e podiam se ditgserem osteoblastos, condroblastos,
adipécitos e mesmo em mioblastos (Friedenstein);1Bibckop, 1997; Nardi e Meirelles,
2006).

As células tronco mesenquimais, também chamadeséldlas estromais de medula
0ssea, ou ainda de células estromais mesenquimdipatentes, sdo designadas pelo
acrobnimo MSC. De acordo com a International SocfetyCellular Therapy, para se
definir uma célula como sendo uma célula troncoemegsimal é necessario que esta célula

possua a propriedade de aderéncia ao plastico snbBicdes de cultura padrdo, a
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Introducao 4

capacidade de se diferendarvitro em osteoblastos, adipécitos e condroblastos; ssgre
os marcadores de superficie CD105, CD73 e CD9(ce expresse os marcadores de
superficie CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 ou CDAHLA-DR (Keating, 2006;
Horwitz, 2005).

Embora as MSCs sejam muito estudadas, a naturata edocalizacdo, bem como
a funcaoin vivo destas células ainda é pouco entendida, uma vezgjas células nao
possuem um marcador especifico que permita sugifid@géoin vivo, e sua separacao
especifica (Meirelles e cols., 2006). Os princifggies celulares diferenciados a partir de
MSCs, osteoblastos, condrocitos e adipécitos, ept@sentes no organismo inteiro
(Meirelles e cols., 2008). Diante disto, Meireléesols. (2006) analisaram a distribui¢géo
vivo de MSCs murinas através do estabelecimento derrautte longo prazo e da
caracterizacdo funcional de MSCs obtidas a paeidiferentes tecidos e 6rgaos, como
cérebro, baco, figado, rim, pulméo, medula 6ssémscuto, timo, pancreas, artéria aorta,
veia cava e glomérulo renal. Estes autores obsarvajue a partir de todos os locais
investigados, exceto o sangue circulante, foi pessie estabelecer uma cultura de MSC
de longo prazo, e as células obtidas apresentavarfologia similar, marcadores de
superficie similares, capacidade de auto-renovggatongada e de diferenciacdo em
linhagens mesenquimais, como osteogénica e adipagéembora 0s ensaios de
diferenciacdo tenham mostrado variagcdes entre lagasi quanto a frequéncia de células
que realmente se diferenciaram e quanto ao graifetenciacdo, o que pode ser devido a
influéncia do ambiente local do qual as célulasosginaram, refletindo assim a
importancia do nicho na determinacdo do fenotip adulas tronco que interagem com
ele (Meirelles e cols., 2006). Além disso, estdslag também ja foram descritas no tecido
adiposo (Zuk e cols., 2001), placenta (In ‘t Ankezols., 2004), tecidos fetais (In ‘t Anker

e cols., 2003b), e muitos outros. Dada a sua k@b ubiqua junto a vasos sanguineos e
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Introducéo 5

seu perfil fenotipico, uma hipétese recente posjulaas MSCs estdo situadas em todo o
organismo acopladas a parede vascular, na cambéandotelial, na forma de pericitos,
funcionando para estabilizar os vasos sanguineesné&ibuindo para a homeostase
tecidual, o que explicaria o isolamento de MSCsaréinpde diferentes tecidos (Meirelles e
cols., 2008)

Os pericitos, também chamados de células peridiaisteu células de Rouget, se
localizam imediatamente abaixo na membrana basddtelial dos vasos sanguineos,
intimamente acoplados as células endoteliais (Riirec D’Amore; 1996). Em alguns
orgaos, estas ceélulas podem receber denominagiesifesas, como as células mesangiais
encontradas nos glomérulos renais (Schlondorff, 7198s pericitos e as células
endoteliais vasculares exibem uma relacdo interdlgge na qual fatores soluveis e
interac®es fisicas contribuem sinergicamente pdoanaacdo, estrutura e manutencéo do
vaso sanguineo (Armulik e cols., 2005). Para sesiderado um pericito, uma célula deve
estabelecer contato fisico com células endotgliarsmeio de jun¢des gap, expressar no
minimo um marcador celular atribuido aos pericitoado expressar marcadores celulares
pan-endoteliais. Se um pericito deixa o contatodisom a célula endotelial e é liberado
na corrente sanguinea, acredita-se que ele possarsgderado uma MSC (Meirelles e
cols., 2008). Varios estudos tém demonstrado semeds entre os pericitos e as MSCs,
incluindo a capacidade dos pericitos de se diféaerem tipos celulares mesenquimais,
como adipécitos (Richardson e cols., 1982), conth®dDiaz-Flores e cols., 1991) e
osteoblastos (Diaz-Flores e cols., 1992); e a sgspiede marcadores fenotipicos comuns.
Diante disto, tem sido postulado que os periciteprasentem MSCs, as quais se
localizariam por todo o0 organismo associadas aeesvaanguineos. Frente a uma leséo
vascular ou de tecidos adjacentes, a MSC ou peseitia estimulado, proliferando-se e

secretando fatores bioativos que funcionariam peoteger, reparar ou regenerar o tecido
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lesado (Meirelles e cols., 2008). Esta idéia érgafta pelo fato de que varios estudos tém
estabelecido culturas convencionais de MSC a pietparedes de artérias e veias (Abedin
e cols, 2004; Meirelles e cols., 2006).

A capacidade das MSCs trafegar no sangue circutmttecondicdes fisiologicas €
controverso, havendo estudos indicando a preseeséadd células naturalmente na
circulacao periférica, embora em baixas quantidéldagnetsov e cols., 2001). Porém, o
protocolo utilizado € critico, uma vez que a pundaoparede do vaso, necessaria para
acessar a circulacéo sanguinea, poderia liberarepag quantidades de pericitos ou outras
células do tecido conectivo vascular para dentroirdalacéo. Meirelles e cols. (2006) ndo
conseguiram obter MSCs a partir do sangue circellabtido a partir da veia porta, em um
procedimento que reduziu a probabilidade de com@pdio da amostra de sangue com
pericitos ou outras células do tecido conectivauks (Meirelles e cols., 2006). Por outro
lado, existem varios relatos na literatura indicamdmobilizacdo de MSCs no sangue
circulante e recrutamento destas células mediastin@os especificos, como leséo
tecidual (Wang e cols., 2008), citocinas como oorfaestimulador de colbnias
granulociticas (G-CSF) (Tondreau e cols., 2005hstncia P (Hong e cols., 2009) e
hipéxia (Rochefort e cols., 2006). Além disso, aguipos de tumor também induzem a
mobilizagdo e o recrutamento destas células pareab afetado (Fernandez e cols., 1997).
Isto é reforcado pelo fato de MSCs injetadas sistmente possuirem uma capacidade
intrinseca de se alojar nos sitios de leséo telcfliagaya e cols., 2004).

As MSCs mais estudadas sédo aquelas derivadas ddanessea, local em que o
microambiente ao qual estas células sdo expostasaéterizado por uma baixa tensao de
oxigénio (2 — 7% @). Por essa razdo, as MSCs possuem uma marcaxifgliflade
metabdlica, uma vez que conseguem produzir ATPnmabolismo anaerdbio e manter

sua capacidade de se diferenciar em condrocitol§pédtos, ou seja, conseguem manter
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seu fenotipo multipotente, sob condi¢cdes de hipoxiasquemia (Mylotte e cols., 2008).
Tipicamente, o cultivex vivodestas células é realizado sob condi¢cdes ambjenteseja,
em condicdes de normoxia (21%)Odiferente do microambiente da medula éssea.
Quando se cultiva MSCs derivadas de medula 0sdeamulicdes de hipdxia, ocorre a
estimulacdo de uma via de sinalizacéo intraceagaociada a sobrevivéncia celular, a qual
envolve a ativacdo de uma proteina quina denomiA&tiaa qual mantém a viabilidade
celular, a taxa de proliferacdo e aumenta a taxaigeacao e a atividade restauradora de
fluxo sanguineo em modelo de isquemia de pataitaagen camundongos. Estas
modificagcbes parecem envolver a sinalizacdo dor fd® crescimento de hepatdcito
(Rosova e cols., 2008).

As MSCs sao consideradas hipoimunogénicas por €qmeEm baixos niveis de
moléculas de MHC classe | e ndo expressarem makadé MHC classe Il, nem
moléculas co-estimulatérias (Keating e cols., 19&tbora Le Blanc e cols. (2003)
tenham demonstrado que as moléculas de MHC cldsestdo presentes no meio
intracelular, e sua expressao na superficie ddac@lode ser induzida por IFN{Le
Blanck, 2003). Um nimero cada vez maior de evi@g@&neem demonstrando que as MSCs
possuem a capacidade de modular o sistema imunolégodendo exercer funcdes
imunomodulatérias importantes para a manutencéatoldedncia periférica, tolerancia a
transplantes, auto-imunidade, evasao tumoral eatwd&x materno-fetal (Nauta e Fibbe,
2007). Os efeitos imunomodulatérios das MSCs t&n estudados em uma variedade de
modelos animais relacionados a imunidade a alotoxdlvanez e cols., 2006), auto-
imunidade (Zappia e cols., 2005) e imunidade ao®otas (Djouad e cols., 2003), bem
como em alguns ensaios clinicos de terapia caltilizando estas MSCs (Lazarus e cols,

2005; Koc e cols., 2000).
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As propriedades imunomodulardrias das MSCs poddiatireum significado
funcional destas células dentro do organismo, embarreal importancia destas
propriedades para a manutencdo da homeostase irmunua permaneca pouco
compreendida. Meirelles e cols. (2008) propuserar® gs MSCs sdo importantes na
manutencao de auto-tolerancia, dada a sua vastiduwiisio periférica gerada pela intima
associacdo com 0S vasos sanguineos e suas prdpsedaunomodulatérias (Meirelles e
cols., 2008). Alguns estudos que reforcam estaid@&icam que as MSCs de alguns
pacientes portadores de doencas auto-imunes afaesse afetadas quanto a sua
capacidade proliferativa, de diferenciacdo (Del a&P&p cols., 2006) e quanto a sua
capacidade de inibir a proliferacdo e secrecaatdeiras pelos linfocitos T (Bacigalupo e
cols., 2005). Além disso, o fato de as MSCs humaeesm isoladas com sucesso a partir
de fontes fetais, como fluido amnidtico (In ‘t Amke cols., 2003a), sangue fetal (In ‘t
Anker e cols., 2003b), sangue do corddo umbiliB&l{ack e cols., 2004), dentre outros,
pode indicar um envolvimento das MSCs na tolerarfieial, o que é reforcado pela
demonstracdo de que os mecanismos que contribueanaptolerancia fetal em ateros
gravidicos sdo muito semelhantes aos efeitos insuposssores das MSCs (Barry e cols.,
2005).

As MSCs sao capazes de influenciar a funcdo deouélulas através de interacdo
direta célula-célula, e principalmente atravésilokerdcdo de um amplo espectro de fatores
bioativos, 0s quais sao secretados sob influérasgpdopriedades intrinsecas das MSCs e
também do microambiente no qual elas se encontkamihata e cols., 2001). Varios
relatos na literatura indicam que MSCs transplagaskercem seus efeitos terapéuticos
principalmente através de secrec¢do de fatoresimeataracterizando uma agao paracrina
destas células. Tais fatores bioativos possuenripdgales anti-apoptéticas, anti-fibréticas

e angiogénicas, contribuindo para limitar a exterdid@ tecido danificado e restabelecer o
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suprimento sanguineo na regido (Gnecchi e cols;X@naird e cols., 2004a; Kinnaird,
2004b). Alem destes efeitos troficos, as MSCs tamlh@dem secretar moléculas
quimioatraentes, como a proteina quimioatraentmaleocito — 1, que recruta monaocitos
circulantes nos tecidos lesionados, onde eles pagediferenciar em células endoteliais
(Fujiyama e cols., 2003; Kinnaird e cols., 2004egstimular a neovascularizagao tecidual.

O efeito pré-angiogénico das MSCs tém sido confilongor uma série de estudos,
que indicam principalmente uma elevada capacidadtasl células de secretar os mais
variados tipos de fatores bioativos envolvidos mc@sso de formacdo de novos vasos,
especialmente o processo de angiogénese. MSCadagetocalmente em um modelo de
isquemia de pata traseisdio capazes de promover um aumento na perfusderebla
este efeito € mediado essencialmente por mecaniganasrinos, ao invés de incorporacao
celular (Kinnaird, 2004a). As MSCs secretam um am@épectro de citocinas, que
estimulam,in vitro, a proliferacdo e a diferenciacdo de células efidat e de células
musculares lisas. Algumas destes fatores includor fderivado de célula estromal-1
(SDF-1), fator de crescimento basico de fibrobldbfeGF), fator & induzido por hipdxia
(HIF-10), fator de crescimento endotelial vascular (VEG&)giopoietina-1, proteina
guimioatraente de mondcito-1, interleucina-1 (IL-interleucina-6 (IL-6), fator de
crescimento placentario, dentre outros (Kinnairdoés.; 2004b). Além disso, alguns
estudos também evidenciam uma capacidade das MS&s diferenciarem em linhagens
de células endoteliais (Oswald e cols., 2004) el@glmusculares, tanto lisas (Galmiche e
cols., 1993) quanto estriadas cardiacas (Makirase, d999; Toma, 2002).

A hipertensédo arterial sistémica (HAS) é uma simdralinica caracterizada

por niveis de pressdo sanguinea sistélica iguaisupariores a 140 mmHg ou niveis de
pressdo sanguinea diastélica iguais ou superiof®smmHg, afetando cerca de 15-20%

da populacdo mundial. A HAS é dividida em hiperfengssencial, que corresponde a
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aproximadamente 95% dos casos de hipertensdo &aeeriza essencialmente por nao
possuir uma causa bem definida; e hipertenséo dadana qual é resultante de alguma
condicdo desencadeadora primaria, como por exedg®acas renais, feocromocitoma,
administracdo de drogas, dentre outros (World Heafganization, 1999; Binder, 2007).

Embora inicialmente assintomatica, esta sindront&@ associada a diversas
alteracbes em oOrgaos alvos, tais como coracég,cénsbro, vasos sanguineos, retina, etc.,
com profundo impacto na morbi-mortalidade dos ifdlies, sendo considerada um dos
maiores problemas de saulde publica no mundo oaldenum dos mais importantes
fatores de risco para o desenvolvimento de doerayasovasculares, tais como infarto do
miocardio, acidente vascular enceféalico, dentreosuiWorld Health Organization, 1999).

Apesar dos grandes avancos relacionados ao entmdimdas bases
fisiopatoldgicas desta sindrome e do imenso ardengbéutico altamente efetivo para o
tratamento de HAS, muito ainda falta por ser ingesio a fim de se entender
completamente os mecanismos patogénicos da hipaaemterial, sabidamente de origem
multifatorial (World Health Organization, 1999).

A pressdo arterial sistémica € determinada, enmaltanalise, pelo débito
cardiaco e pela resisténcia vascular periféricadseque um grande numero de
mecanismos fisioldgicos que atuam modulando esteé@8metros estdo envolvidos na
manutencdo da pressdo sanguinea em niveis norbjeia. falha em algum destes
mecanismos pode, pelo menos em parte, desencanegiuadro hipertensivo. Sendo
assim, € provavel que varios fatores contribuara paglevagdo dos niveis pressoricos em
pacientes hipertensos, caracterizando a naturetefatarial da HAS. O papel relativo de
cada um destes fatores pode diferir entre os difesandividuos hipertensos. Alguns dos
fatores mais estudados sdo o sistema renina-angjioée sistema nervoso autonémico

simpético, fungdo endotelial, dentre outros (Begeerols., 2001).
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Embora influéncias do estilo de vida, como ingedtasodio, alcoolismo,
elevado indice de massa corporal, sedentarismagitabo, dentre outros, sejam
conhecidos por desencadearem elevacbes na preds#ial;aestudos genéticos tém
demonstrado um importante componente hereditaridAta (Havlik e cols., 1979), sendo
esta atualmente considerada poligénica, ou sajalfaate do acumulo e/ou combinacao de
alteracbes em varios genes distintos (Binder, 208&)e-se ainda muito pouco acerca de
guantos e quais alelos contribuem para o fenoepelelada pressao arterial, bem como da
maneira pela qual os varios genes podem influeagmessao sanguinea; e alguns estudos
realizados no sentido de identificar regides e$ipasido DNA relacionadas ao fenotipo
hipertensivo tém identificado alguns polimorfisnaesbase Unica (SNP) que podem estar
envolvidos com o fendtipo hipertensivo (Levy e ca?909; Newton-Cheh e cols., 2009).

Modelos experimentais envolvendo doencas que afetdamcionamento normal
do sistema cardio-circulatério sdo comumente atilois em estudos de fisiologia
cardiovascular. Existe uma busca continua por umbetocexperimental que possa melhor
simular a hipertensao arterial essencial, uma dgoemgito frequente em seres humanos.
Atualmente, é grande a diversidade de modelos tlel@Experimentais para HAS, os
quais tém fornecido importante contribuicdo paraerdendimento dos mecanismos
envolvidos na elevagdo da pressado arterial (PAQn&bém para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas mais eficazes no cortoaeniveis tensionais elevados. Dentre os
modelos experimentais mais utilizados para se astadipertensdo arterial destacam-se
modelos de hipertensdo genética, como ratos coertisdo espontanea (SHR) e ratos
sensiveis a ingestdo de sodio (Dahl); de hipertensé@rogénica, como modelos de leséo
do nucleo do trato solitario (NTS); de hipertensd@isal, como hipertensao renovascular;
modelos induzidos pela constriccdo da aorta abddmie modelos induzidos pelo

blogueio farmacoldgico da sintese de 6xido nitfieazan Jr. e cols., 2001).
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O modelo de hipertensao arterial espontanea ens i@xaos espontaneamente
hipertensos - SHR) merece destaque por se tratandexcelente modelo para o estudo da
hipertenséo essencial, dada a similaridade deatoggnia com a HAS humana. Porém, ha
de se considerar que é improvavel que as duas sailmaipertensdo, no homem e no rato,
sejam a expressdo de uma mesma doenca hipertelesaraninada geneticamente, sendo
que ambas tém origem poligénica e séo influencipdagliversos fatores ambientais; e,
uma vez que o controle cardio-circulatério é malttfial, certos mecanismos pressores
podem ndo se expressar, necessariamente, em ambdsagdes (Trippodo e Frohlich,
1981).

O modelo de SHR foi desenvolvido originalmente maversidade de Kyoto, no
Japao, através de endo-cruzamentos seletivosatedatlinhagem Wistar que produziram
ratos cuja pressao arterial apresentava uma maresetacdo espontanea no decorrer da
vida do animal (Okamoto e Aoki, 1963). Animais delsthagem comecam a desenvolver
hipertensdo arterial com aproximadamente 05 semdpasida, apresentando niveis
tensionais considerados hipertensivos entre aa785# semanas, e atingindo um platé por
volta da 202 até a 282 semanas. A partir destee idadhipertensdo se estabiliza até
aproximadamente 1 a 1,5 anos de idade, quandoilmgiarcomecam a desenvolver um
guadro de insuficiéncia cardiaca congestiva, a egtal associada com uma elevada taxa de
mortalidade. Fatores ambientais, tais como ingesifagerada de soOdio, estresse,
alteracdes sociais, alteragdes no ciclo claro-esquudem afetar o desenvolvimento da
hipertenséo (Yamori, 1994).

A hipertensdo arterial do SHR adulto estd assocadtieracdes nos parametros
cardiovasculares determinantes da pressao arsesi@mica, como aumento da resisténcia
periférica total (RPT) acompanhada de débito caeodfmrmal ou mesmo reduzido (Potts e

cols., 1998). Com o desenvolvimento da hiperteresderial, o SHR desenvolve uma
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progressiva hipertrofia cardiaca, a qual acabarpdigdo, com o avancar da idade do
animal, para uma insuficiéncia cardiaca, situaq#® gfomove uma marcada reducao do
débito cardiaco (Thomas e cols., 1997). A elevald@igesisténcia periférica total se da
principalmente em decorréncia da marcada hipedatild@ autonémica simpatica presente
no SHR, que se constitui em uma das caracteristitais marcantes deste modelo
experimental de HAS (Fazan e cols., 2001).

Outra marcante alteracao apresentada pelos aniadithagem SHR é a rarefacao
microvascular, definida como uma reduzida densidesleacial de vasos de pequeno
calibre, como arteriolas e capilares (Le Noblels.c®©998), em varios tecidos, incluindo
musculo esquelético (Le Noble e cols., 1990), titegHenrich e cols.,1978), pele (Haack
e cols., 1980), e coracao (Sabri e cols., 1998hoeanndo no cérebro (Lin e cols., 1990);
sendo que esta condicdo é detectada em animaisaBtdR muito jovens (Le Noble e
cols., 1990). A reduzida densidade capilar miocardpossivelmente reflete uma
incapacidade do crescimento microcirculatério,\atsade angiogénese, para acompanhar a
hipertrofia cardiaca decorrente do aumento da @oemterial nestes animais (Feihl e cols.,
2006).

Ainda ndo estd muito bem estabelecido se a raefag&rovascular esta
relacionada a causa ou € um consequéncia da mg&otarterial sistémica, uma vez que
existem estudos mostrando que esta condicdo € dieitod@rimario que ocorre na
hipertenséo essencial (Le Noble e cols., 1990)uamg outros estudos demonstram o
surgimento de rarefagdo microvascular em modelosiplertensdo secundaria (Sabri e
cols., 1998). A densidade microvascular pode dimiem decorréncia de destruicdo
vascular, a qual ocorre, pelo menos em parte, dexidpoptose de células endoteliais
causada pelo estresse oxidativo aumentado (Kohagasiols., 2005), e também em

decorréncia de angiogénese deficiente. A angiogédeficiente na hipertensdo parece
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decorrer de um defeito no desenvolvimento vasautamal do organismo, condicdo em
que o crescimento dos vasos sanguineos nao conaeguganhar o crescimento dos
orgaos e tecidos, uma vez que uma marcante raocefaiciiovascular pode ser encontrada
em animais jovens com hipertensdo genética, corBéiR (Le Noble e cols., 1990), e
também em seres humanos normotensos com predépagqética familiar para a HAS
(Noon e cols., 1997). Além disso, a biodisponilaitid reduzida de 6xido nitrico (NO)
observada na HAS tem papel importante na sua paegénado apenas por reduzir o efeito
vasodilatador direto do NO, mas também porque oeli®nula a expresséo de fatores de
crescimento vascular, notavelmente o VEGF (Dulaols., 2000), um importante fator
angiogénico que promove sobrevivéncia, proliferagatgracdo de células endoteliais, de
forma que em modelos de hipertensdo experimerdakzida por inibicdo farmacologica
cronica da sintese de NO observa-se angiogénesdedtf (Kiefer e cols., 2002).
Paradoxalmente, pacientes com hipertensdo esseeacisém insuficiéncia cardiaca
apresentam elevados niveis de VEGF circulantesxasaoncentragdes de seu inibidor
receptor-1 de VEGF soluvel (SFlt-1), o que podeasgntar uma resposta compensatoria a
angiogénese deficiente (Belgore e cols., 2001);ceanlexista também a associacdo da
angiogénese prejudicada em animais SHR a uma bap@ssao do receptor de VEGF
tipo Il (KDR) (Wang e cols., 2004).

Outro importante aspecto relacionado a angiogémefsgente observada na HAS e
em modelos experimentais de hipertensdo genétitap ® SHR, diz respeito as células
progenitoras endoteliais (EPCs), as quais saonadrigis principalmente da medula éssea.
Estas células, descritas em 1997 (Asahara e ¢887), sao recrutadas e contribuem para
a formacgao de microvasos em tecidos isquémicogyraime inflamados. Especificamente
na HAS, estudos demonstraram uma acelerada senesd@s EPCs em animais e seres

humanos hipertensos (Imanishi e cols., 2005), doqukio farmacolégico do sistema
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renina-angiotensina induziu um aumento no numerd&B€s circulantes em pacientes
(Bahlmann e cols., 2005).

Assim como as EPCs, as MSCs também possuem umartamigo acao
neoangiogénica, confirmada por uma série de estqdesindicam principalmente uma
elevada capacidade destas células de secretarisvanados tipos de fatores bioativos
envolvidos no processo de formacdo de novos vaspecialmente pelo processo de
angiogénese. Aléem disso, postula-se que o0s pevicgpresentem MSCs, as quais se
localizariam por todo o organismo associadas asgsveanguineos e, diante de uma leséo
vascular ou de tecidos adjacentes, a MSCs sertagnatias, proliferando e secretando
fatores bioativos que funcionariam para protegeparar ou regenerar o tecido lesado
(Meirelles e cols., 2008). Como os pericitos eé@slas endoteliais vasculares exibem uma
relacdo interdependente na qual fatores solUveisnteracdes fisicas contribuem
sinergicamente para a formacdo, estrutura e magadetio vaso sanguineo (Armulik e
cols., 2005), é possivel que as MSCs possuam uda @apdulatoria sobre a funcéo
endotelial. Todas estas idéias reforcam um pospayl das MSCs na fisiopatogénese da
HAS, principalmente atuando sobre a resisténciawars periférica, seja interferindo na
formacao de novos microvasos, seja modulando @fuegdotelial.

Alguns estudos envolvendo a aplicacdo terapéuteaV@Cs em modelos de
hipertensdo genética, mais especificamente o SHRjodstraram que, em modelos
experimentais de infarto agudo do miocéardio assdosia hipertensédo, a infusdo destas
células, tanto sistemicamente quaintaitu, foi capaz de promover melhoras na fracdo de
ejecao ventricular esquerda, de reduzsicorede leséo tecidual, de aumentar a densidade
capilar e, por fim, de reduzir a taxa de mortaleldestes animais (Braga e cols., 2008a;

Braga e cols., 2008b).
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A fisiologia das MSCs no contexto da hipertensamaindo foi investigado, e o
presente estudo visa caracterizar algumas propiesdancionais destas células no modelo

experimental de hipertenséo arterial espontaneatoGHR.
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar algumas caracteristicas funcionais das laglironco mesenquimais de

medula éssea de animais normotensos (WKY) e himote(SHR).

2.2 Objetivos Especificos

Comparar as células tronco mesenquimais de anim@isiotensos (WKY) e

hipertensos (SHR) em quanto a:

% Capacidade de formacéao de colonias semelhantesoaléstos (CFU-F);
% Capacidade de proliferacdo celular;

+ Capacidade de expansaovitro até a senescéncia.

X/
L %4

Capacidade de diferenciacéo celular em linhageeobkitica

X/
L %4

Capacidade de diferenciacdo celular em linhagepogénica.
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3.1 Selecéo dos animais

Foram utilizados cinco ratos normotensos (WistaotiyVKY) e cinco ratos
espontaneamente hipertensos (“spontaneously hygemerats” -SHR), pareados pela
idade, entre 16 e 24 semanas.

Todos os animais foram fornecidos pelo biotérioDdsciplina de Fisiologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Os angrfaram mantidos em condi¢des
estaveis em biotério, onde tiveram livre acessgua & racdo. Todos os procedimentos
experimentais empregados neste projeto estiveraacaielo com dsuide for the Care
and Use of Laboratory Animafsublicado pelo the US National Institutes of HedN\IH
publication No. 85-23, revised 1996). Os protoatperimental de manuseio dos animais
e coleta dos o0ssos longos para extracao de mexhala faprovados pelo Comité de ética
no Uso de Animais (CEUA), protocolo no. 42.

Todos os animais utilizados foram submetidos aegistro de presséao arterial pelo
método de pletismografia de cauda, empregandorsenitor de pressao arterial indireta
da artéria caudal, modelo LE5000 (Letica Scientifistruments, Barcelona, Espanha), o
qual permite medir de forma indireta a pressaaialtsistdlica dos animais. Somente ratos
WKY com pressédo arterial sistolica menor que 140Hgne ratos SHR com pressao

arterial sistélica maior que 180 mmHg foram utiti@a no presente estudo.

3.2 Protocolo de isolamento de células tronco mesgrimais

As MSCs nédo possuem marcadores de superficie cekpacificos que possam ser

utilizados para separar essa populacéo especdicéldlas, e por essa razdo a metodologia

mais amplamente utilizada para isolar MSCs se baseicapacidade destas células de
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aderir a superficies plasticas (Friedenstein, 18¥&kino e cols., 1999). Baseando-se no
protocolo descrito por Neuhuber e cols. (2008) @gumas alteracdes, o protocolo de
extracdo e isolamento das MSCs a patrtir de ratodidaagens SHR e WKY consistiu em
anestesia dos animais em camara embebida comegtexrcdo de fémur, tibia e umero;
eluicdo da medula éssea e processamento celular.

Os ossos (fémur, tibia e umero) retirados dos asifeoram embebidos em PBS-
EDTA (pH = 7,2) e resfriados até seu posterior @gsamento. Utilizando-se uma capela
de fluxo laminar tipo 2-A, removeu-se as epifiseseds, colocou-se as metafises dentro de
um tubo hematologico plastico apresentando um carifina extremidade inferior,
introduziu-se este conjunto em um tubo falcon dall% centrifugou-se por 3 minutos a
400g. A medula éssea obtida foi entédo ressuspens2BS-EDTA (pH = 7,2) e filtrada em
filtros Milipore de 7@m. O filtrado foi colocado sobre uma camada delFesubmetido
a 40 minutos de centrifugacdo a 400g, de modo er-sbtuma fracdo isolada de células
mononucleares de medula éssea, a qual foi submatitlvagens com PBS-EDTA
seguidas de centrifugacdo a 200g por 10 minutassuspensa em Meio de Dulbeco
Modificado (DMEM) contendo 10 % de soro bovino fetaFBS) e
penicilina/estreptomicina (1%), e plaqueadas escés de cultura de 75 éma densidade
aproximada de 400.000 células/ci®s frascos de cultura foram entéo colocados em um
estufa a 37°C contendo 5%&0

Cerca de 72 horas apos o plaqueamento, foi rdaliaatroca do meio de cultura,
desprezando-se as células que ndo aderiram aisigpléstica das garrafas de cultura. A
troca do meio de cultura das células foi realizadada 3-4 dias.

As células obtidas a partir do isolamento e pladaes foram consideradas PO, e a

cada replagueamento as células avangcavam uma easgai@sseguindo para P1, depois
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para P2 e assim sucessivamente. Todos os proceadsmwealizados utilizaram MSCs entre

a 12 e a 62 passagens.

3.3 Protocolo de replaqueamento de células troncoesenquimais

Os frascos de cultura cujas MSCs atingiam uma wénflia de 80-90% foram
submetidos ao replaqueamento.

O replagueamento consistiu de remocao do meio ltier@ulavagem da superficie
celular do frasco 02 vezes com PBS-EDTA (pH = AR)icacao de tripsina-EDTA 0.25%
(GIBCO), na proporcdo de 0,02mL/gnpor 03 minutos, neutralizacdo com 03 vezes o
volume de tripsina—EDTA com meio de cultura (DMENYescido de 10% FBS e 1%
penicilina/estreptomicina). A seguir, as célulaidas foram centrifugadas a 200g por 10
minutos; ressuspensas em meio de cultura e novanmoemirifugadas a 200g por 10
minutos. Por fim, as células eram novamente repladgs na densidade aproximada de

20000 células/ch e os frascos de cultura eram colocados na estufa.

3.4 Ensaio de quantificacdo de Unidades Formadorade Colonia semelhante a

Fibroblastos (CFU-F)

O protocolo de ensaio de quantificacdo de CFU+iSistiu no plagueamento das
células mononucleares de medula 6ssea, logo apés isolamento, em placas de Petri de
27,5cnf, numa densidade aproximada de 30000-40000 célnfasPara cada animal,
foram utilizadas 05 placas de Petri.

O meio de cultura das células foi trocado no 36 &hdias apos o plagueamento.

No 13° dia ap6s o plagueamento, o meio de culairemovido, as células foram fixadas
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e coradas com corante GIEMSA diluido em metanol,ReAas colonias contendo 05 ou
mais células com formato semelhante a fibroblaatosnicroscopio de contraste de fase
foram contadas como uma unidade formadora de @tfmifibroblasto (CFU-F). A figura

1 abaixo mostra uma placa de cultura com coléreasedula éssea coradas por GIEMSA

de um rato WKY.

Figura 1: Fotografia ilustrativa da visdo macroscojra de uma placa de cultura correspondente ao
ensaio de CFU-F de um animal WKY. As imagens em aztepresentam colbnias derivadas de células
tronco mesenquimais de medula 6ssea.

3.5 Caracterizac¢do imunofenotipica das MSCs por @tnetria de fluxo

Apés a extracdo das MSCs das garrafas de cultupassagem 4, o “pool” de
células foi submetido a centrifugacao refrigerad®C) por 5 minutos com rotacdo de
200G. Em seguida, o sobrenadante foi descartagellet homogeneizado e suspendido
5ml de PBS-SBF (PBS + soro bovino fetal a 1%). Qenma foi entdo centrifugado a
350G por 5 minutos e, ap0s essa lavagem, o solaetgatbi novamente descartado e o
“pellet”, homogeneizado em outros 5ml de PBS-SBFsejuir, as células nucleadas
remanescentes foram quantificadas usando um mépimsde luz e um hemocitémetro.

Apoés a contagem, o pool de células foi submetidoracentracdo ou diluicdo em PBS-
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SBF-1% para se obter uma concentracdo celular igu&0.000 células para cada

microlitro.

O “pool” de células foi entdo submetido a marcagdm anticorpos monoclonais anti-
CD11b, anti-CD29, anti-CD31, anti-CD34, antiCD-&iti-cKit (BD-Biosciences Inc., San Jose,
CA, e-Biosciences, San Diego, CA, USA), conjugaddsotiocianato de fluoresceina (FITC) ou
ficoeritrina (PE), 0s quais reagem com antigenosdhogos de rato. Para cada linhagem de MSCs
avaliada, nove tubos de citometria foram preparadess para receber 0s anticorpos acima
descritos, dois para receber os anticorpos isotipogoles e um para funcionar como “branco” da
reacdo. Todos os tubos receberam 50ul do poolecaedulpl do bloqueador da porcao Fc (FcBlock
- BD-Biosciences Inc., San Jose, CA). Aos tubos meeberam anticorpos marcadores ou 0s
controles isotipos, o volume final foi completadogp100ul com PBS-SBF.

Apos a marcagéo, todos os tubos foram submetidoesubacédo por 40 minutos
no escuro em temperatura de 4° C. Em seguida, erialdbi lavado em PBS-SBF por 3
vezes (centrifugacdo de 200g por 5 minutos) e,emuida, levado a leitura.

A andlise dos fenotipos celulares foi feita em rogfro de fluxo FACSCalibur

com o “software” CELLQUEST (Becton, Dickinson andr@pany, San Jose, CA), sendo

gue em cada amostra, 20.000 eventos foram adgsp@i@ analise.

3.6 Protocolo de avaliacédo da capacidade de expans$a vitro

As MSCs tanto de animais da linhagem SHR quantorViiiam expandidas em
cultura e replagueadas, segundo o protocolo desatitna, toda vez que a confluéncia
ultrapassava 80%, com o objetivo de se averiguantqs passagens seriam necessarias
para atingirem a senescéncia replicativa, a quakVaenciada pela perda do aspecto
fibroblastéide das células e pela reduzida ademédas células a superficie plastica e

consequente descarte das células diante da traoaidade cultura.
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3.7 Protocolo de avaliacéo da proliferacéao celular

As MSCs em PO foram removidas dos frascos dereuttegundo o protocolo de
replagueamento de células tronco mesenquimaisaenfeeplaqueadas em plaquinhas de
cultura contendo 2#vells na densidade de 30000 céluhel. A partir deste dia 0, cada
well tinha suas células removidas e contadas em caeadxeubauer nos dias 04, 06, 08,
11, 13, 15, 18, 20, 22, 25, 27 e 29. Para cadaanarensaio de proliferacdo foi realizado
em triplicata.

Em todos os dias de experimentowasls que tinham suas células removidas eram
avaliados no microscopio invertido por contrastefade a fim de avaliar a eficiéncia da
remocao das células. Curvas de crescimento ceimam construidas correlacionando
namero de células contadas em cada poco para cadbs tempos de contagem acima

especificados.

3.8 Protocolo de diferenciacao celular

As MSCs em cultura foram estimuladas, medianteopodd especifico, a se

diferenciar em osteoblastos e adipécitos. O prévode diferenciacdo celular baseou-se

em Neuhuber e cols. (2008).

3.8.1 Protocolo de diferenciacdo osteogénica

Para a inducéo de diferenciacdo osteogénica, &sM8& P6 foram plagueadas em

placas de cultura contendo ¥&lls, numa densidade de 3000 células/dbois dias apés o

plagueamento, o meio de cultura foi substituido pwio de inducdo osteogénico,
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constituido por DMEM acrescido de 15% FBS, 1% pknaestreptomicina, 100nM
dexametasona, M ascorbato-2-fosfato e 10mM de glicerol-fosfatom@io de inducéo
osteogénica foi substituido a cada 3-4 dias e8fdlih, foi feita a analise da diferenciacéo.

A andlise da diferenciacéo consistiu de remocamdm de inducédo osteogénica,
fixacdo das células na placa através da utilizaigiparaformaldeido 4% (20 minutos),
seguido pela aplicacdo do corante Alizarin-Red @} o qual cora a matriz 6ssea em
vermelho, por 5-10 minutos e analise microscopica.

Cada poco da placa de seis pocos foi entdo esaam@adnicroscopio invertido
(Axioobserver Z1, Carl Zeiss, Alemanha) e 10 campaspocos foram fotografados para
posterior analise quantitativa, empregando-se inadtell counter” do software Image J
(NIH, Bethesda, MA, USA). A area de cada campo alisobcupada pela coloracéo
avermelhada do Alizarin Red foi quantificada e espa em valores relativos como

percentual da area total do campo estudado.

3.8.2 Protocolo de diferenciacao adipogénica

Para a inducdo de diferenciagéo adipogénica, &8s\ P6 foram plagueadas em
placas de cultura contendo @&lls numa densidade de 20000 célulag/cencultivadas
até proximo da confluéncia de 100%, quando o meioudtura foi substituido por meio de
inducdo adipogénico, constituido por DMEM acrescide 15% FBS, 1%
penicilina/estreptomicina, pM dexametasona, 0,5mM isobutil-metil-xantina, pn@OnL
insulina e 10AM indometacina. Apos 03 dias, 0 meio de inducadmaginica foi
substituido por meio de manutencdo adipogénicastitoilo por DMEM acrescido de
15% FBS, 1% penicilina/estreptomicina eu@OnL insulina. Apds 24 horas, o0 meio de

manutencdo adipogénica foi novamente substituidon@io de inducdo adipogénico por
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03 dias, quando foi substituido por meio de maméteradipogénica por novas 24 horas.
Completando-se 03 ciclos de troca de meios de &wug manutencdo, as células
permaneceram por 05 dias com o meio de manuteqoaodo foi realizada a analise da
diferenciacéao.

A andlise da diferenciacao consistiu de remocamedm de inducdo adipogénica,
fixacdo das células na placa atraveés da utilizaigiparaformaldeido 4% (60 minutos),
aplicacdo do corante Oil-Red, o qual cora lipidiosvermelho, por 5-10 minutos e analise
microscopica.

A andlise quantitativa da diferenciacdo adipogeéniai realizada de maneira

semelhante a acima descrita para a diferencia¢éogénica.

3.9 Analise Estatistica

Todos os parametros foram expressos como médipm). As diferengcas nos
diversos parametros funcionais estudados nos &ttt e WKY foram avaliadas pelo
teste “t” de Student para medidas independentésstel de Mann-Whitney, de acordo com
presenca ou nao de normalidade de distribuicdo &fmnogeneidade da variancia,
respectivamente. As curvas de crescimento celolanf comparadas empregando-se o
teste de ANOVA de dois efeitos (linhagem de ratéempo) para medidas repetidas
seguida do teste de comparacbes multiplas de Tuékeyerenca entre os parametros foi

considerada significativa quando p<0,05.
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4. RESULTADOS
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Todos os animais utilizados foram submetidos aegistro de presséao arterial pelo
meétodo de pletismografia de cauda, com o intuitosdeconfirmar a elevada presséo

arterial nos animais SHR e a normotensao nos WKY.

Tabela 1 — Valores médios de presséo arterial sistta obtidos através do método de pletismografia de
cauda.

Animal Valor médio de presséo arterial sistdlica (rmHg)
SHR 1 180,2
SHR 2 194,4
SHR 3 211,4
SHR 4 192,4
SHR 5 215,4
WKY 1 134,2
WKY 2 135,4
WKY 3 107,4
WKY 4 122,2
WKY 5 130,8
SHR = spontaneously hypertensive rats (ratos espoatagate hipertensos)
WKY = ratos wistar Kyoto.

Analisando os valores obtidos do ensaio de unidddesadoras de colonias
semelhantes a fibroblastos (CFU-F), observou-smocdicado na figura 2, que as
células mononucleares de medula 6ssea dos animdiahdhigem WKY formaram uma
média de 4,7+2,3 CFU-F a cada®1®lulas plaqueadas no ensaio, o que indica uma
porcentagem de 0,0005% de células formadoras dmiasl semelhantes a fibroblastos

presentes na medula 0ssea destes animais. Porladdroas células mononucleares de
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medula 0ssea dos animais da linhagem SHR formamaeanmédia de 4,9+1,8 CFU-F a
cada 16 células plaqueadas no ensaio, o que indica taminéarporcentagem de 0,0005%
de células formadoras de colbnias semelhantesabfd#stos presentes na medula 0ssea. A
diferenca observada nos valores meédios das unidaaieadoras de col6nias formadas por
células de animais WKY e aquelas formadas por agldé SHR nao foi estatisticamente

significativa (p = 0.952).

CFU-fibroblasto
(nimero/milh&o de células)
N

WKY SHR
(n=5) (n=5)

Figura 2: Valores médios (xepm) das unidades formamtas de colénias semelhantes a fibroblastos
correspondentes aos animais da linhagem SHR e WKY£0,952).
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A citometria de fluxo evidenciou o perfil imunofdfpco das células tronco
mesenquimais de medula éssea tanto dos animais §uidNto dos SHR. Como mostrado
na tabela 2, as marcacdes para CD29 foram poséivaambos os ratos WKY e SHR e as
marcacfes para CD11b, CD34, CD31, CD45 e c-Kitnforsegativas para ambas as
linhagens de animais. Estas marca¢fes negativaartiss a contaminacdo das células
cultivadas com macréfagos, células tronco hemaétipas, leucdocitos e células

endoteliais.

Tabela 2 — Valores percentuais de células positivante marcadas com os marcadores indicados na
coluna a esquerda em um exemplar de células tronoeesenquimais extraidas de ratos WKY e SHR.

WKY (%) SHR (%)
CD11b 7,83 4,55
CD29 89,64 94,71
CD31 2,47 12,98
CD34 8,67 0,93
CD45 15,80 3,79
c-Kit 8,35 3,29
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A analise das curvas de proliferacdo celular d&8CM tanto de animais da
linhagem SHR quanto WKY, observadas na figura 3nafestrou uma significativa
elevacdo do numero de células em cagt com o decorrer do tempo, indicando uma
elevada taxa de proliferacdo celular, fato estesmaidenciado nas células dos animais
WKY, onde foi possivel estabelecer uma diferengaificativa na quantidade de células
encontradas nesta cepa. A partir do oitavo diauttara, o nimero de células de WKY foi
significativamente maior que o numero de células SR, indicando uma maior

capacidade proliferativa das MSCs dos animais WKiYrglacao aos animais SHR.

250x10°
€@ sHR
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Figura 3: Valores médios (xzepm) do nimero de célukaencontradas em cadavell nos diferentes dias do
experimento. A diferenca significativa entre os dai grupos aparece a partir do oitavo dia de cultura
até o final do experimento. *P<0,05 entre WKY vs. ISR.
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A analise da capacidade de expansBeitro até a senescéncia replicativa das
MSCs, tanto dos animais SHR quanto dos WKY foi #@mbinvestigada através da
capacidade destas células de duplicar sua poputagawiltura, ou seja, quantificando-se o
namero de passagens necessarias para as MSC®rangar senescéncia proliferativa,
caracterizada, dentre outras, pela reduzida cagdeide aderéncia a superficie plastica.
Observou-se, que as MSCs obtidas a partir de asidwilinhagem SHR sofreram 27
passagens em cultura até adquirirem um fenotipessente, ou seja, as MSCs de SHR se
desgrudaram das garrafinhas em P27; enquanto q48@s obtidas a partir de animais da
linhagem WKY sofreram 42 passagens em culturaggéiarem um fenotipo senescente,
ou seja, as MSCs de WKY se desgrudaram das gdrasfiam P42, evidenciando uma
maior capacidade de expangéovitro das células de WKY, como pode ser atestado na

figura 4.

50 1

40 1

30 1

20 1

ntmero de passagens

10 A

WKY SHR

Figura 4: Valores das passagens em cultura nas qeaas MSCs dos animais SHR e WKY atingiram um
fendtipo senescente.
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A andlise da capacidade de diferenciagaotro das MSCs, tanto dos animais SHR
quanto dos WKY foi analisada qualitativa- e quatittamente através da medida da area
relativa (em percentual) ocupada pela coloracdec#spa em relacdo a area total do
campo microscopico estudado, apOs a inducdo daeddecdo, tanto na linhagem
osteogénica quanto adipogénica. Como pode senalokenas figuras 5 e 6, a intensidade
de coloracdo observada apds a inducédo de difegéacidas MSCs obtidas a partir dos
animais da linhagem WKY, tanto em osteoblastos tguam adipdcitos, foi claramente
maior que aquela observada apos a inducdo demtifagdio das MSCs dos animais SHR

sob as mesmas condicoes.
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Figura 5: (A) Fotomicrografias das MSCs submetidasa indugcdo de diferenciagcdo em linhagem
osteogénica, tanto de WKY (direita) quanto de SHRe('squerda) (B) Quantificagdo da area relativa
ocupada por células diferenciadas em relacdo a ardatal do campo microscépico analisado. (* p<
0,01).

Mestrado Lucas Felipe de Oliveira



Resultados 35

(B)

20 A
©
53 *
o 15-
3'6
Q =
© o
S5
=
m'C? 10 A
= 0
28
Nl 7))
© © 5
£y
<L

0

WKY SHR

Figura 6: (A) Fotomicrografias das MSCs submetidasa inducdo de diferenciacdo em linhagem
adipogénica, tanto de WKY (direita) quanto de SHR dsquerda). (B) Quantificacdo da area relativa
ocupada por células diferenciadas em relacdo a ardatal do campo microscépico analisado. (* p<
0,05)
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O presente estudo evidenciou pela primeira vezyasso conhecimento, que
algumas caracteristicas funcionais de células eramesenquimais de medula Ossea,
incluindo a capacidade de proliferacdo e de expansévitro até a senescéncia e a
capacidade de diferenciacdo osteogénica e adipg@mcontram-se prejudicadas no
modelo de hipertensédo arterial espontanea em rgt@do comparados aos animais
normotensos controles da linhagem WKY. Ainda queaaées para tais diferencas em
ratos WKY e SHR ndo tenham sido investigadas, sodagdos baseados em cultima
vitro em condicdes idénticas sugerem que defeitos gesésabidamente presentes nos
animais SHR poderiam estar contribuindo para a ggerke tais alteracbes. Por fim,
levando-se em consideracdo as crescentes evidéhoigmtencial angiogénico destas
células e uma grande similaridade das mesmas copergstos, células perivasculares
importantes na homeostasia dos vasos sanguinesssndados também parecem sugerir
que os defeitos observados nas MSCs poderiam denaldorma estar implicados na
patogénese da hipertensao arterial espontaneaasn ra

Os elevados niveis de pressao arterial encontraa®snimais SHR utilizados no
presente estudo confirmaram dados da literaturaecnantes a esta linhagem de animais.
(Okamoto e Aoki, 1963; Yamori, 1994). Os mecanisneosolvidos na elevacao da
presséao arterial sistémica nestes animais parestmrelacionados a varios fatores, como
disfuncdo endotelial, hiperatividade simpatica,ef@gdo microvascular, angiogénese
defeituosa, dentre outros (Le Noble e cols., 188&an Jr. e cols., 2001).

Em relacdo a angiogénese, as MSCs parecem possur importante acdo
neoangiogénica, confirmada por uma série de estqdesindicam principalmente uma
elevada capacidade destas células de secretarissvanados tipos de fatores bioativos
envolvidos no processo de formacdo de novos vaspecialmente pelo processo de

angiogénese. Além disso, postula-se que os pevicgpresentem MSCs, as quais se

Mestrado Lucas Felipe de Oliveira



Discussao 38

localizariam por todo o0 organismo associadas asgsveanguineos e, diante de uma leséo
vascular ou de tecidos adjacentes, as MSCs sesamuéadas, proliferando e secretando
fatores bioativos que funcionariam para protegeeparar ou regenerar o tecido lesado
(Meirelles e cols., 2008). Um defeito de prolifétage diferenciacdo das MSCs, como
demonstrado no presente trabalho, poderia impiggarcélulas na angiogénse defeituosa e
rarefacdo microvascular observada em SHR e pasidnpertensos, o que reforgca um
possivel papel das MSCs na fisiopatogénese da HABcipalmente atuando sobre a
resisténcia vascular periférica, seja interferimdoformacdo de novos microvasos, seja
modulando a funcéo endotelial.

Os trabalhos pioneiros de Friedenstein na décadd9d® descreveram uma
populacao de células presentes na medula ¢ssetecaadas pelo seu formato fusiforme,
pela sua aderéncia a superficie plastica e pataaigio de colbnias de células semelhantes
a fibroblastos, chamadas de unidades formadorasl@aias de fibroblastos (CFU-F), as
guais possuiam a capacidade de formar célulasrqdeziam pequenos depdsitos de 0sso
e cartilagem (Prockop, 1997; Nardi e Meirelles, ®0QPor ser indicativo de células
capazes de formar coldnias, sendo representatsvoélalas que possuem uma capacidade
proliferativa mais elevada dentre as células ertuayl o ensaio de formacdo de colbnias
semelhantes a fibroblastos (CFU-F) tem sido corstilecomo um modo de se quantificar
0 numero de MSCs presentes na medula 6ssea, embareelagédo direta entre 0 nimero
de MSCs e CFU-Fs ndo seja claramente estabelgmidaavelmente devido a grande
heterogeneidade relacionada a morfologia, tamarguotencial de diferenciacéo observada
entre diferentes espécies e entre diferentes ddeslige cultura (Javazon, e cols., 2004;
Nardi e Meirelles, 2006).

A frequéncia de CFU-F em suspensfes de medula éssesdto diferente entre as

espécies, embora ensaios de CFU-F a partir deadspirde medula éssea geralmente
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produzam um ndmero de coldnias entre 01 e 20 pocélOlas mononucleares plaqueadas
(Castro-Malaspina e cols., 1980). A incidénciaadai de CFU-F entre diferentes espécies
€, pelo menos em parte, devido a diferencas nadigms de cultura estabelecidas por
diferentes investigadores, embora também possalesedo a diferentes requerimentos
para a formacdo de CFU-F pelas diferentes espé€iemetsov, 1997), ou mesmo por
diferentes individuos da mesma espécie (Phinneylg, c1999). Alguns fatores de
crescimento podem estimular a proliferacdo de CFla-Fvitro, tais como fator de
crescimento derivado de plagueta (PDGF), fator descamento epidérmico (EGF)
(Gronthos e Simmons, 1995), fator de crescimentiibdeblasto basico (bFGF) (Bianchi e
cols., 2003). Ja outros fatores podem inibir a fyyio de CFU-Rn vitro, dentre eles
interferon-alpha (IFNx) e interleucina-4 (IL-4) (Gronthos e Simmons, 1,98&ng e cols.,

1990).

Os resultados do presente estudo demonstram qgaeirais SHR apresentaram
nameros de CFU-Fs de medula 6ssea semelhantesia@ssaWKY, ambos em torno de 5
unidades por 1 milhdo de células mononuclearesatkila 6ssea. Embora a relagédo direta
entre CFU-F e MSC nao seja claramente estabelesstiss resultados podem indicar uma
porcentagem de 0,0005% de MSCs na medula 6sseankas a linhagens de animais,
dados estes que se corroboram com outros dadotem@ddura (Castro-Malaspina e cols.,
1980). Em outras palavras, o niumero de MSCs presert medula éssea de SHR parece

nao ser diferente daquele observado em ratos nensus.

As MSCs possuem propriedade de auto-renovagao. trancBtulas obtidas a partir
de diferentes fontes exibem duragfes similaresadeldg em cultura (Musina e cols.,
2005), elas podem apresentar importantes diferenggasu potencial proliferativo durante
0 estagio exponencial de crescimento, sendo quendendo da fonte das células e das

condicOes de cultura, a porcentagem de MSCs sdinntia ativamente em um dado tempo
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na cultura celular é estimada em aproximadamemte 3.10.78% (Conget e Minguell,
1999). Alguns autores observaram que MSCs obtidaarte de medula 6ssea possuem
uma baixa capacidade de duplicacdo (Wagner e @88), enquanto outros estudos
apontam uma maior capacidade de duplicacdo dessmas células (Colter e cols., 2000;
Bruder e cols, 1997). Estas diferencas provaveknsatdevem as diferentes condicdes de
cultura empregadas nos mais variados estudos, etara idade da fonte celular, como
pode ser evidenciado por estudos demonstrando cquemprimento dos teldmeros das
MSCs obtidas de doadores jovens era significativéenmaior que das MSCs obtidas de
doadores mais velhos, e também pela demonstragdoagexpansibilidade de MSCs
obtidas a partir de fontes fetais € maior que KI8€s obtidas de tecidos adultos (Guillot e

cols., 2007).

A capacidade proliferativa das MSCs é dependentaigienas variaveis, como a
idade do tecido de onde as MSCs séo extraidasisaddele de plagueamento das células e
a composicdo do meio de crescimento das MSCs.i@ efeidade da fonte doadora sobre
a capacidade proliferativa das MSi@svitro é baseado em estudos que tém demonstrado
que a capacidade das MSCs de formar colénias desaderentes diminui com a idade
(Stolzing e cols., 2008), o numero de duplicac@slares de células obtidas de doadores
mais velhos é menor que daquelas obtidas de dsad@is jovens (Shibata e cols., 2007),
e também a expansibilidade de MSCs extraidas ddote@dultos € menor quando
comparada com a de MSCs obtidas de fetos (Guillobls.,, 2007). A densidade de
plagueamento é também um importante fator detenténda capacidade proliferativa das
MSCs, uma vez que as células necessitam de umiaadasninima de plagueamento para
iniciar e manter uma proliferagédo efetiva, e tamleemensidade em que as células sdo
transferidas para as placas de cultura pode detarnai dindmica do seu subsequente

crescimento (Balin e cols., 2002). Um aspecto detente do ambiente de cultura € o
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soro, 0 qual constitui a fonte basica de nutrienbesmonios, fatores de crescimento,
vitaminas, e outros microelementos essenciais parater a propria proliferacdo celular
(Shahdadfar e cols., 2005), sendo que a selecamndgoro apropriado € importante no
sentido de se obter condi¢des 6timas de cultura, dmmo minimizar a possibilidade de
transmissdo de alguma infeccdo zoondtica e de magédd por proteinas do soro
(Shahdadfar e cols., 2005).

A capacidade das MSCs de se proliferar € acompanitied normalidade
cromossOmica, uma vez que estas células apresemtamariotipo normal e nenhuma
evidéncia de transformacdo maligna mesmo com umpaciade proliferativa
geneticamente aumentada (Simonsen e cols., 200&n disso, Kulterer e cols. (2007)
avaliaram o perfil de expressdo génica de MSCs stibas a cultivo celular de longo
prazo ou a inducdo de diferenciacdo osteogémicatro e ndo observaram nenhuma
alteracéo significativa no perfil de expressao ¢ggmiurante a expansao celular em longo
prazo sob condi¢Bes de crescimento normais, o gedo&ado pelo fato de as MSCs
manterem seu fendtipo indiferenciado e sua capdeida se diferenciar em osteoblastos
tanto em passagens iniciais quanto em passagendardias em cultura (Kulterer e cols.,
2007).

Varias vias de sinalizagdo intracelulares estédolgidas na proliferacdo de MSCs
in vitro. Dentre elas, a via da quinase regulada por sexdracelulares (ERK 1/2) parece
ser importante, uma vez que ha varios estudos ddraodo que a ativacao desta via de
sinalizacao contribui para a elevada capacidaddeyativa de MSCsn vitro (Dai e cols.,
2007), enquanto a inibicdo da mesma produz o &feittrario (Gruber e cols., 2004).

A analise da taxa de proliferacdo das MSCs tantardeais da linhagem SHR
quanto WKY neste estudo indicou uma elevada taxaraléderacéo celular, fato este mais

evidenciado nas células dos animais WKY. Além diskservou-se que a partir do oitavo
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dia de cultivo até o final do experimento o numeeocélulas de WKY foi maior que o
namero de células de SHR, indicando uma maior dg@ae proliferativain vitro das
MSCs dos animais WKY em relacdo aos animais SHR.

Ao contrario das células tronco embrionarias, a<CM$ossuem uma capacidade
limitada de auto-renovacao, ou seja, elas sao eaphezse dividir até um certo limite, onde
alcancam a senescéncia replicativa, que é defcodao um fenbmeno que restringe a
proliferacdo celularin vitro quando a célula alcanca um determinado numero de
duplicacdes (Ksiazek, 2009). Uma determinada céfpla alcanca o limite de sua
capacidade proliferativa adquire alguns marcadguesa distinguem de outras células em
proliferacdo ou quiescentes, sendo que as cadatasi classicas do fendtipo senescente
incluem a interrupcao do crescimento na fagel@ciclo celular, morfologia arredondada
e expressdo aumentada filgalactosidase associada a senescéncia (Campisdéaddi
Fagagna, 2007). Especificamente as MSCs senesceertetornam hipertroficas e
arredondadas, apresentam granulacdes citoplasmateduzida aderéncia a superficies
plasticas e aumentado nivel de autofluorescénacigyanto o nivel de expressao ftle
galactosidase associada a senescéncia ndo pamst#ugoum marcador eficiente de
senescéncia de MSdsa vitro (Stenderup e cols., 2003; Ksiazek, 2009). As MSCs
senescentes sdo também caracterizadas por expreshizida de genes associados a
progressédo do ciclo celular, a replicacdo de DNAiitase e ao reparo de danos ao DNA,;
enquanto h4& um aumento na expressdo de inibidooescido celular, como o
p16™“YWagner e cols., 2008; Ryu e cols., 2008); citazipad-inflamatérias, como a
interleucina-6 (Ryu e cols., 2008) e agentes #nitifoliticos, como inibidor-1 do ativador
de plasminogénio (Wagner e cols., 2008). Além dis$8Cs senescentes apresentam uma
expressao alterada de microRNAs, que sao molédeld®NA fita-simples envolvidas na

regulacdo da expressado génica em nivel pés-traims@al (Ksiazek, 2009; Wagner e cols.,
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2008), e também uma tendéncia a perder sua metipalidade, o que é evidenciado por
estudos demonstrando que a capacidade das MSCs digesenciarem em linhagens
adipogénica, condrogénica e osteogénica tende muwmtom sucessivas passagens em
cultura (Wagner e cols., 2008; Neuhuber e col9820

A senescéncia celular possui uma natureza compkxajo determinada por
variaveis genéticas e ambientais (Ksiazek, 2008jus mecanismos moleculares tém
surgido como candidatos ao envolvimento na senetscégplicativas das MSCs, como 0s
teldomeros e 0 estresse oxidativo. As MSCs possugtreneidades cromossomicas
denominadas telébmeros, cujo comprimento em uma kM8€émn-extraida depende da idade
do tecido doador (Guillot e cols., 2007), sendo quXNA telomérico sofre erosdo gradual
na medida em que as MSCs véao se duplicando emra{Rarsch e cols., 2004). Varias
investigacoes tém demonstrado que as MSCs posguarbaixa (Parsch e cols., 2004), ou
mesmo indetectavel (Ryu e cols., 2008), atividadeedzima telomerase, que é uma
transcriptase reversa responsavel por neutralizanséo telomérica através de continua
reconstituicao da extremidade cromossomica (Masutorols., 2003); e uma prova direta
do envolvimento do encurtamento telomérico na sEmesa das MSCs é a demonstragao
de que a introducdo de telomerase humana (hTERTME&Q@s resulta em pronunciado
aumento da capacidade de duplicacdo celular, cégaeompanhado de preservacdo do
cariétipo normal (Takeuchi e cols., 2007), alongarmmedos teldbmeros (Kang e cols.,
2004), perda do fendtipo senescente (Ryu e cd88)2 manutencdo do seu potencial de
diferenciacdo (Kang e cols., 2004). O estresseati¥im € apontado como um importante
indutor de danos ao DNA e de senescéncia celulan Eglinicki, 2002; Passos e cols.,
2006), e no caso especifico das MSCs existem akuewadéncias indiretas do
envolvimento de espécies reativas de oxigénio (R@)roliferacdo de MSCs, uma vez

gue a taxa proliferativa destas células estd awdanmnediante tratamento com agentes
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anti-oxidantes, como acido ascorbico e resveré&bobi e cols., 2008; Dai e cols., 2007) e
também mediante o cultivo celular sob baixas tensfie oxigénio (Li e cols., 2005).
Entretanto, algumas questdes importantes, comolaaqjuelacionadas ao nivel de dano
oxidativo no DNA, eficiéncia dos processos de repde danos ao DNA, alteracdes no
status anti-oxidante endogeno e mecanismos deng@&fumitocondrial, ainda necessitem
ser esclarecidas a fim de se estabelecer uma oetag&reta entre ROS e senescéncia de
MSCs (Ksiazek, 2009).

O nosso estudo demonstra uma nitida diferenca 8BEs obtidas a partir de
animais da linhagem SHR e aquelas obtidas de amiMA(Y no que se refere a
capacidade de expans@ovitro até a senescéncia replicativa, uma vez que als@as
animais SHR apresentaram um fendétipo senescemacteazado pela interrupcdo da
proliferacdo celular e pela marcante reducdo dacidpde de aderéncia a superficies
plasticas, em passagens mais recentes (P27) dasgu&Cs dos animais WKY (P42), o
gue evidencia uma maior capacidade de expamsdatro das células dos animais
normotensos em relagdo aos hipertensos. Uma pbgsieecipacdo de teldmeros mais
curtos em células de SHR, como evidenciado por ishamre cols. (2005) em células
progenitoras endoteliais, poderia explicar nossbaa@os.

De acordo com a International Society for Cellulderapy, para se definir uma
célula como sendo uma célula estromal mesenquirnklipwotente, € necessario que esta
célula possua a propriedade de aderéncia ao plésile condicbes de cultura padrdo, a
capacidade de se diferendarvitro em osteoblastos, adipécitos e condroblastos; sggre
0os marcadores de superficie CD29, CD73, CD90 e 6DdMao expresse 0os marcadores
de superficie CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 od g HLA-DR (Keating, 2006;
Horwitz, 2005). Os dados obtidos pela citometridldeo em nosso estudo evidenciaram

gque as MSC de medula 6ssea de ambas as linhagenstode apresentaram perfis
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imunofenotipicos similares, ou seja, elas séo ipasippara CD29 e negativas para CD11b,
CD31, CD34, CDA45 e c-kit. Tais achados também amdique as condi¢des de isolamento
e cultura empregadas foram adequadas para a caracdie das MSCs de medula 6ssea.

A inducdo de diferenciacdm vitro destas células é relativamente facil de se
conseguir, e a determinacdo do fendtipo das céllifasenciadas depende de critérios
morfologicos, imunofenotipicos e funcionais (NaedMeirelles, 2006). MSCs cultivadas
in vitro mostram grande heterogeneidade no seu potencdifetenciacao, haja visto que
as culturas muito provavelmente sdo compostasrparraistura de células com diferentes
potenciais de diferenciacdo, sendo que alguns anséonais mostram que apenas um-
terco dos clones de MSCs derivados de culturabadstadas sdo multipotentes (Pittenger
e cols., 1999), ou seja, a maioria das células eltura possuem uma capacidade de
diferenciacdo mais restrita, geralmente em umanounaximo, duas linhagens celulares
diferentes (Digirolamo e cols., 1999).

A inducdo de diferenciacdo osteogénica em MS$BCsitro pode ser realizada
através do tratamento especifico das células camnuetasona, acido ascorbico e glicerol-
fosfato (Neuhuber e cols., 2008). Kulterer e c{2607) avaliaram o perfil de expresséo
génica de MSCs durante a inducéo de diferenciagBmg@énican vitro, observando que
as MSCs exibiram trés estagios distintos de dedamento osteogénico a nivel
molecular, de forma que grupos especificos de ges& associados com estagios
distintos de proliferagdo, maturacdo de matriz a@sge mineralizacdo durante o
desenvolvimento do fenétipo osteoblastico (Kultereols., 2007).

A indugéo de diferenciacdo adipogénica em M3TCwitro pode ser realizada
através do tratamento especifico das células comnuetasona, insulina, indometacina e
isobutil-metil-xantina (Neuhuber e cols., 2008). &amalise, baseada em microarray, do

perfil de expressdo génica das MSCs associado®taaqgial adipogénico destas células
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demonstrou que o inicio da adipogénese ocorre &ms a inducdo da diferenciacéo,
evidenciado pela presenca de mRNAs de varios maresdadipogénicos, como
lipoproteina lipase (LPL), proteina ligadora dedacgraxo — 4, peroxisome proliferator-
activated receptor gamma-2 (PPAR). Além disso, comparando-se os perfis de ex@oess
génica das MSCs e dos adipocitos gerados pelaeddacido das MSCs, observou-se que
82 genes estavam supra-regulados e 31 genes estabalns, 0 que sugere que o inicio e
a progressao da adipogénese a partir das MSCsasst&iado a perda do fenotipo
multipotente por parte das MSCs (Hung e cols., 2004

Nosso estudo avaliou, dentre outras, a capacidasl®&Cs de medula 6ssea de se
diferenciarem em osteoblastos e adipdcitos, obsdosae que a quantidade de células
diferenciadas observada apos a inducao de difagiwidas MSCs obtidas a partir dos
animais da linhagem WKY, tanto em osteoblastos tguam adipdcitos, foi claramente
maior que aquela observada apos a inducdo demtifagdio das MSCs dos animais SHR
sob as mesmas condicfes. As razdes pelas quais 8S814R apresentaram um déficit de
diferenciagao tanto osteogénica como adipogéniosséé conhecidas e nédo foram objeto
de estudo do presente trabalho. Entretanto, maigezima titulo de especulacao, tal déficit
pode ser decorrente das alteracBes genéticas santiapresentes na linhagem de ratos
SHR, ou entédo, uma consequéncia da exposi¢cao ardag MSCs a um micro-ambiente
agressivo caracterizado por elevado contetdo dessstoxidativo, estimulo apoptdpticos,
estimulos pré-senescentes, etc., ja demonstradsemnies em SHR (Kobayashi e cols.,
2006). Estudos adicionais, entretanto, sdo nedesgira esclarecer melhor esta questao.

Embora ndo avaliado neste estudo, é provavel das dsficiéncias funcionais (de
proliferacdo e de diferenciagdo) também se estemdafeito pré-angiogénico destas
células, indicando uma menor capacidade de prommaa@angiogénese nos animais SHR,

0 que poderia ser, pelo menos em parte, respong@lal rarefacdo microvascular
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caracteristica deste modelo genético experimeptdAlS. Além disso, um possivel papel

modulador das MSCs sobre a funcdo endotelial tamBéplausivel e merece ser

investigado, uma vez que a deficiéncia funcional BMiBCs observada nos animais SHR
pode refletir em uma modulacdo endotelial defi@denf consequentemente, em uma
disfuncéo endotelial, caracteristica da HAS.

Algumas limitacbes do estudo merecem consideraciecel, especialmente
aquelas relacionadas as condi¢cfes diferenciaientes aos estudas vitro em geral, e
também a heterogeneidade de células presenteslemaci&kmbora se trate de um estudo
observacional, o fato de os experimentos terem @dbzadosin vitro impde algumas
limitacbes, uma vez que tais estudos falham em tizarefielmente o microambiente ao
qual as células estéo inseridias/ivo, 0 que poderia induzir alteracbes no comportamento
e na fisiologia destas células (Devlin e cols., §00As culturas padrées de MSCs
estabelecidas a partir de varias espécies, varidesd e em diferentes laboratorios séo
caracterizadas pela sua heterogeneidade, dad@ébiM@ade das condi¢cbes de isolamento
e cultura destas células utilizada pelos diverstwrhtorios; muito embora ndo esteja
completamente estabelecido se as diferentes casddgcultura favorecem a expanséao de
diferentes precursores da medula 6ssea, ou indgmgmlacdes de células similares a
adquirirem fendtipos distintos (Nardi e Meirell@906). Assim, as condigBes de cultura
podem ter um grande impacto sobre a fungédo das M&Gee vem sendo demonstrado
por alguns estudos que demonstram que a confludadidSCs em cultura antes de serem
infundidas pode afetar seu potencial migratério trderdo hospedeiro, j& que uma
confluéncia aumentada € capaz de inibir a migragitsendotelial de MSCs através do
aumento na producdo de um inibidor natural de mjetateinase (De Becker e cols., 2007,
Karp e cols., 2009). Além disso, a propria iderdaldestas células como MSCs tem sido

alvo de questionamentos em razdo da grande sidaitigj tanto morfoldégica quanto
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funcional, entre estas células e os ja bem desdifimblastos; além do fato de a definicdo
de MSC proposta pela International Society of dalTherapy (ISCT) ser incapaz de
distinguir MSC de fibroblastos em geral, o que rgdca necessidade de uma compreensao

maior acerca da identidade e caracteristicas d&sNISaniffa e cols., 2009).
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6. CONCLUSOES
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Todos os resultados encontrados neste estudo apgatiaa um déficit funcional
nas células tronco mesenquimais de SHR, evidengmslios ensaios de proliferacao
celular, de expanséo até a senescéncia e difecnocisteogénica e adipogénica, os quais
se encontram significativamente alterados em caoagg@ar aos ratos WKY. Tais achados
poderiam ser decorrentes das modificacbes genétioabecidamente existentes no
modelo de hipertensdo do SHR, ou entédo ser um&goéscia da exposi¢cao das MSCs ao
micro-ambiente hipertensivo dos SHRs por tempoomgddo. As repercussdes destas
alteracOes sobre a fisiopatologia da propria hepsdo arterial sistémica necessitam ser

futuramente investigadas.
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